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Resumo

BRASIL, Carolina Litchina. Avaliacdo da silagem de colostro equino e potencial
probidtico de Lacticaseibacillus casei P054 oriundo de colostro bovino. 2021.
104f. Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas) — Programa de Pds-Graduacdo em
Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2021.

A fermentacdo é um processo para obter energia sem a presenca de gas oxigénio, a
fermentacdo anaerdébica do colostro (silagem de colostro) € uma opcdo de
acondicionamento e manutencdo dos constituintes nutricionais desse alimento sem
necessidade de resfriamento. A importancia da silagem de colostro é que a
manutenc¢ao de caracteristicas fisicas e quimicas para obter o colostro in natura, como
também a presenca de microrganismos com potencial probiético. Neste contexto, o
presente estudo objetivou em avaliar a silagem de colostro equino e testar a atividade
probidtica in vitro de Lacticaseibacillus casei P054 oriundo de colostro e silagem de
colostro bovino. Os resultados evidenciaram que L. casei P054 tolerou as diferentes
condi¢des adversas, ndo havendo reducgéo de seu crescimento celular. Observou-se
também que o isolado demonstrou atividade antagonista frente aos patdgenos
testados, todos o0s antimicrobianos testados, com exce¢do da sulfonamida e
sobreviveu ao transito gastrointestinal simulado. Os resultados permitem sugerem que
o isolado L. casei P054 apresenta potencial probidtico in vitro. Posteriormente, bovinos
(n=10) receberam por via oral uma suspenséo de 4x10° UFC de L. casei. Bovinos do
grupo controle (n=10) receberam 20 mL de solucdo PBS. Os animais foram tratados
diariamente durante 35 dias. Cinco dias ap0s o inicio dos tratamentos, os bovinos
foram vacinados com vacina comercial contra IBR, sendo revacinados 21 dias apos a
primeira dose. A estimulacdo in vitro de esplendcitos bovinos com L. casei P054
evidenciou significativo aumento dos niveis de transcricdo do mRNA de IL2, IL4, IL10
e IL17 quando comparado ao controle estimulado com Concanavalina. Observou-se
gue a partir de sete dias, ap0s a primeira dose de vacina até o final do experimento, o
grupo de animais que recebeu suplementacédo, evidenciou niveis superiores de IgG
anti-BoHV-1 (p<0,05). Adicionalmente, os niveis de transcricdo de mRNA para IL2,
IL4,1L10 e IL17 em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) dos animais
suplementados foram superiores aos animais controle (p<0,05). Trinta e cinco
amostras de colostro equino foram coletadas e avaliadas quanto as caracteristicas
fisico-quimicas, microbiolégicas e concentracdo de imunoglobulina G. Para
elaboracdo da silagem, o colostro foi acondicionado em frascos esterilizados e a
fermentacao foi avaliada no periodo de 21 a 730 dias. Todavia, verificou-se que um
dos limitantes para o emprego da técnica € a quantidade de colostro produzida pela
fémea. Portanto, os resultados demonstram que a fermentacao anaerdbica do colostro
equino até 365 dias mante os constituintes colostrais avaliados semelhantes ao
colostro in natura e L. casei P054 tem potencial como probidtico in vitro e induz efeito
imunomodulador em esplendcitos bovino, por isso, a suplementacao de bovinos com
L. casei P054 tem efeito como modulador na resposta imune contra a vacina BoHV-
1.

Palavras-chave: Alimentacdo; Bovino; Fermentacdo anaerdbica; Silagem de
colostro; Sistema imunoldgico.



Abstract

BRASIL, Carolina Litchina. Evaluacion del ensilaje de calostro equino y el
potencial probiotico de Lacticaseibacillus casei P054 a partir de calostro bovino.
2021. 104f. Thesis (Doctor degree in Biological Sciences) — Programa de Pos-
Graduacao em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Fermentation is a process to obtain energy without the presence of oxygen gas, the
anaerobic fermentation of colostrum (colostrum silage) is an option for packaging and
maintaining the nutritional constituents of this food without the need for cooling. The
importance of colostrum silage is that the maintenance of physical and chemical
characteristics to obtain colostrum in natura, as well as the presence of
microorganisms with probiotic potential. In this context, the present study aimed to
evaluate equine colostrum silage and test the in vitro probiotic activity of
Lacticaseibacillus casei P054 from colostrum and bovine colostrum silage. The results
showed that L. casei P054 tolerated different adverse conditions, with no reduction in
its cell growth. It was also observed that the isolate showed antagonist activity against
the tested pathogens, all antimicrobials tested, with the exception of sulfonamide and
survived the simulated gastrointestinal transit. The results suggest that the isolate L.
casei P054 has probiotic potential in vitro. Subsequently, cattle (n=10) received orally
a suspension of 4x109 CFU of L. casei. Control group cattle (n=10) received 20 mL of
PBS solution. The animals were treated daily for 35 days. Five days after the beginning
of the treatments, the cattle were vaccinated with commercial vaccine against IBR,
being revaccinated 21 days after the first dose. In vitro stimulation of bovine
splenocytes with L. casei P054 showed a significant increase in IL2, IL4, IL10 and IL17
MRNA transcription levels when compared to control stimulated with Concanavalin. It
was observed that from seven days after the first dose of vaccine until the end of the
experiment, the group of animals that received supplementation showed higher levels
of anti-BoHV-1 IgG (p<0.05). Additionally, mRNA transcription levels for IL2, L4, IL10
and IL17 in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from supplemented animals
were higher than control animals (p<0.05). Thirty-five equine colostrum samples were
collected and evaluated for physicochemical, microbiological and immunoglobulin G
concentration. However, it was found that one of the limitations for the use of the
technique is the amount of colostrum produced by the female. Therefore, the results
demonstrate that the anaerobic fermentation of equine colostrum up to 365 days
maintains the evaluated colostral constituents similar to in natura colostrum and L.
casei P054 has potential as a probiotic in vitro and induces an immunomodulatory
effect in bovine splenocytes, therefore, supplementation of cattle with L. casei P054
has an effect as a modulator in the immune response against the BoHV-1 vaccine.

Keywords: Food; Bovine; Anaerobic fermentation; colostrum silage; Immune system.
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1 Introducéo

A producéao de colostro ocorre no inicio da lactacao, e esta depende de fatores
hormonais, principalmente da secrecao de progesterona. Dessa forma, o colostro nao
é importante apenas para o fornecimento de anticorpos, mas também de nutrientes,
horménios e fatores de crescimento (SANTOS & ZANINE, 2006).

O colostro pode ser produzido tanto alguns dias, como algumas horas antes do
parto. A secrecdo do colostro ocorre de uma s vez e a sua retirada antes do parto
pode reduzir a quantidade de imunoglobulina necessaria ao recém-nascido
(SAAFELD et al., 2014; BATISTA et al., 2016; MALDONADO & NADER-MACIAS,
2016).

No decorrer da gestacao ocorrem também, na glandula mamaria, mudancas na
composicdo da secrecdo do colostro, com a proximidade do parto. Dentre as
alteracdes citam-se: concentracdo dos eletrolitos (principalmente célcio, magnésio,
sbdio e potassio), alteracdo do pH e concentracdo de imunoglobulinas (CANISSO et
al., 2013).

Algumas situagbes impedem o consumo do colostro pelo neonato
imediatamente apos o parto, seja por dificuldade ou incapacidade de ingestédo, ou
ainda por falha de producéo por parte da fémea, necessitando o fornecimento de uma
fonte externa de colostro. Trabalhos conduzidos com colostro visam adequar
melhores condicbes de armazenamento, substituindo o colostro in natura
(SAALFELD, 2008).

A fermentacdo e o acondicionamento anaerdbico do colostro surgiram como
uma opcao de uso e manutencdo da concentracdo de imunoglobulinas, sem a
necessidade de resfriamento e com resultados promissores estudados em bovinos.
Todavia, para espécie equina, ainda ndo ha descri¢cdo da técnica e de sua utilizacao.
Saalfeld (2008) estudou a silagem de colostro em bovinos como forma de
aproveitamento do excesso de colostro produzido pela fémea bovina, aumentando a
conservacgao, ao armazenamento e a qualidade do colostro.

Durante pesquisas desenvolvidas por um conjunto de alunos de microbiologia
do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico, Departamento de Veterinaria Preventiva e Centro de Controle de
Zoonoses da Universidade Federal de Pelotas, foi possivel verificar que o colostro

bovino fermentado anaerobicamente (silagem do colostro) manteve as caracteristicas
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fisico-quimicas e outros constituintes do colostro in natura (SAALFELD et al., 2013),
bem como a concentracao de imunoglobulinas (SAALFELD et al., 2014). Desta forma,
considerado um alimento adequado a alimentacdo animal. Adicionalmente, a
avaliacdo microbiologica do produto revelou que apos 21 dias de fermentacéo,
bactérias patogénicas de interesse na saude animal ndo foram mais detectadas,
restando viaveis apenas bactérias acido laticas (BAL), incluindo os géneros
Lactobacillus e Enterococcus com provavel potencial probiético (SAALFELD et al.,
2013).

Os probidticos sdo tipicamente, embora ndo necessariamente, bactérias
comensais. Geralmente sdo geralmente BAL, mais comumente espécies de
Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus e Enterococcus, bem
como algumas cepas de Escherichia coli ndo patogénicas também s&o descritas como
probidticos (BORCHER et al., 2009).

Ao nascer, o intestino dos animais apresenta-se estéril e a formacgédo e
composicdo da microbiota do trato gastrointestinal é estimulada logo apds o parto,
sendo induzida nas primeiras ingestas alimentares (UYENO et al., 2015). De acordo
com Qadis et al. (2014) a formacao dessa microbiota intestinal nas primeiras semanas
de vida é importante para a constituicdo de um sistema imunoldgico viavel.

Os mecanismos de agdo dos probidticos incluem fatores que aprimoram as
defesas naturais do organismo, como a alteragdo da microbiota intestinal,
fortalecimento e modificagdo da barreira intestinal, producdo de compostos com
atividades anti-microbianas e modulagdo da resposta imune (THOMAS &
VERSALOVIC, 2010).

Estudos demonstram que a utilizacdo de probidticos como suplemento
alimentar para ruminantes pode colaborar para uma maior produtividade na saude
desses animais, uma vez que confere maior capacidade de modulacédo da resposta
imune além de alterar a microbiota ruminal (ABD EL-TAWAB et al. 2016; MANI et al.
2021; SANTOS et al. 2020).

A questédo-problema é: qual o resultado da suplementagdo de bonivos com
Lacticaseibacillus casei P054 e o efeito da fermentagdo anaerdbica do colostro
equino? A hipétese é que a atividade probidtica in vitro de Lacticaseibacillus casei
P054 tem efeito de imunomodulador como um suplemento aos ruminantes e a silagem
de colostro em equinos resulta em aumento da conservacao, do armazenamento e da

qualidade do colostro.
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A justificativa para essa pesquisa € devido a importancia na divulgacdo de
pesquisas para a area de Microbiologia e Parasitologia, assim, o estudo evidencia
suplementacdo de bonivos, potencial probidtico e imunomodulacdo de
Lacticaseibacillus casei P054, silagem de colostro equino, composi¢cdo do colostro
equino in natura, fermentacdo anaerobica do colostro equino. Promovendo a
sociedade e area académica estudos de casos com ruminantes e equinos, além de

apresentacao de bibliografia para um maior entendimento a area.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicao do colostro equino in natura e silagem de colostro equino,

e investigar a atividade probiotica in vitro de Lacticaseibacillus casei P054.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a silagem de colostro equino em distintos periodos de
fermentacao.
. Determinar as caracteristicas fisico-quimicas, a composi¢cado

microbioldgica e imunoldgica do colostro equino in natura e da silagem de colostro.

o Explicar o comportamento das caracteristicas fisico-quimicas em
distintos periodos de fermentacdo anaerdbica do colostro equino.

. Verificar in vitro o potencial probiético de Lacticaseibacillus casei P054
de colostro e silagem de colostro bovino.

o Avaliar a capacidade de imunomodulagdo de Lacticaseibacillus casei
P054 em esplendcitos bovino.

. Investigar o efeito imunomodulador da suplementacdo com

Lacticaseibacillus casei P054 em bovinos.
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3 Revisado de Literatura

3.1 Colostro

Estes animais sdo dependentes da secrecdo lactea produzida pela mée ao
nascimento, uma vez que ndo ha passagem de anticorpos pela via placentaria. O
colostro é denominado como a primeira secre¢ao lactea, que € um produto sintetizado
pela glandula mamaria e de elementos oriundos da corrente sanguinea,
principalmente as imunoglobulinas (FOLEY & OTTERBY, 1978; MORRIL et al., 2012).

Uma das mais importantes funcdes do colostro é fornecer protecdo imunolégica
e nutricdo adequada para o recém-nascido (HOWE, 1921; SMITH & LITTLE, 1922;
GODDEN, 2009). O colostro é rico em proteinas, imunoglobulinas, minerais, vitaminas
e substancias bioativas (FOLEY & OTTERBY, 1978; GEORGIEV, 2005; KEHOE et
al., 2007; GODDEN, 2009; LIERMANN et al., 2020).

A absorcdo das imunoglobulinas do colostro ocorre no epitélio intestinal do
recém-nascido por um processo ativo em que as moléculas sdo transportadas pelos
enterdcitos até atingirem a membrana basal, onde sdo absorvidas integralmente
durante as primeiras horas de vida (QUIGLEY, 2004). Os niveis de imunoglobulina
alcancam um pico de concentracdo sérica entre 12 e 48 horas de vida, sendo que
apos esse periodo a concentracdo média das imunoglobulinas tende a decrescer em
decorréncia do catabolismo (PAULETTI et al, 2005). O nivel sérico de
imunoglobulinas encontrado nos recém-nascidos, apds receberem o colostro, pode
ser afetado pelo tempo decorrido do nascimento até a primeira ingesta e pela
concentracédo de imunoglobulinas ingeridas (MORIN et al., 1997; PRIESTLEY et al.,
2013).

O colostro é estéril quando é excretado dos alvéolos mamarios, porém a
medida que passa pelos condutos do Ubere pode sofrer diversas contaminagdes,
podendo ser uma fonte de exposi¢do a micro-organismos patogénicos para o recém-
nascido (MCGUIRK & COLLINS, 2004; STEWART et al., 2005; GODDEN, 2009). A
primeira secrecao lactea também possui propriedades laxativas, que contribuem para
a eliminagdo dos residuos acumulados no intestino do feto durante a fase final da
gestacao, sob a forma de massa escura e viscosa conhecida como mecénio (SILVA
et al., 2013).
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Contudo, essa primeira secre¢do lactea é indispensavel para o recém-nascido,
pois, apresenta grande importancia nutricional e auxilio na maturacdo do trato
gastrointestinal, ainda confere imunidade passiva pela ingestdo de imunoglobulinas
(TAHMASBI et al., 2014; TIZARD, 2002).

3.1.1 Colostro equino

A espécie equina tem como caracteristica a composicdo de uma placenta
corioalantéide, a qual possibilita somente a passagem de pequenas moléculas, como
aminodcidos e eletrdlitos. As imunoglobulinas - moléculas grandes - ndo conseguem
ultrapassar a barreira placentaria. Dessa forma, o0s potros nascem
agamaglobulinémicos ou hipogamaglobulinémicos, e assim dependem totalmente do
colostro materno para adquirirem imunidade apds o nascimento (JEFFCOTT, 1974;
MCGUIRE et al.,1975; KOTERBA et al.,1990; LANG et al., 2007).

O colostro deve apresentar caracteristicas fisicas como, viscosidade e
coloragdo amarelada, o que estd relacionado a maiores concentracdes de
imunoglobulinas (KOTERBA et al., 1990; PRESTES & LADIM-ALVARENGA, 2006). A
coloracdo e viscosidade estdo relacionadas a gravidade especifica e,
consequentemente, a quantificacdo de imunoglobulinas presentes no colostro. Em
estudo de Luz et al. (1992), com 60 éguas da raca Puro Sangue Inglés, foi observada
uma relacao diretamente proporcional entre estas caracteristicas fisico-quimicas.

A imunoglobulina G (IgG) é mais abundante no colostro equino, enquanto a
imunoglobulina (IgA) é o menor componente (PERKINS et al., 2014). Considerando
as concentracdes séricas, observa-se que os isotipos de 1gG, IgA e imunoglobulina E
(IgE) apresentam maiores quantidades no colostro. Elas sédo importantes mediadoras
na regulacdo das funcdes imunolégicas, contribuindo para a prote¢do de diversas
enfermidades (PERKINS et al., 2014).

Em éguas a concentracao de imunoglobulinas no colostro é correlacionada com
a densidade, relacionada aos niveis seéricos das imunoglobulinas em neonatos
(LEBLANC et al., 1986; MASSEY, et al., 1991; RADOSTISTS, 2002). Na avaliacao de
densidade convencional, um colostro de boa qualidade possui densidade ou
gravidade igual ou superior a 1.060, sugerindo que as concentracdes de IgG ficam em
torno de 3000 mg/dl (LEBLANC et al., 1986; NOGUEIRA & LINS, 2009).
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Os eletrélitos de maior concentracdo no colostro sdo calcio (747.7 mg/kg),
potéssio (928.6 mg/kg), magnésio (139.7 mg/kg) e zinco (2.95 mg/kg). Ja € descrito 0
aumento nos valores de eletrélitos, calcio e potassio, e reducéo de sodio e cloro nas
secrecOes da glandula mamaria quando pariu 24 horas (CANISSO et al., 2013).

O pH do colostro comecga a diminuir quatro dias antes do parto, ocorrendo uma
reducdo significativa do pH das secre¢cdes mamarias no dia do parto. O pH do colostro
em éguas € menor que 7, geralmente o valor médio de pH no momento do parto de
5,8 a 6,3 (BRASIL et al., 2016). O mecanismo que leva a reducdo do pH ainda néo
esta elucidado, porém pode estar associado ao aumento da atividade da enzima
anidrase carbdnica, semelhante ao descrito para bovinos (CANISSO et al., 2013).

3.1.2 Colostro bovino

A espécie bovina tem como caracteristica a placenta do tipo sindesmocorial,
constituida por cinco membranas entre a circulacdo materna e a fetal, permitindo o
isolamento e protecao do feto de possiveis microrganismos patogénicos. Entretanto,
impede a passagem de componentes vitais, sendo a Unica forma natural a
transmissao via colostro (DAVIS & DRACKLEY, 1998; ROA et al., 2012).

O colostro de bovinos € composto de uma mistura de secrecdes lacteas e
constituintes do soro, principalmente imunoglobulinas, leucocitos maternos, fatores de
crescimento, hormdnios, citocinas, fatores antimicrobianos nado especificos e
nutrientes (FOLEY & OTTERBY, 1978; DAVIS & DRACKLEY, 1998; ANDRADE et al.,
2010). E conhecido por apresentar caracteristicas de uma secrecdo grossa,
amarelada e cremosa (WATTIAUX, 1994).

Os leucocitos maternos (macréfagos, linfocitos e neutroéfilos) estdo presentes
em aproximadamente 1 x 10° leucécitos/mL (LARSON et al., 1980). Em relacéo aos
componentes bioativos do colostro com atividade antimicrobiana incluem-se a
lactoferrina, a lisozima e a lactoperoxidase, que sao responsaveis por agir como
inibidores competitivos pelos sitios de ligacdo na superficie epitelial do intestino
(SUPERTI, 2020).

Outra importante fungdo do colostro € o fornecimento de nutrientes para o
metabolismo dos recém-nascidos. O teor médio de sélidos do colostro € de 23,9% e
o do leite integral em torno de 12,9%. A maior diferenca € encontrada no teor de

proteinas (14,0 vezes 3,2%) e também de gordura (6,7 vezes 3,5%), ja que a lactose
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tem uma concentra¢do maior no leite integral (2,7 vezes 4,8%). Em relac&o a gordura,
€ considerada a principal fonte de energia nas primeiras horas de vida, é importante
na manutencdo e producédo da temperatura corporal e ainda fornece acidos graxos
para equilibrio da glicose (LIERMANN et al., 2020). Apesar da baixa concentracdo de
lactose no colostro bovino, ela apresenta importancia para o suprimento de energia
(TALUKDER et al., 2002).

Ha trés tipos de imunoglobulinas presentes no colostro: IgG corresponde a 85-
90%, sendo a mais abundante, imunoglobulina M (IgM) e a IgA correspondem a 10-
15%. A 1gG tem a fungéo principal de reconhecer e tentar eliminar microrganismos
patogénicos, a IgM atua como a primeira defesa em casos de septicemia e a IgA é
protetora das mucosas, como a parede intestinal, evitando a adesao de possiveis
patogenos a mucosa (MARNILA & KORHONEN, 2002).

A concentragdo de imunoglobulinas € maior no inicio da lactagéo e diminui apés
mamadas sucessivas. A maior absorcao coincide com o periodo de maior qualidade
imunologica do alimento, que ocorre nas primeiras 12 horas apés o parto (DESBOIS
& SMITH, 2010). A imunidade gerada pela ingestdo do colostro garante protecdo ao
animal até que ele proprio produza suas células de defesa, quando seu organismo
estiver maduro imunologicamente, o que deve acontecer apés 4 a 6 semanas de vida
(FRANDSON et al., 2011).

Para que os anticorpos do colostro possam ser absorvidos, ha necessidade de
oferecer nas primeiras horas de vida. Neste periodo, ainda ndo ha atividade gastrica,
permitindo que os anticorpos ndo sejam digeridos antes de alcancar o intestino
delgado, onde serédo absorvidos de maneira intacta. Da mesma forma, em até seis
horas ap0s o parto, o intestino tem capacidade méaxima de absor¢do de anticorpos,
pois sdo substancias de alto peso molecular, necessitando da absorcéo diferenciada
gue ocorre pelas microvilosidades intestinais, sendo que este poder de absorcéo vai
decrescendo até 24 horas pos-natal (MORRIL et al., 2012).

3.2 Colostro fermentado anaerobicamente (silagem de colostro)

Algumas situacdes impedem o consumo do colostro pelo recém-nascido
imediatamente apds o parto, seja por dificuldade ou incapacidade de ingestao pelo
neonato, ou ainda por falha de producdo por parte da mae, necessitando o

fornecimento de uma fonte externa de colostro (SAALFELD, 2008). Trabalhos
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conduzidos com colostro visam adequar melhores condi¢des de armazenamento,
proporcionando a alternativa do colostro in natura. Para garantir a administracao de
guantidades suficientes de imunoglobulinas e alimentacao livre de contaminantes,
pesquisadores tém recomendado o uso de substitutos comerciais de colostro (FIDLER
etal., 2011; GODDEN et al., 2012; PRIESTLEY et al., 2013). Entretanto, nem sempre
estes produtos sdo eficientes na transmissdo de anticorpos aos recém-nascidos e
representam alteracdes econdmicas significativas nas propriedades.

As formas de armazenamento convencionais sd8o o0 resfriamento e
congelamento. Estes muitas vezes n&o séo tao eficazes, demandam a disponibilidade
de equipamentos, energia elétrica nas propriedades ou centros de referéncia e
possuem um periodo de validade de até 12 meses (GIGUERE & POLKES, 2005;
BRASIL et al., 2017). Uma das alternativas de substitutos do leite € o excedente de
colostro. O colostro bovino tem boa disponibilidade, facil armazenamento e baixo valor
comercial (PRIESTLEY et al., 2013).

A fermentacéo e acondicionamento anaerdbico do colostro bovino foi descrita
por Saalfeld (2008) como uma nova opc¢ao de aproveitamento do excesso de colostro
produzido nas propriedades rurais, manutencdo da concentracdo de nutrientes e
imunoglobulinas. Ainda apresenta como mais uma vantagem, a auséncia de
necessidade de resfriamento resolvendo problemas citados na literatura em relacao a
conservacao, armazenamento e qualidade do colostro (FOLEY & OTTERBY, 1978;
LANUZA et al., 1990).

A silagem de colostro, assim denominada, possibilitou o armazenamento por
periodos superiores a 24 meses, nao necessitando de refrigeracdo, congelamento ou
incremento de aditivos, o que contribui para seu baixo custo de producéo (SAALFELD,
2012). Dessa forma, € considerada uma forma econémica de se obter um substituto
ao leite e colostro de boa qualidade nutricional para bovinos em aleitamento, além de
diminuir os custos do produtor na criacdo desta categoria animal (BATISTA et al.,
2016).

A técnica consiste no preenchimento total de garrafas plasticas com colostro,
sem espaco para o ar, por um periodo minimo de 21 dias. Cuidados de higiene e
manejo sanitario correto sado essenciais (SAALFELD et al., 2013), pois se empregado
erroneamente pode prejudicar as caracteristicas nutricionais do produto e o
desempenho dos animais. Silagens em que a fermentacao foi inadequada, o pH nao

apresentou uma queda efetiva, podendo ser prejudicial para os animais, além de
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reduzir o tempo de armazenamento e a qualidade proteica do alimento (AZEVEDO et
al., 2013; AZEVEDO & DUARTE, 2014).

Na literatura é descrito que a utilizacdo da silagem de colostro como uma
excelente alternativa de fornecer alimento adequado para os neonatos (SAALFELD et
al., 2008; SAALFELD et al., 2013, VIRGINIO et al., 2016). Isso ocorre porque a
silagem de colostro mantém as caracteristicas fisicas e quimicas encontradas no
colostro in natura, bem como a presenca de BAL e outros constituintes colostrais,
incluindo as imunoglobulinas. A alimentacdo dos animais recém-nascidos com a
silagem de colostro, em comparacao a alimentacdo com leite, propiciou um ganho de
peso maior, tanto em machos como em fémeas. Quando avaliados os niveis de
imunoglobulinas observou-se que nao diferiram significativamente entre o colostro in
natura e a silagem, podendo ser transferidos aos neonatos (SAALFELD et al., 2014).
Apés 21 dias de fermentacdo do colostro houve isolamento de BAL que, através da
producdo de compostos antimicrobianos, como acidos organicos, inibiram o

desenvolvimento de microrganismos patogénicos (SAALFELD et al., 2013).

3.3 Probidticos

Variadas denominagBes para o termo probidtico foram estabelecidas no
decorrer do tempo de sua utilizacdo. A definicdo atual, sustentada desde 2013 pela
Associacdo Cientifica Internacional para Probioticos e Prebidticos e, atualmente
reconhecida internacionalmente, € a de que probidticos sdo microrganismos Vvivos que
guando administrados em quantidades adequadas promovem beneficios a satde do
hospedeiro e o prebidticos sdo componentes alimentares nao-digeriveis (HILL et al.,
2014).

Porém, ha exigéncias a serem cumpridas para que um microrganismo possa
ser considerado como probidtico. Conforme a FAO e a OMS (2002) é preciso avaliar
sua identidade (género, espécie e origem), realizar testes in vitro que determinem a
resisténcia do microrganismo frente a acidez gastrica, aos acidos biliares e as enzimas
digestivas, investigar sua atividade contra microrganismos patogénicos, avaliar a
seguranca de sua administracdo e proceder com estudos in vivo que comprovem
efeitos benéficos a saude do hospedeiro.

O efeito probidtico de certos microrganismos foi comprovado, destacando os

géneros bacterianos Lactobacillus, Bacillus e Bifidobacterium, e as leveduras
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Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae, amplamente empregados em
medicina humana e animal (BUTS & KEYSER, 2006; MARTINS et al., 2010). Com
relacdo aos mecanismos de acdo dos probioticos citam-se a inclusao de fatores que
fortalecem as defesas naturais do organismo, incluindo a alteracéo e fortalecimento
da microbiota intestinal, producdo de compostos com atividade antimicrobiana,
inibicdo da adesao de microrganismos patogénicos e modulagcédo da resposta imune
(THOMAS & VERSALOVIC, 2010). Na medicina veterinaria os probiéticos
demonstram beneficios ha modulagéo do sistema imune e na prevencao e tratamento
de doencas, principalmente gastrointestinais (WYNN, 2009). Estudos sugerem a
necessidade de uma dose apropriada (6 log) dos microrganismos probiéticos para que
efeitos esperados possam ser expressos no organismo (MINELLI & BENINI, 2008;
ROBINSON & FALL, 2012).

De fato, os probioticos tornaram-se bastante populares. Presencia-se 0 cenario
de uma industria crescente na comercializacdo de probioticos, em produtos
alimenticios, farmacéuticos ou suplementos dietéticos, tanto para uso humano como
animal (SANDERS, 2003). Fernandes (2013) explica que os consumidores de
alimentos probidticos estéo frente ao mercado global crescente.

3.3.1 Mecanismos de acao do probiéticos

A presenca dos probioticos na microbiota resulta na competicdo por sitios de
ligacdo e por nutrientes, o que 0s tornam importantes para manter a microbiota
intestinal equilibrada. A caracteristica que 0os microrganismos probiéticos possuem de
ocupar sitios de ligacdo no intestino e formar uma barreira protetora tambéem é
fundamental para evitar a colonizacao por bactérias patogénicas (SCHACHTSIEK et
al., 2004; LAVERMICOCCA et al., 2005).

As bactérias presentes no limen intestinal tém sua nutricAo baseada em
substancias que foram parcialmente digeridas por enzimas ou que foram
intencionalmente acrescidas a dieta como prebidticos (GIBSON et al., 2005).
Prebidticos referem-se aos elementos alimentares ndo digeriveis que fomentam
seletivamente o desenvolvimento ou acdo de populac¢des de bactérias desejaveis no
cllon, ocasionando vantagens ao hospedeiro (SAAD, 2006).

Os microrganismos probidticos normalmente tem a capacidade de produzir e

liberar moléculas, tais como as bacteriocinas e 0s acidos organicos, que agem sobre
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as bactérias patogénicas promovendo uma acdo bacteriostatica ou bactericida
(VELEZ et al., 2007). Bacteriocinas sido caracterizadas por serem peptideos
heterogéneos pequenos, resistentes ao calor e que atuam formando um complexo
com os componentes da membrana da bactéria alvo, geralmente levando a formacéao
de poros e um efeito detergente (BIERBAUM & SAHL, 2009). Os &cidos organicos,
especialmente o acido acético e o acido latico, apresentam uma potente inibicdo
contra bactérias Gram-negativas, sendo conhecidos como as principais substancias
antimicrobianas produzidas por probidticos que agem causando dano as bactérias
patogénicas (MAKRAS et al., 2006). Os acidos organicos na forma nao dissociada
penetram na célula bacteriana através da sua membrana, dissociando-se no
citoplasma e causando uma reducdo de pH intracelular ou acumulando-se no seu
interior de forma ionizada. Esta desestabilizacdo do patdgeno acaba resultando em
sua morte (RUSSELL & DIEZ-GONZALES, 1998).

3.3.2 Probidticos e respostaimune

Em relacdo aos mecanismos de acdo de imunomodulagéo dos probidticos, ha
evidéncias de que esses microrganismos modulam a resposta imune através da
estimulacdo da producdo de imunoglobulinas, inducdo do aumento da atividade de
macréfagos e linfécitos, bem como pelo estimulo da producao de citocinas (PELUSO
et al., 2007; WYNN, 2009; OELSCHLAEGER, 2010). Os efeitos dos probidticos na
modulacdo da resposta imune dependem do microrganismo utilizado
(OELSCHLAEGER, 2010). No intestino, os probidticos interagem com as células
epiteliais intestinais e com as células dendriticas (DCs), estimulando a resposta imune
inata e adaptativa. Estas células tém a habilidade de reconhecer os probidticos
através de seus receptores de reconhecimento padrdao (PRRS), principalmente os
receptores toll-like (GOMEZ-LLORENTE et al., 2010) e a resposta gerada esta ligada
ao subtipo de células que séo ativadas. As células de Paneth ativadas sao produtoras
de defensinas e as do tipo caliciformes intensificam a produ¢cdo de muco. As DCs
quando estimuladas com os probioticos reagem com maior sintese de citocinas,
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e moléculas co-
estimulatérias capazes de polarizar as respostas dos linfocitos T auxiliares (Th) em
Thl, Th2, Tregulador e Th17 (LEBEER et al., 2010).
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O género Lactobacillus estimula as células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) a produzirem citocinas, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interferon-gama (IFN-y), interleucina (IL) 10 e fator de transformacédo do crescimento
beta (TGF-B), que induzem a propagacao de respostas imunes diferenciadas
(SOLIMAN et al., 2015).

A suplementacdo com determinados probioticos pode ser considerada uma
alternativa para aumentar a eficiéncia de vacinas através da modulacdo da resposta
imune (COPOLLA et al., 2005; PENHA et al., 2011; ROOS et al., 2012). O uso de
vacinas € uma alternativa eficiente na profilaxia e controle de doencas infecciosas
(MBOW et al., 2010; REED et al., 2009).

Para Almeida et al., (2012) o efeito da suplementacédo do probiético na resposta
imune humoral em bovinos vacinados com uma Unica dose de vacina antirrabica, com
uma dose de 2 mL de vacina antirrdbica produzida pelo Instituto Butantan, conclui-se
que a vacina antirrabica teve eficiéncia em produzir e manter a soroconvesao nos
bovinos primovacinados contra a raiva por 150 dias, porém, a administracdo de
probiotico ndo interferiu na resposta imune humoral antirrabica. Complementa Ferreira
et al. (2009) que a resposta imune humoral antirrdbica em bovinos com vacina
antirrabica e suplementacdo com probioticos, também ndo encontraram diferencas
estatisticas significativas entre as médias de concentracdes séricas entre 0s grupos.

Acredita-se que a capacidade dos probidticos em induzir um aumento na
resposta imune a vacina seja decorrente da absor¢cdo do microrganismo probiotico
pelas células apresentadoras de antigeno (APCs) nas placas de Peyer. A interacdo
de probidticos com APCs ativa linfécitos T virgens, principalmente por meio da
secrecdo de citocinas, em seguida esses linfocitos migram para os linfonodos, em
diferentes locais do corpo, onde estimulam a resposta imunolégica (HONG et al.,
2005; CHIEPPA et al. al., 2006; LEBEER et al., 2010). O mecanismo de modulacdo
imunologica probidtica representa uma alteracéo do perfil de citocinas produzidas no
ambiente, engquanto, os antigenos vacinais irdo interagir com as células imunoldgicas
(SHIDA et al., 2011).

3.3.3 Respostaimune
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O sistema imunolégico é subdividido em dois sistemas, sendo eles: o sistema
inato e 0 adaptativo. No sistema inato € responsavel por responder aos estimulos de
maneira nao especifica, e o adaptativo responde ao antigeno de modo especifico com
memoria. A composicdo de ambos é diferente, no inato tem células de neutrofilos,
eosinofilos, basdéfilos, mondcitos e células natural killer, e fatores solGveis de sistema
complemento, proteinas de fase aguda e enzimas, ja 0 adaptativo tem células:
linfécitos T e B e por fatores humorais, as imunoglobulinas (ROSA e VAISBERG,
2002).

O sistema imune é de suma importancia para o combate a microrganismos
invasores, as células circulam por todo o organismo (sangue, linfa e tecidos) para a
acao sistémica, assim, realizando a acao de eliminar componentes exdégenos, além
da participacéo de diversas células e moléculas especializadas e o envolvimento de
substancias como citocinas, mediadores celulares e proteinas. Caso um patdgeno
ultrapassar as barreiras superficiais e penetrar no organismo, enfrentara uma grande
variedade de outros fatores que atuam para defender os tecidos internos (KANDA et
al., 2009).

A citocina IL-2 é sintetizada por células T e esta envolvida na maturacao de
linfécitos T e B além de ser crucial na modulacdo da resposta imune (BAYER et al.,
2013). Dessa forma, a IL-2 é uma citocina chave para o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa, promovendo a proliferacdo, diferenciacdo e expanséo clonal de
células T (ZHOU et al., 2002; GAFFEN & LIU, 2004) e induzindo a geracéo de células
T de memoéria (BACHMANN & OXENIUS, 2007; LI & PAUZA, 2015).

Os efeitos dessa citocina podem ser efetores ou reguladores e sua acao é
determinada pela sua quantificacdo, uma vez que menores quantidades determinam
sua capacidade reguladora, ao passo que maiores quantidades determinam sua
atividade efetora (MALEK & BAYER, 2004). Adicionalmente, essa citocina esta
envolvida na supressao de processos autoimunes, uma vez que responde ao limiar
de respostas contra antigenos estranhos (SIM & RADVANYI, 2014).

A IL-4 promove a resposta das células B e a inducdo da troca do isétipo 1gG e
IgE (FINKELMAN et al., 1990; PAUL et al., 2010). Também induz a proliferacdo e
ativacdo de macrdéfagos e facilita a apresentacédo de antigenos por meio do aumento
da expressao de moléculas de MHC classe Il (GORDON & MARTINEZ, 2010). E uma
potente citocina reguladora da imunidade, sendo secretada por eosindfilos,

mastocitos, basofilos e linfocitos TH2, desempenha importante papel na sobrevivéncia
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de leucocitos em condi¢des fisiologicas e patoldgicas, bem como atua para a
reparacao tecidual e homeostase (FAZEKAS & GROTH, 1992; GEHA et al., 2003;
GORDON, 2003; GADANI et al., 2013). Juntamente com IL-10 inibe a acédo de
fagdcitos e suprime o padrdo de resposta mediado por TH1, aumentando a resposta
mediada por TH2 e ativando a resposta imune humoral (COFFMAN, et al., 2010).

A IL-10 é responsavel por aumentar a sobrevivéncia das células B, bem como
a producéo de imunoglobulinas, e mediar os efeitos imunoestimulantes nas células T
(MOORE et al., 2001).

A IL-17 é produzida por linfocitos T e células NK, sendo responsavel por
desencadear o processo inflamatério, o que torna a resposta imune das mucosas mais
efetiva (WATTEGEDERA et al., 2017; PAPPU et al., 2012). Foi demonstrado que esta
citocina ndo apenas desencadeia a proliferacdo de linfécitos B, como também
promove a formacdo de centros germinativos e induz a troca de isotipos IgG
(MITSDOERFFERA et al. 2010), podendo estar envolvida na indu¢do da producéo de
anticorpos pelos linfocitos B (CAl et al., 2012; MITSDOERFFER et al., 2010). De
acordo com Diaz e Allen (2007) a IL-17 esta associada com o desencadeamento de
uma resposta TH2 em um estado altamente patolégico. Por outro lado, estudos
indicam que a IL-17 é importante na manutengcdo da homeostase intestinal e na
regulacao das alteracdes inflamatdrias e metabdlicas associadas a diabetes do tipo 2
(MORALES et al., 2020).

A acdo da IL-17 pode estar associada a formacao de barreiras epiteliais na
cavidade bucal, na pele, pulmdes, trato gastrintestinal e urogenital. Adicionalmente,
diversos estudos apontam a IL-17 como uma das principais citocinas envolvidas na
resposta imune frente aos probioéticos (PAPPU et al., 2012).

Por se tratar de uma area de grande interesse, sdo muitas as pesquisas e
algumas questdes vém sendo elucidadas em relacdo ao modo de atuacédo dos
probioticos no sistema imunologico. Porém, ainda é preciso muitas pesquisas para
estudar o efeito especifico de cada microrganismo probiético, primeiramente com

testes in vitro e, posteriormente, utilizando modelo animal.

3.4 Lacticaseibacillus casei

Lacticaseibacillus casei (L. casei) € um Gram-positivo e lactobacilos

heterofermentativos facultativos distribuidos em uma variedade variedade de habitats
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ambientais, por exemplo: muitos laticinios fermentados, mesa e produtos de cereais,
bem como trato gastrointestinal de humanos e animais (FONTANA, ZACCONI e
MORELLI, 2018; HILL et al., 2018; ZHENG et al., 2020).

Lactobacillus casei € um grupo composto por espécies de Lacticaseibacillus
casei, Lacticaseibacillus paracasei e Lacticaseibacillus rhmnosus, utilizados para
producdo de metabdlitos bioativos com efeito benéfico aos hospedeiros e poder
probiotico (HILL et al., 2018; ZHENG et al., 2020).

Segundo Bharwani et al., (2016) Lacticaseibacillus casei € um dos integrantes
do microbioma intestinal, junto de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum, Escherichia spp., Bacillus spp., Saccharomyces spp.,
Candida spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., com a capacidade produzir
neurotransmissores, atuando no intestino-cérebro ao modular a expressao de
receptores neuroquimicos e apresentando resultados antidepressivos e ansioliticos.

Para Hill et al., (2018) L. casei sdo estudados por pesquisadores devido aos
seus valores industriais e potenciais de promocdo da saude, visto que apresentam
contribuicdes para varios niveis de saude promovendo atividades, como: capacidade
antitumoral, efeitos anti-inflamatérios, e melhoria e regulagdo da microbiota intestinal
(SIDIRA et al., 2010; TIPTIRI-KOURPETI et al., 2016).
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RESUMO

colostro equino fornece imunoglobulinas, nutrientes e fatores de crescimento

essenciais a imunidade e sobrevivéncia do potro neonato. No entanto, em inimeros

casos, a ingestdo do colostro pelo neonato ndo ocorre de forma natural, sendo
necessario o aleitamento artificial. Métodos de preservagdo do colostro tém gerado
resultados controversos. O objetivo deste estudo foi testar a técnica de fermentagdo
anaerébica do colostro equino, a fim de preservar a qualidade do produto e avaliar, in vitro,
a manutengdo dos constituintes colostrais. Foram verificadas as propriedades
microbioldgicas, fisicas e a concentragdo de analitos: calcio (Ca), potassio (K), magnésio (Mg)
e sodio (Na) do colostro in natura e em distintos periodos de fermentagdo anaerdbica. A
avaliagdo do pH no decorrer da fermentagdo demonstrou redugdo condizente com processo
fermentativo. Nos distintos periodos de fermentagdo, foi observada manutengdo das
concentragdes dos analitos e dos niveis de imunoglobulinas. Os resultados deste estudo
evidenciam que a silagem do colostro equino mantém as propriedades avaliadas in vitro.

Palavras-chave: Silagem. Imunidade. Imunoglobulinas.
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INTRODUGAO

O colostro equino caracteriza-se como uma secrecdo lactea do Ubere gravidico, que inicia
sua liberagdo lentamente nas ultimas semanas de gestacdo e continua por 24 a 48 horas
apos o parto. Sua principal fungdo é a transferéncia passiva de imunoglobulinas maternas
para o potro neonato, periodo de maior suscetibilidade as infecgdes neonatais, e perdura
até o momento em que os animais sejam responsivos aos desafios ambientais (GARDNER et

al., 2007).

A espécie equina é dependente da transferéncia passiva de imunoglobulinas maternas,
nutrientes, hormonios e fatores de crescimento presentes no colostro, devendo ser ingerido
imediatamente apds o nascimento. Essa dependéncia ocorre, principalmente, pela
necessidade de aquisicdo de imunidade, pois devido ao tipo de placentagdo na égua
(epitélio-corial difusa) ndo ha transferéncia de moléculas maiores de 150 kDa via
transplacentaria durante a fase intrauterina do potro. Por isso, os potros nascem sem
imunidade humoral, sendo considerados hipoglobulinémicos ou agamaglobulinémicos ao

nascimento (LEBLANC et al., 1986; SIMON et al., 2012).

Em muitos casos, a oferta do colostro ao neonato ndo é possivel em fungdo da
indisponibilidade materna ou por problemas do potro ao nascimento. Nessas situagdes, a
solugdo mais indicada é o aleitamento artificial, que é uma prdtica bastante antiga e

conhecida entre os médicos veterinarios clinicos (GIGUERE; POLKES, 2005).

O colostro pode ser fornecido na sua forma natural, fresco ou conservado. Na equinocultura,
a forma de conservagdo do colostro mais utilizada é o congelamento a temperatura de -20
°C, o qual preserva esse produto por até 12 meses. No entanto, muitas de suas propriedades
imunoldgicas podem ficar comprometidas por fatores como: energia elétrica inconstante,
causando descongelamentos indesejdveis, temperatura erronea de descongelamento e
material para conservagdo sem higiene adequada (GIGUERE; POLKES, 2005). Com isso,
estudos avaliando alternativas de preservagao do colostro equino s3ao necessarios e

relevantes.

Saalfeld (2008) implementou e avaliou a fermentagdo anaerdbica de colostro bovino como

forma de aproveitamento do excesso de colostro produzido nas propriedades rurais. O
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método consistiu na fermentagdo anaerdbica do colostro. A silagem do colostro bovino ndo
s6 mantém as caracteristicas fisico-quimicas do colostro in natura, como também a presenca
de Lactobacillus spp. e outros constituintes, incluindo as proteinas (ANDRADE et al., 2012).
Adicionalmente, Saalfeld et al. (2013) comprovaram que os niveis de imunoglobulinas na
silagem de colostro bovino sdo mantidos, sendo transferidas eficientemente para o recém-
nascido. Pereira et al. (2016), através da determinacgdo de célcio (Ca), ferro (Fe), potassio (K),
magnésio (Mg), sédio (Na) e zinco (Zn), em amostras de silagem de colostro bovino,
comprovaram que ocorre uma manuten¢do da concentragdo dos analitos no colostro, com

niveis superiores aos encontrados no leite.

O objetivo deste estudo foi testar a técnica de fermentagdo anaerdbica do colostro equino, a
fim de preservar a qualidade do produto e avaliar, in vitro, a manutenc¢do dos constituintes

colostrais.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 35 éguas prenhes, sendo nove éguas sem raga definida com idade entre
sete e vinte e um anos, com média de idade de 16 anos, pertencentes ao Centro de Ensino e
Experimentagdo em Equinocultura da Palma (CEEP) da Universidade Federal de Pelotas, Rio
Grande do Sul. As demais 26 éguas, da raca Crioula, com idade entre seis e vinte anos, com
média de idade de 16 anos, eram provenientes de um criatdrio situado no municipio do
Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul. Todas as éguas tiveram gestagOes saudaveis, com
condi¢Bes nutricionais e higiénico-sanitdrias similares, sendo multiparas e com média de
tempo de gestacdao de 332 dias. Em todas as fémeas foi realizado o acompanhamento

gestacional, monitoramento e avalia¢do do parto.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Pelotas sob o n2 1890-2016.
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Coleta do colostro e preparo da silagem

As coletas de colostro foram realizadas direto da glandula mamaria no prazo de até seis
horas apds o parto. Previamente, foi realizada a antissepsia do Ubere, sendo desprezados os
primeiros jatos de colostro. Para cada égua foi coletado um volume de 300 mL de colostro,
em frascos estéreis tipo Falcon, os quais foram acondicionados em caixas isotérmicas sem a
presenca de gelo e encaminhados até ao laboratério de Microbiologia da Universidade

Federal de Pelotas, o tempo de transporte foi em torno de até 60 minutos.

O preparo da silagem de colostro seguiu a metodologia descrita por Saalfeld et al. (2013).
Para isso, um volume de 237 mL de colostro foi acondicionado em garrafas de polietileno
tereftalato (PET). As garrafas foram completamente preenchidas, fechadas e mantidas em
temperatura ambiente por um periodo de até 365 dias. O volume restante de colostro in
natura (63 mlL) foi utilizado para avaliagdo das propriedades fisicas, microbioldgicas,
imunoldgicas e determinagdo dos analitos. A avaliagdo dessas propriedades no processo de
silagem foi realizada em intervalos de sete dias, nos primeiros 21 dias de fermentagdo

anaerdbica do colostro, e a cada 30 dias até o periodo final de avaliagdo.
Avaliagdo fisica e pH

Em cada amostra, tanto do colostro in natura (n=35) como do colostro fermentado (n=45),
foi realizada a avaliagdo fisica (aspecto, coloragdo, viscosidade, odor e sabor) nos periodos
de 7, 15, 21, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 365 dias. A viscosidade e coloragdo foram
classificadas de forma subjetiva de 1 a 7 e 1 a 5, respectivamente, segundo descrito por
LeBlanc et al. (1986). O pH foi determinado com auxilio de um potenciémetro digital
devidamente calibrado. Adicionalmente a avaliagao fisica, incluiu-se odor e sabor, essas

caracteristicas sdo descritas para o colostro e silagem de bovinos por Saalfeld (2008).
Avaliagées microbiolégicas

Aliquotas de 100 pL das amostras de colostro in natura e de silagem de colostro foram
semeadas em meios de cultura MacConkey, Chapmann, Sabouraud e dgar sangue ovino 5%.
As placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas em aerobiose. Paralelamente um volume de

100 pL de colostro in natura e silagem de colostro foram semeados em 9 mL de caldo Man,
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Rogosa e Sharpe (MRS-Biobras, Brasil) incubado a 37 °C por 72 horas em microaerofilia e
anaerobiose. Posteriormente, aliquotas de 100 pL dessa cultura foram repicadas para placas

de Petri contendo agar MRS, sendo incubadas nas mesmas condigGes citadas acima.

As placas que apresentaram crescimento de colOnias bacterianas foram avaliadas pela
coloragdo de Gram e submetidas a identificagdo bioquimica até o nivel de género
(BARENFANGER, 2003). Para identificagdo molecular, foi realizada extragdo total de DNA
com pérolas de vidro, em amostras de silagem de colostro de distintos periodos, através do
método adaptado de Chagnaud et al. (2001) e amplificagdo por PCR utilizando os primers

que amplificam a regido 16S.
Determinagdo de analitos

Os analitos determinados foram Ca, K, Mg e Na. Foi utilizado um espectrometro de emissao
Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) da Agilent, modelo 4200
(Melbourne, Australia), equipado com um nebulizador OneNeb e uma camara de
nebulizacdo ciclénica do Laboratério de Metrologia Quimica da Universidade Federal de
Pelotas. A andlise foi realizada para o colostro in natura e silagens de colostro até 365 dias. O
plasma foi mantido com gas nitrogénio, obtido do ar atmosférico através de um gerador de
nitrogénio da Agilent, modelo 4107 (Melbourne, Australia), com vazdes de 20 e 1,5 L/min

para o gas de plasma e auxiliar, respectivamente.

Para o preparo das amostras foi utilizada uma solubilizagdo alcalina com hidréxido de
tetrametilamonio (TMAH), a qual consistiu em pipetar 150 puL de amostra de colostro in
natura e colostro fermentado diretamente em frascos de polipropileno (PP), sendo, logo em
seguida, adicionado 300 pL de TMAH 25% (m/v) (Sigma, Estados Unidos). As amostras foram
agitadas e permaneceram overnight a temperatura ambiente. Por fim, foram avolumadas a

2 mL com agua deionizada.
Quantificacdo de imunoglobulina G

A detecgdo de imunoglobulinas no colostro e silagem do colostro foi realizada empregando o
método de ELISA (ensaio imunoenzimatico) indireto para detecgdo de IgG anti Theileria equi

(VIANNA et al., 2014). Essa avaliacdo foi realizada em amostras de colostro de nove éguas
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inoculadas com uma vacina experimental contra T. equi (VIANNA et al., 2014). Seis éguas

nao vacinadas foram utilizadas como controle.

A avaliacdo das imunoglobulinas no processo de fermentagdo da silagem foi realizada em
periodos de sete dias, nos primeiros 21 dias de fermentagdo anaerdbica do colostro, e a

cada 30 dias até o periodo final de avaliagdo, totalizando 365 dias de fermentagdo.
Andlises estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software SAS. Para avaliagdo fisica foi
realizada distribuicdo de frequéncia para descri¢cbes das caracteristicas fisicas de viscosidade

e coloragdo, sendo os valores expressos em porcentagem, minimo e maximo.

Para avaliagdo das diferengas nos valores de pH, determinagdo dos analitos e dinamica de
IgG em relagdo ao tempo de fermentacdo, as varidveis foram submetidas ao teste de
Bonferroni, e realizadas pressuposicGes para analise de variancia. A partir dos dados nao-
normais, foi realizada transformagdo logaritmica. As varidveis ndo-normais (K, Mg e Na)
foram convertidas em logaritmo base 10 (log 10), passando a demonstrar normalidade.

Significancia foi atribuida ao valor de p<0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O colostro manteve as caracteristicas avaliadas, sendo de grande importdncia na
alimentagdo dos potros neonatos, entretanto, o tempo de secregdo dessa substancia apds o
parto € muito curto e muitas vezes os potros ndo conseguem aproveitar totalmente o
periodo de produgdo desse alimento. Esse fato justifica a necessidade de coletar e estocar o
colostro para ser administrado na alimentagdo diaria dos potros neonatos, como um
suplemento alimentar. Todavia, é importante preservar os constituintes colostrais para que

ndo se percam as propriedades nutritivas e imunoldgicas (CANISSO et al., 2013).
Avaliagao Fisica

O colostro equino in natura (n=35) caracterizou-se por apresentar viscosidade leitosa
(11/35), cremo-leitosa (5/35) e cremosa (19/35). Em relagdo a coloragdo: amarelo claro
(21/35) e amarelo escuro (14/35). A silagem do colostro fermentada foi avaliada fisicamente,

nas quais nao foram observadas modificacdes de coloragdo e viscosidade. Adicionalmente a
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avaliagdo fisica das amostras de silagem de colostro, incluiu-se odor e sabor, em que o odor
se apresentou semelhante a queijo com sabor acido e levemente salgado. Os resultados da
avaliagdo de viscosidade e coloragdo do colostro in natura foram similares aos descritos por
Luz et al. (1992), que evidenciaram a relagdo entre coloragdo, viscosidade e o teor de
imunoglobulinas, sendo um método subjetivo. No presente estudo, pode-se observar que a
avaliagdo fisica do colostro in natura e silagem do colostro apresentaram boa qualidade,
refletindo indiretamente o teor de imunoglobulinas, uma vez que quanto maior a coloragdo
e viscosidade maior a concentragdo de imunoglobulinas. A manuteng¢do das caracteristicas
fisicas da silagem indicou adequada fermentagdo das amostras avaliadas, demonstrando a

viabilidade do método até 365 dias de fermentagao.
Avaliacdo do pH

A média do pH do colostro in natura foi de 6,17. A partir do sétimo dia de avaliagao da
silagem de colostro até os 365 dias, os valores de pH diferiram da avaliagdo inicial, sendo a
média 3,83. Essa redugdo do pH (p<0,005) durante os periodos avaliados demonstrou
adequado processo fermentativo. Os valores de pH no colostro in natura e silagens
apresentaram valores similares aos descritos por Saalfeld et al. (2013) para silagem de
colostro bovino, na qual também se observou redugdo constante do pH, quanto maior o
periodo de fermentagdo. A redug¢do do pH observada durante os periodos avaliados
demonstrou adequado processo fermentativo, no qual houve conversdo de lactose em 4cido
lactico, influenciando diretamente as caracteristicas bioldgicas e impedindo o crescimento e
desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e de deterioracdo (SAALFELD et al.,

2013).
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icade de Veterinaria o Programa de POs-Grackicio em Veterindeia da Uiniversidade Faderal de Polotas

Tabela 1 - Valores de pH no colostro in natura e nos distintos periodos de fermentagdo anaerdbica.

Momento (dias) pH

Parto 6,1940,07°
7 5,08+0,17°
15 4,78+0,25°°
21 4,54+0,11°
30 4,08+0,08%¢
60 3,9240,05%
90 3,58+0,13%
120 3,8240,15%"
150 3,40£0,17¢
180 3,46+0,10"
365 3,46£0,10"

2bedete| otras diferentes indicam diferenca estatistica entre as variaveis na coluna (p<0,05).

Analitos

Os analitos Ca, K e Na ndo demonstraram alteragdes durante a fermentagdo. Os valores de
Mg demonstraram interagao fraca (r=0,307) com o tempo de armazenamento decorrido,
apresentando um discreto aumento na concentracdo (510,20 mg.L™) no decorrer dos 365
dias de fermentagdo, em comparagdo com o colostro in natura, que apresentou a
concentracdo de 300,20 mg.L™ (Tabela 1). As determinagBes de Ca, K e Na mantiveram-se
semelhantes aos valores encontrados no colostro in natura até 365 dias de fermentagdo
(Tabela 2), estando as concentragdes desses analitos de acordo com os padrdes descritos
para equinos da raca Arabe (UNANIAN et al., 1994). Porém, ndo ha descricio das
concentragdes desses analitos na fermentagdo anaerdbica do colostro equino. A
manuteng¢do das concentragdes neste estudo, observadas na silagem do colostro, sugerem
que o processo de fermentagdo pode ser utilizado para o armazenamento de colostro
equino. Contudo, mais estudos sdo necessarios para sugerir a administragdao do colostro

fermentado para o aleitamento de potros neonatos. A quantificagdo dos analitos na
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secrecdo mamdria pode ser utilizada para prever o parto em gestagdes saudaveis, pois
ocorre um incremento nas concentragdes de Ca e K e um decréscimo nas concentragdes de
Na e Cloro (Cl), no periodo entre o dia anterior e dia do parto (CANISSO et al., 2013). Dessa
forma, a avaliagdo dos analitos nesse periodo e no colostro in natura pode estimar se houve
a formacdo adequada do colostro. Entretanto, ndo ha descricdo da relagdo dos niveis de

eletrdlitos no colostro in natura com a qualidade do mesmo.

Tabela 2 - Resultados da média + desvio padrdo da concentragdo de Ca, Mg, K e Na no colostro in natura e nos
distintos periodos de fermentagdo anaerdbica.

Concentragdo (mg.L'l)

M(()';?;r)\to Ca Mg K Na
Parto 788,97+31,66 300,20+34,42 1365,9+50,71 344,31+28,76
7 785,60£68,30 373,60+98,82 1378,8+77,24 386,60+84,27
15 787,00£68,43 364,20+96,17 1314,4+89,30 376,00+78,08
21 741,20£74,37 357,80+95,79 1237,0+97,14 324,40£92,27
30 651,80%35,36 340,40+105,41 1333,0496,16 371,00+61,63
60 662,40+41,05 370,00+£116,15 1358,0+91,45 343,80+56,95
90 631,20+35,99 328,80+113,34 1244,8+81,69 336,00£58,57
120 726,60+59,30 484,80+69,96 1439,2+226,18 462,00+85,22
150 786,40+43,58 510,00+£71,33 1369,6+251,58 463,00+85,08
180 782,20+40,24 510,20+71,78 1314,0+£229,50 443,00+80,20
365 782,50+40,24 510,30+71,78 1314,0+209,50 443,00+80,20

Quantificacdo de imunoglobulina G

A dinamica da IgG da silagem de colostro se manteve nos periodos avaliados e ndo
demonstrou diferenca quando comparada ao colostro in natura. Os niveis dessa
imunoglobulina se mantiveram constantes durante os 365 dias de fermentagdo. Esses
resultados demonstraram que a silagem do colostro equino, assim como nos bovinos,

constitui-se como um método alternativo de armazenamento para a formagao de bancos de
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colostro. Entretanto, é necessdria a realizagdo de testes in vivo, a partir do fornecimento
para potros neonatos e posterior avaliagdio de absorgdao de imunoglobulinas. Segundo
SIMON et al. (2012), uma caracteristica da espécie equina é a auséncia de imunidade
humoral ao nascimento, o que justifica a importancia do colostro como método de

imunizagdo passiva.
Avaliacdo microbiolégica

Na cultura microbioldgica foi observado crescimento bacteriano em somente 5,7% (2/35)
das amostras de colostro in natura e 11,1% (5/45) das silagens. Baseado na identificagdo
morfoldgica, bioquimica e molecular, foram classificadas como pertencentes aos géneros
Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. (Figura 1). Apesar do pouco crescimento observado,
macroscopicamente nos cultivos, a presenga bacteriana no colostro in natura e na silagem
foi confirmada pela identificagdo molecular. Similarmente, Saalfeld et al. (2013) ao avaliarem
a silagem de colostro bovino, observaram a predominancia de bactérias dacido laticas
(Lactobacillus e Enterococcus), sugerindo que esses géneros bacterianos foram os
responsaveis pelo processo de fermentacao do colostro. Segundo esses autores, bactérias
do grupo 4cido-latico possuem propriedades probidticas, podendo ser usadas em alimentos
tanto para consumo humano quanto animal, as quais acidificam esses alimentos, impedindo
o desenvolvimento de bactérias patogénicas. De acordo com Salimei e Fantuz (2012), em
equinos a microbiota com maior representatividade no colostro é de bactérias dcido-laticas,

porém, a caracterizacao das espécies nao é descrita.

Figura 1 - Enterococcus spp. (coloragdo de Gram) a esquerda. Gel de agarose 1% para eletroforese da PCR
realizada sobre amostra total de silagem de colostro armazenada por diferentes periodos de fermentagdo a
direita. Linha 1 — colostro “in natura”; Linha 2 — 21 dias; Linha 3 — 60 dias; Linha 4 — 180 dias; Linha 5 —
Marcador 100 pb (Ludwigui).
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a fermentagdo anaerdbica do colostro
equino, até 365 dias de fermentagdo, manteve os constituintes colostrais avaliados
semelhantes ao colostro in natura. Os dados permitem inferir que essa técnica demonstrou
ser um método econdmico, de facil produgao e armazenamento, dispensando equipamentos
especiais para sua elaborac¢do. Assim, o colostro anaerobicamente fermentado até 365 dias
pode ser um novo método de armazenamento para elaboragdo de um banco de colostro
equino. Entretanto, estudos in vivo sdao necessdrios para viabilizar o seu emprego na

equideocultura.

ANAEROBIC FERMENTATION OF EQUINE COLOSTRUM

ABSTRACT

quine colostrum provides immunoglobulins, nutrients, and growth factors essential to

the immunity and survival of the newborn foal. However, in many cases, colostrum

intake by the neonate does not occur naturally, and artificial feeding is necessary.
Colostrum preservation methods have generated controversial results. The objective of this
study was to test the anaerobic fermentation technique of equine colostrum in order to
preserve the quality of the product and to evaluate the maintenance of colostrum
constituents in vitro. The microbiological and physical properties and the concentration of
analytes, Ca, K, Mg, and Na of colostrum in natura and in different periods of anaerobic
fermentation were verified. The evaluation of the pH during the fermentation showed a
consistent reduction with the fermentative process. In the different fermentation periods,
maintenance of analyte concentrations and immunoglobulin levels was observed. The
results of this study show that equine colostrum silage maintains the properties evaluated in
vitro.

Keywords: Silage. Immunity. Immunoglobulins.
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FERMENTACION ANAEROBICA DEL CALOSTRO EQUINO

RESUMEN

esenciales para la inmunidad y la supervivencia del potro neonato. Sin embargo, en

innumerables casos la ingestion del calostro por el neonato no ocurre de forma
natural, siendo necesario la lactancia artificial. Los métodos de preservacién del calostro han
generado resultados controvertidos. El objetivo de este estudio fue probar la técnica de
fermentacién anaerdbica del calostro equino a fin de preservar la calidad del producto y
evaluar in vitro el mantenimiento de los constituyentes calostrales. Se verificaron las
propiedades microbioldgicas y fisicas y la concentraciéon de analitos, Ca, K, Mg, y Na del
calostro in natura y en distintos periodos de fermentacién anaerdbica. La evaluacion del pH
en el transcurso de la fermentacién demostré una reduccion acorde con el proceso
fermentativo. En los distintos periodos de fermentacion, se observé el mantenimiento de las
concentraciones de los analitos y de los niveles de inmunoglobulinas. Los resultados de este
estudio evidencian que el ensilaje del calostro equino mantiene las propiedades evaluadas in
vitro.

E | calostro equino proporciona inmunoglobulinas, nutrientes y factores de crecimiento

Palabras clave: Ensilaje. Inmunidad. Inmunoglobulinas.
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activities against pathogenic bacteria, susceptibility to different antimicrobials,
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adverse conditions without reducing cell proliferation. No hemolytic activity was
detected, and no cytotoxic effects were observed in mammalian cells. The isolate also
showed antagonistic activity to tested pathogens and was sensitive to 90% of
evaluated antimicrobials. Survived simulations of the gastrointestinal
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probiotic potential. However, in vivo studies are needed to verify its beneficial health

activity and validate its applicability as a probiotic.
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“Hightlights”

. L. casei PO54 is able to tolerate several adverse conditions without reducing cell

proliferation.

. L. casei PO54 has no hemolytic activity

. L. casei PO54 has no cytotoxic effect on mammalian cells.

. L. casei PO54 has antagonistic activity to the pathogens tested.

. L. casei PO54 survives simulations of the gastrointestinal condition when in the

presence of food and has the capacity for self-aggregation and co-aggregation.

Figura 1 — Hightlights
Fonte: realizado pela autora.



Figura 2 - L. casei P054
Fonte: realizado pela autora.
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Listeria monocytogenes (ATCC 7644)
Stophylococcus aureus (ATCC 25923)
Escherichio coll |ATCC 8739 )
Salmonelio Typhimurium (ATCC 14028)
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Abstract

In this study, we evaluated the probiotic potential in vitro of Lactobacillus casei P054.
We verified the tolerance to adverse conditions of survival, and the gastrointestinal
tract. In addition, antagonistic activities against pathogenic bacteria (Gram-positive and
Gram-negative), susceptibility to importance in medical or veterinary clinic, simulated
self-aggregation and co-aggregation ability, cytotoxicity test and hemolytic activity
were evaluated. No hemolytic activity was detected, and no cytotoxic effects were
observed in mammalian cells. L. casei P054 tolerated several adverse conditions
without reducing cell proliferation, It was observed that the survival rate of L. casei
P054, when submitted to different acidic conditions (pH 2, pH 2.5, and pH 2.5 with
pepsin), bile salt concentrations (0.3% and 0.1%), and 0.4% phenol, isolate evaluated
did not meaningful reduce its multiplication, as shown in. The isolate also showed
antagonistic activity to the pathogens tested and was sensitive to all antimicrobials
except sulfonamide. He survived simulations of the gastrointestinal susceptible when
in the presence of food and showed self-aggregation and coaggregation ability.
However, in vivo studies are needed to verify its beneficial health activity and validate
its applicability as a probiotic.

Keywords: anaerobically fermented, probiotic, ruminant, immunity.

1. Introduction

Among the microorganisms classified as probiotic are prokaryotes of the genus
Lactobacillus, Bifidobacterium, and Enterococcus, which are characterized by the
production of lactic acid. Lactic acid bacteria (LAB) have similar morphological,
metabolic, and physiological characteristics and are the most representative class of
probiotic microorganisms (lyer and Tomar, 2009).

The mechanisms of action of probiotics comprise enhancing natural defenses,
including by altering the intestinal microbiota, strengthening, and modifying the
intestinal barrier, producing of antimicrobial compounds, inhibiting pathogen adhesion
and modulating the immune response (Thomas and Versalovic, 2010). These
characteristics allow BAL to be utilized as probiotics, which are food supplements that
contain microorganisms and that, in certain doses, may benefit hosts health (Borchers
et al., 2009; Rossi et al., 2011). Lactic acid bacteria, including Lactobacillus species,
have been isolated from a variety of foods, such as miso, milk or their derivatives (lyer
and Tomar, 2009).



54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

51

Studies show that health professionals have used colostrum as a food
supplement in order to strengthen immune systems in healthy individuals and those
with chronic diseases (Pakkanen and Aalto, 1997). According to Van Hooijdonk et al.
(2000), bovine colostrum is much more beneficial to human health than human
colostrum, because the bovine bed has a higher concentration of IgG. In fact, countries
including Norway, Finland, Canada, and Australia use colostrum as a food supplement
and medicinal product. Colostrum is also an important dietary supplement for athletes
as increases desired effects of exercise by boosting strength and endurance, assisting
in burning fat, and increasing muscle mass (Godhia and Pathel, 2013).

Bovine colostrum anaerobically fermented (colostrum silage) maintains
physicochemical characteristics, constituents of colostrum in natura, as well as the
concentration of immunoglobulins. Therefore, it is considered suitable for use as
animal feed (Saalfeld et al., 2013, 2014). Additionally, microbiological evaluations of
colostrum and bovine colostrum silage revealed that after 21 days of fermentation,
bacteria pathogenic to animal health were not detected and the only remaining viable
prokaryotes were LAB, including Lactobacillus spp. and Enterococcus spp., with
possible probiotic potential (Saalfeld et al., 2013; Saalfeld et al., 2016). Nonetheless,
these authors did not evaluate the probiotic activity in vitro and in vivo of these
microorganisms. Afterward, Vitola et al. (2018) confirmed the in vitro probiotic potential
of an isolate of L. casei from bovine colostrum silage and suggested its safety for
consumption.

This study aimed to evaluate the in vitro probiotic potential of Lactobacillus casei

(L. casei) PO54 from colostrum and bovine colostrum silage.

2. Material and methods

2.1 Microorganism

Lactobacillus casei PO54 used in the present study was previously isolated from
bovine colostrum silage by Saalfeld et al. (2013). This microorganism was
characterized according to its physiological, morphological and biochemical
characteristics and partial sequence of the 16S rDNA region (Saalfeld, 2013). It
belongs to the collection of cultures of the Microbiology Laboratory of the University
Federal of Pelotas (UFPel).
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2.2 Evaluation of probiotic characteristics in vitro

2.2.1 Tolerance to adverse conditions

The tolerance of the isolate to different acidic conditions (pH 2.0, pH 2.5, pH 2.5
+ 3 mg.mL* of pepsin - Sigma®) and bile salt concentrations (0.3% and 0.1%) was
evaluated according to the protocol described by Perelmuter et al. (2008). Tolerance
of the presence of 0.4% phenol was also verified, testing for the resistance to phenol
may generate further information on the potential for survival of lactobacilli in
gastrointestinal conditions (Pinto et al., 2006). Results were evaluated by counting
viable cells after 0 h and 4 h of incubation at 37 °C in Petri dishes containing De Man,
Rogosa and Sharpe (MRS®) agar (Merck, Darmstadt, Germany). The percent survival
of L. casei was calculated based on the number of viable cells at 4 h of incubation

relative to viable cell counts at O h of incubation.

2.2.2 Survival of the simulated gastrointestinal tract

Lactobacillus casei P054 survival in the simulated gastrointestinal tract was
evaluated following Huang and Adams (2004) with modifications. Viable cell counts in
simulated gastric juice (with pepsin, pH 2.0) were performed at 0, 15, 30, 60, 120, 180
and 240min of incubation at 37°C. Simulated gastric juices were prepared by sus-
pending pepsin (1:10000, ICN) in sterile saline (0.5% w/v) to a final concentration of 3
g I'* and adjusting the pH to 2.0, 3.0, and 4.0 withconcentrated HCI or sterile 0.1 mol I
1 NaOH using a pH meter (Model 8417N, Hanna Instrument, Singapore). The effect of
different pH of simulated gastric juices on the viability of 13 dairy propionibacteria
strains during 180-min simulated gastric transit. There was no loss of viability for all
strains at pH 4.0; in contrast, at pH 3.0, 10 strains retained the same level of viability,
while at pH 2.0, all strains showed reduced viability Viable cell counts in simulated
intestinal juice (with pancreatin, 0.5% bile salts, pH 8.0) were performed at 0 and 240
min of incubation at 37°C. To evaluate the influence of food on survival of the L. casei
P054 in the simulated gastrointestinal tract, 0.85% saline was replaced by skim milk
(Elegé ®).

2.2.3 Antagonistic activity
Antagonistic activity was evaluated using the spot-on-the-lawn technique

(Fleming et al., 1975) against Gram-negative and Gram-positive. Lactococcus lactis
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subsp. lactis Dy 13 was used as a positive control. Results were obtained by inhibition

halo measurements.

2.2.4 Susceptibility to clinical antimicrobials

Antimicrobial susceptibility was evaluated using the agar diffusion technique
following the protocol from the Clinical and Laboratory Standards Institution (CLSI,
2017). Antimicrobial disks (Laborclin®, Brazil) used contained ciprofloxacin (5 ug),
chloramphenicol (30 pg), erythromycin (15 pg), gentamicin (10 pg), penicillin G (10
Mg), sulfonamide (300 pg), tetracycline (30 pg), vancomycin (30 ug), streptomycin (30
Mg), or ampicillin (10 ug).

Results were determined by measuring of the inhibition halos and were
characterized as resistant, intermediate, and susceptible following the CLSI (2017)
standard for Gram-positive bacteria.

2.2.5 Self-aggregation and co-aggregation abilities

Self-aggregation and co-aggregation abilities were evaluated as described by
Collado et al. (2008). The results of both tests were expressed in percentages. To
assess co-aggregation ability, the pathogen Listeria monocytogenes Scott A was used.
Tests were performed under the following conditions: temperatures of 20 °C or 37 °C
and for 2, 4, 20 and 24 h.

2.2.6 Hemolytic activity

The hemolytic activity was determined by cultivating L. casei P054 in MRS broth
for 24 hours at 37°C, microaerophilic conditions. After activation in MRS broth, the
isolate was transferred to Tripticase Soy agar (TSA) (Himedia, India), previously
supplemented with 7% defibrinated equine blood. Listeria monocytogenes ATCC 7644
was used as positive control. After incubation for 48 hours at 37°C, the hemolytic
reaction was evaluated by observing both the partial lysis of red blood cells (a-
hemolysis), through the appearance of green zones around the colonies, as well as
total lysis (B-hemolysis), through the appearance of transparent zones (Haldler et al.,
2017).

2.2.7 Cytotoxicity assay
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The cytotoxicity was analyzed in MDBK (Madin Darby bovine kidney) line from
the cell bank of the Laboratory of Virology and Immunology of the School of Veterinary
Medicine, Universidade Federal de Pelotas. The assay was carried out according to
Plumb (2004), with modifications. Briefly, 100 ul of MDBK cells were cultured (10°
cells/mL ou cells/well) in E-MEM (eagle minimum essential media) supplemented with
10% FBS (fetal bovine serum) in 96-well microplates. After 24 hours in a bacteriological
incubator at 37°C with 5% CO2 and approximately 90% confluence, the medium was
drained, and L. casei P0O54 was added at concentrations from103 to 10° CFU/mL
Control cells were kept only in E-MEM 1mg/ml in PBS; 50 ul/well. After incubation for
8, 12, 24, 32, 36 and 48 hours under the same conditions, 50 pl of MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide) solution (Img/ml in PBS; 50
pl/well) was added to each well and incubated at 37°C for 3-4 hours. After removal of
the cell supernatant, the crystals were solubilized by the addition of DMSO (Dimethyl
sulfoxide, 100 ul/well) and shaken. The absorbance was determined at a 570 nm
wavelength. The percentage of cell viability was calculated using the following formula:
% viable cells = (abs sample — abs blank)\ (abs control — abs blank) x 100 (abs sample
= Well sample absorbance; abs blank = Blank well absorbance (well containing only
medium); abs control = control absorbance x 100 = to stay in percentage) (Meerloo et
al. 2011).

2.2.8 Statistical analysis

Data analysis was performed using SPSS 20.0 software. Initially, data were
analyzed with the Shapiro-Wilk normality test. Evaluation of antagonistic effects of
probiotics on pathogenic bacteria was carried out using the Kruskal-Wallis test.
Gastrointestinal transit tolerance data were analyzed using ANOVA. The tests were
applied based on number of replicates and time points and using presence or absence
of food as independent variables. We tested the following assumptions about
endogenous variables included in models in each of our data sets: error normality using
the Shapiro-Wilk test, homoscedasticity using Levene’s test, and sphericity using the
Mauchly test (Pestana and Gageiro, 2008). We then performed GLM analysis. In cases
where no sphericity was observed, corrections were made using the Huynh-
Feldtepsilon F tester Greenhouse-Geiser criterion. To evaluate self-aggregation and
co-aggregation capacities, the temperature and multiplication time of the isolate was
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analyzed with the ANOVA test using two fixed factors as the two variables were
independent. The minimum level for statistical confidence of 95% for all analyses.

3. Results

3.1 Tolerance to adverse conditions and survival of simulated gastrointestinal
transit

It was observed that the survival rate of L. casei P054 evaluated was =8 log
UFC/mL (>70%) when submitted to different acidic conditions (pH 2, pH 2.5, and pH
2.5 with pepsin), bile salt concentrations (0.3% and 0.1%), and 0.4% phenol (Table 1),
isolate evaluated did not meaningful reduce its multiplication, as shown in.

Figure 1 shows the cellular concentrations of L. casei P054 during passage
through simulated gastric and intestinal tracts in the presence and absence of food. It
was possible to observed that the isolate was less effective after passage through
gastric juices lacking food than with food (p = 0.001). After 30 min of exposure to the
simulated gastric tract without food, no viable cell counts were observed. On the other
hand, the viable cell count remained stable (8 log UFC/mL) when food was added. The
results also indicated that passage time influenced bacterial multiplication (p = 0.001)
(Figure 1C).

In simulations of intestinal tract passage without bile, the presence of the food
had no influence on multiplication of L. casei P054 (p = 0.335) (Figure 1A). In contrast,
L. casei P054 growth was influenced by the time in the gastric tract (p = 0.033). When
the intestinal environment was simulated with bile, the presence of food did not
influence on multiplication of the isolate (p=0.926), however, the time in intestinal tract

conditions impacted the multiplication of L. casei P0O54 (p = 0.002) (Figure 1B).

3.2 Antagonist activity and susceptibility to clinical antimicrobials

Lactobacillus casei P054 evidenced antagonistic activity, showing inhibition
zones against Salmonella Typhimurium (18.5mm), Staphylococcus aureus (23.5mm),
Listeria monocytogenes (15.5mm), and Escherichia coli (18.0mm). No significant
difference was observed between the inhibition halos (p = 0.124). Susceptibility profile
results are shown in Table 2. L. casei P054 was susceptible to 90% (9/10) of the
antimicrobials tested (ciprofloxacin, chloramphenicol, erythromycin, gentamicin,

penicillin G, sulfonamide, tetracycline, vancomycin, streptomycin or ampicillin).
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3.3 Self-aggregation and co-aggregation abilities

Table 3 shows the percentages of self-aggregation and co-aggregation of L.
casei evaluated at different temperatures and incubation periods. The adhesion
properties of L. casei P0O54 were not altered (p> 0.05) at the different temperatures
(20°C and 37°C) and times (20 h and 24 h). Nevertheless, it showed the ability to self-
aggregation above 75% after 20 h of incubation at different temperatures. Additionally,
a significant difference in co-aggregation percentages (>79%) with Listeria

monocytogenes was evidenced in 24 h of incubation at 37°C.

3.4 Hemolytic activity and cytotoxicity

Lactobacillus casei P054 showed no hemolytic activity, since a or B hemolysis
zones were not detected. Furthermore, under the conditions in which the cytotoxicity
assay was performed, it was observed that cell viability was above 100%,
demonstrating that L.casei P0O54 had no cytotoxic effect on MDBK cells.

4. Discussion

Lactobacillus casei may be a probiotic capable of strengthening and benefit the
intestinal tract microbiota, relieving gastrointestinal discomfort, and helping maintain
high concentrations of immunoglobulins and defense cells. Additionally, it also can aid
in defending against respiratory tract infections (Gleeson et al., 2010; Ayala-Monter et
al., 2019). In this research we demonstrate the in vitro probiotic potential of L. casei
from colostrum and bovine colostrum silage, the presence of food.

The isolate evaluated showed around >70% survival in adverse conditions,
including gastric and intestinal simulations. Similar results were obtained by Vitola et
al. (2019), Bhagya et al. (2018) and Meira et al. (2010) when evaluating Lactobacillus
spp., human colostrum and sheep milk, respectively.

Charteris et al. (1997) propose that microorganisms capable of surviving gastric
simulations as evidenced by resistance to acidic conditions will, at most, reduce their
cell concentrations to 70% pre-exposure levels. In contrast, cells are considered
capable of surviving of intestinal transit as evidenced by resistance to bile salts if they
show a cell count reduction of less thanl.5 Log of their initial count. These

characteristics were observed in the present study for L. casei P054.
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Passage through gastrointestinal tract simulations is meant to expose cells to
conditions encountered during transit to the site of action (Sidira et al., 2013). For the
isolate evaluated in this study, passage through the simulated gastric tract without food
present decreased cellular proliferation. Food present during the passage of cells
through the gastric tract provides protection for bacteria by acting as a buffer for
environmental conditions, helping maintain cellular viability (Vitola et al., 2018).
However, according to Huang and Adams (2004), the low tolerance of BAL to simulate
gastric juice is not sufficient to exclude the use of the microorganism as a probiotic.

Ranadheera et al. (2010) established that the presence of food influences
growth, viability, acid and bile tolerance, and the functionality of probiotic organisms,
determining their survival in the gastrointestinal tract. Similarly, Pinto et al. (2006)
stated that the presence of food is important and should be adopted in the in vitro
evaluation of potential probiotics, since it constitutes a notable variable that can affect
bacterial survival during passage through the stomach. Additionally, Meira et al. (2010)
observed protective effects of milk and correlated the addition of milk with an increase
pH of the digestive tract. In the present study, during gastrointestinal tract simulation
tests, both with and without bile and/or food, cells remained viable in an appropriate
range of concentrations. However, incubation times influenced the multiplication of L.
casei. On the other hand, L. casei P0O54 maintained viability above 8 log UFC/mL,
showing that is able to persist during exposure host gastrointestinal tract conditions.
Similar results have been reported by Sidira et al. (2013), Dimitrellou et al. (2016) and
Tiptiri-Kourpeti et al. (2016). According to Charteris et al. (1998) and Sidira et al.
(2013), in order for a probiotic bacterium to colonize the intestine and provide beneficial
effects, it should reach the intestine at a population level of at least 6 log UFC/mL.

According to Guedes Neto et al. (2005), the inhibition of pathogenic
microorganisms helps improve BAL survival in environments with diverse and complex
microbiota. In addition, some pathogens are commonly transmitted by food (CDC,
2018).

In addition, Pato et al. (2017) detected resistance of L. casei R68 and an L. casei
commercial strain to five antimicrobials, including erythromycin, amoxicillin,
tetracycline and ciprofloxacin. Sulfonamide resistance may be related to the
indiscriminate use of antimicrobials in animal farms (Sarmah et al., 2006), including to
prevent or treat infections in cattle, and the use as preservatives for commercial

vaccines (Mathur and Singu, 2005).
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The ability to self-aggregate (>75%) of L. casei P054 was satisfactory according
to the literature, suggesting that this microorganism has potential to adhere to the
intestinal epithelium of the host organism. Similar results were reported by Vitola et al.
(2018). However, Gomez et al. (2016) detected 67% self-aggregation by different BAL
evaluated in their study.

Co-aggregation is an important feature in probiotic microorganisms, because it
helps to form a barrier against colonization by intestinal pathogens (Reid et al., 1988).
Lactobacillus casei P054 evidenced significant co-aggregation percentage (>79%)
with L. Monocytogenes in 24 h of incubation at 37°C. Previously, Vitola et al (2018)
evaluated the in vitro co-aggregation between E. coli and three isolates of L. casei from
bovine colostrum silage. The authors reported percentages of 47.37%, 57.10% and
60.85% after 20 h of incubation at 37°C. In a study performed by Garcia-Cayuela et al.
(2014) evaluating the co-aggregation abilities between L. plantarum and S. aureus, L.
monocytogenes, and E. coli, the authors detected a co-aggregation percentage of less
than 40% after 24 h of incubation. Though, according Vitola et al (2018) the auto-
aggregation and co-aggregation abilities are dependent on the BAL evaluated and
pathogens tested, as well as on temperatures and time of incubation at which the in
vitro test is performed (GARCIA-CAVUELA et al., 2014).

The cyA absence of cytotoxicity and hemolytic activity of the evaluated
microorganism demonstrate its safety, for future application as a probiotic BAL. This
research corroborates the previous study of Vitola et al. (2018) and highlights the
properties of colostrum and bovine colostrum silage as food additives, which promoting
nutrition, immunity, and health and can be safely used in food and feed.

5. Conclusion
The results of the present study indicate that L. casei P054 bovine colostrum
silage has relevant probiotic potential in vitro. However, in vivo studies are being

developed to verify the potential of the immune response.
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494  Figura 3 - Analise da alimentacdo
495  Fonte: realizado pelos autores.



496

497
498
499

Survival to acid conditions

Survival to bile salts (BS) / phenol

Time Log Reduction
pH
(hours)  UFC/mL (Log)
207
1]
E.11
2 011
19
4
.06
B.19
1]
802
25 0,03
8.02
4
813
B.16
0
250 206
0,47
Pepsin 561
4
8,56

BS/

Phenol

B5 0.1

%

B5 0.3

Yo

Phenol

0.4%

Time

(hours)

Log
CFU/mL
B.65
853
817
8.17
8.51
8.56
8.75
8.78
8.67
8.52
8.68

8,60

Feduction

(Log)

0.42

0.23

0.05

65

Figura 4 - Resisténcia do Lactobacillus casei P054 a condi¢ces adversas (tolerdncia a acidez, sais

biliares e fenol)
Fonte: realizado pelos autores.
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L casei PO34
Halo (mm) Standard CLSL, 2018
Antimicrobial Susceptibility
Duplicate average (mm)

Erythromycin 15 ug Susceptible 313 =13=23
Streptomycin 10 ug Susceptible 19 =11=13
Penicillin 10 UOF Susceptible 23 <19=20
Vancomycin 30 pg Susceptible 225 <16=17
Gentamicin 10 pg Susceptible 203 =12=13
Chloramphenicol 300 pg Susceptible 32 =12=1%8
Ampicillin 10 pg Susceptible 31 =13=17
Tetracycline 30 pg Susceptible 33 =11=13
Ciprofloxacin 5 ug Susceptible 33 15221
Sulfonamide 230 pg Resistant 5 =17=17

500
501 Figura 5 - Perfil de suscetibilidade de Lactobacillus casei P054
502 Fonte: realizado pelos autores.
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Time (hours) Temperature °C

20 37

Self aggregation of L. casei P054 (%)

2 18 88" 22247
20 81.12% 77.19°
24 32.24° 80.18"

Co-aggregation of L. casei PO54 with Listeria monocyiogenes (%)

2 21.60¢ 24307
4 58030 62.630
24 55.25° 79.12¢
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Figura 6 - Porcentagens de autoagregacao e coagregacdo de Lactobacillus casei P054 em diferentes

temperaturas e periodos de incubacao
Fonte: realizado pelos autores.
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5.2 Manuscrito 2

Efeito imunomodulador da suplementacédo de Lacticaseibacillus casei P054 em

bovinos vacinados contra Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR)
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Efeito imunomodulador da suplementacéo de Lacticaseibacillus casei P054 em
bovinos vacinados contra Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR)

Immunomodulatory effect of Lacticaseibacillus casei P054 supplementation in

cattle vaccinated against Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR)

Carolina Litchina Brasil; Vitoria Sequeira Gongalves; Francisco Denis Souza Santos;

Julia Silveira Valente; Fabio Pereira Leivas Leite; Daniela Isabel Brayer Pereira

Resumo

Probioticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a satude do hospedeiro
guando suplementados em quantidades adequadas. Sao capazes de promover a
imunomodulacéo estimulando a atividade dos fagocitos, a proliferacdo de leucécitos,
a producdo de anticorpos e a expressdo de citocinas. Bactérias acido lacticas
apresentam propriedades probiéticas que melhoram a nutricdo, produtividade e
imunidade dos ruminantes. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
imunomodulador da suplementacdo com Lacticaseibacillus casei P054 em bovinos
vacinados contra a IBR. Previamente, esplenécitos de bovinos foram cultivados e
submetidos a estimulacdo com 10ug de L. casei P054 (10° UFC), ou com 5ug de
Concanavalina A como controle positivo. Posteriormente, bovinos (n=10) receberam
por via oral uma suspensdo de 4x10° UFC de L. casei. Bovinos do grupo controle
(n=10) receberam 20 mL de solugdo PBS. Os animais foram tratados diariamente
durante 35 dias com a suplementacao de L. casei e administracao de PBS. Cinco dias
apos o inicio dos tratamentos, os bovinos foram vacinados com vacina comercial
contra IBR, sendo revacinados 21 dias ap0s a primeira dose. A estimulacao in vitro de
esplendcitos bovinos com L. casei P054 evidenciou significativo aumento dos niveis
de transcricdo do mRNA de IL2, IL4, IL10 e IL17 quando comparado ao controle
estimulado com Concanavalina. Notou-se que a partir de sete dias ap6s a primeira
dose de vacina até o final do experimento, o grupo de animais que recebeu
suplementacdo, evidenciou niveis superiores de IgG anti-BoHV-1 (p<0,05).
Adicionalmente, os niveis de transcricdo de mRNA para IL2, IL4, IL10 e IL17 em
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) dos animais suplementados
foram superiores aos animais controle (p<0,05). Os resultados do presente estudo
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permitem surgerir que a suplementacdo com L. casei P054 exerce excelente efeito
modulador na resposta imune de bovinos vacinados.

Palavras-chave: probidticos; efeito adjuvante; imunomodulacao; citocina

Abstract

Probiotics are living microorganisms that provide health benefits to the host when
supplemented in adequate amounts. They are capable of promoting
immunomodulation by stimulating phagocyte activity, leukocyte proliferation, antibody
production and cytokine expression. Lactic acid bacteria have probiotic properties that
improve the nutrition, productivity and immunity of ruminants. The aim of the present
study was to evaluate the immunomodulatory effect of supplementation with
Lacticaseibacillus casei P054 in cattle vaccinated against IBR. Previously, bovine
splenocytes were cultured and subjected to stimulation with 10 ug of L. casei P054
(108 CFU), or with 5 pg of Concanavalin A as a positive control. Subsequently, cattle
(n = 10) received a 4 x 10° CFU suspension of L. casei orally. Cattle of the control
group (n = 10) received 20 mL of PBS solution. The animals were treated daily for 35
days. Five days after the beginning of the treatments, the cattle were vaccinated with
a commercial vaccine against IBR, being revaccinated 21 days after the first dose. In
vitro stimulation of bovine splenocytes with L. casei P054 showed a significant increase
in the levels of mMRNA transcription of IL2, IL4, IL10 and IL17 when compared to the
control stimulated with Concanavalin. It was noted that from seven days after the first
dose of vaccine until the end of the experiment, the group of animals that received
supplementation, showed higher levels of anti-BoHV-1 IgG (p <0.05). In addition, the
levels of mMRNA transcription for IL2, 1L4, IL10 and IL17 in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from supplemented animals were higher than control
animals (p <0.05). The results of the present study allow us to infer that
supplementation with L. casei P054 has an excellent modulating effect on the immune
response of vaccinated cattle.

Keywords: probiotics; adjuvant effect; immunomodulation; cytokine.

1 Introducéo

Os probidticos englobam um grupo de microrganismos vivos que conferem
beneficios a saude do hospedeiro quando ingeridos em quantidades adequadas
(FAO/ OMS, 2002; HILL et al., 2014). Sao capazes de estimular a imunomodulacao,
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favorecendo a proliferacdo de leucdcitos, producdo de anticorpos, aumento da
atividade fagocitéria e alteracbes na expressdo de citocinas (FORSYTHE &
BIENENSTOCK, 2010; HABIL et al., 2011; SHIDA et al., 2011).

Bactérias acido laticas (BAL) apresentam potencial probidtico e sdo comumente
encontradas em produtos fermentados (iogurtes, queijos, etc.) (KARAKAS-SEM &
KARAKAS, 2018). As mais conhecidas espécies de BAL com potencial probiotico
foram isoladas de leite e seus derivados, como Lacticaseibacillus acidophilus, L.
paracasei, L. johnsonii, entre outros ( BAO et al.,, 2010; PLESSAS et al., 2017,
KARAKAS-SEN & KARAKAs, 2018). Saalfeld et al. (2013) isolaram e caracterizaram
Lacticaseibacillus casei P054 de colostro e silagem de colostro bovino e
demonstraram que este alimento promoveu o aumento de peso corporal ao ser
administrado para bovinos lactentes.

Abd El-Tawab et al. (2016) explicam que o0 uso de probiéticos na nutricao de
ruminantes pode melhorar a salde, produtividade e a imunidade dos animais.
Adicionalmente, Santos et al. (2020) evidenciaram modulacdo da resposta imune
vacinal em ruminantes (ovinos) ao utilizarem uma suplementacdo contendo o
probidtico Bacillus toyonensis. Recentemente, Mani et al. (2021) verificaram
alteracdes benéficas da microbiota ruminal ao suplementar a alimentacéo de ovinos
com BAL.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito imunomodulador da
suplementacdo com Lacticaseibacillus casei P054 em bovinos vacinados contra

rinotragqueite infecciosa bovina (IBR).

2 Material e Métodos

2.1 Preparacéao do in6culo de probidtico Lacticaseibacillus casei P054

Lactobacillus casei P054 foi identificado por suas caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e sequenciamento de DNA. Previamente as propriedades probidticas
deste isolado foram avaliadas in vitro (dados ndo mostrados).

Lactobacillus casei P054 foi semeado em MRS agar (de Man Rogosa &
Sharpe), sem denominacgédo de marca, e incubado a 37 °C durante 24 horas. Apos o
crescimento de colbnias isoladas, foram inoculadas 3-5 colénias em frascos tipo
Erlenmeyer, contendo 100 mL de meio MRS broth, e incubados em agitador orbital a

100 rpm, a 37°C por 24 horas. Posteriormente uma aliquota de 10 mL desses cultivos
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foi transferida para frascos contendo 500 mL de MRS broth, sendo incubados em
agitador orbital a 100 rpm, a 37°C, durante 24 horas, sem corre¢des de pH durante o
cultivo.

A concentragdo de L. casei PO054 obtida nesses cultivos foi de
aproximadamente 4 x 10° UFC/mL. O controle de pureza foi realizado em todas as
etapas do processo por semeadura em esgotamento em BHI agar (Brain Heart

Infusion), MRS e Sabouraud agar e coloracdo de Gram, sem denominac¢ao de marca.

2.2 Expressdo de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 em esplendcitos
bovino

Os esplendcitos foram obtidos a partir da coleta do baco de bovinos abatidos
em um frigorifico do municipio de Pelotas/ RS (-52.4487 31° 46' 3" Sul, 52° 26' 55").
Os orgdos foram acondicionados em caixas isotérmicas e transportados ao
laboratério. Imediatamente, os esplendcitos foram cultivados em placas de 24 pocos
(Kasvi — modelo K12-024), segundo protocolo de Dummer et al. (2014) com
modificacdes. O experimento foi realizado independentemente duas vezes utilizando-
se 3 pocos por estimulo.

As células foram estimuladas por 20 horas em meio RPMI com 10ug de L. casei
P054 na concentracéo de 108 UFC, ou com 5ug de Concanavalina A (ConcA) (Sigma-
Aldrich) como controle positivo e somente meio RPMI como controle negativo. Apés o
sobrenadante foi coletado e armazenado, as células foram coletadas em Trizol® (Life
Technologies, Carlshad, CA USA) e posteriormente 0 mRNA celular extraido segundo
protocolo do fabricante e armazenados a -80°C. O mRNA foi utilizado como molde
para sintese de cDNA utilizando Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems).

2.3 Transcricéao de citocinas

A analise de transcricdo e expressdo de mRNA das citocinas (IL-2, IL-4, IL-10,
IL-17) em esplendcitos foram quantificadas por meio de gPCR (Mx30005P QPCR
System - Agilent Technologies). A reacdo foi realizada com temperatura de
desnaturacdo a 95°C, anelamento a 60°C e extensdo a 72°C. Os oligo iniciadores
(primers) empregados nas reacdes estao descritos na tabela 1. Todas as reacdes

foram realizadas em triplicatas e repetidas duas vezes.
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Tabela 1: Sequéncia e temperatura de melting point dos oligo iniciadores utilizados na
gPCR.

PRIMER Tm®° Sequéncia (5’-3’)

B actina Forward 66.4 TGTCCACCTTCCAGCAAGTG

B actina Reverse 65.1 CTAGAAGCATTTGCGGTGGA
IL-2 Forward 68.1 CCTCGAGTCCTGCCACAATG
IL-2 Reverse 64.0 CCGTAGAGCTTGAAGTAGGTGC
IL-4 Forward 67.2 GCCACACGTGCTTGAACAAA
IL-4 Reverse 66.5 TCTTGCTTGCCAAGCTGTTG
IL-10 Forward 65.1 GTCTGACAGCAGCTGTATCCACTTG
IL-10 Reverse 67.5 AACCCTGGATTGGATTTCAGAGGTC

IL-17A Forward 67.1 CACAGCATGTGAGGGTCAAAC

IL-17A Reverse 65.0 GTGGAGCGCTTGTGATAAT

Tabela 1 - Os valores de Ct obtidos pelo gPCR foram analisados pela seguinte formula (Livak &
Schmittgen, 2001): 27(-AACt)
AACt= (CtTarget-CtHousekeping) - (CtTarget-CtHousekeping)

Estimulo Meio

2.4 Suplementacdo dos bovinos com L. casei P054, vacinagdo e avaliagdo da
resposta imunomoduladora

O experimento foi realizado em uma propriedade rural do municipio de
Bagé/RS (31.3301°S, 54.1005°W). Vinte bovinos da raca Hereford, jovens, com 5
meses de idade foram gentilmente cedidos pelo proprietario dos animais para o
desenvolvimento deste estudo. Os animais eram mantidos em pastagem natural
(campo nativo) sem restricdo de alimentacdo ou agua e diariamente era fornecido 1,5
kg de racdo comercial Gadobel desmame (Agrobella nutricdo animal®), sem indicacao
do peso médio dos animais. Os bovinos apresentavam-se sadios e livres de ecto e
endoparasitas e foram diariamente acompanhados por médico veterinario durante
todo o periodo experimental.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 10 animais,
denominados: grupo probiotico e grupo controle. O grupo probiotico recebeu por via
oral, com pistola dosadora, uma suspenséo de 20 mL contendo 4x10° UFC de L. casei
preparada conforme descrito anteriormente. Os animais do grupo controle receberam
via oral com pistola dosadora, 20 mL de solu¢do tamponada de fosforo (PBS). Tanto
a suplementagdo com L. casei, como a administracdo de PBS foi diaria durante 35
dias. Cinco dias apo0s o inicio dos tratamentos, os bovinos foram vacinados pela via

subcutanea com 5mL de uma vacina comercial (Cattle Master, Zoetis®), vacina contra



162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194

75

Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), Diarréia Viral Bovina (BVD), Parainfluenza,
Tipo 3 (PI3), Virus Sincicial Respiratério Bovino (BRSV), e Leptospira Canicola-
Grippotyphosa-Hardjolcterohaemorrhagiae-Pomona. O refor¢co vacinal foi realizado
21 dias apos a primeira dose. Amostras de sangue foram colhidas a partir da puncgéo
da veia jugular e coccigea com vacutainer calibre 25 mm x 0,8 (BD®) acoplado
diretamente em tubos estéreis para sangue de 2 mL sem anticoagulante nos dias O,
7, 14, 21, 28 e 35. O soro foi separado, identificado e armazenado a -20°C até o
momento da realizacdo das analises.

Todos os animais foram pesados ao inicio do experimento DO, no 21° dia, apds
o inicio da administragdo do probiotico e ao final do experimento D35. Os dados foram

planilhados e posteriormente submetidos a analise estatistica.

2.4.1 Dinamica da resposta de IgG total anti BOHV-1

Para a avaliagdo da dindmica de IgG anti herpes virus bovino — 1 (BoHV-1) foi
utilizado o ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto, visto que a avaliacdo do BoHV-1
foi realizada os testes sorolégicos pareados com a ELISA devido sua praticidade e
menor tempo, sendo que pode ser realizado por soroneutralizagéo ou ELISA. A BoHV-
1 apresenta a funcionalidade como agente viral genético, utilizado em bovinos. Um
agente comospolita de alta ocorréncia em rebanhos de todo o mundo. Placas de
microtitulacdo de 96 cavidades (COSTAR, Corning, NY) foram sensibilizadas com
BoHV-1 inativado na concentracdo de 10°T¢'PS0 por cavidade, pelo periodo de 18h a
4°C. As placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de solucéo salina fosfatadas
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), por cavidade. As amostras de soro foram
diluidas 1:1000 e 100 uL de cada foi adicionado nas placas em triplicata, a escolha
pela técnica de diluigdo semeadura em placas permite realizar a semeadura em toda
a superficie da placa. As placas foram incubadas a 37°C por 60 minutos. Apés a
incubacéo, foram lavadas com PBS-T, seguidas de adicdo de 100 pL de anticorpo
conjugado anti-lgG bovino diluido 1:2500 e incubag&o de 60 minutos a 37°C. Apdés
esse periodo as placas foram lavadas com PBS-T e foram adicionados 100uL de
solucdo de revelacdo contendo 10 mL de tamp&o substrato, 0,004g de Ortho-
Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) e 15uL de H202 por 15 minutos no escuro a
temperatura ambiente. Para interromper a reacdo, sem indicacdo de tempo de
interropi¢ao, foram adicionados 50pL por poco de H2SO2 2N. As absorbancias foram
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registradas em leitor de microplacas EZ Read 400 (Biochrom, Cambridge, UK) com
filtro de 492 nm.

2.4.2 Cultura de células mononucleares do sangue periférico bovino (PBMCs) e
extracdo de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17

No 35° dia do experimento, amostras de sangue (10 mL) dos animais de ambos
os grupos foram coletadas através da puncdo da veia jugular em tubos vacutainer
contendo citrato de sédio (0.38%, v/v) (Labsynth, Diadema, SP, Brasil) como
anticoagulante. A obtencéo das PBMCs foi realizada conforme descrito por Leite et al.
(2004).

Aproximadamente 2x10° células foram cultivadas em 1 mL de meio RPMI 1640
(Gibco) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Sigma Aldrich), antibiético e
antifangico (Penicilina 10.000 Ul/mL, Estreptomicina 10 mg/mL e Anfotericina B 25
mg/mL) (Gibco) em placas de cultivo celular com 24 pocos (Kasvi, Taiwan, China). As
células foram incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 durante 24 horas. Apos
esse periodo, o0 meio de cultivo foi substituido e as células foram estimuladas com
10ug de L. casei P054, ou com 10ug de ConcA (controle positivo) e com meio RPMI
1640 (controle negativo). Apds, incubadas por 18 horas nas mesmas condicoes.

Ao final, o sobrenadante foi descartado e as células foram coletadas em
reagente TRIzol® e o mRNA celular foi extraido segundo protocolo do fabricante e
armazenados a -70°C. A metodologia empregada seguiu as mesmas condicbes de

reacdes descritas anteriormente em esplendcitos bovino.

2.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados em Software GraphPad Prism version 7 (San
Diego, CA, USA). Os valores das médias dos niveis de IgG dos soros dos animais de
cada grupo, obtidos pelo ELISA indireto, foram submetidos a analise de variancia (two
way ANOVA). As diferencas entre as meédias foram analisadas pelo teste de Tukey
considerando-se diferenca significante quando p<0.05. As diferengas entre 0s niveis
de transcricdo de mRNA foram analisadas por one way ANOVA seguido pelo teste t
de Student. A média do ganho de peso diario dos animais do grupo probiotico e

controle foi determinada por one way ANOVA seguido pelo teste t de Student.

2.6 Parametros éticos
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Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA n° 8224/2017).

3 Resultados

3.1 Dinamica de IgG total anti-BoHV-1 nos animais vacinados (resposta imune
humoral)

Observou-se que ambos o0s grupos de animais, suplementados com L. casei
P054 e controle, evidenciaram a producao de anticorpos especificos contra o antigeno
viral vacinal. Notou-se que a partir de sete dias apds a primeira dose de vacina, 0
grupo que recebeu suplementagdo com L. casei P054, evidenciou niveis significativos
de IgG total (p<0.05), sendo esses niveis superiores em 1,3 vezes ao grupo controle.
No 21° dia os niveis de IgG do grupo tratado com probiético mantiveram-se maiores,
com um valor de 2,2 vezes superior aos animais controle (p<0.05). ApGs a segunda
dose vacinal, os niveis de IgG dos animais suplementados mantiveram-se

estatisticamente superiores (p<0.05). (Figura 1).
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Figura 8 - Dindmica de IgG contra BoHV-1 em bovinos vacinados com Cattle Master® e suplementados
com L. casei P054. Os dados representam as médias e desvio padrdo da média dos valores de
absorbancias obtidos por ELISA indireto do grupo suplementado e controle durante o periodo
experimental. (*) indica diferenca estatistica (p<0.05) entre o grupo suplementado com L. casei P054 e
0 grupo controle.

Fonte: realizado pelos autores.

3.2 Expressdo da transcricdo génica em esplendcitos bovinos das citocinas IL-
2,1L-4,1L-10 e IL-17
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Em esplendcitos estimulados com L. casei P054 evidenciou-se transcricoes
(p<0.05) das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17. Quando a estimulag&o das células com
L. casei P0O54 foi comparada ao grupo controle (ConcA), verificou-se que este
microrganismo foi capaz de incrementar a transcricao relativa de I1L-2, IL-4 e IL-10 em
~30 vezes, ~3.5 vezes e ~2 vezes superior, respectivamente. Interessantemente, a

transcrigcao relativa de I1L-17 foi ~200 vezes superior ao do grupo controle (Figura 2).
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Figura 9 - Transcri¢éo relativa de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 a partir do cultivo de
esplendcitos bovinos in vitro. Os valores apresentados representam média e desvio padrao da média
de 2AAct obtidos pela técnica de qPCR. A) Transcrigdo relativa de mRNA de IL-4; B) Transcricdo
relativa de mRNA de IL-10; C) Transcri¢ao relativa de mRNA de IL-2 e D) Transcri¢éo relativa de mRNA
de IL-17. (*) indica diferenca estatistica (p<0.05) entre as células estimuladas com L.casei P0O54 e as
células estimuladas com ConcA.

Fonte: realizado pelos autores.
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3.3 Expressdao da transcri¢cdo génica em PBMCs das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e
IL-17

A analise da transcricao relativa dos genes das citocinas em cultivo de células
PBMCs que foram estimuladas com L. casei P054 revelou aumento significativo na
transcri¢cdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 nas células oriundas dos animais que
receberam a suplementacdo com L.casei P054, comparados as células dos animais
controle (p<0.05). Usando os valores de 222%, foi possivel constatar um aumento de
aproximadamente 2,8 vezes na transcricdo de IL-2, 1,6 vezes de IL-4, 2,7 vezes de

IL-10, e 3,8 vezes de IL-17 (Figura 3). Adicionalmente, evidenciou-se que a expressao
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génica com ConcA foi inferior a expressdo com L. casei para todas as citocinas

avaliadas (p<0,05).
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Figura 10 -Transcricé@o relativa de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 a partir do cultivo de
PBMC'’s de bovinos e estimuladas com L.casei P054. Os valores apresentados representam média e
desvio padréo da média de 222<t obtidos pela técnica de gPCR. A) Transcri¢do relativa de mRNA de IL-
4; B) Transcrigao relativa de mRNA de IL-10; C) Transcricdo relativa de mRNA de IL-2 e D) Transcri¢ao
relativa de mRNA de IL-17. (*) indica diferenga estatistica entre o grupo suplementado com L. casei
P054 e o grupo controle.

Fonte: realizado pelos autores.

Durante todo o periodo experimental, os animais suplementados com L. casei
P054 tiveram ganho médio diario de peso corporal significativamente maior (p<0.05;

560 g/dia) quando comparados aos animais do grupo controle (0,195 kg/ dia).

4 Discusséo

Estudos avaliando a atividade imunomoduladora de BAL, particularmente L.
casei sdo incipientes em ruminantes. Assim, a presente pesquisa relata a resposta
imunomoduladora de bovinos vacinados contra BoHV-1 e suplementados com L.
casei P054 oriundo de colostro e silagem de colostro bovino.

O conjunto de alunos de microbiologia do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Departamento de Veterinéria

Preventiva e Centro de Controle de Zoonoses da Universidade Federal de Pelotas,
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evidenciaram um resultado satisfatério com a atividade probidética in vitro do isolado L.
casei P054 utilizado neste estudo (dados nao publicados).

Na presente pesquisa evidenciou-se que a suplementagdo com L. casei P054
foi capaz de incrementar a resposta imune a vacina e induzir a transcri¢éo de citocinas
pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, tanto em esplendcito bovino, como também em
PBMCs, comprovando este isolado. Os bovinos vacinados e suplementados com L.
casei P054 apresentaram nivel significativamente superior de IgG anti-BoHV-1
qgquando comparados ao grupo controle sem suplementacdo. Estes resultados
sugerem que a suplementacdo com o probiético pode ser vantajosa, uma vez que foi
capaz de induzir um incremento da resposta imune humoral protetora a partir do 7°
dia da vacinacdo primaria e mantendo-se superior até o final do experimento. Além
disso, os niveis de BoHV-1-lgG especifico, principalmente no dia 21, foram
semelhantes aos do dia 35, sugerindo que esses animais poderiam ter anticorpos
neutralizantes do BoHV-1 aos 21 dias, requer um maior tempo para avaliar a presenca
de anticorpos neutralizantes. Previamente, Jia et al. (2020) também constataram um
aumento na titulacéo de IgG ao utilizar L. casei como adjuvante de uma vacina contra
o virus da diarreia viral bovina (BVDV). O BVDV néao foi avaliado, pois, a vacina
recombinante de Lactobacillus fornece protecdo imunolégica contra a infeccdo por
BVDV, que pode ser eliminada efetivamente pela vacina pds-exposicdo em animais
vacinados por via oral.

No estudo verificou-se que os esplendcitos estimulados com L. casei P054
exibiram altos niveis de transcricdo de mRNA para as citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-
17, e niveis relativos similares de transcri¢cao foram observados em PBMCs de bovinos
suplementados com este microrganismo. Estes resultados sugerem que a
estimulacdo com L. casei P054 induziu a um ambiente favoravel para a interacéo do
antigeno vacinal e do sistema imunoldgico, 0 que se traduziu no incremento da
resposta imunolégica humoral e celular a vacina. Essas observagfes sao
corroboradas pelos resultados de Jia et al. (2020) que constataram um aumento nos
niveis dessas citocinas ao utilizar L. casei como adjuvante de uma vacina contra BVDV
em camundongos. Esses autores demonstraram o0 bom desempenho desse
microrganismo como probidtico, estimulando a modulacdo da resposta imune
especifica, como também apresentou capacidade de colonizacdo intestinal,
promovendo o crescimento dos animais experimentais e prote¢cdo contra bactérias

enteropatogénicas.
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Acredita-se que a capacidade dos probiéticos em induzir um aumento na
resposta imune as vacinas seja decorrente do microrganismo probiotico pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs) nas placas de Peyer. A interacdo de probioticos
com APCs ativa linfocitos T virgens, principalmente por meio da secrecéo de citocinas,
em seguida esses linfocitos migram para os linfonodos, em diferentes locais do corpo,
onde estimulam a resposta imunoldgica (HONG et al., 2005; CHIEPPA et al., 2006;
LEBEER et al., 2010). Adicionalmente, a estimulacdo de células imunes e a inducéo
da expressao de citocinas € um fator fundamental para a resposta imunoprotetora a
uma vacina (JIA et al., 2020). Segundo Shida et al. (2011) o mecanismo de modulacao
imunoldgica probidtica decorre da alteracdo do perfil de citocinas produzidas no
ambiente, onde os antigenos vacinais irdo interagir com as células imunoldgicas.

Os resultados mostraram que L. casei P054, estimulou diretamente a secrecao
de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias, sugerindo que o probidtico pode
atuar como modulador e regulador da resposta imune, pois a resposta inflamatoria
corresponde a intensa atividade celular, ao passo que as propriedades anti-
inflamatorias regulam esse processo. Neste sentido, Shida et al. (2011) constataram
que L. casei ao ser fagocitado por mondcitos € capaz de estimular a secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-2 e TNF, assim como a IL-10 que atua como anti-
inflamatoria. Esses autores constataram também diferentes padrdes de dosagens na
curva de resposta e tempo de producédo de IL-12 e IL-10, sugerindo que essas
interleucinas atuam na imunorregulacdo da resposta inflamatéria, o que aumenta a
defesa inata e regula a inflamagao.

Os dados do presente estudo demonstraram que a administracao de L. casei
P054 promoveu significativo incremento dos niveis de transcricdo de mRNA de IL-2 e
IL-17 com aumento de aproximadamente 2,8 e 3,8 vezes superiores ao controle,
sendo que a IL-17 foi a citocina que apresentou maiores niveis de expressao, tanto
em esplendcitos bovino, como em PBMCs oriundas dos animais suplementados com
0 probidtico. Essas citocinas sdo cruciais para a modulagdo da resposta imune e
desencadeamento do processo inflamatério respectivamente (PAPPU et al., 2012;
BAYER et al., 2013; WATTEGEDERA et al., 2017).

A IL-2 é sintetizada por células T e esta envolvida na maturacao de linfocitos T
e B (BAYER et al., 2013). Trata-se de uma citocina chave para o desenvolvimento da
resposta imune adaptativa, promovendo a proliferagéo, diferenciagcdo e expansao
clonal de células T (ZHOU et al., 2002; GAFFEN; LIU, 2004;) e induzindo a geracao
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de células T de memdria (BACHMANN & OXENIUS, 2007; LI & PAUZA, 2015).
Matsuzaki et al. (1998) relataram elevacdo na sintese de IL-2 em camundongos
suplementados com L. casei, 0 que corrobora os dados observados no presente
estudo com relacao a essa citocina, uma vez que as células que receberam o estimulo
com probiotico apresentaram transcricdo de mRNA de IL-2 superior ao controle.

A IL-17 é produzida por linfécitos T e células NK, sendo responsavel por tornar
a resposta imune das mucosas mais efetiva ao desencadear o processo inflamatorio,
(PAPPU et al.,, 2012; WATTEGEDERA et al., 2017;). Foi demonstrado que esta
citocina ndo apenas desencadeia a proliferacdo de linfécitos B, como também
promove a formacdo de centros germinativos e induz a troca de isotipos IgG
(MITSDOERFFERA et al. 2010), podendo estar envolvida na indugéo da producao de
anticorpos pelos linfécitos B (MITSDOERFFERA et al., 2010; CAl et al., 2012;).

De acordo com Diaz e Allen (2007) a IL-17 estd associada com o
desencadeamento de uma resposta TH2. Por outro lado, Morales et al. (2020)
sugerem que a IL-17 € importante na manutencdo da homeostase intestinal e na
regulacdo das alteracfes inflamatdrias e metabdlicas associadas a diabetes do tipo 2.

E importante destacar que o papel da IL-17 pode estar associado a formac&o
de barreiras epiteliais na cavidade bucal, na pele, pulmdes, trato gastrintestinal e
urogenital, 0 que permite surgerir que seu uso como suplemento na alimentacao de
bovinos ndo s6 incrementa a microbiota intestinal desses animais, como estimula a
formacdo dessa barreira epitelial importante na resposta imune inata (MORALES et
al., 2020; DIAZ e ALLEN, 2007). Adicionalmente, Pappu et al. (2012) apontam a IL-17
como uma das principais citocinas envolvidas na resposta imune frente aos
probidticos.

O aumento da transcricdo do mRNA das citocinas de IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17
permite sugerir que L. casei P054 apresenta excelente capacidade imunomoduladora
das respostas imunes. Adicionalmente acredita-se que a modulagéo imunolégica do
probidtico que resultou em niveis significativamente maiores de IgG total anti-BoHV-1
observados nos bovinos suplementados com o probidtico pode ser decorrente da
maior expressao dessas citocinas.

Interessantemente, no presente estudo, 0os animais suplementados com o
probidtico evidenciaram significativo ganho de peso corporal, quando comparados aos
animais ndo suplementados. Estes dados nos permitem supor que, além da acao

imunomoduladora observada a resposta vacinal, a administracdo de L. casei P054
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também contribuiu para o superior ganho de peso. Previamente, Saalfeld et al. (2013)
observaram que a alimentacdo de bovinos com silagem de colostro, fonte de BAL
incluindo L. casei, foi capaz de promover o aumento de peso corporal dos animais.
Todavia, estes autores atrelaram este resultado a constituicdo nutricional da silagem
de colostro. Em outros estudos que avaliaram o uso de probiético comercial na
alimentacao de bovinos, Rasteiro et al. (2007), Arenas et al. (2007) e Terrassi et al.
(2010) evidenciaram aumento significativo de ganho de peso vivo dos animais. Os
probioticos podem melhorar o desempenho produtivo, mantendo um equilibrio
saudavel de bactérias no intestino e atuando por exclusédo competitiva contra bactérias
patogénicas ou inibindo seu crescimento por meio da producéo de &cidos orgéanicos,
o que melhora o ambiente intestinal e favorece a absorcdo de nutrientes (ALMEIDA
et al., 2013). Bittar et al. (2016) relataram que a suplementacado de probidtico na dieta
de animais melhora a digestibilidade, tornando mais eficiente o uso dos nutrientes
presentes na dieta, o que se reflete em maiores ganhos de peso diario e maior taxa

de conversao alimentar.

5 Concluséo

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que a suplementacao de
bovinos com L. casei P054 tem efeito modulador na resposta imune contra a vacina
BoHV-1.
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6 Conclusodes Finais

o Os resultados deste estudo demonstram que a fermentagéo anaerdbica
do colostro equino até 365 dias de fermentacdo, mantem os constituintes colostrais
avaliados semelhantes ao colostro in natura.

o Os resultados do presente estudo indicam que L. casei P054 apresenta
relevante potencial probiético in vitro.

. In vitro, L. casei P054 induz efeito imunomodulador em esplendcitos
bovino

o A suplementacdo de bovinos com L. casei P054 tem efeito modulador

na resposta imune contra a vacina BoHV-1.
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