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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um protocolo de microencapsulagao de leveduras
com atributos probioticos, com o intuito de aprimorar sua viabilidade e sua passagem pelo TGI
e, posteriormente testar o produto no tratamento da disbiose induzida por antibidtico em
camundongos BALB/c. O trabalho foi dividido em duas etapas. A primeira etapa objetivou-se
na selecdo do material de parede e condi¢des para a microencapsulacido de Saccharommyces
cerevisiae (CCMA 0732) e Pichia kluyveri (CCMA 0615). As leveduras (108 UFC/mL) foram
microencapsuladas separadamente por spray drying utilizando soro de leite em p6 (WP - 15%,
20% e 30%) e alginato de sodio (ALG - 1%). As microcapsulas e a viabilidade celular foram
caracterizadas durante dois meses de armazenamento (4 °C ¢ 25 °C). As formulac¢des
selecionadas foram aplicadas na fermentacdo de bebida funcional probidtica, e avaliada a
sobrevivéncia e viabilidade no trato gastrointestinal simulado (TGI). Os resultados mostraram
que a viabilidade das leveduras microencapsuladas por secagem por atomizagdo depende da
espécie e da matriz encapsulante utilizada. Além disso, mostrou que P. kluyveri com 15% WP
+ 1% ALG manteve alta viabilidade sob condi¢des simuladas do trato gastrointestinal, seja
exposta independentemente (>84%) ou incorporada em uma matriz alimentar (>94%). A
microencapsulacdo das leveduras mostrou ser uma ferramenta tecnoldgica que aumenta a sua
viabilidade, melhora a aplicag@o biotecnologica e facilita a entrega eficiente de probidticos ao
hospedeiro. A segunda etapa do estudo consistiu em testes in vivo em modelo de disbiose
induzida por antibidtico vancomicina. Baseado nos resultado do primeiro estudo, levedura P.
kluyveri microencapsulada com 15% WP foi selecionada para aplicagdo no modelo in vivo. Ao
todo, 32 camundongos Balb/c machos foram divididos em trés grupos experimentais, Controle
(GC), Disbiose (GD) e Disbiose tratado com levedura (GY). Os grupos GD e GY foram
submetidos a inducdo de disbiose com 100ul 10mg/mL de vancomicina por 14 dias por
gavagem, enquanto GC recebeu salina. Na sequéncia, para GY a levedura microencapsulada
foi administrada na concentracdo de 10’ UFC/ml diluida em salina por gavagem, demais grupos
receberam apenas salina. Em linhas gerais, o tratamento com antibidtico desencadeou uma série
de manifestagdes deletérias, caracteristicas da disbiose, tais como: aumento da populagao de
enterobactérias nas fezes, aumento dos globulos brancos e linfocitos totais, e peso do bago,
danos ao epitélio intestinal, com redu¢do do tamanho das vilosidades, aumento de infiltrado
inflamatorio e células caliciformes. J4 o tratamento com a levedura apds o uso do antibidtico
conseguiu atenuar, restabelecendo a maioria dos parametros avaliados para niveis semelhantes
ao controle. Especificamente, sobre os dados de microbioma, observou-se que a vancomicina
diminuiu a abundancia de grupos como Bacillota e favoreceu Verrucomicrobiota e
Patescibacteria, com maior abundincia de géneros potencialmente patogénicos, como
Agathobaculum e Lachnoclostridium. A utilizacdo de P. kluyveri CCMA 0615 favoreceu
especificamente o filo Verrucomicrobiota, principalmente do género Akkermansia, Blautia e
Parabacteroides goldsteinii, grupos microbianos reconhecidos como benéficos. Como
conclusdo, as descobertas sugerem que P. kluyveri CCMA 0615 microencapsulada pode ser
uma candidata probidtica promissora para atenuar os disturbios intestinais induzidos pelo uso
de antibidticos e promover a saude intestinal.

Palavras-chave: probioticos; TGI; leveduras; modelo animal; disbiose; alginato; microbioma;
vancomicina; spray dryer.



ABSTRACT

This study aimed to develop a microencapsulation protocol for yeasts with probiotic attributes,
to improve their viability and passage through the gastrointestinal tract (GIT) and subsequently
test the product in the treatment of antibiotic-induced dysbiosis in BALB/c mice. The study was
divided into two stages. The first stage aimed to select the cell wall material and conditions for
the microencapsulation of Saccharomyces cerevisiae (CCMA 0732) and Pichia kluyveri
(CCMA 0615). The yeasts (108 CFU/mL) were microencapsulated separately by spray drying
using whey powder (WP - 15%, 20%, and 30%) and sodium alginate (ALG - 1%). The
microcapsules and cell viability were characterized during two months of storage (4 °C and 25
°C). The selected formulations were applied to the fermentation of a probiotic functional
beverage, and their survival and viability were evaluated in the simulated GIT. The results
showed that the viability of spray-dried microencapsulated yeasts depends on the species and
encapsulating matrix used. Furthermore, it was shown that P. kluyveri with 15% WP + 1% ALG
maintained high viability under simulated GIT conditions: exposed independently (>84%) or
incorporated into a food matrix (>94%). Yeast microencapsulation has proven to be a
technological tool that enhances their viability, improves biotechnological applications, and
facilitates the efficient delivery of probiotics to the host. The second stage of the study consisted
of in vivo testing a model of vancomycin-induced dysbiosis. Based on the results of the first
study, microencapsulated P. kluyveri yeast with 15% WP was selected for application in vivo
model. A total of 32 male Balb/c mice were divided into three experimental groups: Control
(CG), Dysbiosis (DG), and Yeast-Treated Dysbiosis (YG). The DG and YG groups underwent
dysbiosis induction with 100 uLL vancomycin (10 mg/mL) for 14 days by gavage, while the CG
received saline. Subsequently, the YG group received microencapsulated yeast at a
concentration of 107 CFU/mL diluted in saline by gavage, while the other groups received saline
alone. In general, antibiotic treatment triggered a series of deleterious manifestations
characteristic of dysbiosis, such as increased Enterobacteriaceae population in feces, increased
white blood cell and total lymphocyte counts, and spleen weight, damage to the intestinal
epithelium with reduced villi size, and increased inflammatory infiltrate and goblet cells.
Treatment with yeast after antibiotic use was successful in attenuating the disease, restoring
most of the evaluated parameters to levels similar to the control. Specifically, regarding
microbiome data, it was observed that vancomycin decreased the abundance of groups such as
Bacillota and favored Verrucomicrobiota and Patescibacteria, with a greater abundance of
potentially pathogenic genera such as Agathobaculum and Lachnoclostridium. The use of P.
kluyveri CCMA 0615 specifically favored the Verrucomicrobiota phylum, mainly the genera
Akkermansia, Blautia, and Parabacteroides goldsteinii, microbial groups recognized as
beneficial. In conclusion, the findings suggest that microencapsulated P. kluyveri CCMA 0615
may be a promising probiotic candidate for mitigating antibiotic-induced intestinal disorders
and promoting intestinal health.

Keywords: probiotics, GIT; yeast; animal model; dysbiosis; alginate; microbiome;
vancomycin; spray dryer.



INDICADORES DE IMPACTO

A pesquisa intitulada “Microencapsulacdo de leveduras com atributos probidticos e sua
aplicacdo no tratamento da disbiose induzida por vancomicina”, apresenta impactos relevantes
nas dimensdes tecnologica, cientifica, sanitaria e social, com possibilidades claras de aplicacao
na saude publica e na industria de alimentos funcionais. Conduzida no ambito do Programa de
Pos-Graduacdao em Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
colaboragdo com a Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM), a
pesquisa se insere em um contexto de busca por solugdes alternativas e sustentaveis para
disturbios relacionados a microbiota intestinal, especialmente disbiose induzida pelo uso de
antibioticos. No aspecto tecnoldgico, o estudo desenvolveu um protocolo eficiente e
economicamente viavel para a microencapsulacdo da levedura Pichia kluyveri CCMA 0615,
utilizando a técnica de spray drying com matriz de soro de leite e alginato de sédio. A
formulagdo obtida apresentou alta viabilidade celular tanto em condi¢des simuladas do trato
gastrointestinal (superior a 84%) quanto quando incorporada a matrizes alimentares (superior a
94%). Essa inovagdo biotecnoldgica tem potencial direto para aplicacio em formulacdes
alimenticias e farmacéuticas, contribuindo com o setor de tecnologia e produgdo, além de
promover o aproveitamento de residuos agroindustriais (como o soro de leite), alinhando-se a
economia circular e ao consumo sustentavel. No ambito social e de satde publica, os
experimentos in vivo realizados com camundongos BALB/c evidenciaram que a administragao
da levedura microencapsulada apos o tratamento com vancomicina foi capaz de atenuar os
efeitos deletérios da disbiose, restabelecendo pardmetros histoldgicos, imunoldgicos e
melhorando o aspecto microbiologico do intestino. Dentre os efeitos benéficos destacam-se a
redugdo da inflamacao intestinal, restauracdo da morfologia epitelial e modulagdo positiva do
microbioma intestinal, com aumento de géneros reconhecidamente benéficos como
Akkermansia, Blautia e Parabacteroides goldsteinii. Esses resultados indicam o potencial do
produto desenvolvido como alternativa terapéutica nao farmacologica em contextos clinicos de
disbiose, beneficiando em especial populagdes expostas ao uso prolongado de antibioticos,
como pacientes imunocomprometidos, idosos e criangas. Com base nos resultados, os impactos
do trabalho se enquadram em trés dreas tematicas da Politica Nacional de Extensdo
Universitaria: Saude (4rea 6), pelo desenvolvimento de estratégias para prevencdo e
recuperagao da disbiose; Tecnologia e Producao (area 7), devido a criagdo de um novo insumo
biotecnoldgico; e Meio Ambiente (area 5), por utilizar subprodutos industriais e incentivar

praticas sustentaveis. Adicionalmente, a pesquisa estd alinhada com os Objetivos de



Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagdo das Nag¢des Unidas, contribuindo com os
seguintes: ODS 3 (Satde e bem-estar), ODS 9 (Industria, inovagdo e infraestrutura), ODS 12
(Consumo e produgdo responsaveis) e, indiretamente, ODS 13 (Ac¢do contra a mudanga global
do clima). Em sintese, a pesquisa conduzida demonstra elevado potencial de impacto social,
cientifico e econdmico, e oferece solugdes praticas e inovadoras para questdes de saude
intestinal, promovendo avancos no uso de leveduras como probidticos, contribuindo para o

desenvolvimento sustentavel e para a melhoria da qualidade de vida da populagao.



IMPACT INDICATORS

The research entitled “Microencapsulation of yeasts with probiotic attributes and their
application in the treatment of vancomycin-induced dysbiosis” presents relevant impacts in the
technological, scientific, health, and social dimensions, with clear possibilities of application in
public health and in the functional food industry. Conducted within the scope of the
Postgraduate Program in Agricultural Microbiology of the Federal University of Lavras
(UFLA), in collaboration with the Federal University of the Jequitinhonha and Mucuri Valleys
(UFVIM), the research is part of a context of search for alternative and sustainable solutions
for disorders related to the intestinal microbiota, especially dysbiosis induced using antibiotics.
In the technological aspect, the study developed an efficient and economically viable protocol
for the microencapsulation of the yeast Pichia kluyveri CCMA 0615, using the spray drying
technique with a matrix of whey and sodium alginate. The formulation obtained showed high
cell viability both in simulated gastrointestinal tract conditions (greater than 84%) and when
incorporated into food matrices (greater than 94%). This biotechnological innovation has direct
potential for application in food and pharmaceutical formulations, contributing to the
technology and production sector, in addition to promoting the use of agro-industrial waste
(such as whey), aligning with the circular economy and sustainable consumption. In the social
and public health context, in vivo experiments carried out with BALB/c mice showed that the
administration of microencapsulated yeast after treatment with vancomycin was able to
attenuate the deleterious effects of dysbiosis, restoring histological and immunological
parameters and improving the microbiological aspect of the intestine. Among the beneficial
effects, the reduction of intestinal inflammation, restoration of epithelial morphology, and
positive modulation of the intestinal microbiome stand out, with an increase in genera
recognized as beneficial, such as Akkermansia, Blautia, and Parabacteroides goldsteinii. These
results indicate the potential of the developed product as a non-pharmacological therapeutic
alternative in clinical contexts of dysbiosis, especially benefiting populations exposed to
prolonged use of antibiotics, such as immunocompromised patients, the elderly, and children.
Based on the results, the impacts of the work fall into three thematic areas of the National Policy
for University Extension: Health (area 6), through the development of strategies for the
prevention and recovery of dysbiosis; Technology and Production (area 7), due to the creation
of a new biotechnological input; and Environment (area 5), by using industrial by-products and
encouraging sustainable practices. Additionally, the research is aligned with the United Nations

Sustainable Development Goals (SDGs), contributing to the following: SDG 3 (Good health



and well-being), SDG 9 (Industry, innovation and infrastructure), SDG 12 (Responsible
consumption and production), and, indirectly, SDG 13 (Climate action). In summary, the
research conducted demonstrates high potential for social, scientific, and economic impact, and
offers practical and innovative solutions for intestinal health issues, promoting advances in the
use of yeasts as probiotics, contributing to sustainable development, and improving the

population's quality of life.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal humana ¢ uma comunidade complexa de microrganismos
composta por virus, protozoarios, fungos e principalmente bactérias cujas fungdes, em
condi¢des de homeostase fisioldgica, vao desde a manuten¢dao da integridade e fungdo da
barreira epitelial do intestino, até efeitos sistémicos com a modulacao da resposta imunolédgica
e do metabolismo energético do hospedeiro, producdo de vitaminas e promog¢do da satde
neurologica (Aburto e Cryan, 2024; Ma et al., 2023). A funcionalidade da microbiota intestinal
humana depende da sua composi¢ao e distribui¢ao destes grupos, o que consiste principalmente
de bactérias dos filos Bacillota, Bacteroidota e Actinomycetota (anteriormente conhecidos
como Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria) (Arumugam et al., 2011; Oren, 2024).
Grandes mudangas na propor¢ao entre estes grupos ou a expansao de novos grupos bacterianos
leva a alteracdes qualitativas e/ou quantitativas da microbiota normal de um organismo, o que
¢ muitas vezes referido como disbiose (Hrncir, 2022).

A reducdo da diversidade microbiana, especialmente com diminui¢do da populagdo de
Bacillota e o crescimento de Pseudomonadota sdo caracteristicas da mudanga do perfil
microbiano na disbiose (Hrncir, 2022). Diversos fatores tais como dieta, infec¢des por
patdgenos e uso de medicamentos, como os antibidticos podem induzir modificagdes no perfil
da microbiota intestinal. No caso especifico do uso de antibidticos, o impacto sobre a microbiota
pode ser deletério e levar ao desenvolvimento do quadro de disbiose (Taitz et al., 2025).

O uso de probidticos tem demonstrado ser uma estratégia eficaz para atenuar as
consequéncias da disbiose induzida pelo uso de antibioticos (Snigdha et al., 2022). Probioticos
sd0 microrganismos vivos que beneficiam a saude do hospedeiro quando administrados em
quantidades adequadas (Hill et al., 2014). O consumo de probidticos vem sendo apontado como
uma estratégia nao farmacologica para aliviar disturbios gastrointestinais (Vallejos; Bueno;
Kalergis, 2025) e tratar infecgdes por patogenos como infec¢des por Clostridium difficile (Su
et al., 2020), promover a satide digestiva e mitigar quadros de disbiose, com restabelecimento
do grupos microbianos e restauragdo da homeostase da mucosa intestinal (Yang et al., 2024).
Os géneros de microrganismos probidticos comumente usados sdo: Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus, e Enterococcus, algumas espécies de Bacillus e leveduras
como Saccharomyces boulardii (Staniszewski e Kordowska-Wiater, 2021). Embora menos

exploradas, as leveduras, apresentam potencial para tratar e atenuar perturbagdes da microbiota
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intestinal e suas repercussdes sobre o intestino, como ja evidenciado para a cepa comercial
Saccharomyces boulardii (Fu et al., 2022; Heavey et al., 2024). Neste sentido, as cepas de
leveduras Saccharommyces cerevisiae (CCMA 0732) e Pichia kluyveri (CCMA 0615)
selecionadas em estudos anteriores para propriedades probidticas (Menezes et al., 2018, 2020a,
2020b) apresentam-se como novos organismos probidticos para o tratamento da disbiose
induzida por antibiéticos. O objetivo do presente estudo ¢ desenvolver, com auxilio da técnica
de spray drying, microcapsulas contendo levedura com atributos probidticos, aprimorando sua
viabilidade e eficiéncia na entrega ao hospedeiro, e utiliza-la no tratamento da disbiose induzida

por antibidtico vancomicina em camundongos BALB/c.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Barreira intestinal

O corpo humano possui diversos epitélios mucosos, incluindo a mucosa das vias aéreas,
mucosa oral, mucosa gastrointestinal, mucosa urogenital e mucosa da pele, que juntos
compdem o tecido linfoide associado a mucosa (MALT - Mucosa-Associated Lymphoid
Tissue) que atuam como barreiras diretas separando o meio interno do ambiente (Di Tommaso;
Gasbarrini; Ponziani, 2021; Guo et al., 2023). Dentre estes tecidos mucosos, o GALT (Gut-
Associated Lymphoid Tissue) trata-se de uma importante estrutura do sistema imunologico da
mucosa intestinal, responsavel por detectar e responder a antigenos presentes no limen
intestinal, contribuindo para a tolerancia imunoldgica a alimentos e microrganismos comensais,
e para a defesa contra patégenos (Mowat e Agace, 2014). Na estrutura da mucosa intestinal,
seus principais constituintes incluem a microbiota comensal, a camada de muco, o revestimento
celular epitelial do intestino, o sistema imunoldgico associado & mucosa e a barreira vascular
subjacente. Diante dessa arquitetura, uma gama diversificada de fatores microbianos,
bioquimicos, secretomotores, neuroendocrinos € imunologicos (Figura 1) atuam em conjunto

para preservar a homeostase intestinal (Di Tommaso; Gasbarrini; Ponziani, 2021).
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Figura 1- Principais componentes reguladores da barreira intestinal.
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Fonte: Adaptado de Vancamelbeke e Vermeire, (2017). AMP — Peptideo antimicrobiano; sIgA
— Imunoglobulina A secretora; IECs — Células epiteliais intestinais; TJ — Jungdo estreita; JA —
Juncao aderente.

A microbiota intestinal ¢ considerada o primeiro nivel da barreira intestinal (Konig et
al., 2016). O intestino humano contém centenas de trilhdes de bactérias benéficas,
representando uma relagdo simbidtica decorrente de milhdes de anos de coevolucdo. Essas
bactérias fazem uma contribui¢do significativa para a satde intestinal humana (Shahab e
Shahab, 2022), contribuindo para funcdes fisiologicas como digestdo e fermentacdo de
carboidratos, producdo de vitaminas (Grant et al., 2024; Mora-Flores et al., 2023), maturagao
de células epiteliais, angiogénese (Wang et al., 2024b) e desenvolvimento de linfocitos
(Kamada e Nuiez, 2013; Li et al., 2024b). A microbiota intestinal também ¢ essencial para
proteger os hospedeiros de infec¢des patogénicas. Por exemplo, a microbiota intestinal pode
limitar a coloniza¢do luminal de patdgenos bacterianos intestinais por meio da competi¢ao de
nutrientes (Horrocks et al., 2023; Singh e Koo, 2024). Os microrganismos comensais intestinais
também provocam respostas imunoldgicas protetoras contra parasitas por meio de células
dendriticas (DCs) (Shvets et al., 2024). Na auséncia de TLR11, as respostas imunes aos
parasitas dependem da estimulagao indireta de DCs fornecidas por microrganismos comensais.
As bactérias intestinais ativardo MyD88 via TLR2, TLR4 e TLRO para gerar IL-12, que pode
responder ao parasita (Aguirre-Garcia et al., 2020; David, 2009; Raetz et al., 2013). Além disso,

varios estudos indicaram que o microbiota intestinal est4d envolvido na regulagao da homeostase
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energética, como a sintese do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e o peptideo YY
(PYY) (Fujisaka; Watanabe; Tobe, 2023; Van Son et al., 2021; Zeng et al., 2024). No entanto,
apesar da relagao simbidtica entre os humanos e sua microbiota intestinal, os efeitos desses
microrganismos nem sempre sao benignos. Quando a inter-relagdo equilibrada entre o
hospedeiro e o microbioma intestinal ¢ destruida, resulta em um desequilibrio (disbiose) que
pode ocasionar o surgimento de doengas (Ali et al., 2025; Safarchi et al., 2025), assunto que
serd abordado em tdpicos posteriores.

A camada de muco constitui o segundo principal componente fisico da barreira
intestinal. Produzida por células caliciformes secretoras especializadas no epitélio, esta camada
reveste o tecido intestinal para fornecer lubrificacdo e prote¢do contra o material luminal,
especialmente a microbiota (Di Tommaso; Gasbarrini; Ponziani, 2021). A homeostase do muco
¢ crucial para a saide e sua desregulagdo no intestino delgado ou no célon causa ou se
correlaciona com varias doengas. De fato, o acimulo de muco ¢ o crescimento excessivo de
bactérias devido a perda de secrecdo de bicarbonato sdo evidentes na fibrose cistica, ¢ a perda
de propriedades de barreira do muco e o aumento da carga bacteriana no epitélio do colon se
correlacionam com a doencga inflamatdria intestinal colite ulcerativa (CU) (Gustafsson et al.,
2012; Johansson et al., 2014; Van der Post et al., 2019).

O muco ¢ composto por um conjunto central de cerca de 30 proteinas, a maioria das
quais produzidas por células caliciformes secretoras especializadas, incluindo mucina 2
(MUC?2), acessorio do canal de cloreto-1 (CLCAL1), fragmento Fc da proteina de ligagao de IgG
(FCGBP) e proteina do granulo de zimogénio 16 (ZG16) (Van der Post et al., 2019), bem como
lipidios, ions e 4gua (que compde aproximadamente 95%) (Barmpatsalou et al., 2021).

A glicoproteina MUC2 ¢ o principal componente estrutural e cria uma estrutura de
andaime semelhante a uma rede do muco ao longo do trato gastrointestinal pela oligomerizagao
de suas extremidades terminais (Godl et al., 2002; Lidell et al., 2003). MUC2 ¢ uma proteina
muito grande (> 5000 aminoacidos) com dois dominios PTS caracteristicos da mucina, ricos
em prolina, serina e treonina, que se torna fortemente O- glicosilada por glicosiltransferases na
via secretora. Os glicanos adicionados compdem aproximadamente 80% do peso molecular na
proteina madura (Lin; Li, 2021). Mais de 100 estruturas de glicano diferentes foram
identificadas no MUC?2 intestinal (Holmén Larsson et al., 2009). A distribui¢do de diferentes
glicanos ¢ especifica da regido e da espécie, adicionando camadas adicionais de complexidade
a barreira do muco (Arike e Hansson, 2016; Holmén Larsson et al., 2013). Além de proteger a
estrutura da proteina MUC?2 da proteolise e dar ao MUC?2 suas propriedades de gel pela ligagao

a agua, os glicanos ligados ao MUC2 fornecem locais de adesdo microbiana e uma fonte
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nutricional na camada externa do muco (Paone e Cani, 2020). A composi¢do de glicano no
MUC2 pode, portanto, fornecer uma estratégia para o hospedeiro selecionar bactérias
comensais, mas também pode ser utilizada por bactérias comensais € patogénicas (Coleman e
Haller, 2021; Wei et al., 2023).

A degradacdo de glicanos de mucina dependente da microbiota, induzida por uma dieta
pobre em fibras, aumenta a suscetibilidade a infec¢do por Citrobacter rodentium em
camundongos (Neumann et al., 2021), indicando a importancia da glicosilagdo de Muc2 na
protecao contra bactérias patogénicas. Glicanos encurtados e menos complexos foram
identificados em pacientes com colite ulcerativa ativa. No entanto, ainda ndo se sabe se as
alteragdes observadas sdo causa ou efeito da inflamagdo, sendo necessarias investigagdes
adicionais para elucidar esses mecanismos (Wei et al., 2023). Apenas algumas espécies
bacterianas possuem a maquinaria enzimatica para iniciar a degradagdo parcial ou total da
mucina, incluindo A. muciniphila, Bacteroides thetaiotaomicron, B. bifidum, Bacteroides
fragilis, Ruminococcus gnavus ¢ Ruminococcus torques. Em condigdes fisiologicas, esses
microrganismos especialistas em degradacdo de mucina vivem em coexisténcia mdtua com o
hospedeiro, e a taxa de degradacdo de muco ¢ equilibrada com a taxa de sintese de muco,
resultando em uma estrutura de muco dindmica e estavel que ¢ de fundamental importancia para
nossa "saude intestinal" (Ouwerkerk; De Vos; Belzer, 2013).

As propriedades e a espessura da camada de muco variam ao longo do trato
gastrointestinal para facilitar a funcdo fisioldgica em cada local (Paone e Cani, 2020). O muco
do intestino delgado foi descrito como frouxamente organizado para permitir a absor¢ao
eficiente de nutrientes ao longo de todo o comprimento das saliéncias das vilosidades (Moor et
al., 2018). Para manter uma barreira protetora contra bactérias luminais e enzimas digestivas, o
muco do intestino delgado ¢ fortificado por peptideos antimicrobianos secretados por células
de Paneth residentes na base da cripta e enterdcitos na base das vilosidades, IgA secretada por
células B da lamina prépria e inibidores de enzimas enddgenos (Macierzanka; Mackie; Krupa,
2019; Moor et al., 2018; Suriano et al., 2022).

Apenas uma fina camada de muco separadora cobre o colon proximal de camundongos,
e bactérias podem ser vistas em contato proximo com o epitélio (Bergstrom et al., 2020; Ermund
et al., 2013; Kamphuis et al., 2017). Entretanto, os mecanismos que permitem a proximidade
das bactérias ao epitélio no colon proximal ainda precisam ser definidos (Bergstrom e Xia,
2022). A medida que o material luminal se solidifica durante seu transporte distal, uma barreira
de muco separadora ¢ formada, distanciando a matéria fecal e a microbiota do tecido subjacente

(Bergstrom et al., 2020; Kamphuis et al., 2017). Assim, nas partes distais do célon de humanos
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e roedores, o epitélio ¢ protegido por uma barreira de muco que separa fisicamente a microbiota
luminal da superficie do tecido (Birchenough e Johansson, 2020; Johansson et al., 2008).

O epitélio intestinal, localizado abaixo do muco, também atua como uma barreira fisica
essencial, revestindo internamente o limen intestinal e separando-o da lamina propria. Ele ¢
estruturado por células epiteliais intestinais organizadas em monocamada, justapostas € com
funcdes especificas. Sdo exemplos, as células caliciformes, os enterdcitos/colonécitos, as
células de Paneth, células enteroendocrinas e as células M (Microfold) (Bevins e Salzman,
2011; Di Sabatino et al., 2023; Diwakarla et al., 2017). As cé€lulas caliciformes sdo responsaveis
pela produ¢do de muco (Lock et al.,, 2020); os enterdcitos estdo disponiveis em maior
abundancia e atuam colaborando com a absorcao de nutrientes, producao de enzimas digestivas,
peptideos bioativos, dentre outros (Hickey et al., 2023; Stojanovi¢ et al., 2021); as células de
Paneth, situadas nas criptas intestinais produzem substancias antimicrobianas com efeito
protetor do intestino (Ragab et al., 2024); as células enteroendocrinas produzem hormoénios que
controlam a motilidade intestinal (Yu et al., 2020) e as células M, por sua vez, auxiliam na
captura de antigenos presentes no limen intestinal e no transporte desses antigenos para as
c¢lulas dendriticas, que os apresentara para os linfocitos T (Di Tommaso; Gasbarrini; Ponziani,
2021). Esta organizacdo permite com o que o sistema imune associado a mucosa intestinal
perceba os antigenos do lumen, especialmente o perfil dos microrganismos que compdem a
microbiota e antigenos alimentares, gere respostas adequadas e/ou tolerancia imunologica (D1
Tommaso; Gasbarrini; Ponziani, 2021).

A organizagdo celular e integridade da barreira intestinal também ¢ favorecida pela
atuacdo de um complexo juncional de proteinas. As tights junctions estdo posicionadas na
regido apical das células epiteliais e sdo formadas por proteinas transmembranas como as
claudinas e ocludinas e por proteinas periféricas como as zénulas oclusivas (ZO-1, ZO-2 e ZO-
3) que, juntas, conferem estabilidade e formam uma barreira seletiva que regula a passagem de
substancias, contribuindo com a homeostase tecidual (Arumugam; Saha; Nighot, 2025;
Kaminsky; Al-Sadi; Ma, 2021). As caderinas e cateninas estabelecem jungdes aderentes e sdo
importantes para a adesdo, manuten¢do da polaridade celular e comunicacdo intercelular
(Lessey et al., 2022). Ja os desmossomos, jun¢des celulares especializadas, sdo ricos em
desmogleinas e desmocolinas. Essas proteinas estdo conectadas a filamentos de queratina e
conferem resisténcia mecanica, colaborando para a integridade estrutural do tecido (Kowalczyk
e Green, 2013; Miiller; Hatzfeld; Keil, 2021).

O sistema imunologico associado a mucosa intestinal ¢ uma interface altamente

especializada e multifuncional que integra diversos componentes celulares para manter a
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homeostase da mucosa. Na superficie luminal, as células epiteliais intestinais, incluindo
subconjuntos especializados como as células de Paneth, atuam ndo apenas como uma barreira
fisica, mas também como participantes ativos na defesa do hospedeiro por meio da secregao de
peptideos antimicrobianos, incluindo defensinas e catelicidinas, que exercem efeitos
bactericidas contra organismos patogénicos e controle da populacdo bacteriana geral (Di
Sabatino et al., 2023; Yang; Liu; Liu, 2025). O ambiente imunolégico ¢ ainda modulado por
linfécitos intraepiteliais e células imunes residentes, que orquestram um equilibrio preciso entre
citocinas pro-inflamatoérias (IFN-y, IL-17) e mediadores anti-inflamatorios (IL-10, TGF-)
(Hada e Xiao, 2025; Yan et al., 2025), a depender do cenério dos antigenos presentes no limen
intestinal. Essa interagdo de citocinas € essencial para conter a ativagdo imunologica excessiva,
mitigando assim o dano epitelial e promovendo a regeneragao tecidual (Mowat e Agace, 2014).
Na lamina propria, o compartimento mais profundo da mucosa intestinal, reside uma rede
complexa e heterogénea de células imunes. Esta rede inclui efetores-chave tanto do sistema
imune inato (como macréfagos, células dendriticas e mastdcitos) quanto do sistema imune
adaptativo. Nessa regido, encontra-se o tecido linfoide associado ao intestino (GALT) que ¢
parte integrante do tecido linfoide associado as mucosas (MALT) (Sterling et al., 2022). O
GALT, um dos maiores 6rgaos linfoides, esta presente principalmente no trato intestinal e seus
tecidos circundantes (Sterling et al., 2022). Histologicamente, os GALTs incluem placas de
Peyer, placas de cripta, foliculos linfoides isolados (ILFs) e linfonodos mesentéricos (MLNs)
(Randall e Mebius, 2014; Sterling et al., 2022). O GALT também inclui células ndo imunes,
como células M e células imunes, como células T CD+ ou auxiliares, células regulatorias
(Treg), linfocitos T CD8+ ou citotoxicos e células B produtoras de IgA dimérica (Sterling et
al., 2022; Yang; Liu; Liu, 2025). Células linfoides inatas (ILCs), fagocitos, c€lulas dendriticas
e macrofagos sdo todos linfécitos mono-tradicionais (Min e Rhee, 2015). As células dendriticas
do GALT desempenham um papel central na inducao da resposta imune adaptativa, capturando
antigenos no limen e apresentando-os aos linfocitos T CD4+ na placa de Peyer (Del Prete et
al., 2023). Os linfocitos T ativados diferenciam-se em células efetoras, como os linfocitos T
helper (Thl, Th2, Th17) e T regulatdrio, que coordenam a resposta imune celular e humoral. O
perfil predominante dos linfocitos € fortemente influenciado pelo perfil da microbiota intestinal.
Respostas do tipo Thl e Th17 estdo associadas a presengas de patdogenos, com maior liberagao
de citocinas pro-inflamatorias, enquanto Th2 ocorre na presenca de parasitas helmintos. Células
Treg sdo induzidas por populagdes microbianas comensais especificas e levam a um
microambiente de citocinas intestinal anti-inflamatorio (Chen et al., 2019; Furusawa; Obata;

Hase, 2015; Geuking e Burkhard, 2020; Shim et al., 2023). Os linfécitos B, por sua vez, se
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diferenciam em plasmocitos produtores de IgA dimérica, que ao ser secretada na luz do
intestino neutraliza patdégenos e contribui para o controle das populagdes microbianas,
eliminagdo de patogenos e manuten¢ao da homeostase intestinal (Belz et al., 2020; Morbe et
al., 2021).

Estudos experimentais t€ém demonstrado que a microbiota intestinal ¢ crucial para o
desenvolvimento ¢ a maturagdo dos GALTs (Bemark et al., 2024; Borbet et al., 2023; Wu et
al., 2025). A microbiota intestinal desempenha um papel continuo e dindmico na ativagao do
GALT ao longo da vida, influenciando criticamente o perfil dos linfocitos T auxiliares, o
microambiente de citocinas e a ativagao de células B, sua troca de classe e a producdo de IgA
secretora. Essa interagdo microbiana-imune sustentada ressalta o papel essencial da microbiota
na formagao de respostas imunes adaptativas no ambiente intestinal (Bemark et al., 2024). Além
disso, as interagdes diretas entre comunidades microbianas e células imunes dentro do GALT
modulam diretamente a polarizagdo para respostas do tipo Thl ou Th2, o que ¢ fundamental
para o desenvolvimento e a regulagdo adequados da imunidade da mucosa (Wu et al., 2025).
Pesquisas mostraram que tanto camundongos livres de germes (GF) quanto livres de patdgenos
especificos (SPF) apresentam desenvolvimento prejudicado do GALT (Borbet et al., 2023;
Fernandez Trigo et al., 2024; Schwarzer et al., 2019). No entanto, se o sistema microbiano
intestinal de camundongos GF for reconstruido por meio de transplante de microbiota, os
camundongos podem regenerar GALT e seu sistema imunologico da mucosa ¢ restaurado
(Britton et al., 2020; Lundberg et al., 2020).

Portanto, € possivel observar que a barreira intestinal ¢ uma estrutura complexa e
fundamental para a manutencao da saude, ja que atua como uma espécie de escudo, protegendo
0 organismo contra a entrada de substancias nocivas, regulando a absor¢cdo de nutrientes,
permitindo o desenvolvimento de tolerancia alimentar, dentre outros. Assim, alteragdes na sua
funcdo estdo associadas com o desenvolvimento de doencas (Dmytriv; Storey; Lushchak,

2024).

2.2 Microbiota do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGI) ¢ dividido em regides anatdmicas bem definidas que inclui
o estdmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (célon e ceco). Sua
funcdo € converter os alimentos em componentes que podem ser absorvidos pelo hospedeiro,
além das implicagdes sobre outros sistemas, como imunolédgico e nervoso (Merchak et al., 2024;

Pereira et al., 2024; Zhang e Artis, 2024). Estima-se que, durante a vida, cerca de 60 toneladas
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de alimentos passam pelo intestino, juntamente com grandes quantidades de toxinas ambientais

e microrganismos. Esses elementos externos participam do desenvolvimento da imunidade

gastrointestinal e estabelecem sua comunidade microbiana inica, 0 microbioma intestinal, que

se refere ao conjunto principalmente de bactérias (98%) (Guo et al., 2022), mas também

incluem archaea, fungos, protistas e virus (Almeida et al., 2021).

Os filos bacterianos dominantes que habitam o intestino humano incluem Bacillota,

Bacteroidota, Actinomycetota, Pseudomonadota, Fusobacteria e Verrucomicrobia, com

Bacillota e Bacteroidota representando 90% da microbiota intestinal (Gallardo-Navarro et al.,

2024; Vrancken et al., 2019). A tabela 1 mostra os principais grupos microbianos em uma

microbiota intestinal de um individuo saudavel e suas fungoes.

Tabela 1- Principais grupos microbianos em uma microbiota intestinal saudavel (Continua).

Nivel taxondmico Taxons Funcoes e associacoes de satide Referéncia
Filo dominante; inclui muitos
produtores de AGCC como (McCallum e
Bacillota Faecalibacterium, Roseburia e Tropini,
Ruminococcus; associados a coleta de 2024)
energia e a saude intestinal
Inclui Bacteroides e Prevotella; .
. . (Tufail e
. envolvidos no metabolismo de .
Bacteroidota . ~ . Schmitz,
carboidratos e na modulagdo do sistema
. . . 2024)
Filos imunoldgico
Contém espécies de Bifidobacterium; ..
. R . (Yiiksel;
. importantes para a colonizacdo intestinal
Actinomycetota o - Voragen;
inicial e fermentagdo de
. . Kort, 2024)
oligossacarideos
Inclui Akkermansia muciniphila,
. . associada a degradagdo da mucina e a (Karcher et
Verrucomicrobiota - . . .
manuten¢do da integridade da barreira al., 2021)
intestinal
Principal produtor de butirato;
Faecalibacterium propriedades anti-inflamatorias; (Long et al.,
prausnitzii associado a prevencdo da DIl e 2024)
disturbios metabdlicos
Bactérias produtoras de butirato;
. . e . (Chong et
Roseburia spp. contribuem para a satde intestinal e o al., 2025)
metabolismo energético ’
Géneros /Espécies Ruminococcus Espe'cmhze?do ha .degr adac;ag de amido (Pllmls.; L'e
bromii resistente; auxilia no crescimento de Monnier;
outros microbios benéficos Zahar, 2020)
Envolvido no metabolismo de
Bacteroides s carboidratos complexos; influencia o (Rajput et
Pp- desenvolvimento do sistema al., 2023)
imunoldgico
Prevotella s Associado a dietas ricas em fibras; papel (Kumar;
PP na fermentacdo de carboidratos; a Sain;
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prevaléncia varia de acordo com a dieta Solanki,
e a geografia 2025)
Bifidobacterium Fermenta ol1gossaca.r1deos para produzir (De Bruyn et
g acetato e lactato; importante para a al., 2024)
PP saude intestinal, especialmente em bebés i
Akkermansia Degrada’ a mucina; e'lssomado a rrzelhorla (Karcher et
. da satide metabdlica e da fungdo da
muciniphila S . al., 2021)
barreira intestinal
Christensenella ngadq a massa corpgral magra;lp.apel (A.1.<buga-
minuta potencial no metabolismo energéticoe  Schon et al.,
na saude intestinal 2024)
Contribui para a resisténcia a
. N . . (Zhang et al.,
Barnesiella spp.  colonizagdo contra patdégenos; envolvido 2025)
na modulagdo imunoldgica
Adlercreutzia Pr'O?luz equql a partir d.e .1s0ﬂaV01?a's d.e (Kumar et
equolifaciens soja; beneficios potenciais no equilibrio al., 2025)
4 hormonal e efeitos antioxidantes ”
Oxalobacter Degrada oxalato; associado a redu¢do do  (Kumar et
formigenes risco de formacdo de calculos renais al., 2025)

Fonte: Do autor (2025)

Embora ainda controverso, evidéncias apontam que a colonizagdo do intestino pode
iniciar antes mesmo do nascimento (Coscia et al., 2021). Estudos identificaram DNA
microbiano em tecido placentario, liquido amnidtico, sangue do cordao umbilical e mecdnio,
mesmo na auséncia de infec¢do ou inflamacdo. Essas descobertas desafiam o paradigma do
"atero estéril" e sugerem que a colonizagdo microbiana pode comecar antes do nascimento
(Bolte; Moorshead; Aagaard, 2022; Collado et al., 2016; D’Argenio, 2018). No entanto, a
origem desse microbioma fetal ainda ¢ desconhecida. A teoria atualmente aceita ¢ que os
microrganismos que colonizam o feto podem se originar tanto da vagina por meio de
colonizagdo ascendente (Goldenberg et al., 2008a, 2008b; Romero et al., 2007; Steel et al.,
2005), quanto da cavidade oral/intestino materno por meio da corrente sanguinea (via
hematogénica) (Aagaard et al., 2014; Han et al., 2006; Jiménez et al., 2005, 2008). A microbiota
detectada em ambientes fetais geralmente inclui bactérias dos filos Bacillota, Pseudomonadota,
Bacteroidota e Fusobacteria (D’ Argenio, 2018). Ap0ds o nascimento, temos o momento critico,
em que um ecossistema rico € dindmico se desenvolve a partir do parto, contato com o leite
materno e pele da mae, além dos microrganismos do ambiente. A coloniza¢do da microbiota
varia de acordo com o tipo de parto (Inchingolo et al., 2024). No que diz respeito ao parto
natural, os recém-nascidos adquirem uma composi¢cdo de microbiota mais diversa € com
semelhangas a microbiota vaginal de sua mae (Yao et al., 2021). De fato, uma analise do
meconio de recém-nascidos (Dominguez-Bello et al., 2010) revelou uma forte correlagdo entre

a microbiota do trato digestivo do recém-nascido e as comunidades microbianas da vagina da
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mae: Lactobacillus, Prevotella e Sneathia. Ao contrario, os bebés nascidos por cesariana
adquirem bactérias derivadas do ambiente hospitalar e da pele da mae: Staphylococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium spp. (Azad et al., 2013; Dominguez-Bello et al., 2010;
Inchingolo et al., 2024). A microbiota intestinal de recém-nascidos por cesariana ¢ menos
diversificada em termos de espécies de microrganismos do que a microbiota de bebés de parto
natural e estas diferengas se estendem por fases mais tardias da vida (Pahirah et al., 2024).

Estima-se que em um adulto hd 10'* UFC/mL de bactérias colonizando o trato
gastrointestinal (Anlu et al., 2019). A concentragdao da microbiota aumenta ao longo do trato
gastrointestinal, com a maior populacdo colonizando o célon. A microbiota gastrointestinal
humana comega ja na boca, que abriga uma contagem viavel de 10® — 10'° UFC/g de saliva. Os
niimeros sdo reduzidos no estdmago (cerca de 10° UFC/g de suco gastrico), duodeno e jejuno
(contetido de 10* —10* UFC/g), e depois aumentam novamente no ileo e colon (cerca de 10'°
UFC/g de contetdo e 10'° —10'2 UFC/g, respectivamente) (Hakansson e Molin, 2011; Ishizawa
et al., 2024; Rinninella et al., 2019; Sekirov et al., 2010). Com mais de um trilhdo de bactérias,
a microbiota gastrointestinal representa 70% de toda a populagdo de microrganismos comensais
no corpo humano, sendo responsaveis pela producao de compostos bioativos, sintese de
nutrientes, vitaminas e fatores troficos. O microbioma intestinal em conjunto possui mais de
trés milhdes de genes, produzindo milhares de metabolitos, enquanto o genoma humano
consiste em aproximadamente 23.000 genes (Valdes et al., 2018). Além disso, os
microrganismos presentes no TGI desempenham papel importante na digestdo e metabolizagao
de uma gama de compostos quimicos, o que impacta na saide intestinal e sistémica, tendo
implicagdes sobre imunidade, inflamacao, metabolismo € no eixo intestino-cérebro (Aburto e
Cryan, 2024; Ma et al., 2023).

Como visto acima, a microbiota presente no TGI exerce diversas fungdes importantes
na satde humana, incluindo a manuten¢do da homeostase intestinal. O TGI possui um
ecossistema extremamente complexo que coexiste em equilibrio com o hospedeiro, este oferece
um ambiente rico em nutrientes a microbiota, que por sua vez, por meio da fermentagdo
coldonica de moléculas ndo digeriveis, produz diversos compostos bioativos, como os acidos
graxos de cadeia curta, além da interagdo direta com o epitélio, exercendo efeitos benéficos ao
hospedeiro (Afzaal et al., 2022). Quando este equilibrio € perturbado, ocorre o que naturalmente
¢ referido como disbiose intestinal (Hrncir, 2022). O desequilibrio na diversidade e abundancia
das populagdes microbianas e a mudanca no perfil de metabdlitos produzidos na fermentagao
colonica podem tornar a disbiose uma condic¢do patologica de alta gravidade (Carding et al.,

2015; Singh et al., 2021).



25

2.3 Disbiose

O microbioma intestinal tem recebido crescente atencao nas ultimas décadas e os dados
acumulados mostraram como as alteragdes intestinais estdo envolvidas na patogénese de muitas
doencas gastrointestinais (Shan; Lee; Chang, 2022). A disbiose refere-se a mudangas na
composi¢ao e/ou fungdo da estrutura da microbiota intestinal que levam a efeitos adversos na
saude do hospedeiro (Levy et al., 2017; Singh et al., 2021).

Em individuos saudaveis, a composi¢ao equilibrada das populagdes microbianas esta
em harmonia com o sistema imunolégico da mucosa, o GALT (Bemark et al., 2024). No
entanto, quando a microbiota intestinal € severamente perturbada, principalmente pelo aumento
de moléculas imunogénicas como lipopolissacarideo (LPS) e mudancga do perfil dos metabolitos
microbianos, podem desencadear-se respostas imunologicas locais e posteriormente sistémicas
(Tilg et al., 2020), tornando possivel o surgimento de doengas associadas ao intestino. Doengas
associadas ao intestino, como doenca inflamatoria intestinal (DII), obesidade e diabetes tipo 2,
sao frequentemente associadas a perturbagdes da microbiota intestinal, com reducao da
diversidade (Lavelle e Sokol, 2020) e ao desaparecimento de certas grupos bacterianos
especificos, incluindo Faecalibacterium e Akkermansia, que s3o consideradas como
promotoras de tolerancia imunologica (Alameddine et al., 2019; Demirci et al., 2019; Ottman
et al., 2017). A disbiose também foi associada como um fator de risco para sindrome
metabolica, doencas cardiovasculares, distirbios psiquidtricos e doengas neurodegenerativas
(Al-Rashidi, 2021; Durack e Lynch, 2019).

A doenga inflamatéria intestinal (DII) ¢ um estado inflamatorio crénico do trato
gastrointestinal (TGI), caracterizado por alteracdo das estruturas da mucosa, frequentemente
acompanhada de alteragdes da microbiota intestinal (Daliri et al., 2020; Khan et al., 2019).
Inclui a doenga de Crohn (DC) e colite ulcerativa, que afetam um numero crescente de
individuos em todo o mundo (Ni et al., 2017). O padrao de disbiose mais associado aos
pacientes com DII ¢ uma diminui¢do na diversidade de Bacillota, Bacteroidota, e um aumento
relativo de espécies Dbacterianas pertencentes a Proteobacteria, especialmente
Enterobacteriaceae (Qiu et al., 2022).

Caracteristicas individuais, habitos de vida e uso de medica¢des impactam diretamente
sobre a microbiota intestinal, tais como a alimentacdo (Vernocchi; Del Chierico; Putignani,
2020), idade (Aleman e Valenzano, 2019), exercicio fisico (Allen et al., 2018; Zhao et al.,
2018), uso de pré, pro e posbidticos (Ottria et al., 2024; Scarpellini et al., 2021) e uso de
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antibioticos (Haak et al., 2019) sdo outros fatores que podem impactar sobre modulacao da
microbiota intestinal e suas fungdes. Por exemplo, uma dieta rica em gordura, especialmente
em termos de acidos graxos saturados determina um desequilibrio da comunidade microbiana,
podendo até levar a disbiose (Vernocchi; Del Chierico; Putignani, 2020). Em relagdo a idade, a
microbiota associada a jovens ¢ enriquecida com tédxons bacterianos que demonstram ter
func¢des imunomoduladoras, como Clostridiales e Bifidobacterium, enquanto as comunidades
bacterianas associadas a idosos sdo enriquecidas com patobiontes, por exemplo,
Enterobacteriaceae (Quercia et al., 2014; Smith et al., 2017). J4 em relagao a atividade fisica,
as evidéncias apontam para a promog¢ao de maior diversidade microbiana, aumento de bactérias
benéficas (como Akkermansia e Faecalibacterium), melhora da funcdo da barreira intestinal,
além de reduzir a inflamacdo sist€émica. Dessa forma, possui efeitos positivos sobre a
microbiota em estados ndo saudaveis, como obesidade e diabetes, e em individuos saudaveis
aprimorando sua diversidade e fun¢do (Choi et al., 2013; Evans et al., 2014; Lambert et al.,
2015; Varghese et al., 2024).

Uma vez que um perfil microbiano diverso e estavel parece proteger contra doencas,
muitos esforcos tém sido feitos para identificar microrganismos benéficos que possam
contribuir para a melhora do perfil microbiano ¢ de seus metabolitos e tratar quadros de
disbiose. Nesse contexto, os probidticos surgem como a principal ferramenta ndo farmacologica

para promover a saude intestinal (Vallejos; Bueno; Kalergis, 2025).

2.4 Disbiose induzida por antibio6ticos

Os antibioticos sd3o um agente terap€utico essencial comumente administrado aos
pacientes para tratar diferentes infecgdes bacterianas. Entretanto, alguns antibidticos afetam nao
apenas os patogenos, mas também outros membros da microbiota, resultando em alteracdes de
longo prazo no microbioma intestinal causando disbiose (Holmes et al., 2020; laniro; Tilg;
Gasbarrini, 2016). O impacto dos antibidticos na microbiota depende de sua classe, duragao,
dosagem, frequéncia e idade no momento do tratamento (Vandenplas et al., 2020). A tabela 2

mostra diferentes classes dos antibioticos € seus efeitos sobre os tdxons microbianos intestinais.
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Principais grupos Mudancas
Classe de . . . . A
ez Exemplos Espectro alvo microbianos microbianas Referéncia
antibioticos
afetados observadas
Reducao de
| Clostridiales, produtores de
. Amoxicilina, Amplo Bacteroides, AGCC(por i a1
Beta-lactamicos . (Gram+ e Bifidobacterium exemplo,
Ceftriaxona . 2025)
Gram-) 1 Enterococcus, Lachnospiraceae);
Escherichia/Shigella aumento de
Pseudomonadota
Diminui¢ao
| Bifidobacterium acentuada de
, Azitromicina, Principalmente ) ’ taxons benéficos;  (Luchen et
Macrolideos . . Lactobacillus ~
Eritromicina Gram+ perturbagdo al., 2023)
| Prevotella
prolongada da
microbiota
_ Forte d’eplec,jao de (Pilmis: Le
1 | Bacteroides, anaerobios; alto .
) . . .. Anaerobios, . . Monnier;
Lincosamidas Clindamicina Clostridium XIVa, risco de
alguns Gram+ . . . Zahar,
Faecalibacterium supercrescimento 2020)
de C. difficile
| Bacteroides, Degradagao (Pilmis; Le
1 s alterada de .
e . . Anaerobios Clostridium, . Monnier;
Nitroimidazoéis Metronidazol . . mucina e
estritos Ackermansia interaces Zahar,
muciniphila >Tago! 2020)
epiteliais
Queda acentuada
na diversidade;
alguma
. . | Bacteroidota, recuperagdo apos
. Ciprofloxacino, = Amplo, Foco . n (Levast et
Fluoroquinolonas . Bacillota 1 més, mas
Levofloxacino Gram— al., 2021)
1 Pseudomonadota mudangas
persistentes
podem
permanecer
Menor impacto
Impacto geral leve; devido a baixa (Pilmis; Le
Carbapenemicos Imipenem, Espectro perda variavel em excrecdo fecal; Monnier;
p Meropenem muito amplo Bacillota e alguma deplecdo Zahar,
Bacteroidota seletiva de 2020)

anaerdbios

Fonte: Do autor (2025)

Virios estudos mostraram que a administragdo de antibioticos promove a disbiose

intestinal (Guarner et al., 2024; Kesavelu e Jog, 2023; Neuman et al., 2018; Zhang et al., 2021),

contribui para varias doengas relacionadas ao intestino, como diarreia associada a antibioticos

e colite associada a Clostridium difficile (Rupnik; Wilcox; Gerding, 2009) e, curiosamente,

pode afetar os resultados comportamentais (ou seja, aumento da prevaléncia de depressao e

sintomas de autismo) (Clapp et al., 2017). Estudos mostraram que o uso de claritromicina e

metronidazol durante uma semana pode causar disturbios na comunidade microbiana da
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garganta e do intestino, com potenciais consequéncias a longo prazo (Jakobsson et al., 2010).
Os maiores impactos deletérios da terapia com antibidticos ocorrem quando os antibioticos sao
prescritos com alta frequéncia e no inicio da vida (Shao et al., 2017). Estudos relataram que o
uso de antibidticos durante a infancia ¢ acompanhado por uma variedade de distirbios
imunomediados, como doenga inflamatoria intestinal (Yamamoto-Hanada et al., 2017). O uso
de antibidticos de amplo espectro altera significativamente a composicdo e fun¢do da
microbiota intestinal, reduzindo a diversidade em mais de 25% e cria um ambiente favoravel
para o estabelecimento de cepas resistentes (Lathakumari et al., 2024; Patangia et al., 2022).
Um efeito preocupante a longo prazo do uso de antibidticos ¢ seu potencial para selecionar
genes resistentes a antibidticos (Vandenplas et al., 2020). Por exemplo, em um estudo clinico,
voluntarios saudaveis tratados com 150 mg de clindamicina relataram uma regulagdo positiva
de genes de resisténcia a antibioticos entre Bacteroides que persistiu de 6 meses a 2 anos apos
a conclusdo do tratamento (Card et al., 2015). Além disso, foi evidente uma perda consideravel
na diversidade microbiana intestinal. Como nem todos os antibidticos t€ém como alvo a mesma
bactéria, ¢ comum usar uma combinacao de diferentes antibidticos, por exemplo, ampicilina,
gentamicina, metronidazol, neomicina e vancomicina, para ampliar o espectro antimicrobiano
para o tratamento de infeccdo bacteriana grave, alterando assim fortemente a comunidade
microbiana do intestino (Holmes et al., 2020).

Como vimos, o uso indevido de antibidticos pode induzir ndo apenas a disbiose, mas
também a ameaga de resisténcia aos antibioticos, o que leva a busca por outra classe de

medicamentos antibacterianos, causando sérios riscos a saude humana (Rosa et al., 2018).

2.5 Disbiose induzida por vancomicina

O tratamento com antibidticos resulta em alteracdes de curto e longo prazo da
microbiota intestinal em camundongos € humanos (Lathakumari et al., 2024). A vancomicina,
um antibidtico glicopeptideo, € principalmente ativo contra as bactérias Gram-positivas (Liu et
al., 2020). Focando nos blocos de constru¢ao da parede celular, a vancomicina pode inibir o
crescimento bacteriano pela inibi¢do da sintese de peptidoglicano, que ¢ um dos principais
componentes da parede celular de bactérias Gram-positivas (Hawkes, 2017). A parede celular
bacteriana contém uma camada rigida de peptidoglicano com uma estrutura altamente
reticulada composta por polimeros longos de &cido N-acetilmurdmico (NAM) e N-
acetilglucosamina (NAG). A vancomicina liga-se a D-alanil D-alanina, que inibe a

glicosiltransferase (peptidoglicano sintase) e o transportador P-fosfolipideo, impedindo assim
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a sintese e polimerizacdo de NAM e NAG dentro da camada de peptidoglicano. Essa inibigao
enfraquece as paredes celulares bacterianas e, em ultima andlise, causa extravasamento de
componentes intracelulares, resultando em morte celular bacteriana (Lee et al., 2019).

O uso de vancomicina causa reducao da diversidade microbiana com uma diminui¢ao
de bactérias Gram-positivas (principalmente Bacillota - Lactobacillus plantarum,
Faecalibacterium prausnitzii € Anaerobutyricum hallii) ¢ um aumento compensatorio de
bactérias Gram-negativas (principalmente Proteobacteria - espécies Escherichia coli,
Haemophilus e Serratia) (Khan et al., 2019; Vrieze et al., 2014). Reijnders et al., (2016),
revelaram que uma diminuicdo acentuada da diversidade microbiana, diminui¢do da
abundéancia relativa da maioria das bactérias Gram-positivas do grupo Bacillota e aumento de
Proteobacteria Gram-negativas causadas pelo tratamento com vancomicina persistiram 56 dias
apos o término do uso do antibidtico. Em um estudo realizado por Isaac et al., (2017), os autores
revelaram que a vancomicina desaparece com grande parte das OTUs bacterianas encontradas
no TGI, incluindo todas as OTUs basais detectadas do filo Bacteroidetes. Além disso, varios
géneros bacterianos do filo Proteobacteria que foram associados a infeccdes humanas
(Klebsiella e Escherichia / Shigella) aumentaram ap6s o tratamento. Além das alteragdes dos
grupos microbianos, a terapia oral com vancomicina pode predispor a outros disturbios
relacionados a microbiota, incluindo obesidade (Thuny et al., 2010), asma (Russell et al., 2012)
e diabetes (Candon et al., 2015). O uso de vancomicina em modelos murinos mostrou uma
infinidade de alteragdes na homeostase do hospedeiro. Ratos Wistar expostos a vancomicina
apresentaram ceco mais pesado e com menor pH que os controles. Houve mudanga na
comunidade bacteriana no ceco, ileo e fezes. Notavelmente, a carga bacteriana anaerdbia foi
aumentada, com menores diversidades a e P, caracterizadas por uma diminui¢do no filo
Bacillota e um aumento em Proteobacteria e Verrucomicrobiaceae (Tulstrup et al., 2015).

Tendo em vista os riscos e maleficios da terapia com vancomicina sobre a microbiota
intestinal, o uso de prebidticos e probidticos sdo terapias emergentes que podem ser uma
intervencdo potencial para abordar os efeitos prejudiciais da disbiose intestinal induzida por

antibioticos (Lee et al., 2020).

2.6 Probioticos

O termo probiodtico vem do grego remetendo a ideia de “a favor da vida”, e tem sido

empregado de diversas maneiras ao longo dos anos, mas o conceito mais atual e utilizado ¢ o
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dado por Hill et al., (2014), em que definem probidticos como microrganismos vivos que
beneficiam a saude do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas.

Os primeiros estudos sobre as propriedades benéficas de alguns microrganismos foram
conduzidos pelo cientista russo Ilyich Metchnikoff no inicio do século XX que demonstrou os
beneficios de alimentos fermentados para o metabolismo humano (Metchnikoff, 1907; Penna
et al., 2000). A utilizagdo de microrganismos probioticos tem sido cada vez mais reconhecida
como uma estratégia para melhorar a saide humana e tratar doengas (Hill et al., 2023). Os
probioticos podem ser administrados na forma de suplementos ou como parte de alimentos e
bebidas fermentadas. Os mecanismos responsaveis pelos beneficios dos probidticos envolvem
interagdes com a microbiota intestinal residente e interacdes diretas com o hospedeiro

(Mazziotta et al., 2023; Youn et al., 2022). Dentre esses beneficios, destacam-se:

a) Manutencio do equilibrio microbiano e proteciao contra patégenos. Os probidticos
auxiliam na manuten¢do de um perfil saudavel da microbiota intestinal, promovendo o
crescimento de microrganismos benéficos e mitigando infecg¢des intestinais por meio da
competicdo com patdgenos, produ¢do de substancias antimicrobianas e melhora da
resposta imunoldgica do hospedeiro as infeccdes intestinais (Wang; Zhang; Zhang,
2021; Wieérs et al., 2020).

b) Melhoria da funcio intestinal. Os probidticos, devido a sua capacidade de modular a
funcdo da barreira intestinal, promovem a reducao da inflamacao local, fortalecem a
barreira epitelial e aprimoram a digestao e a absor¢do de nutrientes (Gou et al., 2022;
Zheng et al., 2023).

c¢) Modulacio do sistema imunoldgico. Os probidticos podem estimular o sistema
imunoldgico ao induzir a produgdo de citocinas, ativar células imunoldgicas, modular
as respostas imune local e influenciar na imunidade sistémica, principalmente mediado
pela inducdo do perfil de linfécito T regulatérios (Treg) (Cristofori et al., 2021; Liu et
al., 2022).

d) Modulacido do metabolismo. Os probidticos tém a capacidade de produzir metabodlitos
bioativos que aumentam a sensibilidade a insulina, ajudam a manter os niveis de glicose
no sangue e reduzem os niveis de colesterol por meio dos efeitos positivos sobre o
metabolismo intermedidrio do hospedeiro (Salles; Cioffi; Ferreira, 2020; Song et al.,

2023).
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Dentre os principais grupos de microrganismos estudados como probioticos, destacam-
se os géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia, Lactococcus,
Enterococcus e algumas espécies de Bacillus (Amer et al., 2017). Porém existem preocupagoes
em relacdo ao uso de espécies de Bacillus, Escherichia e Enterococcus como probidticos, pelo
fato desses gé€neros apresentarem espécies patogénicas oportunistas (Hanchi et al., 2018;
Piewngam et al., 2018; Vinayamohan et al., 2024).

Os efeitos dos probioticos sao amplamente reconhecidos como cepa-especificos, uma
vez que diferentes linhagens de uma mesma espécie podem apresentar variacoes genéticas que
influenciam sua resisténcia as condigdes gastrointestinais, capacidade de adesdo ao epitélio
intestinal, modulac¢do do sistema imunologico e produgdo de metabolitos bioativos (Mazziotta
et al., 2023). Estudos demonstram que Lactobacillus rhamnosus GG possui proteinas
especificas de adesdo a mucosa intestinal, enquanto outras cepas da mesma espécie nao
apresentam essa caracteristica (Segers e Lebeer, 2014). Da mesma forma, Bifidobacterium
breve M-16V induz a produgdo de células T regulatérias (Tanaka e Nakayama, 2017), enquanto
Lactobacillus casei Shirota promove uma resposta Thl (Chiba et al., 2010), destacando a
influéncia da cepa na modulacdo imunologica. Portanto, a sele¢do criteriosa da cepa probiotica
¢ essencial para garantir efeitos benéficos especificos e sustentados no hospedeiro.

O efeito de um probidtico também ¢ dose-dependente, pois a quantidade de células
administradas influencia sua capacidade de colonizacao, modulagdo da microbiota intestinal e
interagdo com o sistema imunolégico (Hill et al., 2023). Estudos demonstram que diferentes
concentragdes de probiodticos podem resultar em respostas variadas, sendo que doses mais altas
(>108 UFC/mL) no geral promovem efeitos mais consistentes na restauragdo da microbiota e
na imunomodulacao (Ouwehand, 2017). No entanto, a dose ideal pode variar de acordo com a
cepa e o objetivo terapéutico, uma vez que algumas cepas exibem efeitos benéficos mesmo em
baixas concentracdes, enquanto outras necessitam de uma carga celular elevada para exercer
impacto significativo (Marco et al., 2021). A legislagdo brasileira adota concentragdes de 108
UFC/mL, mas valores abaixo podem ser aceitos desde que comprovada sua eficacia (Brasil,
2002).

As evidéncias dos beneficios dos probidticos sdo irrefutaveis e a grande maioria destas
pesquisas baseia-se em probioticos bacterianos. Ainda menos estudadas, as leveduras também
podem ser utilizadas como probidticos, e algumas cepas como as Saccharomyces boulardii e
Kluyveromyces fragilis (B0399) ja sdo distribuidas pela indastria farmacéutica como
probidticos e seus efeitos benéficos amplamente comprovados (Chen et al., 2014; Czerucka;

Piche; Rampal, 2007; Ranadheera; Baines; Adams, 2010). No entanto, comparado aos
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probidticos bacterianos, as leveduras ainda carecem de mais estudos que explorem todo o seu

potencial como probidtico e seus beneficios a saude.

2.7 Probioticos e o sistema imunoldgico

A modulagao do sistema imunologico ¢ um dos temas mais comentados da atualidade.
A principal fun¢do do sistema imunoldgico ¢ nos defender contra patégenos, reconhecendo
padrdes moleculares estranhos (padrdes moleculares associados a patdégenos - PAMPs) e de
dano celular (padrdoes moleculares associados a danos - DAMPs). Dessa forma, o sistema imune
intestinal desempenha um papel importante na manutengdo da satde e na patogénese de
diversas doencas (Jentho e Weis, 2021; Kroemer et al., 2024; Li; Wu, 2021).

Estudos demonstraram que os probiodticos podem regular os sistemas imunologicos
inato e adaptativo, exercendo seus efeitos sobre diversas células imunoldgicas, incluindo
células dendriticas, linfocitos B e T e macrofagos (Petruzziello et al., 2019a). Esses
microrganismos benéficos possuem uma ampla gama de efeitos benéficos na saude intestinal e
no sistema imunologico. Eles produzem compostos benéficos, como acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e 4cido lactico, e aumentam a producdo de peptideos antimicrobianos como
lactobina A, curvacina A, enterocina e pediocina no intestino. Esses peptideos desempenham
um papel crucial na defesa contra microrganismos patogénicos € ajudam a manter uma
microbiota intestinal saudavel, reduzir bactérias patogénicas e estimular o sistema imunoldogico
(Anjana e Tiwari, 2022; Asefa et al., 2025; Gou et al., 2022; Mandal; Silva; Franco, 2014;
Wang; Zhang; Zhang, 2021; Wieérs et al., 2020).

Os probidticos também podem modular a produgdo e a secrecao de acidos biliares, que
ndo sdo apenas essenciais para a digestdo e absor¢do de gorduras, mas também atuam como
moléculas de sinalizagdo em vérios processos metabdlicos. A desregulagdo do metabolismo do
acido biliar tem sido implicada em varios distarbios metabodlicos e inflamatorios, € a capacidade
dos probioticos de modular esse processo tem potencial terapéutico (Li et al., 2022b;
Sivamaruthi et al., 2020; Torres-Sanchez et al., 2022).

Além disso, os probiodticos contribuem para o refor¢o da barreira intestinal, aumentando
a expressao de proteinas de juncdo estreita, mucinas e antimicrobianos, promovendo assim a
integridade da mucosa, limitando a translocagao de substancias nocivas e facilitando a absorg¢ao
de nutrientes, especialmente no intestino delgado (Helmy et al., 2017; Mugwanda et al., 2023;
Petruzziello et al., 2019b; Yoha et al., 2022). As vesiculas extracelulares (VEs) produzidas por

probioticos também tém atraido atengao significativa devido a sua potencial atividade bioldgica



33

e aplicagdes futuras. Essas vesiculas servem como meio de transporte de diversas
macromoléculas, incluindo lipidios, polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos, ¢ tém sido
associadas a propriedades indutoras de saude (Krzyzek et al., 2023). Pesquisas anteriores
demonstraram que as VEs desempenham um papel na modulagdo das respostas inflamatorias e
da fungdo imunolégica. Por exemplo, as VEs produzidos pelo probidtico Propionibacterium
freudenreichii CIRM-BIA 129 demonstraram mitigar a inflama¢ao modulando a via NF-«kB e
influenciando a atividade das células imunoldgicas (Rodovalho et al., 2020).

Estudos mostraram que Faecalibacterium prausnitzii possui capacidade de induzir a
citocina anti-inflamatoéria IL-10 em células mononucleares do sangue periférico, o que
provavelmente se deve em parte a sua produgdo de acidos graxos de cadeia curta (Martin et al.,
2017). Pesquisas conduzidas por Galdeano et al, (2015), investigaram a influéncia
de Lactobacillus casei CRL 431 e Lactobacillus paracasei CNCM I-1518 no sistema
imunoldgico e descobriram que os probidticos estimulam receptores Toll-like e induzem a
resposta imunoldgica. E conhecido que diversas cepas de probidticos podem induzir o perfil de
células T regulatoria produtoras de IL-0 anti-inflamatoria o que contribui para a tolerancia
imunoldgica no intestino e reducdo da inflamagdo local e sistémica (Galdeano et al., 2015;
Petruzziello et al., 2019b; Hernandez-Mendoza; Gonzalez-Cordova; Martinez-Porchas, 2022).

As leveduras probidticas desempenham um papel multifacetado na regulagdo do sistema
imunologico no intestino. Além da competicao com bactérias patogénicas, elas interagem com
células imunoldgicas, como células epiteliais e células dendriticas, que residem no revestimento
intestinal (Smith et al., 2014, 2016). Essa interacdo estimula a producdo de citocinas e outros
mediadores imunologicos, como a interleucina (IL)-10 e o interferon (IFN)-y, que aprimoram
os mecanismos gerais de defesa do corpo contra patdgenos invasores e reduzem a inflamagao
(Okada et al., 2021). Além disso, leveduras probidticas podem modular a atividade de células
imunes envolvidas em processos inflamatdrios cronicos, potencialmente aliviando os sintomas
associados a doenca inflamatodria intestinal (DII) e outros distirbios inflamatdrios intestinais
(Li et al., 2022a).

Estudos sugerem que leveduras probioticas podem regular negativamente a producao de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1f e fator de necrose tumoral-o (TNF-a), a0 mesmo tempo
que promovem a producao de mediadores anti-inflamatoérios como IL-10 (Okada et al., 2021).
Leveduras probidticas também parecem estar envolvidas na prevengao de alergias. A exposi¢ao
precoce a certas cepas de S. cerevisiae pode desempenhar um papel na prevengdo de alergias
alimentares e asma em camundongos, influenciando o desenvolvimento do sistema

imunologico (Fonseca et al., 2017; Miranda et al., 2020). Estudos em modelos animais sugerem
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que leveduras probidticas podem regular o equilibrio entre as respostas imunologicas Thl e
Th2, potencialmente levando o sistema imunoldgico a um estado menos alérgico. No entanto,
mais ensaios em humanos sao necessarios para confirmar esse beneficio (Sharma e Im, 2018).

Em resumo, os probiodticos desempenham um papel significativo na manutengao do
equilibrio entre as respostas imunes inatas e adaptativas por meio de suas interagdes diretas e
indiretas com células epiteliais, células dendriticas e linfocitos B e T (Hernandez-Mendoza;
Gonzalez-Cordova; Martinez-Porchas, 2022). Além disso, os probidticos podem regular a
expressao génica e mediar a imunomodulagdo ao direcionar vias de sinalizagao especificas (Yan
e Polk, 2011). Esses efeitos imunologicos dos probiodticos destacam seu potencial como uma
abordagem terapéutica valiosa, pois podem modular as respostas imunes, promover efeitos anti-

inflamatorios e contribuir para o manejo geral de diversas doencas.

2.8 Leveduras como probidticos

Nas ultimas décadas, pesquisadores comegaram a explorar o potencial de cepas de
leveduras que se mostraram particularmente promissoras no apoio a saude intestinal (Gomaa,
2020). Embora as bactérias do acido latico (BAL) continuem a desempenhar um papel
significativo, essas novas e interessantes oportunidades parecem ter um impacto positivo no
futuro da saude intestinal. As leveduras t€ém ganhado cada vez mais atengdo como potenciais
candidatas a probidticos nos ultimos anos. Embora as bactérias dominem o mercado de
probioticos had muito tempo, pesquisas sugerem que cepas especificas de leveduras possuem
propriedades que podem ser benéficas para a saide humana (Staniszewski e Kordowska-
Wiater, 2021).

A maior parte dos microrganismos usados como probidticos, disponiveis
comercialmente, sdo procariotos de origem humana. Apenas trés leveduras (célula eucaridtica)
sao utilizadas, Saccharomyces boulardii, Kluyveromyces fragilis (B0399) e Saccharomyces
cerevisiae (Chen et al., 2014; Czerucka; Piche; Rampal, 2007; Shen et al., 2022). K. fragilis
(B0399) ¢ a primeira levedura probiotica aprovada que ndo pertence ao género Saccharomyces
e foi aprovada como probiotico tanto para consumo humano (Quarella et al., 2016) quanto para
alimentagdo animal (EFSA, 2004). S. boulardii, originalmente isolado de frutas tropicais do
Sudeste Asiatico no inicio do século 20 (Staniszewski e Kordowska-Wiater, 2021), ja foi
clinicamente comprovado para melhorar as condigdes diarreicas (por exemplo, associada a
antibidticos, viajantes, aguda), sindrome do intestino irritavel e infeccdo por Helicobacter

pylori (McFarland; Evans; Goldstein, 2018).
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As leveduras chamaram a aten¢do para a sua possivel utilizagdo como probioticos,
devido a alta resisténcia a enzimas gastrointestinais, sais biliares, mudangas de pH, 4cidos
organicos e mudangas de temperatura (Sambrani et al., 2021). O risco de desenvolvimento de
resisténcia a antimicrobianos por bactérias patogénicas, associadas com o tratamento
antibidtico também ¢ outro fator que torna a alternativa do uso de leveduras interessante como
probioticos. Genes de resisténcia podem ser transferidos ndo s6 entre os membros da
microbiota, mas também entre os probiodticos € patdogenos; genes de resisténcia a antibidticos ja
foram relatados em varias cepas de Lactobacillus. As leveduras probidticas nao sdo afetadas
por antibidticos (Shen et al., 2022) e a transferéncia de material genético ndo ocorre entre
bactérias e leveduras, tornando-as seguras para uso durante o tratamento de pacientes com
antibioticos (Czerucka; Piche; Rampal, 2007; Sambrani et al., 2021). Além disso, as leveduras
probidticas estdo gerando entusiasmo porque tém caracteristicas interessantes do ponto de vista
da aplicagdo. (a) Funcionalidade diversificada: pesquisas iniciais indicam que as leveduras
probidticas podem ter uma gama mais ampla de funcionalidades em comparagdo com algumas
cepas BAL. Por exemplo, algumas leveduras podem produzir compostos que ndo apenas
beneficiam seu proprio crescimento, mas também estimulam o crescimento de bactérias
benéficas no intestino (Gomaa, 2020). Esse efeito sinérgico pode levar a um microbioma
intestinal mais eficiente e diverso. (b) Aplicagdes apropriadas: a descoberta de varias cepas de
leveduras probidticas abre portas para o desenvolvimento de intervengdes probidticas mais
direcionadas. Diferentes cepas de leveduras podem ser eficazes para abordar problemas
especificos de satde intestinal, oferecendo uma abordagem mais personalizada para a
suplementagdo de probioticos (Afzaal et al., 2022).

Virios estudos relatam evidéncias de que, além da levedura S. boulardii, outras espécies
ndo-Saccharomyces, como Debaryomyces hansenii, Torulaspora delbrueckii (Psani e
Kotzekidou, 2006), Kluyveromyces marxianus, Pichia kudriavzevii (Staniszewski e
Kordowska-Wiater, 2021), P. guilliermondii, Candida orthopsilosis (Simdes et al., 2021),
Pichia kluyveri (Menezes et al., 2020b) possuem propriedades probidticas. A Autoridade
Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) conferiu exclusivamente o status de presungao
qualificada de seguranca (QPS) a certas leveduras, incluindo K. marxianus var. lactis e K.
marxianus var. fragilis, que sdo consideradas adequadas para uso como “aditivos alimentares”
(Arévalo-Villena et al., 2018). Estudos realizados por Alvarez et al., (2024), mostraram que as
leveduras Kluyveromyces marxianus, Wickerhamomyces anomalus e Pichia manshurica foram

capazes de aderir efetivamente as células epiteliais intestinais Caco-2/TC-7, com taxas de
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adesdo variando de 33% a 100%. Além disso, foram capazes de reduzir a adesdo e invasdo de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis em mais de 50%.

Menezes et al., (2020a), trabalhando com leveduras isoladas de alimentos fermentados
brasileiros, verificou que a cepa P. kluyveri CCMA 0615 reduziu significativamente a adesao
de Listeria monocytogenes as células Caco-2 em 14%, o que foi maior do que o probidtico
comercial S. boulardii. Além disso, reduziu significativamente os niveis de infec¢do por
Escherichia coli EPEC e L. monocytogenes.

No estudo realizado por Ochangco et al., (2016), relataram que cepas de Debaryomyces
hansenii isoladas de queijo e peixe demonstraram capacidades probioticas ao resistir a estresses
gastrointestinais, aderindo as células e provocando uma resposta anti-inflamatéria aumentada
em comparacdo com S. cerevisiae var. boulardii.

Oliveira et al., (2017), sugeriram que as leveduras P. guilliermondii 25A e Candida
norvegica TA, isoladas de azeitonas de mesa fermentadas, exibiram propriedades probidticas
potenciais, devido a sua resisténcia as condi¢cdes simuladas do trato digestivo, comparavel a de
S. cerevisiae var. boulardii. Simdes et al., (2021), também trabalhando com leveduras isoladas
de azeitonas naturalmente fermentadas, relataram que duas leveduras (C. orthopsilosis CCMA
1748 e P. guilliermondii CCMA 1753) exibiram atividade antimicrobiana contra Sa/monella
Enteritidis. C. orthopsilosis CCMA 1748 foi capaz de reduzir a adesdo de Salmonella as células
intestinais em 67,9% em ensaios de exclusao.

Estudos conduzidos por Angulo et al., (2023), relataram que a administragdo de curto
prazo (7 dias) de D. hansenii CBS 8339 a 10® UFC/dia modulou a resposta imunolégica com
redugdo da expressdao de IFN-y e aumento da producdo de IgG em camundongos Balb/c apos
infeccdo por Escherichia coli. Adicionalmente, observaram que D. hansenii foi detectada nos
intestinos no final do experimento, confirmando sua capacidade de se manter vidvel na
passagem pelo gastrointestinal. A cepa S. boulardii CNCM 1-745 foi estudada para uso como
probidtico na medicina humana e ¢ um dos probidticos recomendados para a prevencao e
tratamento de diarreia relacionada a antibiodticos, incluindo diarreia associada a Clostridium
difficile (Czerucka; Rampal, 2019). Além disso, estudos pré-clinicos demonstraram um efeito
benéfico contra muitos patégenos gastrointestinais, como Salmonella enterica var.
Typhimurium, Shigella flexneri, Escherichia coli (cepas enteropatogénicas e
enterohemorragicas), Vibrio cholerae, Rotavirus € Candida albicans (Czerucka; Rampal, 2019;

Sen; Mansell, 2020).
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2.9 Microencapsulacio de probioticos

Microrganismos probiodticos para que exer¢am seus efeitos potenciais necessitam ser
entregues ao hospedeiro com alta viabilidade e precisam resistir as condigdes extremas do
sistema gastrointestinal, como baixo pH, enzimas digestivas e sais biliares atingindo o célon
(Li et al., 2024a). A viabilidade no célon permite que os probidticos colonizem
temporariamente, interajam com a microbiota residente e influenciem fung¢des metabolicas e
imunologicas, promovendo equilibrio microbiano e beneficios como modulacao inflamatoria,
fortalecimento da barreira intestinal e competigdo com patogenos (Lopes et al., 2023).
Estratégias como microencapsulagdo, uso de veiculos alimentares protetores e formulagdes
especificas s3o empregadas para aumentar a sobrevivéncia dos probidticos durante sua
passagem pelo trato gastrointestinal e otimizar sua agdo no célon (Govaert et al., 2024; Sun et
al., 2023, 2024).

A microencapsulagdo ¢ um processo pelo qual microrganismos ou compostos bioativos
sdo revestidos com materiais protetores ou suas misturas, protegendo, assim, o material do
nucleo de estresses ambientais, como oxigénio, alta acidez e acdo de enzimas podendo, por
exemplo, ser usada para reduzir os efeitos prejudiciais da passagem pelo estomago (Kamble et
al., 2024; Kiprono et al., 2024). Tanto células inteiras quanto moléculas bioativas, como
antioxidantes, enzimas, polifendis € micronutrientes, podem ser empacotadas dentro de
materiais de parede para formar materiais encapsulados (Reque e Brandelli, 2021).

De acordo com o tamanho da particula, a tecnologia de encapsulamento ¢ chamada de
microencapsulagdo (de 3 a 800 um) ou nanoencapsulacao (de 10 a 1000 nm). O uso de
nano/microencapsulagdo pode ajudar as substancias bioativas a serem entregues no local alvo,
bem como a serem protegidas de ambientes adversos, melhorando assim sua biodisponibilidade
(Huang; Yuan; Baojun, 2023). O encapsulamento de probioticos s6 € possivel através da
microencapsulagdo porque as bactérias sdo do tamanho de um micron, portanto, a
nanotecnologia ndo ¢ uma op¢ao viavel (particulas menores que 1 um, enquanto as dimensdes
das células microbianas estdo tipicamente na faixa de cerca de 1 a 10 pm) (Yao et al., 2020).

Atualmente, os métodos de encapsulamento de probidticos mais comuns sdo extrusao,
emulsdo, coacervagao, liofilizagao e secagem por pulverizacao (spray drying) (Mahmoud et al.,
2020). Muitos estudos tém sido realizados sobre microencapsulagao para a preservacao de
microrganismos probiodticos durante o armazenamento e processamento de alimentos (Poopan
et al., 2025; Wang et al., 2024a), pois ambos sdo fatores que podem afetar a viabilidade do
probiotico (Cabello-Olmo et al., 2020; Terpou et al., 2019). Diversos compostos podem ser
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utilizados para encapsular microrganismos probidticos, como por exemplo, proteinas,
polissacarideos, agucares e suas combinagdes ou até mesmo algumas matrizes alimentares
liquidas (Chavez e Ledeboer, 2007; Pispan; Hewitt; Stapley, 2013). No entanto, ao adicionar
microrganismos probidticos aos alimentos, ¢ importante considerar varios aspectos, como seus
beneficios efetivos a saude, propriedades sensoriais, vida de prateleira e sobrevivéncia do trato
gastrointestinal (TGI), que devem ser cuidadosamente equilibrados, pois determinam a
funcionalidade e aumentam a aceitagcdo do consumidor desses produtos (Flach et al., 2018).
Apesar da diversidade de compostos para ser utilizado como matriz encapsulante, os principais
polimeros empregados para encapsulamento de probidticos sdo alginato, amido, quitosana,
goma xantana, k-carragenina, acetato ftalato de celulose, gelatina e proteinas do leite
(Mahmoud et al., 2020; Sarao ¢ Arora, 2017; Xie et al., 2023).

O encapsulamento de probiodticos pode promover sua viabilidade e funcionalidade em
produtos alimenticios (Reque e Brandelli, 2021), além de proporcionar uma liberacao
controlada para aderir e colonizar efetivamente o intestino. Nesse sentido, os polimeros
utilizados para microencapsulagdo devem ser capazes de resistir e proteger as cé¢lulas da acidez
estomacal e liberd-las em condi¢des neutras a alcalinas do intestino delgado (Chen et al., 2024;
Coghetto; Brinques; Ayub, 2016; Yang et al., 2024).

Afzaal et al., (2019) estudaram a estabilidade e viabilidade de bactérias probidticas,
livres e encapsuladas com alginato de sédio e carragenina, quando aplicadas em iogurte € em
condi¢des de TGI. Apos 28 dias, as contagens de células viaveis no iogurte foram de 9,97 log
a 6,12 log UFC/ml, e quando encapsuladas com alginato de sodio ou carragenina, as contagens
vidveis variaram de 9,91 log € 9,89 log UFC/ml a 8,74 log e 8,39 log UFC/ml, respectivamente.
No teste de simulacdo gastrointestinal in vitro, houve reducao de 7 log para os probidticos
livres, enquanto a redugao foi de apenas 3 log para os encapsulados. A estabilidade e viabilidade
do L. casei microencapsulado também foram verificadas apos aplicacdo em sorvete e em
condi¢gdes simuladas de TGI (Afzaal et al., 2020). Os autores usaram dois hidrocoloides
diferentes, alginato de calcio e concentrado proteico de soro de leite, e observaram que a
microencapsulacao com esses hidrogéis melhorou significativamente a viabilidade das células
probiodticas em ambos os alimentos transportadores apds 80 dias de armazenamento a -20°C,
bem como em testes de TGI in vitro. O estudo realizado por Thinkohkaew et al., (2024)
otimizou o encapsulamento de bactérias probidticas dentro de microcapsulas de alginato
revestidas com quitosana. As microcapsulas otimizadas exibiram alta eficiéncia de
encapsulamento, melhoraram a sobrevivéncia probidtica em ambientes gastrointestinais

simulados e mantiveram a viabilidade acima de 8 log UFC/g apo6s 30 dias de armazenamento.
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Cerutti Martellet et al., (2023) investigaram a coencapsulagdo da levedura probidtica K.
marxianus com o prebidtico Psyllium (Plantago ovata) usando soro de queijo como material
de revestimento. A levedura encapsulada demonstrou alta viabilidade celular, resisténcia
melhorada a condigdes gastrointestinais simuladas e uma taxa de adesao significativa as células
Caco-2.

A microencapsulacao ¢ fundamental para melhorar a sobrevivéncia de microrganismos
probioticos, protegendo-os contra as condi¢des adversas do trato gastrointestinal e garantindo
sua entrega eficaz ao intestino (Gharieb; Bresha; Omar, 2024). Além disso, a escolha da matriz
encapsulante desempenha um papel importante na protecao desses microrganismos, permitindo
sua liberacdo controlada no local adequado. Portanto, ao selecionar o material de parede
apropriado, a microencapsulacdo aumenta a biodisponibilidade, estabilidade e propriedades
funcionais dos probidticos. Isso garante seus beneficios a saude enquanto melhora sua eficacia
em produtos alimenticios, tornando-os mais vidveis para aplicagdes comerciais ¢ terapéuticas

(Zhou et al., 2023).



40

SEGUNDA PARTE

Artigo 1 - Redigido conforme norma do periddico cientifico - Versao publicada

Titulo do artigo:

Development and characterization of microencapsulated Pichia
kluyveri CCMA 0615 with probiotic properties and its application in
fermented beverages

Autores:

lara Ferreira Resende

Pamela Mynsen Machado Martins
Dirceu de Sousa Melo

Marciane Magnani

Disney Ribeiro Dias

Rosane Freitas Schwan

Periddico:

International Journal of Food Microbiology

ISSN

01681605

DOI

https://doi.org/10.1016/j.1jfoodmicro.2024.110967



https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2024.110967

41
ARTIGO 1 - Development and characterization of microencapsulated Pichia kluyveri
CCMA 0615 with probiotic properties and its application in fermented beverages
lara Ferreira Resende?, PAmela Mynsen Machado Martins®, Dirceu de Souza Melo?®, Marciane

Magnani®, Disney Ribeiro Dias®, Rosane Freitas Schwan®

? Federal University of Lavras, Biology Department, Lavras, MG, Brazil
® Federal University of Lavras, Food Sciences Department, Lavras, MG, Brazil
¢ Federal University of Paraiba, 50851-900, Joao Pessoa, PB, Brazil

*Corresponding author:

Federal University of Lavras, Department of Biology
Campus Universitario, 3037

CEP: 37200-900, Lavras, MG, Brazil

E-mail: rschwan@ufla.br

Tel: +55 35 38291614



42

Abstract

The study aimed to develop innovative microencapsulated formulations of strains with
probiotic attributes, Pichia kluyveri CCMA 0615 and Saccharomyces cerevisiae CCMA 0732.
The yeasts (8 log CFU/mL) were microencapsulated by spray drying technique using whey
powder (WP - 15%, 20%, and 30%) and sodium alginate (ALG - 1%). The microcapsules and
cell viability were characterized during two months of storage (4 °C and 25 °C). The selected
formulations were applied to functional beverage fermentation, and viability and survival in the
simulated gastrointestinal tract (GIT) were performed. The viability of yeasts
microencapsulated by the spray drying method was shown to be dependent on the strain and
encapsulating matrix used, ranging from 84-99%. P. kluyveri required refrigeration when
storing microcapsules. In functional beverage fermentation, microencapsulated yeast
maintained the same fermentative profile with carbohydrate consumption, production of lactic
acid (0.30 to 1.10 g/L) and alcohol (0.2 to 1.61 g/L), and greater viability during storage.
Finally, the microencapsulation of P. kluyveri with 15% WP + 1% ALG maintained high
viability under GIT conditions, whether exposed independently (>84%) or incorporated into a
food matrix (>94%). The study demonstrated that this innovative microencapsulation of
probiotic yeasts increases their viability, improves biotechnological application, and facilitates

efficient delivery of probiotics to the host.

Keywords: Non-Saccharomyces; Drying; Alginate; Whey.
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1. Introduction

Probiotics are live microorganisms that provide health benefits to the host when
administered in adequate amounts (Hill et al., 2014). Several studies consider a concentration
of 10° CFU/mL or CFU/g as the minimum dose to obtain the beneficial effects by probiotics
(Klajn et al., 2021; White and Hekmat, 2018). However, effective management of these
microorganisms 1is challenging. Probiotics must withstand processing, storage, and
gastrointestinal tract (GIT) adversities to provide benefits (Cassani et al., 2020; Feng et al.,
2020). Microencapsulation emerges as a crucial tool in the preservation of probiotics. This
technique encapsulates solid and liquid substances called 'core' (Sarao and Arora, 2017). In
addition to protecting the material inside the shell, microencapsulation also allows its controlled
release in specific locations in the host's GIT (Gharibzahedi and Smith, 2021).

Despite being less explored for probiotic activity, yeasts have therapeutic potential for
treating intestinal infections and dysbiosis (Abid et al., 2022). Few studies have evaluated the
microencapsulation of yeasts with probiotic attributes, especially non-Saccharomyces species,
as Pichia genus (Arslan et al., 2015; Cerutti Martellet et al., 2023; Vanden Braber et al., 2020).

Saccharomyces and Pichia species share some biological traits but differ in key aspects.
Both reproduce asexually via multilateral budding and can form pseudohyphae, but S.
cerevisiae undergoes sexual reproduction by forming asci with globose or oval ascospores,
while Pichia produces non-conjugated asci. Metabolically, S. cerevisiae ferments glucose,
sucrose, and raffinose, whereas Pichia primarily ferments glucose and can form biofilm. These
differences reflect their distinct ecological roles and biotechnological potential (Kurtzman et
al., 2011; Vicente et al., 2021).

Previous studies show that the Pichia kluyveri CCMA 0615 has important probiotic
attributes with the potential for application in human health (Menezes et al., 2018; Menezes, et

al., 2020; Menezes et al., 2020). However, in its free form, it is susceptible to long-term storage,
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low temperatures, and exposure to GIT conditions, thus affecting its viability (Ferreira et al.,
2022). In addition, there are no studies on microencapsulation of Pichia kluyveri in the
literature.

Therefore, the present study sought to develop a microencapsulation protocol using
different encapsulating matrix for the non-Saccharomyces yeasts P. kluyveri CCMA 0615 and
S. cerevisiae CCMA 0732, both of which have probiotic attributes. The viability, characteristics
of the microcapsules, resistance to gastric conditions, and applicability in fermented beverages
were evaluated, aiming to provide an effective strategy for the delivery of stable and functional
probiotic yeasts. This research has the potential to significantly contribute to improving human

health, inspiring further studies and applications in the field of probiotics.

2. Material and methods

2.1 Microorganisms and culture conditions

The P. kluyveri CCMA 0615 and S. cerevisiae CCMA 0732 strains from the Agricultural
Microbiology Culture Collection (CCMA) of the University of Lavras, were chosen due to their
well-documented probiotic attributes and biotechnological applications in previous studies
(Menezes et al., 2018; Menezes, et al., 2020; Menezes et al., 2020). These strains have shown
promising potential for application in human health. The yeasts were reactivated in liquid
molasses medium [in g/L: molasses 137.5 (ECL Eireli — supplier Mellago de Cana), calcium
chloride 1.1 (Dinamica), urea 2 (Ambion), polysorbate 80 0.5 (Dindmica) and pH 3.5] until
reaching a concentration of 108 CFU/mL. At each growth stage, the yeasts were incubated at
28 °C for 48 hours under shaking (120 rpm) (Martins et al., 2022b). At the end of growth, the
stationary phase was reached. This stage of microbial growth was assessed using the growth
curve (data not shown) and by monitoring the concentration of soluble solids (°Brix), measured

with a refractometer (Lorben, Brazil), throughout all stages.
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2.2 Definition of formulations and preparation of microencapsulating solutions

The concentrations of each encapsulating matrix to produce microcapsules were
meticulously evaluated in preliminary tests (data not shown). The encapsulating matrices used
were partially demineralized whey powder (40%) (WP) (Leitino - Minas Gerais, Brazil) and
sodium alginate (ALG) (INLAB Confianga - S3o Paulo, Brazil). The treatments performed and
the total soluble solids (% Ts) are presented below: 15% WP + §. cerevisiae CCMAQ0732
(44.80% Ts), 15% WP + 1% ALG + S. cerevisiae CCMAO0732 (47.62% Ts), 20% WP + S.
cerevisiae CCMAO0732 (58.46% Ts), 30% WP + §. cerevisiae CCMAQ0732 (86.71% Ts), 15%
WP + P. kluyveri CCMAO0615 (46.04% Ts), 15% WP + 1% ALG + P. kluyveri CCMAO0615
(48.86% Ts), 20% WP + P. kluyveri CCMAO0615 (58.78% Ts), 30% WP + P. kluyveri
CCMAO0615 (87.02% Ts). The encapsulating matrix were homogenized in distilled water,
pasteurized at 75 °C for 30 minutes, and quickly cooled (Andrade et al., 2019). Yeasts were
added separately at a concentration of 10’ CFU/mL. The feed solutions (300 mL) were mixed

for 5 minutes using a magnetic stirrer and sent for spray drying.

2.3 Microencapsulation by spray drying

The yeasts were dried in a larger-scale spray dryer (model SD 5.0; Labmaq do Brasil,
Ribeirdo Preto, Brazil). Martins et al. (2022b) previously studied the drying parameters. The
drying air inlet temperature was 87 °C. The feed solutions were kept under constant magnetic
stirring and fed into the main chamber through a peristaltic pump, with a feed flow of 1.5 L/h,
drying airflow of 1.5 x 10° L/h, and atomization air flow of 60 L/h. The resulting powder was
collected at the base of the cyclone and stored in 250 g packages made of polyester,
metallization, and polyethylene. Then, they were vacuum-sealed for further analysis. The

experiment was carried out in triplicate.
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2.4 Drying yield and cell viability

The drying process yield (%, w/w) was calculated according to Eq. (1):

Drying yield (%) = [Wp (1 — Xw,powder) / Ts] x 100 (1)

where Wp is the weight of the powder collected after drying, Xw powder is the fraction of
water present in the powder, and Ts is the total dry solids in the feed (Chandralekha et al.,
2016).

The cell viability of microencapsulated yeasts (CV) was evaluated after drying. Samples
(1 g) were hydrated in 9 mL of peptone water [in g/L: peptone 1 (Himedia)], homogenized in a
vortex, and then incubated for 30 min for cell hydration (Chandralekha et al., 2016). Serial
dilution in triplicate and microdrop plating was performed in YEPG medium pH 3.5 [in g/L:
yeast extract 10 (Himedia), glucose 20 (Dinadmica), peptone 20 (Himedia) and agar 20
(Himedia)] to quantification of microorganisms. The plates were incubated at 28 °C for 48 h.

Then, the CV (%) was calculated according to Eq. (2):

CV (%) = {[(Log N x Wp)/V]/log No} x 100 (2)

where ‘N’ is the number of viable cells (CFU/mL of wet material) in the powder, ‘Wp’ is the

weight of the powder collected after drying, ‘V’ is the volume of the feed suspension, and ‘No’

1s the number of viable cells (CFU/mL) in the initial suspensions.

2.5 Characterization of the encapsulating matrix and microcapsules
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The water activity (aw) was performed using a water activity meter (Aqualab 4TE, Decagon
Devices, Pullman, Washington, USA). The gravimetric method was used to determine moisture
content. Samples (3 g) were placed in a drying oven (105 °C) until constant weight (AOAC,
2005). Water solubility was measured according to Cano-Chauca et al. (2005). Samples (0.5 g)
were placed in flasks containing 50 mL of distilled water and homogenized in an orbital shaker
at 100 rpm for 30 min. Then, the solution was centrifuged at 1310 RCF for 5 min. The
supernatant was dried in a drying oven (105 °C) until constant weight. Hygroscopicity was
performed according to Braga et al. (2019). Samples (0.3 g) were placed in Petri dishes and
stored in a glass desiccator without silica at 25°C, containing a saturated sodium chloride
solution. After one week, hygroscopicity was measured and expressed as the grams of water

absorbed by the sample per 100 g of dry solids.

2.6 Viability of microencapsulated cells during storage

The yeast's viability, P. kluyveri, and S. cerevisiae were monitored every 15 days during
60 days of storage at 4 °C and 25 °C. The microcapsules obtained were vacuum-packed and
divided so each package was opened only once. Cell viability was performed according to topic
2.4. The treatments that received the best results at the end of storage were selected for the

following stages.

2.7 Morphology and size of microcapsules

The morphology of the obtained microcapsules was evaluated using a scanning electron
microscope (SEM) (model Jeol JSM 6360 LV) with an acceleration voltage of 20 kV. The
analysis was carried out under a high vacuum and without tilt application. The microcapsules
were assembled on aluminum bases (stubs) adhered by double-sided carbon adhesive tape.

They were then coated with gold (3 nm) using a vacuum spray applicator (Andrade et al., 2019).
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The size of the microcapsules was evaluated using ImageJ 2014 software (Rasban, National
Institute of Health, USA) (Vanden Braber et al., 2020), in which the diameter of 300 particles
per treatment was measured. In addition, the percentage of budding cells was evaluated. The
microcapsules were diluted and observed under an optical microscope using a Neubauer
counting chamber, where the total number of cells per quadrant and the number of budding
cells were counted. The counting was performed in triplicate, with 1.000 cells counted for each

replicate.

2.8 Evaluation of probiotic yeasts in fermented beverage

Fresh and microencapsulated yeasts with the selected treatments were added to a food
matrix and exposed to refrigerated storage for 28 days. The functional beverage was made
according to Ferreira et al. (2022). The substrate used consists of a preparation based on
sunflower seeds (195 g/L), oats (85 g/L), and almonds (85 g/L). All components were soaked
in filtered water overnight. The substrates were then blended with water until fully ground. The
mixture was filtered through a double-layer cheesecloth and pasteurized at 80 °C for 40
minutes, followed by rapid cooling. Then, the yeasts were added separately at a 10’ CFU/mL
concentration. Fermentations were carried out in 500 mL flasks containing 300 mL of the
beverage at 28 °C for 24 h. Samples were taken at 0 and 24 hours of fermentation to count the
population through serial dilution, followed by microdrop plating on YEPG. The beverages
were refrigerated at the end of fermentation (4 °C) for 28 days. Samples were taken at seven-

day intervals to monitor the population. The experiment was carried out in triplicate.

2.9 Analysis of organic acids and carbohydrates
The organic acids and carbohydrates of the fermented beverage (beginning and end of

fermentation) were analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC). Samples
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were centrifuged (8667 RCF) for 5 min at 4 °C. The supernatant was recovered and filtered
with sterile syringe filters (pore size: 0.22 um; Kasvi, Brazil). The acid samples were added
with perchloric acid (1 pL) to equalize the pH of the sample with that of the mobile phase (pH
2.1), followed by centrifugation and filtration as described above. Analyzes were performed
using an HPLC (model LC-10Ai; Shimadzu Corp., Tokyo, Japan) equipped with a dual
detection system consisting of a UV-vis detector (SPD-10A1i; Shimadzu) and a UV index of
refraction detector (RID- 10Ai). The Shimadzu ion exclusion column (Shim-pack SCR-101H,
7.9 mm x 30 cm) was used to determine carbohydrates (30 °C) and organic acids (50 °C)
(Duarte et al., 2010). Ultrapure water was used as the mobile phase for carbohydrates, and for
acids, acidified ultrapure water (pH 2.1) was used at a flow rate of 0.6 mL/min. The compounds
were identified based on the retention time of the standards, and their concentrations were

determined using the external calibration method. All samples were examined in triplicate.

2.10 Exposure of the fermented beverage and microcapsules to the simulated
gastrointestinal tract

The fresh and microencapsulated yeasts were exposed to simulated gastrointestinal tract
conditions according to the methodology proposed by Fonseca et al. (2022). In addition, these
same samples were also added to a food matrix, which fermented for 24 hours, as described in
section 2.8. For the microcapsules, the powders (concentration of 107 CFU/mL) were diluted
in a buffer solution pH = 7.2 [in g/L: sodium chloride 82, disodium phosphate 10.5 and
monosodium phosphate 3.55] as proposed by Naissinger et al. (2021). For the beverage,
exposure to the simulated gastrointestinal tract occurred at the end of fermentation. Thus, 25
mL of each inoculum was placed in a sterile glass vial (250 mL). The experiment was performed
consecutively, simulating the digestion process in the mouth, esophagus-stomach, duodenum,

and ileum. Mechanical agitation was used to simulate intestinal peristalsis in an incubator
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(Thermo Scientific, MaxQ 4000, USA) at 37 °C with rotation adjustment in each phase. The
pH of the beverage was adjusted at each stage, simulating the passage through the GIT. After
each stage of the gastrointestinal tract simulation, a 100 pL aliquot of the sample was removed
from the system and subjected to serial dilution (107! to 10). Subsequently, 10 uL of each
dilution was plated in triplicate on agar using the micro drop inoculation technique. The plates
were incubated at 28 °C for 24 h, and the number of colonies formed was counted. The results

were expressed as log CFU/mL.

2.11 Statistical analysis
The experiment was carried out in a completely randomized design (DIC). The data
were subjected to analysis of variance (ANOVA), and means were compared using the Scott-
Knott test with significance at the p < 0.05 level. Data were analyzed using SISVAR software
version 5.8 (Ferreira, 2014) and GraphPad Prism 10 (San Diego, California - USA). The
Pearson correlation coefficient was used to calculate the correlations between HPLC data and

yeast viability at the end of refrigerated storage (2020 version).

3. Results and discussion

3.1 Evaluation of the drying process

Spray drying is considered one of the fastest and most economical techniques for
obtaining solid microparticles, widely used in the food and pharmaceutical industries for large-
scale production (Cassani et al., 2020; Feng et al., 2020). However, the high temperature during
the drying process is a factor that can lead to a reduction in the microorganism's viability.
Adding encapsulating matrix such as alginate, gum arabic, maltodextrin, and milk protein
derivatives is an alternative to protect and improve the survival of probiotics (Sarao and Arora,

2017).
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Firstly, the viability of the yeasts after drying and the characteristics of the
microcapsules were evaluated (Table 1). Yeast viability after drying varied from 84.5 to 98.99%
for the different encapsulating matrix used. This high viability observed may be related to the
low exit temperature obtained (54 - 64 °C) at which the microorganisms remain longer during
drying. Martins et al., 2022b observed in the optimization that the outlet temperature is a
determining factor for maintaining viability in spray drying.

For the yeasts used, in general, S. cerevisiae exhibited greater cell viability than P.
kluyveri, with differences of up to 11.13%. This difference is associated with resistance to stress
generated by drying, which varies at the species and strain level (Fu and Chen, 2011). During
the dehydration process, several survival mechanisms are activated in yeast, mainly the
maintenance of nucleic acid stability, preservation of membrane integrity, intracellular
accumulation of protective substances, and the ability to quickly activate these defense
mechanisms (Vanden Braber et al., 2020). At high temperatures, S. cerevisiae can activate heat
shock responses, including cell wall restructuring. During heat stress, the content of f1,6-glucan
and chitin increases by 20% and 100%, respectively. With increased B1,6-glucan synthesis,
more cross-links between this polymer and chitin also occur, leading to greater cell wall rigidity
during this stress (Schiavone et al., 2014; Verghese et al., 2012). Heat shock proteins, such as
chaperones and proteases, are also produced in response to a sudden increase in ambient
temperature. Chaperones help to fold proteins and repair misfolded, while proteases degrade
denatured proteins, both leading to increased heat resistance of cells subjected to heat shock
(Ecroyd et al., 2023; Miihlhofer et al., 2019). On the other hand, yeasts of the genus Pichia are
more sensitive to temperature changes and require greater control over culture conditions
(Darby et al., 2012).

Other factors, such as the growth phase and the composition of the culture medium, can

also influence this resistance. Previous studies have shown that cells from the stationary phase
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showed greater stress tolerance than the lag and exponential phases. During the budding process
in the exponential phase, yeast is more susceptible to thermal stress. In the stationary phase, the
resistance is a natural result of the stress response generated by the lack of nutrients and the
accumulation of toxic metabolites (Fu and Chen, 2011; Meng et al., 2008). Under adverse
conditions, cells accumulate compatible solutes such as non-reducing disaccharides, glycerol,
and amino acids, which protect the cell against osmotic stress by balancing the osmotic
difference between the interior and exterior of the cell membrane (Fu and Chen, 2011; Desmond
etal., 2001). In the present work, sugarcane molasses, used as a yeast growth medium, contains
a high sugar content, which significantly increases the osmotic pressure exerted on the cells,
favoring the accumulation of compatible solutes (Goémez-Pastor et al., 2011).

About the previously selected encapsulating matrix, no significant changes were
observed for the viability of P. kluyveri, only for S. cerevisiae when microencapsulated with
15% WP + 1% ALG, with a reduction of 5%.

The water content and the interaction of microcapsules with water determine the
microorganism's viability (Moayyedi et al., 2018; Poddar et al., 2014). The aw values of the
microcapsules ranged from 0.32 to 0.36, and the moisture content ranged from 5.75% to 7.87%.
Although the ideal values for storage are in the range of aw of 0.2 and 0.3 and moisture content
of 4%, studies have shown that microcapsules with water activities of 0.33 and moisture content
between 7 and 10% were able to maintain the viability of probiotic microorganisms (Poddar et
al., 2014; Arslan et al., 2015 and Loyeau et al., 2018). The correlation between a and moisture
content influences microbiological and physicochemical parameters such as cell viability and
enzymatic activity and, consequently, affects the stability of microcapsules (Schuck et al.,
2012).

The microcapsules hygroscopicity ranged from 4.36 to 7.93 g/100 g. The values found

allow them to be classified as non-hygroscopic powders, facilitating handling and contributing
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to their stability (Schuck et al., 2012). Solubility ranged from 85.94 to 92.02%. This parameter
is essential in powders incorporated into the aqueous phase, as in the food matrix evaluated in
this study. High solubilities are desired because they contribute to the reactivation and
homogenization of yeasts in the food matrix.

Regarding drying yield, values ranged from 51.54% to 82.49%. The 15% WP + 1%
ALG encapsulating matrix showed the lowest yield with S. cerevisiae (58.60%) and P. kluyveri
CCMA 0615 (51.54%). These results may have occurred due to the high hygroscopicity of the
alginate, which makes it easier for its particles to adhere to the equipment wall, affecting the
yield results (Ng and Sulaiman, 2018). In the present study, a significant difference in
hygroscopicity was observed between sodium alginate (37.05 g/100 g) and whey powder (4.26
g/100 g) (Table 2), with sodium alginate classified as an extremely hygroscopic powder. This

high hygroscopicity is a critical factor to consider in large-scale production.

3.2 Viability of microencapsulated cells during storage

The viability of microencapsulated yeasts was monitored over 60 days at room
temperature (25 °C) and under refrigeration (4 °C) (Figure 1). In general terms, refrigeration
proves to be a crucial factor in maintaining the viability of P. kluyveri, while for S. cerevisiae,
viability remained above 80% for both conditions. A divergence was observed in the
encapsulating matrix for the strains. For P. kluyveri (Figures 1a and 1c), treatments with 15%
WP and 15% WP + 1% ALG had better results with viability above 65 and 85% at room and
refrigerated temperatures, respectively, after 60 days of storage. Differently, for S. cerevisiae
(Figure 1b and 1d), the highest concentrations of whey (20 and 30% WP) obtained the best
result for both conditions, maintaining viability practically intact (> 98%), proving the

robustness of this yeast and high resistance to the drying process.
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These results indicate that P. kluyveri is more susceptible during storage. This behavior
may be associated with the oxidation of membrane fatty acids and cell damage during the spray
drying process (Ananta et al., 2005; Y.-C. Wang et al., 2004). The negative results for higher
concentrations of whey may be related to the size of the particles formed. According to
Santivarangkna et al. (2007), the increase in the concentration of encapsulating matrix generates
larger particles and, consequently, increases the exposure time of these particles to the hot
drying air. Thus, this greater exposure to high temperatures may have caused damage to P.
kluyveri cells, accelerating the cell death process, as seen by the reduction in viability to values
below 40% after 60 days for 20 and 30% WP.

Refrigerated storage and the choice of encapsulating matrix were critical for maintaining
the viability of P. kluyveri. Thus, 15% WP and 15% WP + 1% ALG are the encapsulating
matrices chosen for P. kluyveri, while for S. cerevisiae, 20% and 30% WP are the best options

for preparing microcapsules. Therefore, these treatments were used in the following analyses.

3.3 Morphology and Particle Size

Next, the morphology of the microcapsules and the proportion of budding cells of the
treatments chosen for each yeast was analyzed (Table 3). The microcapsules ranged from 4.22
to 5.13 um, with the smallest size observed for P. kluyveri with 15% WP and the largest for S.
cerevisiae with 30% WP. Martins et al. (2022a) observed that the more significant addition of
solids leads to an increase in the microcapsule size, which can also be observed in this study,
corroborating these findings. Particle size is an important physical property that directly
influences the application of microcapsules (Moayyedi et al., 2018; Rajam and
Anandharamakrishnan, 2015). In the food industry, smaller particles are preferred in

formulations to ensure homogeneity and quality (Burgain et al., 2011). In this sense, the
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microcapsule obtained from P. kluyveri presents both functional characteristics associated with
the properties of yeast and technological characteristics for application in food.

Furthermore, the smaller size of the microcapsules may be associated with the
developmental stage of the cells, as P. kluyveri exhibited a higher percentage of budding cells,
approximately 50% greater than that of S. cerevisiae. This increased budding rate may be linked
to the greater susceptibility of P. kluyveri to thermal stress, resulting in reduced viability after
drying.

Figure 2 presented micrographs of the microencapsulated yeasts for the selected
encapsulating matrix. All treatments presented irregular shapes and sizes, varying between
smooth and rough surfaces. The images showed no visible cracks or fissures on the surface of
the microcapsule, which confirmed good structural integrity and reduced air permeability,
providing better protection to probiotic microorganisms (Rajam and Anandharamakrishnan,

2015).

3.4 Yeast viability in fermented beverage stored at 4 °C

Microcapsules were applied to ferment the functional beverage described by Ferreira et
al. (2022), to evaluate the behavior of microencapsulated yeasts in a food. The viability of fresh
and microencapsulated yeasts in the fermented beverage is shown in Figure 3. P. kluyveri
(Figure 3a) showed greater viability after 28 days (~2-4%) for microencapsulated treatments
than fresh yeast. However, for S. cerevisiae, the viability was similar between fresh and
microencapsulated yeast with 30% WP. The greater viability of microencapsulated P. kluyveri
may be associated with changes in the expression of genes activated by heat stress, which
resulted in a transient increase in the proteasome, autophagy, and f-oxidation activity
(Nakamura et al., 2008). Due to S. cerevisiae's natural characteristic of high tolerance, the

effects on the expression of these genes may not have been observed in this study.
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More viable cells for microencapsulated P. kluyveri at the end of the storage period
represented a significant advantage justifying using the technique, considering that it is a yeast

with probiotic attributes that must be in a population above 10’ CFU/mL to exercise its benefits

(Hill et al., 2014).

3.5 Analysis of organic acids, ethanol, and carbohydrates

Data on the concentration of carbohydrates, organic acids, and ethanol in the beverage
after 24 hours of fermentation with fresh and microencapsulated yeast are shown in Table 4. In
general, microencapsulation did not affect the fermentative profile of the yeasts. The
consumption of carbohydrates was observed, emphasizing glucose, which was wholly
consumed in all treatments. For S. cerevisiae, a high-performance fermenter, there was still
significant consumption of sucrose, fructose, and citric acid. As products, the production of
lactic acid (0.30 to 1.10 g/L) and ethanol (0.2 to 1.61 g/L) was observed. The consumption of
citric acid by S. cerevisiae may have led to lactic acid production via the citrate lyase catalysis
pathway (Papadimitriou et al., 2016; Ricci et al., 2019). Lactic acid exhibited a strong positive
Pearson correlation coefficient (0.95), positively influencing the viability of this microorganism
at the end of storage. Another factor affecting the yeast population was the negative correlation
observed with fructose consumption, for P. kluyveri (-0.93) and S. cerevisiae (-0.99), which
contributed to greater population growth. The significant consumption of fructose, along with
glucose, is due to both being monosaccharides with single-bond chains, making them more
easily utilized (Nelson and Cox, 2004).

Although the presence of ethanol was detected, the beverage is still considered non-
alcoholic as it presents concentrations below 5 g/L (0.5% v/v) (Ignat et al., 2020).

Despite some differences in compound concentrations, microencapsulated yeast

maintained similar behavior to fresh yeast. In industrial preparation, microencapsulated yeasts
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must not lose their main biotechnological characteristics, which will influence the product's

characteristics (Rapoport et al., 2019).

3.6 Probiotic viability in simulated gastrointestinal tract conditions

Surviving the adverse conditions found throughout the GIT, such as low pH and the
presence of digestive enzymes, is the main obstacle for probiotics to reach the target site, the
colon (Yao et al., 2020). In this way, the viability of the yeasts in the functional beverage, fresh
and microencapsulated yeasts was evaluated when passing through the simulated GIT. The data
are presented in Table 5. The viability at the end of the simulation in the functional beverage
was satisfactory for all treatments, ranging from 83-94% for P. kluyveri and 87-92% for S.
cerevisiae. On the other hand, in the absence of the beverage, the viability of fresh and
microencapsulated yeasts was slightly lower. P. kluyveri presented viability ranging from 84-
89%:; for S. cerevisiae, the variation was 78-80%. The results show that using a food matrix can
be a second protective barrier for probiotics, increasing their viability. P. kluyveri
microencapsulated at 15% WP diluted in the functional beverage had the main critical point
when exposed to low acidity in the stomach from pH 2.8 and in the passage through the
duodenum and ileum with the increase in pH up to 6.5, added to the exposure to pancreatin and
bile salts. Similar behavior was observed for P. kluyveri microencapsulated with 15% WP +
1% ALG when exposed to the GIT without the beverage.

Interestingly, P. kluyveri 15% WP + 1% ALG resisted the simulated GIT conditions,
reaching 94.98% cell viability at the end of the test, showing that including alginate led to the
more remarkable survival of P. kluyveri. Alginate demonstrates pH-responsive release behavior
due to carboxyl groups (COOH) presence. In acidic environments, the conversion of -COO
groups to -COOH occurs, resulting in contraction of the molecular chain and reduction in pore

size, thus protecting the probiotics against gastric fluids. Under alkaline conditions, the
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electrostatic repulsion between the -COO groups promote swelling of the microcapsule and,
consequently, the opening of the pores, allowing the release of probiotic microorganisms
throughout the small intestine (Mulia et al., 2020). Conversely, P. kluyveri microencapsulated
with 15% whey powder, in the absence of a food matrix, demonstrated the ability to withstand
the adverse conditions of the gastrointestinal tract (GIT), achieving 85% viability by the end of
the test. This enhanced survival may be attributed to the buffering capacity of the wall material.
Whey powder contains soluble proteins (de Souza et al., 2010), and according to Rodrigues et
al. (2011), protein matrices provide a protective buffering effect, particularly under low pH
conditions, which can stabilize membrane constituents and prevent cellular damage (Liu et al.,
2019).

Concerning S. cerevisiae, microencapsulation with 20 and 30% WP has no impact, since
both in the presence and absence of the food matrix, fresh yeast already presents high resistance
to passing through the GIT. Syal and Vohra (2013) observed that strains of S. cerevisiae showed
greater tolerance at acidic pHs (> 93%), while isolates of Pichia sp. were more sensitive after
exposure to gastric conditions. This behavior 1s associated with the high fermentative capacity
of S. cerevisiae and the ability to tolerate low pHs (Kourelis et al., 2010).

The findings indicate that probiotic yeasts' survival until they reach the colon depends
on the strain used and the encapsulating matrix chosen to create the microcapsules. The
combination of 15% whey and 1% alginate in the presence of the functional beverage proved
to be the most efficient option in protecting P. kluyveri to guarantee the delivery of viable cells
to the colon. On the other hand, in the absence of the food matrix, microencapsulation with 15%
whey was more effective in protecting this yeast.

Non-saccharomyces yeasts, in general, are more sensitive to GIT conditions compared
to Saccharomyces sp., such as S. boulardii, widely used to treat intestinal infections (Abid et

al., 2022). However, non-Saccharomyces can also exert their effects as probiotics and
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postbiotics. Kluyveromyces fragilis (B0399) is the only non-Saccharomyces yeast available as
a probiotic for human and animal use (Probilife-NXT, 2024). The present study, with the
microencapsulated preparation of P. kluyveri, brings a new possibility of a non-Saccharomyces

strain to be tested in in-vivo models and prove its efficacy.

4. Conclusion

This study developed a microencapsulation protocol with various encapsulating matrix
for the probiotic non-Saccharomyces yeasts P. kluyveri CCMA 0615 and S. cerevisiae CCMA
0732. The main findings were: 1) the viability of yeasts microencapsulated by spray drying is
dependent on the species and the encapsulating matrix used; II) when storing microcapsules, P.
kluyveri demonstrated the need for refrigeration; III) when applied to the fermentation of a
functional beverage, microencapsulated yeasts showed the same fermentative profile and
greater viability during food storage; IV) when exposing yeasts to the GIT, microencapsulation
of P. kluyveri with 15% WP + 1% ALG contributed significantly to maintaining viability (>
94%). According to our findings, microencapsulation protocol must be developed specifically
for each species and, when appropriate, increases the viability of microorganisms, enhances
their biotechnological application, and contributes to the more efficient delivery of these
probiotics to the host. Concerning P. kluyveri, a more sensitive non-Saccharomyces yeast,
microencapsulation makes its application as a probiotic viable. As a future perspective, the
application of these microencapsulated yeasts in in-vivo models for treating intestinal infections

and/or dysbiosis will prove these formulations' efficacy and health benefits.
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Figure captions
Figure 1. Microbial population during 60 days of storage — a) population of P. kluyveri CCMA
0615 at room temperature. b) population of S. cerevisiae CCMA 0732 at room temperature. c¢)
population of P. kluyveri CCMA 0615 at refrigeration temperature. d) population of S.
cerevisiee CCMA 0732 at refrigeration temperature. Different lowercase letters denote
differences (p < 0.05) between treatments at the same time. Different capital letters denote

differences (p < 0.05) of the same treatment at different times according to the Scott Knott test.
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Figure 2. Scanning electron micrograph of microencapsulated yeasts. A.1) P. kluyveri CCMA

0615 + 15% WP. A.2) P. kluyveri CCMA 0615 + 15% WP + 1% ALG. B.1) S. cerevisiae

CCMA 0732 + 20% WP. B.2) S. cerevisiae CCMA 0732 + 30% WP.
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Figure 3. Viability of microencapsulated yeast in fermented beverages stored under
refrigeration — a) population of P. kluyveri CCMA 0615. b) population of S. cerevisiae CCMA
0732. Different lowercase letters denote differences (p < 0.05) between treatments at the same
time. Different capital letters denote differences (p < 0.05) of the same treatment at different

times according to the Scott Knott test.
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Tables

Table 1. Characterization of microcapsules obtained after drying yeast by spray drying with different

encapsulating matrix.

Characterization of Treatments
microcapsules after Yeasts 15% WP +
drying 15% WP T L 20% WP 30% WP
P. kluyveri CCMA 71.14 + 51.54 + 77.00 £ 80.94 +
0615 5.70 aA 2.37 bA 8.02 aA 0.76 aA
Powder yield (%)
S. cerevisiae CCMA 74.15 £ 58.60 + 79.08 £ 82.49 +
0732 8.11 aA 1.87 bA 2.77 aA 4.18 aA
P. kluyveri CCMA 88.45 + 84.50 + 85.77 + 85.82 +
Cell viability after drying 0615 1.06 aB 2.18 aB 1.20 aB 4.69 aB
(%0) S. cerevisiae CCMA 9821 + 9331+ 98.99 + 98.53 +
0732 1.81 aA 2.21 bA 0.57 aA 1.13 aA
P. kluyveri CCMA 0.35+ 0.34 + 0.36 + 0.32 +
0615 0.01 bA 0.00 bA 0.01 bA 0.02 aA
Water activity
S. cerevisiae CCMA 0.34 + 033+ 033+ 032+
0732 0.00 aA 0.02 aA 0.02 aA 0.01 aA
P. kluyveri CCMA 7.87 741+ 7.46 £+ 593+
0615 0.49 bB 0.24 bB 0.42 bA 0.71 aA
Moisture content (%)
S. cerevisiae CCMA 6.21 + 575+ 6.76 + 6.16 +
0732 0.14 aA 0.67 aA 0.75 aA 0.74 aA
P. kluyveri CCMA 6.07 7.93 + 5.61 £ 5.87 +
0615 0.79 aA 0.92 aA 0.75 aA 1.47 aA
Hygroscopicity (g/100 g)
S. cerevisiae CCMA 725+ 6.80 + 436 £ 6.71 £
0732 1.31 aA 1.48 aA 1.67 aA 2.85aA
P. kluyveri CCMA 87.49 + 85.94 + 89.42 + 92.02 +
0615 2.35aA 2.85 aA 0.54 aA 0.59 aA
Solubility in water (%)
S. cerevisiae CCMA 86.62 86.92 + 90.85+ 87.18 +
0732 3.40 aA 0.73 aA 0.74 aA 6.57 aA

Data are presented as mean + standard deviation. Different lowercase letters in the same row denote a
difference (p < 0.05) between treatments for the same yeast, different uppercase letters in the same column
denote a difference (p < 0.05) between yeasts according to the Scott Knott test.

"'Whey powder

2Sodium alginate
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Table 2. Characterization of encapsulating matrix used to microencapsulate yeasts during spray drying.

Encapsulating . . o e o Hygroscopicity
Matrix Water activity Moisture (%) Solubility (%) (/100 )
Whey powder 0.34+0.00 b 5.86+0.27 a 89.26+0.81a 426+036a

Sodium alginate 0.32+0.00a 6.04+0.17a 69.92+2.05b 37.05+£ 096 b

Data are presented as mean =+ standard deviation. Different lowercase letters in the same column denote
differences (p < 0.05) between encapsulating matrix according to the Scott Knott test.

Table 3. Particle size of microencapsulated yeast obtained after spray drying and percentage of

budding cells.
Particle size D
Yeast Treatments articie size Dso Budding cells (%)
(jum)
15% WP! 422+261Db 22.28Db
P. kluyveri CCMA 0615 1
15% WP' + 1%
.32 £ 3. .
ALG? 482+327a 20.22b
1
S corevisiae CCMA 20% WP 4.72+355a 10.17 a
0732 30% WP 513337 a 9.75 a

Data are presented as mean + standard deviation. Different lowercase letters in the same column denote
differences (p < 0.05) between encapsulating matrix for the same yeast according to Scott Knott's test.
'Whey powder

2Sodium alginate



Table 4. Concentration of carbohydrates, organic acids and alcohols in a fermented beverage with fresh and microencapsulated yeast.

70

Compounds concentration (g/L)

Fermentation Treatments
(hours) Sucrose Glucose Fructose Cltrlc Ma.llc Succ.lnlc Lac.tlc Ethanol
acid acid acid acid
0 Substrate 3.65+£0.10 0.40+0.10 0.39+0.18  0.83+0.08  0.15+0.00 0.56+0.02 ND ND
Fresh P. kluyveri CCMA 2.47+0.01a NDa 0.14+0.01a 0.78+0.01b 0.08+£0.00a 0.06+0.08b 0.30+£0.00c 0.20+0.17b
0615
P. kluyveri CCMA 0615+  2.58+0.15a NDa 0.22+0.02b 0.82+0.03a NDb 0.59+0.00a 0.85+0.09a 0.29+0.02b
15% WP!
P. kluyveri CCMA 0615+  2.75+0.21a NDa 0.30+0.07¢  0.75+0.03b NDb 0.46+0.04a 0.67+£0.01b 0.80+0.63a
15% WP! + 1% ALG?
24
Fresh S. cerevisiae CCMA  0.86+0.08a NDa 0.10+0.03b 0.02+0.01a 0.13+0.03a 0.47+0.06a 0.70£0.05b 1.52+0.49a
0732
S. cerevisiae CCMA 0732 + 1.13£0.10c¢ NDa NDa 0.06+0.04a NDb 0.51+£0.01a 1.10+0.15a 1.61%0.13a
20% WP!
S. cerevisiae CCMA 0732 + 1.02+0.03b NDa NDa NDb NDb 0.49+0.00a 0.70+£0.04b 1.56+0.47a

30% wp!

Data are presented as mean. The statistic was used to compare the averages between the same yeast strain in the fresh and microencapsulated state. a—b for each column,

mean values with different letters are significant at p < 0.05 by analysis of variance.

'Whey powder
2Sodium alginate
ND = not detected



Table 5. Conditions used during simulated digestion and percentages of viable cells.

Simulated in vitro TGI - Functional fermented beverage

Viable cell count (%)
itati Fresh P. P. Kkl ] P. Kkl ]
Stage Enzyme Agitation Exposure res . wvers wyvers Fresh S. S. cerevisiae  S. cerevisiae
solution (rpm) time (min) kluyverl CCMA CCMA 0615 L.
) cerevisiae CCMA 0732 CCMA 0732
CCMA 0615 + *15% WP CCMA 0732  +20% WP! +30% WP!
0615 15% WP'  +1% ALG? ° °
Before the 100 £0.00 100+0.00 100 £ 0.00 100 £ 0.00 100 £+ 0.00 100 £ 0.00
simulation ) ) i i aA aA aA aA aA aA
99.89 + 98.22 + 99.66+2.08 99.96 +0.57 99.98 + 99.55 +
Mouth Amylase 20069 2 515aA  11.94aA aA aA 0.81 aA 1.71 aA
55 10 99.85 + 97.14 + 99.56+0.62 99.58+2.72 99.28 + 98.91 +
) 2.53 aA 9.70 aA aA Aa 0.73 aA 4.05 aA
46 10 99.85 + 97.30 + 99.57+0.00 99.56 £ 0.06 97.98 + 98.48 +
) 3.39 aA 11.95 aA aA aA 1.08 aB 0.98 aA
Esophagus- . 99.86 + 96.59 + 99.56+0.62 99.81+0.27 98.73 + 98.77 +
Stomach Pepsin 30 338 10 268aA  13.61 aA aA aA 1.11 aA 1.02 aA
)8 20 99.83 + 96.81 + 99.47+2.89 97.86+1.06 97.85+ 97.03 +
) 3.18 aA 15.85 aA aA aB 2.04 aB 0.89 aB
3 20 96.50 + 9542 + 99.42+1.94 97.32+1.66 97.28 + 97.02 +
) 1.61 aA 6.48 aA aA aB 2.35aB 1.86 aB




72

50 20 95.77 + 92.28 + 99.40+1.89 97.15+0.54 97.47 + 9347+
' 2.96 aA 17.36 aA aA aB 0.28 aB 0.27 bC
Duodenum Pancreatin 45 50 30 89.68 + 90.97 + 98.18+5.11 92.86+0.28 95.17 + 91.62 +
+ Bile salts ' 8.82aB 23.57 aA aA bC 1.88 aC 1.47 bD
Ieum 45 6.5 60 86.69 + 83.66 = 9498 +£1.17 92.53+0.43 87.81+ 91.05+
' 3.92 bB 13.77 bA aA aC 1.57 bD 0.24 aD
Simulated in vitro TGI — Isolated microcapsule
Viable cell count (%)
itati Fresh P. P. ki ] P. ki ]
Stage Enzyme Agitation Exposure es . wvert wvert Fresh S. S. cerevisiae  S. cerevisiae
solution (rpm) time (min)  Kkluyveri CCMA CCMA 0615 .
) cerevisiae CCMA 0732 CCMA 0732
CCMA 0615+ 15% +15% WP =+ CCMA 0732 +20% WP! +30% WP!
0615 WP! 1% ALG? ’ °
Before th 100+ 0.00 100 0.00 100 + 0.00 100 +0.00
oo e - - . . 100+0.00 aA 100 +0.00 aA
simulation aA aA aA aA
98.31 £ 98.35 £ 98.58+8.89 98.73+0.18 80.81+1.27 91.10 + 4.89
Mouth Amylase 200 69 2 l.IlaA  L12aA aA aA cB bB
55 10 97.11 £ 94.33 + 9443 £8.59 98.03+0.82 80.80+3.84 89.49 +2.61
’ 1.69 aA 6.26 aB aB aA cB bB
Esophagus- . 96.03 + 91.59 + 93.71 £8.89 97.71+0.74 80.16+4.33c 88.07+2.59
P 1 4 1
Stomach epsin 30 )6 0 232aA  2.53aC aB aA B bC
38 10 9547 + 89.90 £ 9349+9.21 96.81+0.65 77.01+0.64 87.00 £ 2.65
’ 0.51 aA 0.85 aC aB aA cC bC
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2 2 9521 + 8041+  89.98+6.77 93.07+091 7639+1.71  86.08 +2.40
’ 1.68 aA 271 bC bC aB C bC

23 2 9437 + 8920+  89.61+155 93.02+123 7475+3.03 85.62+2.40
’ 2.48 aA 5.14 bC bC aB C bC

20 2 92.03 + 83.64+  88.48+520 9222+1.63 61.81+044 84.08+3.85
’ 0.82 aB 2.64 aC aC aB cD bD

Duodenyy  Pancreatin 45 0 0 90.40 + 8699+ 8504+ 141 8690+1.79 57.184031  80.88 +3.90
uodentum -, pile salts : 0.08 aB 031 aC aD aC cE bE

Heum 45 s 0 8922 + 8500+  84.48+0.71 8085+097 54.03+123 78.78+3.46
e ) ’ 0.46 aB 0.62 aC aD aD bF aF

Data are presented as mean + standard deviation. Statistics were used to compare the means of the same yeast strain with different encapsulating matrix. Different
lowercase letters on the same line denote a difference (p < 0.05) between treatments at the same time. Different capital letters in the same column denote differences
(p <0.05) of the same treatment at different times according to the Scott Knott test.

"Whey powder
2Sodium alginate
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Resumo

A utilizagdo de antibidticos pode resultar em graves alteragdes na microbiota intestinal. No
entanto, uma forma de reverter quadros de disbiose induzidas por este farmaco ¢ o uso dos
probidticos. O presente estudo tem como objetivo tratar disbiose induzida por antibiotico em
camundongos BALB/c utilizando a cepa potencial probidtica Pichia kluyveri CCMA 0615
microencapsulada. A levedura foi microencapsulada com 15% de soro de leite em p6 utilizando
um protocolo de secagem ja estabelecido e avaliado em estudos anteriores. Os testes in vivo
foram realizados utilizando camundongos BALB/c. Foram utilizados 32 animais que ficaram
mantidos em sistema de gaiolas com iluminagao controlada (ciclo claro-escuro de 12 horas) e
temperatura (22 £ 1 °C). Os animais foram divididos em trés grupos, parte dos animais foram
submetidos a indugao de disbiose com 100ul 10mg/mL de vancomicina. O experimento teve
duracdo de 28 dias, sendo necessaria uma semana para a aclimatacdo dos animais as condigdes
experimentais. A levedura foi administrada na concentracdo de 107 UFC/ml diluida em salina
por via intragastrica (gavagem). As populacdes de enterobactérias, bactérias totais e da levedura
inoculada foram avaliadas, assim como o perfil da microbiota ap6s inducao de disbiose e
tratamento com a levedura potencialmente probidtica. Além disso, foram avaliados os possiveis
beneficios a saude do animal, através da andlise histologicas do intestino, parametros
inflamatorios e bioquimicos sanguineos. A vancomicina alterou ndo somente caracteristicas
fisicas dos orgdos dos animais como também pardmetros hematoldgicos, imunoldgicos e
fisiologia. Os dados mostram aumento no peso do baco e redug@o no peso do rim. Os niveis de
glébulos brancos (WBC), linfécitos e células caliciformes foram correlacionados com o
aumento de grupos patogénicos provocados pelo antibidtico. A analise de microbioma mostrou
que a vancomicina diminuiu a abundancia de grupos como Bacillota e favoreceu
Verrucomicrobiota e Patescibacteria, com maior abundancia de géneros potencialmente
patogénicos, como Agathobaculum e Lachnoclostridium. A utilizagdo da cepa potencial
probidtica P. kluyveri CCMA 0615 também favoreceu microrganismos do filo
Verrucomicrobiota, principalmente do género Akkermansia, Blautia e Parabacteroides
goldsteinii, restabelecendo grupos microbianos benéficos, porém com uma composi¢do unica e
diferente do controle. Além disso, os animais tratados com antibidtico apresentaram lesdes na
superficie do epitélio intestinal, como redugdo das vilosidades no ileo e redugdo da altura e
didmetro da cripta no célon. Entretanto, P. kluyveri CCMA 0615, por mecanismos diretos de
interacao com o epitélio intestinal e/ou por modulagdo da microbiota, foi capaz de restabelecer
esses parametros alterados a valores semelhantes ao grupo controle. Essas descobertas sugerem
que P. kluyveri CCMA 0615 pode ser um candidato probidtico promissor para atenuar os
distarbios intestinais induzidos pelo uso de antibidticos e promover a satide intestinal.

Palavras-chave: ndo-Saccharomyces; vancomicina; microbioma.
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Abstract

The use of antibiotics can result in serious changes in the intestinal microbiota. However, one
way to reverse dysbiosis induced by this drug is the use of probiotics. The present study aims
to treat antibiotic-induced dysbiosis in BALB/c mice using the potential probiotic strain Pichia
kluyveri CCMA 0615 microencapsulated. The yeast was microencapsulated with 15% whey
powder using a drying protocol already established and evaluated in previous studies. In vivo
tests were performed using BALB/c mice. Thirty-two animals were kept in cages with
controlled lighting (12-hour light-dark cycle) and temperature (22 + 1 °C). The animals were
divided into three groups, some of the animals were subjected to dysbiosis induction with 100ul
10mg/mL vancomycin. The experiment lasted 28 days, with one week required for the animals
to acclimate to the experimental conditions. The yeast was administered at a concentration of
107 CFU/ml diluted in saline via intragastric gavage. The populations of enterobacteria, total
bacteria and inoculated yeast were evaluated, as well as the microbiota profile after induction
of dysbiosis and treatment with the potentially probiotic yeast. In addition, the possible benefits
to the animal's health were evaluated through histological analysis of the intestine,
inflammatory parameters and blood biochemical parameters. Vancomycin altered not only the
physical characteristics of the animals' organs but also hematological, immunological and
physiological parameters. The data show an increase in spleen weight and a reduction in kidney
weight. The levels of white blood cells (WBC), lymphocytes and goblet cells were correlated
with the increase in pathogenic groups caused by the antibiotic. Microbiome analysis showed
that vancomycin decreased the abundance of groups such as Bacillota and favored
Verrucomicrobiota and Patescibacteria, with a greater abundance of potentially pathogenic
genera, such as Agathobaculum and Lachnoclostridium. The use of the potential probiotic strain
P. kluyveri CCMA 0615 also favored microorganisms of the Verrucomicrobiota phylum,
mainly of the genera Akkermansia, Blautia and Parabacteroides goldsteinii, reestablishing
beneficial microbial groups, but with a unique composition different from the control. In
addition, animals treated with antibiotics presented lesions on the surface of the intestinal
epithelium, such as reduced villi in the ileum and reduced crypt height and diameter in the
colon. However, P. kluyveri CCMA 0615, through direct mechanisms of interaction with the
intestinal epithelium and/or by modulating the microbiota, was able to restore these altered
parameters to values similar to the control group. These findings suggest that P. kluyveri CCMA
0615 may be a promising probiotic candidate to attenuate antibiotic-induced intestinal disorders
and promote intestinal health.

Keywords: non-Saccharomyces; vancomycin; microbiome.



78

1 Introducao

A microbiota intestinal ¢ considerada um microecossistema dindmico e complexo que
compreende trilhdes de microrganismos incluindo bactérias, fungos, arqueas, virus e protistas
(Huang; Wu; Yang, 2021). A maior parte (98%) da comunidade microbiana intestinal
conhecida ¢ representada por bactérias pertencentes aos filos Bacillota, Bacteroidota,
Pseudomonadota e Actinomycetota, anteriormente conhecidos como Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacterias e Actinobacteria, respectivamente (Guo et al., 2022; Oren, 2024).

Estudos mostram que a microbiota intestinal desempenha um papel fundamental sobre
a saude, como manuten¢ao da homeostase intestinal (Blaak et al., 2020), modulagao do sistema
imunoldgico e regulagdo do metabolismo energético (Wang et al., 2023). Entretanto, quando o
ecossistema da microbiota é severamente perturbado, pode desencadear a condi¢do denominada
disbiose (Baldelli et al., 2021). A disbiose envolve a redugao da diversidade microbiana, perda
de microrganismos benéficos e aumento de microrganismos potencialmente patogénicos,
impactando negativamente a homeostase intestinal e a resposta imunoldgica (Gibson et al.,
2017; Kesavelu e Jog, 2023). Assim, a disbiose estd intimamente ligada a disturbios
gastrointestinais e ao desenvolvimento de doengas inflamatorias (Carias Dominguez et al.,
2025).

O uso de antibidticos perturba fortemente a homeostase da microbiota intestinal,
podendo resultar em disbiose e comprometer a saude do hospedeiro (Taitz et al., 2025). Além
disso, seu uso indiscriminado favorece o surgimento de resisténcia bacteriana, representando
um grave risco para a saude coletiva (Dahiya e Nigam, 2023; Ramirez et al., 2020). Estudos
mostraram que a terapia com antibidticos estd associada a reducdes massivas na riqueza e
diversidade das comunidades microbianas (Haak et al., 2019) e a um risco aumentado a doencas
intestinais inflamatérias, como a sindrome do intestino irritavel (SII) (Klem et al., 2017).
Manter a homeostase intestinal ¢ de grande importancia, tendo em vista o seu impacto sobre a
satide do individuo e o uso de antibioticos deve ser minimizado (Carias Dominguez et al., 2025).
Nesse contexto, os probidticos t€ém ganhado muita atengdo como uma ferramenta nao
farmacologica no tratamento de infec¢des e outros disturbios intestinais (Dieterich; Schink;
Zopf, 2018).

A maioria dos probidticos comerciais consiste em bactérias benéficas que dao suporte a
saide intestinal. No entanto, leveduras também possuem propriedades probioticas.
Saccharomyces boulardii, conhecida comercialmente como Floratil®, ¢ amplamente estudada

e utilizada por suas caracteristicas probioticas, particularmente no tratamento de infecgdes por
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patdgenos intestinais e doencas intestinais inflamatorias (Abid et al., 2022). Embora se conhega
os beneficios de S. boulardii, o conhecimento e aplicacdo de outras cepas de levedura com
potencial probidtico permanece limitada. Atualmente, Kluyveromyces fragilis (B0399) ¢ a
unica levedura probidtica ndo-Saccharomyces disponivel comercialmente (Probilife-NXT,
2025).

Diante disso, pesquisas que visam selecionar e desenvolver produtos contendo novas
leveduras podem diversificar as opgdes de probidticos disponiveis, podendo oferecer beneficios
especificos e direcionados para diversas condi¢des de satide. Pesquisas anteriores evidenciaram
que Pichia kluyveri CCMA 0615 possui propriedades interessantes, que a tornam candidata
promissora para aplicagdo como probidtico (Menezes et al., 2018, 2020a, 2020b). No intuito de
superar a susceptibilidade durante o armazenamento refrigerado e sobrevivéncia as condi¢des
adversas do TGI, Resende et al., (2025), propds um protocolo de microencapsulacdo para P.
kluyveri CCMA 0615, obtendo resultados promissores, melhorando as propriedade de entrega
deste novo probiodtico em possiveis aplicagdes em modelos in vivo.

Considerando os avangos na caracterizacdo da cepa P. kluyveri CCMA 0615 e os
resultados promissores obtidos Resende et al., (2025), torna-se pertinente investigar o seu
desempenho em modelos in vivo. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
eficacia da nova levedura com atributos probioticos, P. kluyveri CCMA 0615, na sua forma
microencapsulada, no tratamento da disbiose induzida por antibidtico vancomicina em

camundongos BALB/c.

2 Material e Métodos
2.1 Microrganismos e condicoes de cultura

A levedura P. kluyveri CCMA 0615 foi fornecida pela Cole¢ao de Culturas de
Microbiologia Agricola (CCMA) da Universidade de Lavras (Minas Gerais, Brasil). A escolha
do microrganismo foi baseada em suas caracteristicas tecnoldgicas probidticas avaliadas em
estudos anteriores (Menezes et al., 2020b). A levedura foi reativada em meio liquido de melago
[em g/L: melago 137.5 (ECL Eireli — fornecedor Mellaco de Cana), cloreto de célcio 1.1
(Dindmica), ureia 2 (Ambion), polissorbato 80 0.5 (Dinamica) e pH 3.5] e incubadas a 28 °C
por 48 horas sob agitagdo (120 rpm) até atingir a concentracdo de 102 UFC/mL (Martins et al.,
2022).
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2.2 Microencapsulacio por spray drying

P. kluyveri CCMA 0615 foi microencapsulada com 15% de soro de leite (Leitino -
Minas Gerais, Brasil) utilizando spray dryer de maior escala (modelo SD 5.0; Labmaq do Brasil,
Ribeirdo Preto, Brasil) conforme descrito por Resende et al., (2025). Obteve-se um pd com
populagdo de 10® UFC/mL, a qual era monitorada diariamente por plaqueamentos antes de
fornecer as doses para os animais. As doses eram preparadas imediatamente antes da
administracdo diluindo 1g da levedura microencapsulada em 9 mL de solu¢do tampao salina
fosfato estéril [em g/L: NaH,PO4 2.56 (Synth, Diadema, Brasil), NaHPO4 11.78 (Synth,
Diadema, Brasil) e NaCl 87.60 (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), obtendo uma populacdo de
10" UFC/mL.

2.3 Animais e condi¢cdes experimentais

Protocolos experimentais foram realizados de acordo com o Guide for the Care ¢ Use
of Laboratory Animals publicado pelo US National Institutes of Health (NIH Publication,
1996). O trabalho foi realizado apds aprovagdo do Comité de Etica em Uso Animal /
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina - MG, Brasil (CEUA
n°® 1412221123). Foram utilizados 32 camundongos BALB/c machos, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, Belo Horizonte — MG, Brasil. Os
animais foram mantidos em sistema de gaiolas com iluminagao controlada (ciclo claro-escuro
de 12 horas) e temperatura (22 + 1 °C). Agua filtrada e dieta comercial (Nuvital, Nuvilab,
Curitiba, Brasil) foram administrados ad libitum aos animais. Os animais foram aclimatados as

condicdes experimentais 2 semanas antes de iniciar o estudo.

2.4 Delineamento experimental

O experimento foi realizado utilizando 32 camundongos, divididos nos seguintes
grupos: grupo controle (CG), que recebeu apenas solugdo tampao salina fosfato estéril [em g/L:
NaH2PO42.56 (Synth, Diadema, Brasil), NaHPO4 11.78 (Synth, Diadema, Brasil) e NaCl 87.60
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)]; grupo antibidtico (DG), que recebeu 100ul na concentragao
de 10mg / mL de vancomicina por 14 dias e grupo tratado com a levedura CCMA 0615 (YG),
que recebeu vancomicina na mesma concentragdo e tempo do grupo DG e foram tratados por
mais 14 dias com a levedura microencapsulada com atributos probidticos, na concentragao de

107 UFC/mL em um volume de 100ul. A administracio de solugdo tampdo, vancomicina e
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solugdo com a levedura foi feita por via intragéstrica (gavagem). O protocolo experimental teve

duragdo total de 28 dias (14 dias para inducao de disbiose + 14 dias de tratamento).

2.5 Ingestao alimentar e ganho de peso

A ingestdo alimentar e peso corporal foram avaliados semanalmente. O peso da ragdo e
0 peso corporal dos animais foram aferidos em balanga semi-analitica. O ganho de peso (WQG)
e a ingestdo alimentar (FI) foram calculados da seguinte forma:
WG(g) = peso corporal final (g) — peso corporal inicial (g).
Fl(g) do periodo = Peso da ragdo ofertada — peso sobras.

2.6 Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose

Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas e a glicose foi administrada
intraperitonealmente (1g/Kg de massa corporal). Os niveis de glicose no sangue foram
determinados por um pequeno corte na extremidade da cauda do camundongo, imediatamente
antes (0 min) e ap6s receber a glicose nos tempos de 15, 30, 60 e 120 min. Os niveis de glicose
no sangue foram determinados usando um ACCU-CHEK (Advantage Glucose Analyzer, Roche
Diagnostics Corporation, IN, EUA) de acordo com Villas Boas et al., (2020). A area sob a curva

de glicose (AUC) foi calculada usando a regra trapezoidal (software Prisma 9.0).

2.7 Coleta de fezes

Amostras de fezes frescas de cada grupo foram coletadas assepticamente em gaiola
metabolica apds higienizagdo a cada dois dias durante o periodo de administra¢dao do antibidtico
e no periodo de tratamento com a levedura, sendo armazenadas diretamente em freezer -80 e/ou

em glicerol 40% para analises posteriores (Hasan e Yang, 2023).

2.7.1 Enumeracio de microrganismos nas fezes

As populagdes de bactérias totais, levedura e enterobactérias foram determinadas por
meio de plaqueamento em agar MRS (suplementado com 4 mL/L de nistatina), 4gar YEPG pH
= 3.5 [em g/L: extrato de levedura 10 (Himedia, Mumbai, India), glicose 20 (Synth, Diadema,
Brasil), peptona 20 (Himedia, Mumbai, india) e agar 20 (Himedia, Mumbai, india)], e agar
eosina azul de metileno (EMB) [em g/L: 35.96 (Himedia, Mumbai, india)], respectivamente.

As placas foram incubadas a 37 °C (bactérias totais e enterobactérias) e 28 °C (levedura) por
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48 h. Apo6s o periodo de incubagdo, as Unidades Formadoras de Colonias (UFC) foram

enumeradas. Os dados foram expressos como log UFC/mL.

2.7.2 Identificacio das leveduras nas fezes por MALDI-TOF

A identificacdo por MALDI-TOF, foi realizada para confirmar se a levedura presente
nas fezes realmente era P. kluyveri CCMA 0615. A extracdo das proteinas do microrganismo
isolado foi feita de acordo com protocolo de extragdo com acido formico da Bruker. A levedura
foi cultivada durante 18h em YEPG. 1uL do sobrenadante da extracdo foi adicionado na
MALDI-TOF placa de aco inoxidavel, apos a secagem, 1uL de solu¢do matrizde CHCA (acido
a-ciano-4-hidroxicindmico) preparada previamente para uma concentracdo final de 10mg
CHCA/mL [etanol/acetonitrila/acido trifluoroacético (10%), 1:1:1]. A amostra permaneceu em
temperatura ambiente até secagem completa e foi analisada por MALDI-TOF MS
(UltrafleXtreme MALDI-TOF MS—Bruker Daltonics; Bremen, Germany). O isolado foi
analisado em triplicata para avaliar a qualidade e reprodutibilidade dos espectros. O espectro

de massa foi analisado usando o software Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics).

2.7.3 Quantificacio de acido latico e acidos graxos de cadeia curta nas fezes

A quantificagdo de acidos organicos (acidos acético, propionico, butirico e latico) foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), seguindo os protocolos
adaptados de Rawat et al., (2014) e Wijayanti e Wikandari, (2023). As solucdes padrao (0,001—
0,050 mg/mL) foram preparadas a partir de uma solugao estoque de 0,100 mg/mL e passaram
pelas mesmas etapas de filtragdo e preparagdo das amostras para calibracdo. Amostras secas
das fezes (0.5 g) foram dissolvidas em agua ultrapura (10 mL), homogeneizadas por vortice e
deixadas em repouso por 30 minutos. Apds essa etapa, a solucdo foi filtrada (filtro: didmetro de
42 mm e poros de 2 um), centrifugada (8000 rpm, 20 min) e o sobrenadante foi coletado.
Aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram diluidas em 10 mL de dgua ultrapura, seguida por
filtragdo mais fina (filtro: didmetro de 47 mm e poros de 0.45 pm). Tanto as amostras quanto
os padrdes (100 pL) foram analisados utilizando um HPLC (modelo LC-10A1; Shimadzu Corp.,
Toquio, Japao) equipado com um sistema de detec¢do duplo consistindo em um detector UV-
vis (SPD-10A1; Shimadzu) e um detector de indice de refracio UV (RID-10Ai). Os acidos
foram analisados utilizando a coluna de exclusdo i6nica Shimadzu (Shim-pack SCR __101H,
7,9 mm x 30 cm) a uma temperatura de forno de 55 °C. Agua ultrapura acidificada (pH 2,1) foi

utilizada como fase moével a uma vazao de 0,6 mL/min. A identificacdo dos compostos foi
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realizada com base nos tempos de retencao dos padroes. Todas as amostras foram examinadas

em triplicata.

2.8 Eutanasia e coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados no ultimo dia de experimento apos jejum de 8 horas. No
momento da eutanasia os animais foram anestesiados com ketamina (150 mg/Kg) e xilazina (10
mg/Kg), seguido por decapitacdo de acordo com Pereira et al., (2015). A coleta do sangue foi
realizada em tubos contendo EDTA. Aliquotas de sangue total e plasma foram utilizadas para
analises hematoldgicas, parametros bioquimicos e inflamatérios. O intestino delgado e colon,
figado, baco, rim e linfonodos mesentéricos foram coletados, seus pesos totais e relativizados
calculados. Os 6rgao foram fragmentados e armazenados congelados a -80 °C para analises

posteriores ou fixados em formalina tamponada a 10% para anélise histologica.

2.9 Obtencao do lavado intestinal

A coleta do contetdo do colon foi feita de acordo com Yin et al., (2013) com pequenas
modificacdes. Foi realizada uma cuidadosa lavagem do limen com 5 mL de PBS estéril com
auxilio de uma seringa. O lavado obtido foi homogeneizado em vortex por 1 min, centrifugado
a 5000 rpm por 10 min e separado em aliquotas para armazenamento em -80 °C para analises

posteriores.

2.10 Parametros hematolégicos

A analise hematologica foi realizada nas amostras de sangue total. Foi realizada a
contagem global e diferencial de leucocitos, determinadas as concentracdes de hemoglobina,

hematocrito e plaquetas por meio de contador hematoldgico (Mindray®, modelo bc-5380).

2.11 Parametros bioquimicos séricos

Amostras de sangue total foram submetidas a centrifugacao a 1800 rpm para obtencao
do plasma e mantido a -80 °C até o momento das andlises. O plasma foi utilizado para a
avalia¢do do colesterol total e triglicerideos, utilizando kits enzimaticos comerciais (Labtest
Diagnoéstica LTDA, Brasil) seguindo os procedimentos recomendados pelo fabricante.

As amostras de plasma também foram utilizadas para a dosagem de CRP e LPS e as
amostras de lavado intestinal para a quantificagdo da IgA pelo método de ELISA- Enzyme-

linked Immunosorbent Assay, com kit de reagentes para detec¢ao quantitativa em camundongos
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(AFG Bioscience, Viena, Austria), conforme instrugdes do fabricante. A quantificacdo de IgA
foi corrigida pelo método de Bradford (Quatro G Biotecnologia — Porto Alegre — RS, Brasil).
As leituras das absorbancias foram feitas no espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific), no
comprimentos de onda 450 nm. Posteriormente, foi calculada a concentragdo de CRP, LPS e
IgA conforme as absorbancias encontradas para a curva padrao de cada um dos compostos. Os

dados foram expressos em ng/mL.

2.12 Analise histologica do colon e ileo

Colon e ileo foram utilizados para confeccionar as ldminas histologicas de acordo com
Cotter e Loda, (2017). Apos a eutandsia, os tecidos foram imediatamente fixados em formol a
10%. Apds fixacdo os tecidos foram submetidos a desidratagdo com gradiente crescente de
alcool (70, 80, 85, 90, 95 e 100%). Em seguida, submetidos ao processo de diafanizacdo, no
qual o alcool presente nos tecidos ¢ substituido por xilol, e logo em seguida, o processo de
impregnacdo, em que o xilol é substituido por parafina fundida em estufa a 60 °C.
Posteriormente foram confeccionados os blocos com os tecidos incluidos na parafina. Os cortes
teciduais (4 um) foram realizados utilizando um micrétomo e coradas usando um protocolo
padrdo de hematoxilina e eosina (HE), e azul de alcido. As imagens foram adquiridas usando
um microscopio trinocular Olympus CX31 (Olympus Optical Ltda. Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e camera (SC30 Color CMOS Camera for Light Microscopy, Olympus Optical Ltda.
Brasil, Sao Paulo, SP, Brasil) Pardmetros como altura e didmetro da cripta, altura e diametro da
vilosidade, nimero de células caliciformes, area do infiltrado linféide foram avaliados com o

auxilio do software ImageJ 2014 (Rasban, National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA).

2.13 Microscopia eletronica de varredura do célon e ileo

Amostras do célon e ileo foram retiradas e fixadas imediatamente em solucao karnovisk
(pH 7.2) por 24 h a 4 °C. Os tecidos foram lavados em tampdo cacodilato e em seguida
desidratados em um gradiente de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%). Apos a desidratacdo, foram
secos criticamente em didéxido de carbono liquido (Baltec, modelo CPD 030, Balzers, AG,
Liechtenstein). As amostras foram revestidas com ouro (Baltec, modelo SCD 050, Balzers, AG,
Liechtenstein) e examinadas utilizando um Microscopio Eletronico de Varredura (SEM; model

EVO 040, Carl Zeiss, Germany).

2.14 Analise de microbioma
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2.14.1 Coleta cecal

O conteudo cecal foi coletado e armazenado em criotubos esterilizados. Todos os passos
de manipulacio das amostras cecal foram feitos com instrumentos descontaminados e tomando-

se 0 maximo de cuidado possivel para evitar contaminagao cruzada.

2.14.2 Extraciao de DNA

As extragdes de DNA do contetdo cecal foram feitas utilizando o QIAmp DNA Stool
Mini Kit da marca QIAGEN, especifico para extragdo de DNA fecal, seguindo as
especificagdoes do fabricante. A concentragdo e a pureza do DNA extraido foram verificadas
usando um espectrofotometro Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). As
amostras de DNA extraido foram armazenadas a -20 °C para posterior uso na analise de

microbioma.

2.14.3 Sequenciamento

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi conduzido utilizando a plataforma Illumina
NextSeq 2000, com geracdo de leituras pareadas de 2 x 300 pb, direcionado a regido
hipervaridvel V3—V4 do gene 16S rRNA. A amplificacdo das amostras foi realizada com os
primers especificos 341F (CCTAYGGGRBGCASCAQ) e 806R
(GGACTACNNGGGTATCTAAT), ambos a 10 uM. Apds a amplificacdo, os produtos de PCR
foram purificados utilizando particulas magnéticas AMPure XP Beads (Beckman Coulter) para
remogao de primers e fragmentos indesejados. Na segunda PCR, foram adicionados os
adaptadores e indices especificos por meio do kit Nextera XT Index (Illumina), permitindo a
identificacdo de cada amostra no sequenciamento. Os produtos amplificados na segunda PCR
foram novamente purificados com AMPure XP Beads, garantindo a pureza das bibliotecas.
Ap0s a purificacdo, as bibliotecas foram quantificadas por NanoDrop e equalizadas para a
mesma concentracao, sendo posteriormente reunidas em um pool equimolar, composto por 5
pL de cada amostra. O pool final foi quantificado por qPCR, utilizando o KAPA Library
Quantification Kit (Roche), para determinagdo precisa da concentracdo em nanomolar (nM) e

realizagdo das diluigdes necessarias para o carregamento na plataforma de sequenciamento.

2.14.4 Analise bioinformatica do microbioma

O conjunto de dados do microbioma foi obtido apds o processamento de leituras brutas

com o pacote DADA2 R, resultando em uma tabela OTU com 97% de similaridade, juntamente
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com taxonomia ¢ metadados. A classifica¢ao taxondmica foi realizada usando o banco de dados
SILVA. Os dados foram analisados usando R (versao 4.3.0) com os pacotes phyloseq, tidyverse,
vegan (Oksanen et al., 2015), SpiecEasi (Kurtz et al., 2017) e microeco (Liu et al., 2021a). A
tabela OTU foi filtrada para leituras baixas com um limite de soma de 100.

A composicao da comunidade microbiana foi visualizada usando graficos de barras de
abundancia relativa. As contagens de OTU foram agregadas no nivel do filo, transformadas em
abundancias relativas dentro das amostras e plotadas usando ggplot2 (Wickham, 2011), com
uma paleta de cores personalizada aplicada aos filos. As amostras foram agrupadas por
condi¢des de tratamento: controle, tratamento com antibidticos e levedura microencapsulada
apos o tratamento com antibidticos para comparagao.

A diversidade e a estrutura da comunidade foram avaliadas usando Analise de
Correspondéncia Destendenciada (DCA) e PERMANOVA. A funcdo decorana de vegan foi
aplicada para avaliar a ordenagdo, ¢ PERMANOVA foi realizada com a func¢do adonis2 para
quantificar o efeito dos grupos de tratamento na composi¢do da comunidade microbiana. Os
resultados foram visualizados com graficos de dispersdo, incluindo elipses de confianga e
anotagdes para estatisticas F e valores de p.

A andlise de rede foi conduzida para explorar associagdes microbianas usando o
algoritmo SparCC implementado no SpiecEasi. Taxons com abundancias >500 foram retidos
para a construcdo da rede. Correlagdes com valores absolutos >0,8 foram incluidas na matriz
de adjacéncia, que foi convertida em um objeto igraph para visualizagdo. A abundancia média
transformada em CLR, tamanhos de ndés em escala e cores de nds representaram géneros
taxonomicos. As bordas foram coloridas com base em sinais de correlagdo, com correlagdes
positivas e negativas indicadas por verde e rosa, respectivamente. As métricas de rede,
incluindo grau médio, densidade e coeficiente de agrupamento, foram calculadas e anotadas no
grafico de rede

A analise LEfSe foi realizada usando o pacote microeco para identificar biomarcadores
que diferenciaram os grupos de tratamento. Os resultados foram visualizados com graficos de
barras LDA com limite de 3,5 LDA-score, e um mapa de calor foi produzido representando os

20 géneros mais abundantes, destacando padrdes taxondmicos entre as amostras.

2.15 Analise estatistica

Todos os valores foram expressos como média + desvio padrao (DP). Os dados foram

submetidos a analise de variancia (ANOV A one-way) e as médias foram comparadas por meio
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do teste de Tukey com nivel de significancia de p<0.05. Para os dados ao longo do tempo foram
realizadas andlises de area sob a curva. O software Prisma 9.0 foi utilizado para todas as

analises.

3 Resultados
3.1 Contagem populacional dos microrganismos nas fezes

O plaqueamento foi realizado no intuito de verificar se a populacdo de enterobactérias
aumentava conforme administrada a vancomicina, visando confirmar a indu¢ao de disbiose.
Além disso, as populacdes de bactérias totais e leveduras também foram monitoradas (Figura
1). A populacao de enterobactérias (Fig 1 A e B) aumentou com a administragdo do antibidtico,
atingindo valores de 10® log UFC/mL ao fim do tratamento, enquanto no controle essa
populacio se manteve em torno de 10*log UFC/mL. Apés a interrupcdo da administracdo do
antibiotico, a populacdo de enterobactérias dos grupos GD e YG seguiu a tendéncia de retorno
a normalidade, atingindo valores semelhantes ao controle CG apo6s 2 semanas. Ja para a
populacdo de bactérias totais (Fig 1 C e D) foi observado comportamento contrario ao das
enterobactérias, apresentando queda com a administragdo da vancomicina e aumento bastante
pronunciado logo ap0s a interrup¢do do tratamento, seguida de normaliza¢cdo apos 2 semanas.
Em linhas gerais, as populacdes bacterianas foram fortemente afetadas pelo uso do antibiotico,
permanecendo mais elevadas apos o tratamento, tendo em vista os dados de area sob a curva,

com retorno aos niveis do controle ap6s as 2 semanas.
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Figura 1 - Contagem populacional dos microrganismos nas fezes.
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Diferentes letras minusculas denotam diferenga (p<0,05) entre tratamentos de acordo com o teste de
Tukey. A e B - populacdo de enterobactérias; C e D - populac@o de bactérias totais; E e F - populacao
de leveduras.

Em relagdo a populagdo de leveduras (Fig 1 E e F), para os grupos CG e DG nao foi
possivel determinar a contagem de células devido a baixa populacdo, com valores abaixo de
10?log UFC/mL. Para o grupo YG, o qual recebeu a P. kluyveri microencapsulada na populagio
107 log UFC/mL, encontrou-se uma populacdo nas fezes na ordem de 10° log UFC/mL,
demonstrando uma alta viabilidade durante a passagem pelo TGI do animal. A levedura

observada no plaqueamento das fezes foi isolada e submetida a uma identificagao por MALDI-
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TOF. A andlise confirmou com score de 2.071 para P. kluyveri. Confirmando que a levedura
presente nas fezes do grupo YG se trata realmente da levedura administrada na forma

microencapsulada.

3.2 Parametros corporais, hematologicos e bioquimicos dos animais experimentais

As caracteristicas corporais, hematoldgicas e bioquimicas dos grupos sao apresentadas
na Tabela 1. Para a maioria dos parametros avaliados, os resultados foram semelhantes entre os
tratamentos. Dentre as alteragdes, ¢ possivel observar que a vancomicina resultou em um
aumento do peso do baco, diminui¢do do peso do rim, aumento da contagem de leucocitos totais
e linfocitos no grupo GD. No entanto, YG, tratado com a levedura, foi capaz de restabelecer a
condi¢do do bacgo e linfocitos a valores semelhantes ao controle CG. Estes achados indicam
impacto da disbiose sobre parametros imunoldgicos e um possivel efeito restaurador da

levedura.

Tabela 1 - Visao geral dos parametros fisioldgicos, hematologicos e bioquimicos dos grupos

experimentais
Grupos experimentais
Variaveis
Controle Disbiose Levedura
Peso corporal inicial (g) 23.59+1.48a 23.22+1.57a 23.63+2.32a
Peso corporal final (g) 2431+198a 2398+1.82a 2523+ 1.84a
Ingestdo (g) 15.08£3.16a 1448 £+3.96a 15.88+3.19a
Figado (mg/g) 52.83+£3.46a 49.68+3.79 a 48.38+4.04 a
Baco (mg/g) 3.69+0.56 a 4.18+0.30b 342+029a
Rim (mg/g) 821+£0.55a 7.37+0.70 b 7.33£0.56Db
Gordura visceral (g) 0.25+0.13a 0.23+0.07a 0.23+0.06a
Indice ifnag‘}g“idade 1.05£0.5a 0.95+029a 0.92+0.26a
WBC (10°/uL) 5.17+1.88a 6.79+1.57b 6.94+1.76 b
Neutrofilos % 5.72+120a 4.87+0.87 a 5.63+0.50a
Linfocitos % 79.49+4.02a 84.06+4.69b 79.12+3.07 a
Monocitos % 12.70+2.04 a 10.66 +2.52 a 1223 +1.65a
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Eosinofilos % 0.29+0.27a 0.25+0.33a 0.38+0.34a
Basofilos % 046+0.13a 0.56+0.16a 0.46+0.18 a

RBC (10%uL) 948+321a 10.05+293a 10.50+2.50 a
Hemoglobina (g/dL) 1422+425a 1456 +4.07 a 15.08+3.31 a
Hematocrito % 4414+ 1531 a 4587+ 1441 a 4753+ 11.72a
Plaquetas (10*/uL) 399.2+121.2a 415.7+1455a 491.5+140.0a
Colesterol (mg/dL) 88.44+17.85a 9335+ 15.74a 105.7+ 1591 a
Triglicerideos (mg/dL) 109.4+53.54a 90.22 + 58.56 a 102.6 +51.87a

Média + desvio padrdo. Diferentes letras minusculas na mesma linha denotam diferenga (p<0,05) entre
tratamentos de acordo com o teste de Tukey. WBC - Globulos Brancos; RBC - Glébulos Vermelhos.

De maneira interessante, a glicemia de jejum foi semelhante entre os grupos, porém os
resultados do teste de tolerdncia intraperitoneal a glicose, mostram que o tratamento com a
levedura foi capaz de melhorar a sensibilidade a insulina visto pelos menores valores glicémicos
ao longo do tempo e reducdo de 52% da éarea sob a curva (YG, 2380 + 1095, p =0.0138), quando
comparado ao CG (4788 +1526) e DG (4958 + 1789) (Figura 2).

Figura 2 — Avaliacdo da homeostase glicémica
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Glicemia de jejum (A) e teste de tolerancia a intraperitoneal a glicose (IPGTT), B e C. Diferentes letras
minusculas denotam diferenca (p<0.05) entre tratamentos de acordo com o teste de Tukey.

3.3 Alteracdo da microbiota intestinal por antibiotico

A andlise da composicao dos grupos microbianos com abundancia relativa dos

filos variou entre os grupos (Figura 3). No grupo controle, as comunidades microbianas foram
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dominadas por Bacillota e Bacteroidota, com composi¢ao estdvel e representagdo menor de
outros filos. No grupo disbiose, houve uma reducdo acentuada na diversidade microbiana,
caracterizada por um declinio em Bacillota e aumento da abundancia relativa de
Verrucomicrobiota e Patescibacteria. Filos menores, como Deferribacterota, também
aumentaram neste grupo em comparagdo com o controle, indicando uma mudanga significativa
na composi¢cdo microbiana apds a exposicdao ao antibidtico. O grupo tratado com a levedura
exibiu composic¢ao diferente tanto de CG, quanto de GD. A administragdo de P. kluyveri levou
a um aumento pronunciado de Verrucomicrobiota, Pseudomonadota e Bacteroidota, ¢ uma

diminui¢ao drastica de Bacillota, dominante nos outros grupos.

Figura 3 - Abundancia relativa de filos microbianos em todos os grupos de tratamento.
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O grafico de barras representa a abundancia relativa de filos microbianos em amostras agrupadas por
condi¢des de tratamento: Controle, Disbiose e Levedura. Cada barra corresponde a uma amostra, e as
cores indicam diferentes filos microbianos, conforme mostrado na legenda.

]

A andlise de correspondéncia destendenciada (DCA) revelou um agrupamento distinto
de comunidades bacterianas intestinais entre os grupos (Figura 4). Controle e disbiose exibiram
distribui¢cdes sobrepostas, mas separadas, enquanto o grupo tratado com levedura formou um

cluster distinto, indicando uma mudanga notavel na composi¢do microbiana.
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Figura 4 - Analise de Correspondéncia Destendenciada (DCA) de comunidades bacterianas
intestinais em grupos tratados e de controle.
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O grafico mostra a separagdo de comunidades bacterianas com base em tratamentos experimentais:
Controle, Disbiose e Levedura. Cada ponto representa uma amostra, com cores indicando grupos de
tratamento. Elipses de confianga destacam o agrupamento de amostras dentro de cada grupo. Os
resultados da PERMANOVA (F = 13,516, p = 0,001) indicam diferengas significativas na composigao
microbiana entre 0s grupos.

O teste PERMANOVA confirmou diferencgas significativas na estrutura da comunidade
microbiana entre os grupos (F = 13,516, p = 0,001). O grupo controle apresentou maior
dispersdo, sugerindo uma comunidade microbiana mais diversificada, enquanto o grupo
disbiose foi mais compacto, refletindo a diversidade reduzida apds o tratamento com
antibioticos. O grupo tratado com levedura foi distinto dos outros grupos, sugerindo que a
levedura com atributos probidticos induziu uma composi¢d@o microbiana Unica.

A andlise do mapa de calor dos 20 géneros bacterianos mais abundantes revelou
diferencas distintas na composi¢do microbiana entre os grupos (Figura 5). O agrupamento
hierarquico aplicado a amostras e géneros destaca padrdes de abundancia microbiana. O

gradiente de cores varia de azul (baixa abundancia) a vermelho (alta abundéancia), com
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agrupamento aplicado a linhas e colunas para destacar semelhangas na composi¢do microbiana.
As amostras do grupo de leveduras exibiram um padrao de agrupamento distinto, com
abundancias relativas aumentadas de Akkermansia, Blautia, Klebsiella e Parabacteroides em
comparagdo com os outros grupos. Em contraste, o grupo de disbiose mostrou um aumento
acentuado em géneros potencialmente patogénicos, como Agathobaculum e
Lachnoclostridium, juntamente com uma redugdo geral em bactérias benéficas, como
Akkermansia. Isso sugere que o tratamento com antibidticos levou a um estado disbiotico
caracterizado por uma super-representacao de bactérias potencialmente oportunistas. O grupo
controle exibiu uma composi¢ao a nivel de género relativamente semelhante a disbiose, com
representacdo moderada de multiplos géneros, incluindo Roseburia € o grupo xylanophilum. O
que indica que apds 2 semanas da interrup¢ao do tratamento com o antibidtico a microbiota

tende a retornar as condi¢oes de normalidade.
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Figura 5 - Mapa de calor dos 20 géneros mais abundantes em todos os grupos de
tratamento.
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O mapa de calor ilustra a abundancia relativa dos 20 géneros bacterianos mais abundantes em amostras
agrupadas por tratamento: Controle, Disbiose e Levedura. As linhas representam géneros bacterianos e
as colunas representam amostras individuais agrupadas por condi¢do experimental. O gradiente de cores
varia de azul (baixa abundancia) a vermelho (alta abundéncia), com agrupamento aplicado a linhas e
colunas para destacar similaridades na composi¢do microbiana.
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A analise de tamanho de efeito (LEfSe) da Andlise Discriminante Linear (LDA)
identificou tadxons bacterianos que foram significativamente associados a cada grupo de
tratamento: controle, disbiose e levedura (Figura 6). Os biomarcadores identificados foram
filtrados para escores LDA acima do limite de 3.2, destacando taxons diferencialmente
abundantes em cada grupo. O grupo controle foi caracterizado por um enriquecimento de
Bacillota, particularmente Clostridia, com representantes notaveis, incluindo Lachnospirales,
Lachnospiraceae e Oscillospiraceae. Géneros como Colidextribacter, grupo [Eubacterium]
xylanophilum, Roseburia, Intestinimonas, Butyribacter e Oscillibacter também foram
significativamente associados ao grupo controle.

No grupo disbiose, os biomarcadores incluiram membros do filo Patescibacteria,
particularmente Candidatus Saccharimonas, Saccharimonadia, Saccharimonadales e
Saccharimonadaceae, sugerindo que o tratamento com vancomicina favoreceu esses taxons.

Além disso, as familias Agathobaculum e Butyricicoccaceae foram enriquecidas neste grupo.
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Figura 6 - Anélise LEfSe de taxa bacteriana intestinal em grupos tratados e de controle.
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A figura mostra as pontuacdes da Andlise Discriminante Linear (LDA) para taxa bacteriana
significativamente associada a cada grupo de tratamento: Controle, Disbiose e Levedura. As barras
representam taxa com uma pontuagdo LDA acima do limite de 3.2

O grupo tratado com levedura enriqueceu Bacteroidota e Verrucomicrobiota,
aumentando notavelmente Parabacteroides, Parabacteroides goldsteinii e Akkermansia. Além
disso, membros da classe Gammaproteobacteria, incluindo Enterobacterales,
Enterobacteriaceae e os géneros Enterobacter, Klebsiella e Escherichia-Shigella, foram

significativamente associados a este grupo.
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3.4 Quantificacio de acido latico e acidos graxos de cadeia curta

A quantificagdao dos acidos latico, butirico, acético e propionico sao apresentados na
Figura 7. Em resumo, observou-se que o grupo GC apresentou a maior (0.1028 + 0.02, p =
0.0001) quantidade de acido latico quando comparado com os grupos DG (0.0771 £0.01) e YG
(0.0420 + 0.01). Em relacdo ao acido butirico, o grupo YG foi o que apresentou as maiores
concentracgoes (41.46 + 1.87, p = 0.0001). No que se refere aos acidos acético e propidnico,

ambos ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos.

Figura 7 - Quantificacdo de acido latico e acidos graxos de cadeia curta.
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Diferentes letras mintsculas denotam diferenga (p<0,05) entre tratamentos de acordo com o teste de
Tukey. A - acido latico; B - 4cido butirico; C - acido acético; D - acido propidnico.

3.5 Quantificacio de IgA, CRP e LPS
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Os niveis de imunoglobulina A (IgA), proteina C reativa (CRP) e lipopolissacarideos
(LPS) sao apresentados na Figura 8. Em resumo, observou-se que o uso da vancomicina
resultou em maiores niveis de CRP (16.08 + 1.59, p = 0.0406) e menores niveis de IgA (2769
+ 1098, p=0.0141). No entanto, o grupo YG apresentou valores semelhantes ao controle tanto

para IgA quanto para CRP. LPS ndo apresentou variagao.

Figura 8 — Quantificagcdo de IgA, CRP e LPS.
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Diferentes letras minusculas denotam diferenga (p<0,05) entre tratamentos de acordo com o teste de
Tukey. A - quantificacdo de IgA; B - quantificagdo de CRP; C - quantificagdo de LPS.

3.6 Alteracdes histologicas apos exposicao ao antibidtico

As avaliagdes morfofuncionais do ileo e célon sdo apresentadas nas Figuras 9 e 10,
respectivamente. Os parametros avaliados para o ileo foram altura e didmetro da vilosidade e
da cripta e espessura da musculatura lisa. Além disso, foi calculada a relagdo vilosidade/cripta.
O uso da vancomicina ocasionou a diminuicdo do tamanho das vilosidades do ileo (100.1 +
11.29, p = 0.0011) (Fig 9 A e D). Apesar da altura e didmetro da cripta ndo apresentarem
variacao entre os grupos, a relagdo vilosidade/cripta evidenciou menores valores para DG (2.56
+ 0.20, p = 0.0069). A espessura da musculatura circular do ileo também ndo apresentou
variagdo entre os grupos. Ja os pardmetros avaliados para o célon foram altura e didmetro da
cripta, altura do musculo, nimero de células caliciformes e drea de infiltrado linféide. Altura
(99.13 + 13.34, p = 0.0006) e diametro (28.44 + 2.54, p = 0.0010) da cripta apresentaram
redugdo com a administragdo de vancomicina. Além disso, também foi observado aumento no
numero de células caliciformes (7.87 = 1.73, p =0.0088) e aumento da area do infiltrado linfoéide
(29.23 +24.71, p = 0.0191) para o grupo GD. No entanto, a levedura foi capaz de restaurar o
tecido as condi¢cdes normais encontradas no controle, regulando o nimero de células

caliciformes e reduzindo a area do infiltrado linfoide.
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Figura 9 — Avaliagdo de lesdes fisicas no epitélio intestinal (ileo).
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Figura 10 — Avaliacdo de lesdes fisicas no epitélio intestinal (c6lon), area de infiltrado linfoide
e quantificagcdo de células caliciformes.
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Além das imagens histologicas convencionais, também foram realizadas micrografias
eletronicas de varredura para observagodes ultraestruturais da superficie do epitélio do colon
(Figura 11). No grupo CG ¢ possivel identificar um epitélio preservado, com integridade
estrutural e morfologia intacta, sem sinais de altera¢des (Fig 11 A e D). Enquanto o grupo DG,

observa-se desorganizagao da superficie do epitélio, caracterizada pela irregularidade do tecido
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destacados pelas setas (Fig 11 B e E). Ja para o grupo YG, verifica-se o restabelecimento da
organizagao epitelial, com a estrutura da superficie retornando a um padrao semelhante ao do
grupo controle (Fig 11 C e F). Além disso, a adesao de células de levedura ao epitélio ¢ visivel,
destacada pelo asterisco, indicando uma possivel interagdo direta e potencialmente benéfica
com o tecido coldnico.

Figura 11 — Micro dura
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A e D: grupo controle; B e E: grupo disbiose; C e F: grupo levedura.

4 Discussao

O uso de antibioticos por um longo periodo pode causar desequilibrio na microbiota
intestinal levando a disbiose e resultar em condigdes patoldgicas (Cui et al., 2020; Overeem;
Van Soest; Blankenstein, 2008) como doenca inflamatoria intestinal, obesidade, resisténcia a
insulina e distirbios alérgicos (Munyaka; Khafipour; Ghia, 2014; Pascal et al., 2018). Os
probiodticos apresentam-se como uma estratégia ndo farmacologica para tratamento de
disfungdes da microbiota intestinal, podendo substituir a terapia com antibidticos e ainda tratar
os seus efeitos deletérios (Lukasik et al., 2024). Os probidticos conseguem modular a
microbiota, melhoram a integridade da barreira intestinal e estimulam positivamente a
imunidade intestinal e sistémica (Wang et al., 2021). O presente trabalho teve como objetivo
tratar disbiose induzida por vancomicina utilizando a nova cepa com atributos probidticos, P.
kluyveri CCMA 0615, na sua forma microencapsulada. A escolha da vancomicina foi baseada
no seu modo de acdo. Este antibiotico inibe a sintese da parede celular de bactérias Gram-

positivas (Chang et al., 2017), levando assim ao choque osmotico e a lise celular desses
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microrganismos (Dinu et al., 2020). A reducdo da populagao de Gram-positivos favorece ao
desbalan¢o da microbiota, com o aumento de bactérias Gram-negativas, o que predispde o
aparecimento de microrganismos patogénicos, caracterizando a disbiose e tornando o ambiente
intestinal mais imunogénico, devido a alta carga de lipopolissacarideo (Brenchley e Serrano-
Villar, 2024).

Como esperado, no presente estudo, observou-se um aumento significativo da
populacdo de enterobactérias com a administragdo da vancomicina por duas semanas,
confirmando a inducao de disbiose pelo modelo. Estudos mostram que o uso da vancomicina
pode alterar a composi¢ao da microbiota intestinal, alterando sua funcionalidade e aumentando
o risco do aparecimento de microrganismos potencialmente patogénicos, resultando em
disbiose (Brenchley e Serrano-Villar, 2024). Portanto, tendo em vista os indicios da inducao da
disbiose, investigou-se a repercussao dessa condi¢do sobre a saide intestinal e geral destes
animais e a capacidade da levedura P. kluyveri CCMA 0615 em tratar/atenuar estes efeitos
deletérios.

Em relacdo aos parametros fisioldgicos do animal, observou-se que a vancomicina
aumentou o peso do baco, a contagem de leucdcitos totais e linfocitos. E possivel que estas
alteragdes possam estar relacionadas a respostas imunoldgicas promovidas pela alteragdo da
microbiota intestinal. J& a reducdo do peso do rim estd possivelmente relacionada a
nefrotoxicidade da vancomicina, efeito ja conhecido e demonstrado em diferentes estudos
(Finch et al., 2017; Pais et al., 2020).

O bago ¢ um 6rgao linfoide secundario e responde a presenga de antigenos na circulacao
sanguinea, promovendo a ativagdo e expansao clonal de linfécitos. Esse processo ocorre por
meio de um aumento na populagdo de células reticuloendoteliais dentro do baco e, como
resultado, a atividade imunoldgica aumentada pode estar associada ao aumento do volume do
orgao (Suttorp e Classen, 2021). Além do efeito sobre o bago, 0 aumento na contagem de
leucoécitos totais e linfocitos, reforcam a existéncia de uma resposta imunoldgica a disbiose.
Diferentes subconjuntos e fungdes de células imunes podem ser alterados pela disbiose
intestinal induzida por antibidticos (Sato et al., 2016). A perturbacdo da microbiota causada
pelo farmaco, afeta a producdo de compostos bioativos pela microbiota e maior presenga de
moléculas imunogénicas, o que leva a alteragdo do microambiente de citocinas no intestino e
consequentemente impacta no sistema imune local e sistémico (Scott et al., 2018). De maneira
interessante, a utilizagdo da levedura com propriedades probioticas levou a normalizagdo, com
retorno do baco e linfocitos a condigao basal. Este efeito pode estar associado a modulagao da

microbiota pos disbiose € por mecanismos de interagdo direta com o epitélio intestinal.
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Outra evidéncia interessante do efeito da levedura foi observada no ensaio de tolerancia
a glicose. Este teste ¢ uma ferramenta de diagnostico utilizada para avaliar a capacidade do
corpo de metabolizar glicose, indicando a sensibilidade do individuo a insulina, auxiliando
assim no diagndstico de condi¢des como diabetes (Jagannathan et al., 2020). No presente
estudo, a administragdo da levedura P. kluyveri levou a uma melhora da sensibilidade a insulina
no animal, visto a reducao do indice glicEémico ao longo do tempo. Este resultado aponta para
a capacidade antiglicemiante e antidiabética da levedura. O mecanismo associado
possivelmente envolve a modulacao da microbiota com presenca de grupos microbianos que
promovem a regulacdo do metabolismo energético, tais como o género Akkermansia. Estudos
realizados por Yoon et al., (2021), mostraram que A. muciniphila aumenta a secre¢cao de GLP-
1 em camundongos, o que € crucial para a regulagdo do metabolismo da glicose, pois o GLP-1
melhora a captacao de glicose pelas células e reduz a secregdo de glucagon. Os autores também
observaram que os camundongos alimentados com dieta rica em gordura que foram tratados
com A. muciniphila apresentaram uma tolerancia a glicose significativamente melhorada. Em
outro estudo conduzido por Zhang et al., (2021a), os autores observaram que uma menor
abundancia de 4. muciniphila estava associada ao aumento da resisténcia a insulina e ao
comprometimento do metabolismo da glicose.

Os resultados observados sobre os parametros fisiologicos e imunoldgicos indicam a
presenca da disbiose causada pela vancomicina e algum efeito modulador da levedura. Portanto,
para elucidar os impactos sobre a microbiota intestinal investigou-se por meio da andlise de
microbioma do conteudo cecal o perfil microbiano para os diferentes tratamentos. Como
mencionado anteriormente, a vancomicina altera a microbiota intestinal e favorece o
crescimento de Gram-negativos, o que inclui muitos patdgenos oportunistas (Dinu et al., 2020).
A analise de microbioma mostrou que o grupo disbiose apresentou maior abundancia de
géneros potencialmente patogénicos, como Agathobaculum e Lachnoclostridium, juntamente
com uma redu¢do geral em microrganismos benéficos do filo Bacteroidota e do género
Akkermansia. Além desses grupos, também foi confirmada a presenga de Candidatus
saccharimonas, caracterizando o grupo disbiose. C. saccharimonas estd frequentemente
aumentado em condi¢des inflamatdrias intestinais, como doenga de Crohn e colite ulcerativa,
sugerindo ser um marcador importante da condi¢cdo de disbiose (Cruz et al., 2020). Algumas
pesquisas apontam um aumento de C. saccharimonas em individuos com obesidade e diabetes
tipo 2, o que pode indicar um envolvimento na regulacdo do metabolismo energético e
inflamacao de baixo grau associada a essas doencas (Ouyang et al., 2024; Ye et al., 2024). Em

relagdo ao grupo tratado com a levedura, apresentou maiores abundancias dos grupos
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Verrucomicrobiota, Pseudomonadota e Bacteriodota, caracterizado pelo aumento de
microrganismos do género Blautia, Akkermansia e por Parabacteroides goldsteinii. P
goldsteinii ¢ uma espécie de bactéria Gram-negativa que pertence ao filo Bacteroidota. Essa
bactéria comensal ¢ encontrada principalmente no trato gastrointestinal de mamiferos,
incluindo seres humanos, e desempenha um papel importante na satde digestiva (Lai et al.,
2022). Estudos mostram que a associacao negativa de P. goldsteinii com indices de obesidade
e inflamagdo, como niveis elevados de glicose e TNF-a, sugere-se que essa bactéria pode ser
um regulador chave da homeostase metabolica e inflamatoéria no organismo. Além disso, sua
capacidade de reduzir a inflamagao hepatica e melhorar a permeabilidade intestinal em modelos
animais reforca seu potencial terapéutico (Cui et al., 2022; Lai et al., 2022).

No que se refere aos microrganismos dos géneros Blautia e Akkermansia, os efeitos
benéficos sdo dependentes das espécies (Chanda; Jiang; Liu, 2024; Yang et al., 2020b). 4.
muciniphila ¢ uma bactéria degradadora de mucina e a principal representante do filo
Verrucomicrobiota. Ela reside na camada de muco do intestino grosso, onde estd envolvida na
manuten¢do da integridade intestinal (Karcher et al., 2021) através da restauragdo da espessura
da camada de muco, proteinas “tight junction” e producdo de antimicrobianos e bioativos
especificos com propriedades anti-inflamatérias (Ioannou et al., 2025; Plovier et al., 2017).
Estudos mostram que a abundancia Akkermansia no trato intestinal ¢ inversamente
correlacionada a varios estados de doenca, ou seja, organismos que apresentam algum tipo de
doenga ou patologia intestinal podem exibir populacdes menores de microrganismos desse
género (Geerlings et al., 2018; He et al., 2024).

Blautia ¢ um género de bactérias anaerobicas, pertencente ao filo Bacillota, que habitam
naturalmente a microbiota intestinal humana. Estudos recentes, embora ainda um pouco
controversos, destacam seu potencial benéfico (Chanda; Jiang; Liu, 2024; Sakaguchi et al.,
2024). Os estudos sugerem que as espécies do género Blautia possuem potencial probidtico
devido a sua capacidade de produzir bacteriocinas, que inibem bactérias patogénicas, e seu
papel na saude metabolica, incluindo associacdes com reducao do acumulo de gordura visceral
(Liu et al., 2021b). A pesquisa realizada por Holmberg et al., (2024), demonstrou que Blautia
coccoides ajuda a manter a funcdo do muco coldnico em dietas com baixo teor de fibras,
secretando acidos graxos de cadeia curta, que estimulam o crescimento do muco e melhoram a
integridade da barreira intestinal. Em outro estudo conduzido por Shibata et al., (2023), os
resultados mostram que a administragdo de B. hansenii reduziu o acimulo de gordura visceral

e melhorou a homeostase da glicose, sugerindo seu papel potencial no combate a obesidade.
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A presenga de enterobactérias como Escherichia coli e géneros como Enterobacter,
Klebsiella e Escherichia-Shigella, ainda sao visiveis no microbioma do grupo tratado com a
levedura, indicando possivel resquicio do perfil Gram-negativo da disbiose que ainda esta no
processo para ser completamente resolvida. E. coli e outros membros do género Klebsiella,
apesar de serem reconhecidas por suas cepas patogénicas, sdo considerados microrganismos
comensais € comumente presentes na microbiota intestinal humana (Da Silva et al., 2023;
Hudson et al., 2022). Além disso, algumas cepas de E. coli podem exibir propriedades
benéficas. A pesquisa realizada por Chen et al., (2023), mostrou o papel da E. coli comensal na
promocdo da recuperagdo das células epiteliais do colon. O estudo descobriu que os efeitos
benéficos estdo relacionados a ativagdo do receptor de peptideo formil 2 (Fpr2) nas células
epiteliais, sugerindo um mecanismo pelo qual a E. coli comensal contribui para a satde
intestinal. Em outro estudo realizado por Da Silva et al., (2023), os pesquisadores conduziram
uma analise detalhada da cepa comensal de E. coli CECI1S5, avaliando seu potencial como
probidtico. O estudo destacou a capacidade da CEC15 de modular a microbiota intestinal,
fornecer efeitos protetores e anti-inflamatérios e reforgar a barreira intestinal. Essas descobertas
sugerem que a CEC15 pode ser eficaz contra condigdes como a mucosite intestinal induzida
por 5-fluorouracil.

No que se refere ao filo Bacteroidota, anteriormente conhecido como Bacteroidetes
(Oren, 2024), este filo compreende uma porcao significativa da microbiota intestinal tanto em
humanos quanto em camundongos. Essas bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos
e anaerobicas, desempenham papeis cruciais no metabolismo de fibras, na produgdo de
metabolitos benéficos e na regulagdo da resposta imunologica (Tufail e Schmitz, 2024). Estudos
laboratoriais revelaram que algumas cepas do género Bacteroides, como por exemplo B.
caccae, B. intestinalis e B. fragilis, possuem propriedades anti-inflamatdrias e na manutengao
da barreira epitelial (Hiippala et al., 2020; Li et al., 2023). Esses resultados provam que o
tratamento com antibidticos perturba a estrutura da comunidade microbiana, reduzindo a
diversidade e favorecendo tdxons reconhecidamente associados a condig¢des patologicas. A
introducdo da levedura com atributos probidticos parece mitigar algumas dessas mudangas,
promovendo a recuperagdo de grupos microbianos importantes, além de promover o
crescimento de outros grupos benéficos que ndo estdo presentes no tratamento controle,
demonstrando um perfil microbiano tnico.

Em sintese, a levedura demonstrou ser capaz de influenciar positivamente a microbiota
intestinal, o que pode ter repercussdes também sobre o sistema imunoldgico e na estrutura fisica

do epitélio intestinal. Tendo em vista o impacto da levedura sobre a composi¢ao da microbiota,
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investigou-se os acidos graxos produzidos pela microbiota e os impactos sobre o sistema imune
e epitélio intestinal.

Em relagdo aos acidos organicos presentes nas fezes, o acido latico encontrado em cada
grupo experimental esta de acordo com as propor¢des de microrganismos do filo Bacillota, uma
vez que CG foi o grupo que apresentou as maiores abundancias, enquanto o grupo YG
demonstrou redugdo drastica na abundancia desse filo. O filo Bacillota inclui a ordem
Lactobacillales, comumente referida como bactérias do acido lactico (LAB), que abrange
géneros como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus € Pediococcus. Esses
géneros de LAB sdo caracterizados por seu metabolismo fermentativo, convertendo agucares
principalmente em acido lactico (Tang; Huang; Yao, 2023). Portanto, a menor concentragdo de
acido latico no tratamento com a levedura vai de encontro a menor abundancia do filo Bacillota.

J& para o acido butirico, as maiores concentragdes foram observadas para o grupo YG
podem estar relacionadas ao aumento da abundancia de microrganismos dos géneros Blautia ¢
Akkermansia. Algumas espécies de Blautia, como B. hansenii e B. producta, sao conhecidas
por produzirem acido butirico (Mao et al., 2023; Ozato et al., 2022). Estudos realizados por
Sanna et al., (2019), relataram que o 4cido butirico produzido por microrganismos intestinais
como A. muciniphila poderia promover células  para secretar insulina e entdo regular a glicose
no sangue. O acido butirico € um acido graxo de cadeia curta (SCFA) produzido principalmente
no colon por meio da fermentacdo de fibras alimentares pela microbiota intestinal, que
desempenha um papel crucial na manutencdo da satide gastrointestinal e tem sido associado a
varios beneficios sistémicos (Jackson et al., 2024). Seus efeitos benéficos abrangem desde a
restauracdo ¢ manutengdo da integridade da mucosa intestinal até a modulacdo de processos
inflamatorios, promovendo uma resposta anti-inflamatéria que pode prevenir doencas
inflamatorias intestinais e cancer. Além de servir como fonte de energia para as células
epiteliais intestinais, o butirato influencia a regulacao da apoptose, facilitando a eliminagado de
células danificadas ou anormais (Chen e Vitetta, 2020; Maiuolo et al., 2024; Sun et al., 2024;
Xu et al., 2017).

As mudangas na composi¢do da microbiota promovida pela levedura P. kluyveri com
aumento dos grupos Blautia, Akkermansia e Parabacteroides, com destaque para P. goldsteinii,
juntamente ao aumento da producdo de butirato podem explicar a melhora na sensibilidade a
insulina visto pela reducdo dos indices glicémico apds a administragdo da glicose
intraperitoneal. Estes achados em conjunto apontam para um potencial desta levedura em
aplicagdes terapéuticas que visam a prevencao e tratamento de distirbios metabolicos, como a

obesidade e diabetes.
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No que diz respeito a varidveis imunologicas, verificou-se que a disbiose induzida pelo
antibiotico levou a reducao da IgA secretoria presente no lavado intestinal e aumento dos niveis
da CRP no sangue. Ambos sdao componentes essenciais do sistema imunologico, cada um
desempenhando papeis distintos. IgA ¢ crucial para a imunidade da mucosa intestinal e
neutralizagdo de patdégenos (Ding et al., 2022), enquanto CRP ¢ um participante-chave na
resposta de fase aguda a inflamacao, atuando como um biomarcador ¢ mediador de respostas
imunologicas. Ambas as moléculas estdo envolvidas em interagdes complexas que contribuem
para os mecanismos de defesa do corpo contra infecgdes e condi¢des inflamatorias (Zhou et al.,
2024). O aumento nos niveis de CRP observados neste trabalho podem ser correlacionados ao
crescimento abundante de enterobactérias durante o tratamento com vancomicina. Este
desequilibrio na microbiota pode ter resultado em um estado pré-inflamatorio no intestino
ocasionando elevados niveis de CRP circulatorios (Liu et al., 2020).

Ao induzir uma disbiose intestinal ¢ esperado que os niveis de IgA aumentem para
combater a ameaca, no entanto o grupo DG apresentou redugdo na secrecdo dessa
imunoglobulina no limen intestinal. Estudos realizados por Ray et al., (2021), também
verificaram baixos niveis de IgA ao administrar vancomicina em modelo animal. A utiliza¢do
da vancomicina, um antibiotico de amplo espectro, leva a redu¢do critica da diversidade
bacteriana, especialmente eliminando bactérias Gram-positivas, como algumas espécies chaves
do filo Bacteroidota (Taitz et al., 2025). O que compromete a defesa da mucosa intestinal e
torna o intestino mais suscetivel a infecg¢des. Espécies de Bacteroides sdo importantes para a
modulagdo do sistema imunologico levando a inducao da secre¢do de IgA (Rajput et al., 2023).
O estimulo a secrecao de IgA intestinal se da por meio de interagdes especificas com o sistema
imunologico da mucosa. Espécies como Bacteroides fragilis produzem polissacarideo capsular
A (PSA), que interage com receptores do tipo Toll (TLR2) em células dendriticas. Essa
interacdo promove a ativacao de c€lulas T reguladoras, levando a produgdo de citocinas anti-
inflamatoérias, como a interleucina-10 (IL-10), e a mudanga de isotipo de linfocitos B em células
produtoras de IgA (Tufail e Schmitz, 2024). A IgA secretora desempenha um papel crucial na
manuten¢do da homeostase intestinal, revestindo microrganismos comensais ¢ impedindo a
colonizagdo por patdégenos (Yang et al., 2020a).

Os animais tratados com a levedura apresentaram perfis de IgA e CRP semelhantes ao
controle. O uso de microrganismos probidticos pode contribuir para modulagdo do sistema
imune, promovendo a mudanga do microambiente de citocinas, a diferenciacdo de células
TCDA4+ para perfil Treg em detrimento de respostas Th1l, Th2 e Th17 (Cristofori et al., 2021;
Liu et al., 2022; Yousefi et al., 2019). Pesquisas realizadas por Okada et al., (2021),
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investigaram os efeitos da levedura probiotica Zygosaccharomyces sapae cepa 1-6 sobre as
mudangas fenotipicas em células dendriticas intestinais e seu potencial anti-inflamatorio em
modelos de colite induzida por dextran sulfato de sodio (DSS). Os resultados mostraram que a
levedura apresentou um potencial significativo na modulacdo da resposta imunologica e na
reducdo da inflamagao intestinal. A cepa I-6 induziu uma produg¢do elevada de interleucina-10
(IL-10) em células dendriticas, mediada por receptores TLR2 e Dectin-1, e apresentou notaveis
efeitos anti-inflamatoérios em um modelo de colite induzida por DSS, evidenciados pela
diminui¢ao dos sintomas inflamatorios e altera¢cdes morfofuncionais do intestino.

A disbiose intestinal ¢ frequentemente associada a alteragdes morfofuncionais do
epitélio intestinal, impactando diretamente a permeabilidade da barreira epitelial e
desencadeando respostas inflamatorias (Zhao et al., 2023). Diversas alteragdes foram
observadas nas analises histoldgicas para GD, como reducdo da altura das vilosidades para o
ileo, reducdo da altura e do didmetro da cripta, aumento de células caliciformes e infiltrados
linfoides no célon. Estudos realizados por Zhang et al., (2021b), investigaram o impacto da
disbiose induzida por antibidticos na microbiota intestinal de camundongos adultos e sua
relagdo com alergias alimentares. O estudo descobriu que a disbiose causava danos na barreira
intestinal, caracterizados por atrofia das vilosidades, erosdo da mucosa e infiltragdo de células
inflamatoérias. Além disso, houve uma redugdo significativa nas proteinas de juncdo estreita,
incluindo ZO-1, claudina-1 e ocludina, juntamente com a secre¢do diminuida de IgA secretora
(sIgA). Essas alteragdes aumentaram a permeabilidade intestinal e a suscetibilidade a moléculas
imunogénicas.

O aumento no numero das células caliciformes (goblet cells) pode estar intimamente
relacionado com o crescimento favorecido de grupos potencialmente patogénicos apds o uso da
vancomicina, uma vez que sdo células produtoras de muco que auxiliam na protegdo do epitélio
intestinal. Muc2, o principal componente estrutural da barreira de muco do epitélio intestinal,
¢ fortemente glicosilado com agucares que se ligam aos microrganismos, impedindo a interagao
direta com as células epiteliais do hospedeiro (Lock et al., 2020). Acredita-se também que a
expressdo e ativagdo de certos receptores Toll Like nos enterdcitos, envolvidos na inflamagao
(como o TLR4, fortemente associado a respostas pro-inflamatdrias) influencie a diferenciagao
celular e promova o aumento e leve a alteracdes no nimero de células caliciformes no célon
(Dheer et al., 2016). Na maioria das infec¢des intestinais, a indu¢do de células caliciformes e a
sintese e secrecdo de mucina ocorrem frequentemente durante a fase aguda (Kim e Khan, 2013).
Enquanto, na infeccdo cronica resulta na deple¢do de células caliciformes e alteragao

quantitativa e qualitativa nas camadas de muco, como frequentemente observado em doencgas
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inflamatoérias intestinais devido a sintese e secre¢do alteradas de mucinas, e as glicosidases e
proteases microbianas (Grondin et al., 2020). No presente estudo, o aumento das células
caliciformes em GD, indica a condi¢ao aguda do processo inflamatoério local, confirmado pela
maior area de infiltrado, induzido pela microbiota disbiotica.

De maneira interessante, ¢ seguindo os achados anteriores, todos os parametros
morfologicos do ileo e colon foram restabelecidos evidenciando a capacidade da P. kluyveri
CCMA 0615 de promover a recuperagao da mucosa intestinal, retornando as variaveis a valores
semelhantes ao controle, ou seja, restabelecendo a homeostase do epitélio intestinal. A presenca
de probidticos pode ter efeito trofico no intestino, dessa forma, esses microrganismos podem
melhorar a taxa de proliferagao de enterocitos, levando a reconstituicao das estruturas afetadas
e consequentemente ao fortalecimento da barreira intestinal (Matei-Latiu et al.,
2023). Leveduras probidticas, através da modulagao da microbiota, favorecem o crescimento
de bactérias que fermentam fibras alimentares no intestino, levando a producdo de SCFAs
benéficos como butirato, acetato e propionato que servem como fonte de energia para as células
intestinais, promovendo a satide do revestimento intestinal e a absor¢ao de nutrientes (Browne
e Horgan, 2024; Den Besten et al., 2013; Li et al., 2023; Tan; Macia; Mackay, 2023). Estudos
mostram que vesiculas extracelulares derivadas de A. muciniphila contendo diversos bioativos
e moléculas LPS modificadas interagem diretamente com as células epiteliais intestinais por
meio da interacdo com receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), Toll-like (TLRs) e
receptores nucleares NOD (NLRs). Estes compostos ativam vias intracelulares no enterdcitos
que envolvem principalmente MyD88, NF-kB e MAPKs, que culminam na produgdo de
citocinas que regulam a resposta inflamatoria local e estimulando a expressdo de proteinas que
compdem as jungdes estreitas, como a ocludina e a claudina reforcando a barreira epitelial,
diminuindo a sua permeabilidade (Chelakkot et al., 2018; Diaz-Garrido et al., 2021; Melo-
Marques et al., 2024). Estudos realizados por Lin et al., (2024), mostraram que P. goldsteinii
produzem polissacarideos zwitteridnicos (ZPS) e outra proteinas bioativas como [-N-acetil-
hexosaminidase e proteina da membrana externa Al (OmpAl). Estudos sugerem varios
mecanismos possiveis, sejam eles diretos ou indiretos, pelos quais P. kluyveri exerce seus
beneficios a satde intestinal e geral. Uma caracteristica fundamental de P. kluyveri é sua
capacidade de produzir subprodutos de fermentagao como acetato de isoamila, etanol e acidos
organicos. Esses compostos contribuem para diminuir o pH intestinal, criando um ambiente que
promove o crescimento de bactérias benéficas tolerantes a 4cidos como Blautia e
Parabacteroides (Liu et al., 2018; Miguel et al., 2024). Pesquisas também mostraram que P.

kluyveri ¢ capaz de produzir galactooligossacarideos (GOS) a partir da lactose, que servem
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como nutrientes seletivos para microrganismos benéficos. Ao promover a proliferacdo de
bactérias benéficas, os GOS ajudam a estabelecer condi¢des favoraveis para sua colonizagao
(Fai et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que P. kluyveri ao interagir com macrdofagos
induz a expressao de TLR2, que ¢ associado a um microambiente de citocinas anti-inflamatorio.
A condi¢do de baixo grau de inflamag¢do no intestino ¢ uma condi¢do essencial para a
colonizagdo e estabilidade de Akkermansia, conhecida por ser altamente sensivel a condi¢ao
inflamatoéria do hospedeiro (Xu et al., 2023). Algumas cepas de P. kluyveri produzem proteinas
"killers" antimicrobianas capazes de inibir patdgenos oportunistas (Labbani et al., 2015). C.
albicans ¢ uma levedura patogénica oportunista que, embora normalmente resida como um
comensal no corpo humano, pode causar infecgdes em condigdes especificas, especialmente de
baixa imunidade (Wang; Wang; Tang, 2023), outro mecanismo importante associado a P.
kluyveri € a capacidade de autoagregagdo e de co-agregacao com patdogenos, que pode proteger
o epitélio e permitir a recuperacdo de grupos comensais ao evitar sua competicdo com
patdgenos intestinais (Yildiran; Basyigit Kili¢; Karahan Cakmakei, 2019). No trabalho de
Menezes et al., (2020b), mostram que P. kluyveri CCMA 0615 possui capacidade de
coagregacdo com o enteropatdgeno Escherichia coli EPEC CDC 055. Em outro estudo,
Menezes et al., (2020a) demonstrou em modelo in vitro, utilizando células intestinais Caco-2,
que a levedura foi capaz de competir por sitios de adesdo na superficie das células intestinais e
reduzir a invasdo dos patogenos E. coli EPEC CDC 055 e Listeria monocytogenes ATCC
19117, demonstrando uma atividade protetora contra infec¢do/invasdo de patdgenos. Em
resumo, este estudo demonstrou que a administragdo de P. kluyveri na forma microencapsulada
foi uma abordagem probiotica eficaz para mitigar os efeitos adversos do uso prolongado de
antibidticos. A microencapsulagdo por spray drying permitiu o desenvolvimento de um produto
estavel e tecnicamente vidvel para aplicagdes industriais, garantindo a sobrevivéncia da
levedura durante o armazenamento, sua passagem pelo trato gastrointestinal e sua liberagao
com alta viabilidade no coélon. P. kluyveri CCMA 06135, anteriormente reconhecida apenas por
seu potencial probidtico com base em estudos in vitro, foi validada como um probidtico
funcional neste estudo in vivo. Esses achados abrem novas perspectivas para o uso terapéutico
dessa levedura na promogao da saude humana, com investigagdes futuras focadas em seu papel

no tratamento de doengas metabolicas, como obesidade e diabetes.

5 Conclusao
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O estudo demonstrou que o antibidtico vancomicina induz disbiose em camundongos
BALB/c, levando a alteracdes na composi¢cao da microbiota intestinal, parametros fisioldgicos,
imunologicos € na estrutura intestinal. A vancomicina reduziu grupos bacterianos benéficos
como Bacillota enquanto aumentou a abundancia de Verrucomicrobiota e Patescibacteria,
incluindo géneros potencialmente patogénicos. A levedura probidtica P. kluyveri CCMA 0615
ndo apenas mitigou efetivamente esses efeitos negativos apds o uso da vancomicina, como
também melhorou a sensibilidade a insulina, indicando seu potencial para regular o
metabolismo da glicose. Além disso, P. kluyveri foi capaz de produzir subprodutos de
fermentagdo benéficos, como o acido butirico, criando um ambiente intestinal favoravel ao
crescimento de microrganismos benéficos como Akkermansia, Blautia e Parabacteroides
goldsteinii, e inibindo a colonizagdo de patdgenos. Esses achados sugerem que P. kluyveri
CCMA 0615 pode ser uma abordagem terapéutica valiosa para mitigar os efeitos adversos
relacionados ao uso prolongado de antibioticos, destacando seu potencial como probiodtico na
promogdo da satde intestinal e, possivelmente, na prevengdo de complicagdes associadas a
distarbios metabodlicos. Pesquisas futuras devem explorar seus mecanismos de agdo, otimizar
sua formulacdo para aplicagdes humanas e avaliar sua eficacia em ensaios clinicos, abrindo
caminho para seu uso potencial em terapias destinadas a restaurar a saude intestinal apos

tratamentos com antibidticos e em disturbios metabolicos como na obesidade e diabetes.
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TERCEIRA PARTE
3 CONSIDERACOES FINAIS

A microbiota intestinal exerce fungdes cruciais na manutengdo da homeostase ¢ na
prevencdo de disturbios inflamatorios. A disbiose, resultante de desequilibrios microbianos,
esta associada a diversas patologias intestinais. Diante disso, os probioticos surgem como uma
abordagem terapéutica promissora, destacando-se pela capacidade de modular positivamente a
microbiota e fortalecer a barreira intestinal. Embora as bactérias probidticas sejam amplamente
estudadas, leveduras, especialmente as ndo Saccharomyces, t€ém despertado interesse devido ao
seu potencial funcional. A eficicia desses microrganismos estd relacionada a sua resisténcia as
condi¢des do trato gastrointestinal e & manutengdo da viabilidade, o que pode ser favorecido
por tecnologias como a microencapsulagdo. Nesse contexto, esta pesquisa destaca o potencial
de leveduras probidticas ndo Saccharomyces microencapsuladas, particularmente P. kluyveri
CCMA 0615, em aplicagdes biotecnologicas e terapéuticas. As descobertas demonstram que a
microencapsulacdo aumenta a viabilidade da levedura, apoia seu uso em bebidas funcionais e
garante sua sobrevivéncia através do trato gastrointestinal. Esses resultados ressaltam a
importancia de adaptar protocolos de microencapsulacao para cepas probioticas especificas
para otimizar sua estabilidade e eficacia. Além disso, P. kluyveri CCMA 0615 mostra-se
promissora na mitigagdo da disbiose induzida por antibidticos em camundongos Balb/c,
promovendo populacdes microbianas benéficas e restaurando a integridade intestinal. Estudos
futuros devem se concentrar em aplicagdes in vivo, elucidagdo de mecanismos e validagao
clinica para estabelecer essas leveduras como terapias probidticas vidveis para a restauragdo da

saude intestinal.
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