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RESUMO

Avaliou-se o efeito protetor das fracGes proteicas do soro do leite sobre as vilosidades intestinais de
camundongos Balb/C, fémeas, infectadas por Escherichia coli O157:H7. Foram utilizados 48 animais,
distribuidos aleatoriamente em oito grupos de seis fémeas cada um. Os animais dos grupos 1 e 2
(controles) receberam dieta AIN93G padrdo; os dos grupos 3 e 4, AIN93G + alfalactalbumina; os dos
grupos 5 e 6, AIN93G + betalactoglobulina e os dos grupos 7 e 8, AIN93G + concentrado proteico total e
agua ad libitum por sete dias. No dia zero, os animais dos grupos 2, 4, 6 e 8 foram inoculados, por meio
de canula de gavagem, com 0,5mL de E. coli 0157:H7, na concentracéo de 7 x 10"°°UFC/mL. Os animais
foram acompanhados clinicamente e sacrificados, no oitavo dia experimental. Verificou-se, por meio de
exames histolégicos e da morfometria, que as fracbes betalactoglobulina e alfalactalbumina exerceram
efeito protetor sobre as vilosidades intestinais do jejuno distal e do ileo (P<0,05), respectivamente. O
concentrado proteico total ndo demonstrou efeito protetor sobre as vilosidades intestinais.
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ABSTRACT

The protective effect of protein fractions of whey on intestinal villi of Balb/C female mice infected with
Escherichia coli O157: H7 was evaluated. A total of 48 animals were randomly distributed into eight
groups of six females each. Animals in groups 1 and 2 (controls) received AIN93G standard diet; the
groups 3 and 4, AIN93G + alpha-lactalbumin; while groups 5 and 6, AIN93G + beta-lactoglobulin; and
groups 7 and 8, AIN93G + total protein concentrate and water ad libitum for seven days. On day zero,
animals of groups 2, 4, 6, and 8 were inoculated by gavage tube with 0.5mL of E. coli O157: H7 at a
concentration of 7 x 10™°CFU/mL. The animals were clinically followed and sacrificed on the eighth day.
It was verified by histological examination and morphometry that the beta-lactoglobulin and alpha-
lactalbumin exerted a protective effect on the villi of the distal jejunum and ileum (P<0.05), respectively.
The total protein concentrate showed no protective effect on the villi.
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aminoacidos similares aos do leite humano.
Essas proteinas, por sua alta digestibilidade, sdo

INTRODUCAO

O soro do leite é conhecido ha décadas como um
produto de alto valor nutritivo. Do ponto de vista
nutricional, as proteinas presentes no soro sao
consideradas superiores as caseinas
(predominantes na massa do queijo) em Vvarios
aspectos, por exemplo, na presenca de
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recomendadas para a formulacdo de produtos
substitutos ou analogos do leite humano em
férmulas infantis (Sindayikengera e Shui, 2006).
Aproximadamente 98% dos solidos totais do
soro sdo representados pelas proteinas e,
dentre elas, estdo a alfalactalbumina, a
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betalactoglobulina, a albumina sérica e as
imunoglobulinas, que podem ser utilizadas em
formulagcBes para dietas ou para acdo
imunomoduladora, antiviral, antioxidante, anti-
hipertensiva, antitumoral e antibacteriana, tanto
in vivo quanto in vitro (Wolber et al., 2005;
Kume et al., 2006).

Entre os microrganismos envolvidos no processo
de toxinfec¢do alimentar, destaca-se Escherichia
coli O157:H7, por causar quadros de diarreia
hemorragica devido aos danos produzidos a
mucosa intestinal pela acdo de suas endotoxinas.
A doenga ocorre pela capacidade dessas bactérias
em aderir e em colonizar as células epiteliais
intestinais (Aradjo e Giuglinano, 2001; Nagano
et al., 2003). No Brasil, casos de toxinfec¢do
alimentar causados por E. coli O157:H7 sdo
frequentemente confundidos com ocorréncias de
surtos de gastrinterites causadas por outros
coliformes (Doengas..., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
protetor das fracBes proteicas do soro de leite
sobre as vilosidades intestinais de camundongos
Balb/C inoculados com E. coli O157:H7.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG, protocolo n°
120/2007. Foram utilizados camundongos
Balb/C fémeas, pesando entre 8 e 13g
(fornecidos pelo biotério 1IC-BIO — Instituto de
Ciéncias Bioldgicas — UFMG), distribuidos em
grupos experimentais de acordo com as
recomendagdes de Afwuape et al. (2004).

Utilizou-se, para a inoculacdo dos camundongos,
a amostra ATCC 43895 Escherichia coli
0157:H7 (cedida pela Fundacdo Oswaldo Cruz —
Rio de Janeiro), que, apds testes morfotintoriais e
bioguimicos, foi distribuida em aliquotas de 1mL
em caldo BHI (Difco Lab. — Detroit, EUA) com
20% de glicerol estéril e mantida a -80°C até a
sua utilizacdo (Nagano et al., 2003; Gagnon et
al., 2006). Para preparo do indculo, a amostra
descongelada foi plaqueada em agar MacConkey
Sorbitol (Difco), incubada a 37°C por 24h,
transferida para 150mL de caldo TSB (Difco) e
reincubada a 37°C por mais 48h (Marek et al.,
2004). A cultura em caldo TSB foi colocada sob
agitacdo a 70rpm (Shaker — New Brunswick Sci.
— Edison-NJ, EUA), a 37°C por 20h ¢, logo ap0s,
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foi centrifugada a 2000 x g por 10min a 10°C. O
precipitado obtido foi submetido a dois lavados,
seguidos de centrifugacdo, em 10mL de PBS
estéril, pH 7,4. Foram realizadas diluicGes
decimais seriadas em agua peptonada a 1%, e a
contagem das unidades formadoras de col6nias
(UFC) foi realizada em placas de agar TSA
(Difco) ap6s a incubacdo a 37°C por 24 horas
(Mckillip et al., 2000; Marek et al., 2004).

As proteinas utilizadas foram fornecidas pelos
detentores da patente US 6,900,290 B2, de 31 de
maio de 2005 (Fonseca e Bradley, 2005). A dieta
padrao (AIN93G), para camundongos em
crescimento, contém amido de milho, caseina,
sacarose, Oleo de soja, celulose, minerais,
vitaminas, L-cistina, bitartarato de colina e
antioxidante tert-butylhydroquinona (Reeves,
1997). A AIN93G foi modificada, substituindo-
se a caseina por alfalactalbumina,
betalactoglobulina e concentrado proteico total
(WPC), obedecendo & mesma concentracdo e
proporcdo (Belobrajdic et al., 2003; Kume et al.,
2006).

Antes da formagdo dos grupos experimentais
(dias -3, -2, -1), coletaram-se fezes de todos os
animais, as quais, apds dilui¢des decimais, foram
inoculadas em &gar MacConkey Sorbitol (Difco).
Utilizaram-se 48 camundongos, que nhdao
apresentaram  coldnias  sorbitol  negativas,
distribuidos aleatoriamente em oito grupos
experimentais de seis fémeas cada um. Os
animais dos grupos 1 e 2 (controles) receberam
dieta AIN93G; os dos grupos 3 e 4, AIN93G +
alfalactalbumina; os dos grupos 5 e 6, AIN93G +
beta-lactoglobulina e os dos grupos 7 e 8,
AIN93G + WPC. Os animais foram mantidos,
em gaiolas apropriadas com acesso livre a agua,
por sete dias. No dia zero, ap6s ficarem 12h sem
alimentacdo, os animais dos grupos 2, 4, 6 e 8
foram inoculados, por meio de céanula de
gavagem, com 0,5mL de E. coli O157: H7, na
concentracdo de 7 x 10"°UFC/mL (Nagano et al.,
2003; Afuwape et al., 2004). No dia 8, os
animais foram sacrificados por deslocamento
cervical de acordo com as recomendacfes do
GPPG/HCPA (Utilizacdo..., 1997) e
necropsiados.

Para verificar as possiveis alteracdes causadas
por E. coli O157:H7 na mucosa intestinal,
amostras de segmentos do jejuno proximal, do
jejuno distal, do ileo e do cdlon foram retiradas
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(Dean-Nystron et al., 2003; Nagano et al., 2003).
As amostras foram lavadas em solugdo de PBS,
fixadas em formol tamponado 10%, incluidas em
parafina e cortadas em micrétomo (Spencer-
American Optical — New York, EUA). Os cortes,
com 5um de espessura, foram montados em
laminas de vidro, corados com hematoxilina e
eosina (HE). As andlises histolégicas e
morfométricas foram feitas em microscopio
optico Zeiss acoplado a videocamera. As
imagens capturadas foram armazenadas em
computador e analisadas pelo programa Image-
Pro® Plus (Media Cybernetics — Bethesda, EUA).
A necropsia, foram também retirados fragmentos
do baco, figado e rins (Nagano et al., 2003).

O delineamento experimental foi o inteiramente
ao acaso. As imagens da morfometria foram
capturadas com o auxilio do programa Image-
Pro® Plus. Cada fragmento foi mensurado em
cinco pontos diferentes, e a média desses valores
foi considerada como resultado final da
morfometria. Os resultados das alturas das
vilosidades foram tabulados e analisados pelos
testes estatisticos com o auxilio do software
GraphPad Prism 3.0.3 (Graphpad Software Inc —
San Diego, EUA). Para comparar os dados
referentes a altura das vilosidades intestinais
entre os grupos-controle e os grupos inoculados,
foi utilizada a técnica de pareamento por meio do
teste t-Student. Foram comparados grupo 1 com
grupo 2; grupo 3 com grupo 4; grupo 5 com
grupo 6; grupo 7 com grupo 8. Os dados foram
considerados significativos quando apresentaram
P<0,05. Para comparar os dados referentes a
altura das vilosidades intestinais entre todos os
grupos, utilizou-se o teste Anova one-way com
andlise de variancia e teste de comparagdo
maltipla, segundo Tukey. Os dados foram
considerados significativos quando apresentaram
P<0,05. (Sampaio, 2002; Wolber et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o tratamento prévio dos
camundongos com estreptomicina na &gua,
durante 24h, para diminuir a microbiota
bacteriana do intestino, possibilitou a utilizacéo
desses animais. Os animais experimentais
inoculados com E. coli O157:H7 ndo
apresentaram evacuacdo aquosa (diarreia) ou
com sangue, o0 que também foi observado por
Nagano et al. (2003). Observou-se apenas que
alguns animais do grupo 4  apresentaram
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fraqueza nos membros posteriores e dificuldade
de locomogcdo. Esses animais também
apresentaram uma contagem de UFC/g de fezes,
no agar sorbitol, maior no dia sete apds o desafio
(dados ndo mostrados). Cerca de 20 a 30% dos
pacientes infectados por E. coli O157:H7 podem
apresentar encefalopatia, que € uma complicagao
que afeta o sistema nervoso central, sendo grande
determinante de mortandade na fase aguda da
infeccdo. Segundo Taguchi et al. (2002),
camundongos infectados experimentalmente com
E. coli EHEC desenvolvem  sintomas
neurolégicos e sistémicos. Os  sintomas
neurolégicos, nas encefalopatias, podem ser
induzidos por toxinas bacterianas, as quais
inibem a sintese proteica das células eucaridticas,
incluindo as células endoteliais do cérebro. Mais
especificamente, as toxinas tipo shiga Il, que sdo
toxicas também para os neur6nios do sistema
nervoso central, causam encefalopatia fatal
aguda. Neste estudo, apesar de ndo ter sido feita
a avaliagdo histologica do cérebro, pode-se
deduzir, ou suspeitar, que os distlrbios de
equilibrio parecem ter sido causados por algum
tipo de encefalopatia. Em alguns animais dos
grupos inoculados com E. coli 0O157:H7,
observaram-se letargia e ericamento de pelos,
apos o terceiro dia experimental.

AlteracGes histologicas e morfométricas foram
observadas nos segmentos intestinais avaliados;
algumas alteracBes mais aparentes na altura das
vilosidades das porg¢des dos jejunos distais e dos
ileos foram avaliadas separadamente por
morfometria (Fig. 1 e 2).

Na compara¢do multipla entre os grupos de
animais inoculados, observou-se que 0s animais
tratados com a fracdo alfalactalbumina (grupo 4)
apresentaram maior integridade das vilosidades
(Fig. 1). Os animais dos grupos 2, 6 e 8
(inoculados com E. coli O157:H7) apresentaram
vilosidades de jejuno distal irregulares e nao
diferiram do grupo-controle (grupo 2),
semelhante ao resultado obtido por Gagnon et al.
(2006). A bactéria, por ser acido resistente,
atravessa o estbmago e fixa-se na regido mais
distal do intestino delgado (Dean Nystron et al.,
2003). Nesse local, as placas de Peyer estdo em
maior numero e a motilidade intestinal é
reduzida pela vélvula ileocecal, o que propicia a
bactéria maior tempo para colonizar e causar
danos (Phillips et al., 2000).
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Em relacdo as vilosidades ileais, detectou-se
diferenga significativa (P<0,05) no grupo 6 em
relagdo aos demais grupos de tratamento (Fig. 2).
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Verificou-se, portanto, que o tratamento com
betalactoglobulina apresentou o maior efeito
protetor para as vilosidades do ileo.
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Figura 1. Altura das vilosidades do jejuno distal (micrémetro) dos camundongos tratados com as fracdes
proteicas do soro de leite (alfalactaloumina, betalactoglobulina e concentrado proteico total - WPC) e
inoculados com E. coli 0157:H7. As medi¢des foram feitas em quintuplicata, sete dias apds a inoculag&o.

1: desvio-padréo; a: diferenga significativa, P=0,00.
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Figura 2. Altura das vilosidades ileais de camundongos tratados com as fragdes proteicas do soro de leite
(alfalactalbumina, betalactoglobulina e concentrado proteico total - WPC) e inoculados com E. coli
0157:H7. As medicBes foram feitas em quintuplicata, sete dias apds a inoculacdo. L: desvio-padréo; a:

diferenca significativa, P=0,00.

O achatamento ou desaparecimento das
vilosidades podem  ser  resultantes da
despolimerizacdo da actina desencadeada pela
acdo das toxinas da bactéria aderente (E. coli
0157:H7), o que impede a acdo de reconstrucdo
das vilosidades (Vallance e Finlay, 2000).
Segundo Nagano et al. (2003), nutri¢do proteico-
calérica inadequada pode aumentar a
susceptibilidade a EHEC 0O157:H7 em
camundongos. Assim, com base na imunidade de
mucosa, a betalactoglobulina e a
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alfalactaloumina e seus peptideos associados
fornecem alta proporgdo de cisteina, a qual é
requerida para a sintese de proteinas envolvidas
nas respostas de fase aguda. O conteldo de
cisteina utilizado na sintese de glutationa, em
combinacdo com lisozima, outro elemento que
pode ser isolado do soro de leite, promove
integracdo de fatores aparentemente sinérgicos
que protegem contra organismos virais e
bacterianos. Além disso, tais proteinas sdo ricas
em aminodcidos sulfurados, utilizadas como
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suplemento proteico em dietas para melhoria do
sistema imune, e agem, principalmente, no tecido
linfoide associado ao intestino ou sistema GALT
(Low et al, 2003). As interacbes entre o0s
elementos do leite e a bactéria ocorrem
prevenindo as lesdes nas células epiteliais
(Aratjo e Giuglinano, 2001) e melhorando o
mecanismo de defesa inata do hospedeiro as
infeccBes (Afuwape et al.,, 2004). Nao foram
evidenciados danos causados por E. coli
0157:H7 no baco, no figado e nos rins.

CONCLUSOES

As fracBes proteicas do soro, alfalactaloumina e
betalactoglobulina, exercem efeito protetor sobre
as vilosidades intestinais do jejuno distal e do
ileo em camundongos Balb/C inoculados com E.
coli O157:H7.
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