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RESUMO

As leishmanioses sao doengas tropicais negligenciadas de ampla relevancia em satude publica,
associadas a elevada morbidade e a limitagcdes terapéuticas importantes, como toxicidade,
custo elevado e resisténcia aos farmacos disponiveis. A resposta imunoldgica contra a
infeccdo ¢ complexa e decisiva para o desfecho clinico, o que torna a modulagdo da resposta
do hospedeiro uma estratégia promissora no desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas. Organismos com propriedades probidticas tém se destacado como potenciais
imunomoduladores, e espécies do género Bacillus apresentam vantagens como a capacidade
de sobreviverem a condigdes adversas do trato gastrointestinal e producdo de metabolitos
bioativos. Este estudo teve como objetivo caracterizar as propriedades probiodticas das cepas
de Bacillus velezensis (1273, 144 e 118) e avaliar o potencial de aplicagdo de seus
sobrenadantes livres de células (CFS) na modulacdo da resposta imunoldgica, bem como sua
atividade contra Leishmania braziliensis in vitro. Para isso, avaliou-se a capacidade das cepas
de sobreviverem a exposi¢do a pH acido e a presenca de sais biliares, simulando a passagem
pelo trato gastrointestinal, sua capacidade de adesdo e interagdo com microrganismos
patogénicos, além da determinagdo do perfil de sensibilidade e resisténcia a antibioticos.
Adicionalmente, investigou-se a atividade dos CFS sobre linhagens celulares e formas
promastigotas de L. braziliensis, incluindo a avaliagdo do efeito imunomodulador em
condigdes pré e pods infecgdo parasitaria, bem como a mensuracao da producao de espécies
reativas de oxigénio e Oxido nitrico. As cepas avaliadas apresentaram caracteristicas de
potencial aplicagdo probidtica. Embora ndo tenha sido observado efeito leishmanicida direto
expressivo em concentragdes seguras, os CFS promoveram redugado significativa do indice de
infeccdo e da carga parasitaria em macrofagos, associada ao aumento de espécies reativas de
oxigénio e a modulagdo de citocinas. Esses achados indicam que os metabdlitos derivados de
B. velezensis podem atuare por meio da modulagdo da resposta imune do hospedeiro,
evidenciando seu potencial como estratégia adjuvante no controle da leishmaniose cutanea.
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para validar sua aplicabilidade em modelos in

Vivo.
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ABSTRACT

Leishmaniasis comprises a group of neglected tropical diseases of major public health
relevance, associated with high morbidity and important therapeutic limitations, such as
toxicity, high cost, and resistance to available drugs. The immune response against infection
is complex and decisive for the clinical outcome, making modulation of the host response a
promising strategy for the development of new therapeutic approaches. Organisms with
probiotic properties have emerged as potential immunomodulators, and species of the genus
Bacillus present advantages such as the ability to survive adverse conditions of the
gastrointestinal tract and to produce bioactive metabolites. This study aimed to characterize
the probiotic properties of Bacillus velezensis strains (1273, 144, and 118) and to evaluate the
potential application of their cell-free supernatants (CFS) in modulating the immune response,
as well as their activity against Leishmania braziliensis in vitro. To this end, the ability of the
strains to survive exposure to acidic pH and bile salts—simulating passage through the
gastrointestinal tract—was assessed, along with their adhesion capacity and interaction with
pathogenic microorganisms, in addition to determining their antibiotic susceptibility and
resistance profiles. Furthermore, the activity of the CFS was investigated on cell lines and
promastigote forms of L. braziliensis, including the evaluation of immunomodulatory effects
under pre- and post-parasitic infection conditions, as well as the measurement of reactive
oxygen species and nitric oxide production. The evaluated strains exhibited characteristics
indicative of potential probiotic application. Although no significant direct leishmanicidal
effect was observed at safe concentrations, the CFS promoted a significant reduction in the
infection index and parasite burden in macrophages, associated with increased reactive
oxygen species and cytokine modulation. These findings indicate that metabolites derived
from B. velezensis may act through modulation of the host immune response, highlighting
their potential as an adjuvant strategy in the control of cutaneous leishmaniasis. However,

further studies are needed to validate their applicability in in vivo models.
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdao um grupo de doengas tropicais negligenciadas (DTNs) que se
manifestam em 97 paises, afetando aproximadamente 12 milhdes de individuos (JUNIOR et
al., 2023). A doenga ¢ causada por Leishmania spp., protozodrios intracelulares obrigatorios
transmitidos através da picada de fémeas de insetos flebotomineos. As manifestagdes clinicas
incluem as formas tegumentar e visceral, sendo esta tltima considerada a mais grave e letal.
No espectro da Leishmaniose tegumentar (LT), englobam-se manifestagdes como
Leishmaniose Cutanea (LC) simples, LC difusa, LC disseminada e leishmaniose mucocutianea
(LMC). No novo mundo, as principais espécies envolvidas na infeccdo da LT sdo L.
mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis ou L. major, L.
tropica e L. aethiopica no velho mundo (JUNIOR et al., 2023; DAGA et al., 2021).

A abordagem terapéutica da Leishmaniose atualmente envolve o uso de medicamentos
obsoletos e altamente toxicos, sendo os antimoniais pentavalentes e a anfotericina-B as
opgoes de primeira escolha. Ambas as classes de medicamentos apresentam efeitos toxicos
sist€émicos, impactando negativamente os tecidos hepatico, cardiaco e renal (RODRIGUES et
al., 2015). No Brasil, entre 2021 e 2024, foram registrados 56.448 casos de leishmaniose
tegumentar, com incidéncia média anual de 6,09 por 100 mil habitantes (Ministério da Saude,
2025). Os custos atribuidos ao sistema de satde com o tratamento da doenga no estado de
Minas Gerais, teve uma estimativa de US$ 117,36/paciente, além disso, os custos indiretos
foram de US$ 160,12 por paciente (SILVA et al., 2025).

A resposta imune na leishmaniose envolve mecanismos inatos e adaptativos que
podem determinar tanto a resolucdo quanto a progressao da doenga. Células inatas, como
neutréfilos, macréfagos e células dendriticas, atuam na eliminagdo inicial dos parasitas, mas
podem também favorecer sua persisténcia ao modular a ativa¢do de células T. A imunidade
adaptativa, mediada por células Thl, promove resisténcia por meio da liberagdo de IFN-y e
IL-2, ativando macrofagos e induzindo producdo de o6xido nitrico (NO) para eliminar
amastigotas intracelulares. Em contraste, células Th2 e citocinas anti-inflamatorias, como IL-
4 e IL-10, inibem a resposta Th1, permitindo a multiplica¢do do parasita, que ainda manipula
o sistema imunologico do hospedeiro para favorecer sua sobrevivéncia e a progressdo da
doenca (MIRZAEI et al, 2021). Caracteristicas intrinsecas dos individuos, como
polimorfismos genéticos, estado nutricional e imunologico, assim como diferencas entre
espécies e cepas de Leishmania, influenciam diretamente o equilibrio da resposta imunologica

durante a infec¢do. Consequentemente, fatores que modulam a resposta imune podem afetar o



desenvolvimento, a evolucdo ¢ a resolucdo das diferentes formas clinicas da doenca.
(COSTA-DA-SILVA et al, 2022).

Os probidticos sao microrganismos nao patogénicos que conferem beneficios a saude
do hospedeiro quando administrados de maneira apropriada (ASHOUR; OTHMAN, 2020). A
utilizagdo de probiodticos tem demonstrado resultados positivos, incluindo a modulagdo da
resposta imunoldgica, a prevencdo de distirbios gastrointestinais e a estabilizagdo do
microbioma intestinal (FREEDMAN et al., 2021).

O uso tradicional de bactérias dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus como
probidticos ¢ amplamente reconhecido. Entretanto, essas cepas podem apresentar limitagdes
relacionadas a estabilidade e a sobrevivéncia em condigdes adversas, o que pode comprometer
seu desenvolvimento e aplicacdo (SUVA; SUREJA; KHENI, 2016). No ambito imunologico,
bifidobactérias demonstraram aumentar significativamente os niveis de imunoglobulinas IgG,
IgM e IgA em modelos murinos, evidenciando impacto positivo sobre a imunidade humoral.
De forma semelhante, a ingestdo de Lactobacillus rhamnosus (LGG) foi associada a
modulacado da ativagdo de células B, favorecendo seu desenvolvimento e maturacao, além de
regular a secrecdo de imunoglobulinas e aumentar a capacidade de apresentacao de antigenos
(ROUSSEAUX; BROSSEAU; BODINIER, 2023).

Nesse contexto, bactérias do género Bacillus t€m emergido como alternativas
promissoras para aplicacdes em saide humana. Esses microrganismos apresentam
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anticancerigenas (LEE; KIM; PAIK, 2019),
além de exercerem influéncia significativa sobre o estado imunologico do hospedeiro
(SOROKULOVA, 2013). Uma vantagem adicional desse género ¢ sua elevada tolerancia as
condi¢gdes do trato gastrointestinal, incluindo pH &4cido e presenca de sais biliares, o que
favorece sua sobrevivéncia e viabilidade como probiotico (DOS REIS et al., 2022).

Do ponto de vista gendmico e metabolico, espécies de Bacillus destacam-se pela
capacidade de destinar aproximadamente 5% de seu genoma a producdo de compostos
antimicrobianos (SOROKULOVA, 2013). A secrecao de proteinas e metabolitos bioativos
permite sua aplicagdo tanto na producdo de proteinas recombinantes quanto na bioprospeccao
de bacteriocinas. Esses metabodlitos atuam predominantemente sobre a membrana celular de
microrganismos-alvo, mas também podem interferir em mecanismos como quorum sensing,
processos intracelulares e integridade da parede celular, frequentemente por meio de agdes
combinadas que potencializam sua eficacia antimicrobiana (TRAN et al., 2022).

Entre as espécies do género, Bacillus velezensis tem recebido destaque. Devido a alta

similaridade filogenética entre espécies do complexo Bacillus subtilis, algumas cepas foram



inicialmente classificadas como B. subtilis ou B. amyloliquefaciens, sendo posteriormente
reclassificadas como B. velezensis (ADENIII et al., 2019). Embora amplamente explorada na
agricultura para o controle de fitopatdgenos, essa espécie também demonstra potencial para
aplicagdes biomédicas. A analise gendmica da cepa GX0002980 identificou genes envolvidos
na producdo de compostos antimicrobianos, como surfactina, fengicina e bacilicina,
evidenciando seu potencial de biocontrole contra Colletotrichum gloesporioides (WANG J et
al., 2025). Além disso, a suplementagdo com a cepa A2 mostrou efeito protetor em células
intestinais IPEC-J2 expostas a zearalenona, por meio da modulagdao da via Wnt/FRZB/B-
catenina e da preservagdo da integridade da barreira intestinal (CAI J et al., 2024).

No contexto especifico da saide humana, resultados promissores também foram
descritos. Larsen et al. (2023) demonstraram que B. velezensis DSM 33864 reduziu a
colonizagdo por Clostridioides difficile em modelos in vitro e in vivo, incluindo modelos
murinos tratados com antibidticos, sem impactar negativamente a microbiota intestinal
comensal, sugerindo potencial como probidtico direcionado a prevengdo de infecgdes
oportunistas. Adicionalmente, a cepa BV379 apresentou baixo potencial de viruléncia e,
embora carregasse alguns genes de resisténcia, mostrou-se suscetivel a antibioticos
clinicamente relevantes. Seus lisados ndo comprometeram a viabilidade ou a permeabilidade
de células intestinais, e seus esporos demonstraram resisténcia as condi¢cdes gastrointestinais
adversas (BRUTSCHER et al., 2014).

Considerando as limitagdes das terapias convencionais no contexto da Leishmaniose
cutanea, torna-se evidente a urgéncia de desenvolver novos modelos terapéuticos, inovadores
ou adjuvantes dos atualmente empregados. Assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a
potencial aplicacao de cepas de B. velezensis como probidtico, seu efeito antiparasitario, sua

capacidade imunomoduladora além de seu impacto na infec¢do por Leishmania braziliensis.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 MICROBIOMA E PROBIOTICOS

O microbioma intestinal refere-se aos microrganismos que coexistem simbioticamente
no trato gastrointestinal (TGI) humano, proporcionando prote¢do contra patdgenos e
aprimorando a resposta imunologica. A populagdo total desses microrganismos ¢ estimada
entre 10" e 10", superando, portanto, o nimero total de células do préprio organismo humano

(CHENG; LING; LI, 2020). O desequilibrio desse microbioma, conhecido como disbiose,



pode resultar em doencas inflamatorias, alergias, alteracdes fisioldgicas e até mesmo doengas
autoimunes. Portanto, intervengdes terapéuticas direcionadas ao potencial do microbioma
intestinal sdo de extrema importancia para tratar diversas doengas humanas (MUKHERJEE et
al., 2018).

Os probiodticos compdem uma fragdo do microbioma e caracterizam-se por apresentar
baixa ou nenhuma patogenicidade, sendo considerados seguros quando administrados de
forma adequada. Geralmente, sdo obtidos por meio de processos de fermentacao ou na forma
de suplementos bacterianos liofilizados, atribuindo diversos beneficios a saude
(SORNSENEE et al, 2024, BRON; BAARLEN & KLEEREBEZEM, 2012). Uma
caracteristica fundamental dos probidticos ¢ a sua capacidade de resistir a condi¢des
fisiologicas adversas, incluindo o ambiente acido do estdmago e a acdo dos sais biliares. Essa
resisténcia ¢ essencial para garantir a sobrevivéncia dos microrganismos durante a passagem
pelo trato gastrointestinal (TGI), possibilitando que exercam seus efeitos benéficos no

hospedeiro (PAHUMUNTO; TEANPAISAN, 2023).

2.1.1 Efeito Probiotico de Bacillus velezensis

Bacillus spp. ¢ reconhecido como o género com a maior capacidade de produzir
compostos antimicrobianos, apresentando variacdes em sua estrutura e espectro de atividade.
Algumas cepas produzem bacteriocinas eficazes contra bactérias da mesma espécie, enquanto
outras tém agdo contra bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas. Existem também cepas
com amplo espectro de atividade antiprotozodaria e antifingica (SOROKULOVA, 2013).

Dentro do mesmo género, B. velezensis também tem se destacado por seus efeitos
benéficos., inicialmente isolada na Espanha e comumente encontrada em produtos
fermentados, destaca-se por apresentar propriedades antifungicas e antibacterianas, além de
atuar como moduladora da resposta imunoldgica do hospedeiro (BRUTSCHER et al., 2024).
Estudos recentes demonstraram que o sobrenadante livre de células da cepa ID-AO1 possui
acdo contra Streptococcus mutans, evidenciando efeito anti-biofilme e potencial uso no
tratamento de caries bucais (KIM et al., 2023). Estudos anteriores demonstraram que cepas
dessa espécie foram capazes de reduzir a carga de Clostridium difficile em modelos in vivo e
in vitro, evidenciando seu potencial probidtico.

Da forma semelhante, O CFS de B. velezensis 1273 apresentou atividade
antibacteriana contra S. aureus ¢ MRSA, inibindo crescimento e formacgdo de biofilme,

causando danos a membrana celular e induzindo produgcdo de ROS, enquanto a andlise



gendmica revelou genes para bacteriocinas e metabolitos antibacterianos, evidenciando seu
potencial contra patégenos multirresistentes (PERINI & PEREIRA et al., 2024).
Adicionalmente, a cepa P45 de B. velezensis destacou-se pela auséncia de genes associados a
viruléncia e a resisténcia, bem como pela capacidade de inibir patogenos (da Rosa et al.,
2025).

Além disso, diferentes cepas de B. velezensis mostraram efeitos probidticos em
animais de producdo. A cepa CML532 reduziu a colonizacdo intestinal de Clostridium
perfringens em aves € minimizou danos teciduais, enquanto a cepa 411 modulou a microbiota
de suinos, reduzindo o crescimento de E. coli e S. aureus e aumentando a capacidade
antioxidante intestinal, evidenciando seu potencial como probidtico funcional (ZHU et al.,
2024; JI et al., 2025).

Adicionalmente, WU Z et al. (2021) demonstraram que B. velezensis B8 exerceu efeito
imunomodulador significativo em carpas-capim, fortalecendo tanto a imunidade inata quanto
a adaptativa. Observou-se aumento da expressao de fosfatase alcalina (FA), IgM e TNF-a, o
que se refletiu em maior taxa de sobrevivéncia apds desafio com Aeromonas veronii,

evidenciando sua capacidade de aumentar a resisténcia do hospedeiro a infecgoes.

2.1.2 Sobrenadante Livre de Células

Os probidticos sdo capazes de sintetizar compostos antimicrobianos com atividade
inibitoria contra microrganismos patogénicos. Entre esses compostos destacam-se proteinas e
bacteriocinas, presentes no sobrenadante livre de células (CFS), que desempenham papel
relevante na prevencao de infec¢des. Além disso, exercem efeitos imunomoduladores diretos,
contribuindo para a regulagdo benéfica da resposta imune (BRON; BAARLEN &
KLEEREBEZEM, 2012).

Estudos recentes reforcam o potencial do CFS como alternativa terapéutica em
diferentes contextos clinicos e infecciosos. Xu et al. (2024) demonstraram que o CFS de B.
subtilis G2B9-QUE reduziu a concentragdo de TNF-a e IL-10 no soro de camundongos
infectados por Clostridium perfringens, além de diminuir a expressdo de genes relacionados a
toxina alfa, perfringolisina O, IL-10, IL-22 ¢ TNF-a em tecidos intestinais. Sugerindo que os
metabolitos presentes no CFS podem atuar como mediadores essenciais no tratamento dessa
infecgao.

Em estudos com cepas de Lactobacillus, Pahumunto e Teanpaisan (2023) verificaram

que o CFS de L. paracasei SD1 e L. rhamnosus SD11 apresentou forte inibicdo do



crescimento de patdgenos, além de suprimir citocinas pré-inflamatérias em células intestinais
Essas cepas também aumentaram a expressdo de peptideos antimicrobianos e IL-10,
sugerindo efeitos tanto antimicrobianos quanto imunomoduladores, além de potenciais
propriedades anticancerigenas na prevencao do cancer colorretal.

Resultados semelhantes foram descritos por Sornsenee et al. (2024), que avaliaram o
CFES liofilizado de Limosilactobacillus fermentum TO701 contra Helicobacter pylori. O
tratamento reduziu significativamente a adesdo da bactéria as células epiteliais gastricas
humanas, além de causar danos ao patdogeno sem apresentar citotoxicidade as células
hospedeira, reforcando o perfil de seguranca do CFS como agente alternativo contra a
colonizagdo géstrica por H. pylori.

Além dos efeitos antimicrobianos, alguns estudos destacam o papel imunomodulador
do CFS. Quinteiro-Filho et al. (2015) mostraram que o CFS de diferentes cepas de
Lactobacillus modulou a expressdo de citocinas em macréfagos de galinha, induzindo
producdo de 6xido nitrico (NO), além de aumentar a expressao de citocinas como IL-1f, IL-8
e [FN-vy, indicando um potencial regulador da resposta imune inata.

Por fim, estudos recentes tém sugerido também a atividade antitumoral dos
sobrenadantes. Akkulak et al. (2024) relataram que o CFS de probidticos associado a
hesperidina reduziu de maneira significativa a viabilidade de células de cancer de célon
(Caco-2), além de diminuir a expressao do gene CYP2WI, com efeito semelhante ao
tratamento direto com as bactérias probioticas.

Esses resultados evidenciam que os sobrenadantes livres de células de probiodticos
contém metabdlitos capazes de modular a microbiota intestinal, inibir patogenos resistentes,
regular a resposta imune e até apresentar propriedades anticancerigenas, reforcando seu

potencial como ferramentas terapéuticas seguras € promissoras.

2.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A Leishmaniose tegumentar pode se manifestar em trés formas diferentes:
leishmaniose cutdnea (LC), leishmaniose cutinea disseminada (LCD) e leishmaniose
mucocutanea (LMC). Mais de 20 espécies podem estar evolvidas com a forma tegumentar da
doenca incluindo: L. tropica, L. aethiopica, L. major, L. infantum, L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis. (CORMAN; MACNAMARA; BAKOWSKI,
2023). No Brasil, a L. braziliensis ¢ o principal agente causador de LT (SILVA et al., 2017).

As manifestacdes clinicas variam desde lesdes cutidneas auto curativas até formas cronicas,



dependendo do estado imunologico do hospedeiro e da espécie de Leishmania envolvida
(ALSHAWEESH et al.,, 2022). A manifestacdo clinica primaria da LC ¢ uma tlcera
delimitada, de formato arredondado, com bordas elevadas. A LCD é uma forma menos
comum, na qual ocorre o desenvolvimento de ndédulos sem ulceragao que se estendem por
todo o corpo. J4 a LMC ¢ considerada a forma mais grave da doenga, ela se caracteriza pela
formacao de ulceras nas mucosas, causando lesdes desfigurantes que afetam principalmente a
regido da face, destruindo septo nasal, labios e nariz (CARVALHO; BACELLAR;
CARVALHO,2022; CONDE L, 2022).

Flebotomineos do género Lutzomyia, popularmente conhecidos como mosquito-palha,
atuam como vetores responsaveis pela transmissao da doenca, através do repasto sanguineo de
fémeas infectadas (SERAFIM et al, 2021). Os hospedeiros da leishmaniose incluem diversas
espécies de mamiferos, sendo os cdes os principais reservatorios da doenca. Outros
mamiferos, como roedores e gambas do género Didelphis spp., também participam do ciclo
de transmissdo, enquanto o ser humano atua como hospedeiro definitivo (CARDOSO et al.,
2015). Além da transmissao convencional por flebotomineos, a leishmaniose também pode
ser transmitida por outras vias, como transfusdes sanguineas. Ferreira-Silva et al. (2018)
relataram soroconversdo em dois de seis pacientes que receberam transfusdo de doadores

soropositivos para L. infantum.

2.2.1 Ciclo Biologico

O ciclo de vida da Leishmania ¢ considerado relativamente simples, sendo composto
por dois estagios morfologicamente e funcionalmente distintos. No vetor, a forma
promastigota do parasito ¢ predominante ¢ ¢ responsavel pela infeccdo. Ja no hospedeiro
(humano ou outros animais) infectado, encontra-se a forma amastigota do parasito,
responsavel pela patogénese da doenca. Essa forma ¢ capaz de infectar macrofagos e se
propagar entre eles (WIJESOORIYA et al., 2023). Nestas condigdes, o parasita demonstra a
capacidade de modular a expressio de macréfagos, impactando negativamente em sua
atividade microbicida e, consequentemente, na resposta imunologica do hospedeiro
(ZANATTA et al, 2023). No hospedeiro invertebrado, o parasito apresenta-se como
promastigota extracelular, que se multiplica no intestino médio do flebotomineo (forma
prociclica) ou diferencia-se em promastigota metaciclica, adaptada para a infeccdo e
transmitida ao hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo (BATES; ROGERS, 2005).

Durante seu desenvolvimento no trato digestivo do vetor, os parasitas enfrentam barreiras



naturais e precisam aderir ao epitélio intestinal para evitar a excre¢do. Em estagios avangados,
acumulam-se, formando tampodes gelatinosos e causando danos a valvula estomodeal, o que
facilita a transmissdo. A transformagdo para formas metaciclicas altamente infecciosas ¢é,
portanto, um passo crucial para a infec¢do do hospedeiro vertebrado (DOSTALOVA; VOLF,
2012).

No hospedeiro vertebrado, Leishmania spp., transformam-se em amastigotas
intracelulares, forma esférica e imovel que se multiplica no interior de células fagociticas,
como macrofagos e neutréfilos. Como consequéncia da replicagdo continua, ocorre a ruptura
da célula hospedeira e a liberagdo de novos parasitos, que passam a reinfectar células
vizinhas. O ciclo se completa quando um flebotomineo ingere células infectadas através do
repasto sanguineo, fazendo com que os amastigotas se convertam em promastigotas no

intestino do mosquito-palha. (COSTA-DA-SILVA, 2022; KAYE; SCOTT, 2011).
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Fonte: Adaptado de CDC, 2017

2.2.2 Imunopatologia

Logo apos a infeccao no hospedeiro, o sistema imunologico ¢ ativado com o objetivo
de combater o agente infeccioso, principalmente por meio da ativacdo do sistema
complemento, que pode promover a lise de aproximadamente 90% dos parasitos. Entretanto,

ao longo do processo evolutivo, Leishmania spp. desenvolveram estratégias de evasdo imune



que lhes conferem maior capacidade de persisténcia no organismo. Entre esses mecanismos,
destaca-se a expressdo de proteinas capazes de fosforilar componentes do complemento,
como C3, C5 e (9, dessa forma inibindo a ativagdo desse sistema (COSTA-DA-SILVA,
2022). Além disso, Leishmania spp. expressam em sua superficie moléculas essenciais para
resistir a lise mediada pelo complemento, entre as quais se destacam a glicoproteina 63
(GP63) e o lipofosfoglicano (LPG). Essas moléculas atuam clivando o componente C3b,
convertendo-o em sua forma inativa (iC3b), o que ndo apenas impede a formacdao do
complexo de ataque a membrana, mas também favorece a internaliza¢ao do parasito por meio
da ligacdo aos receptores do complemento (CRs) presentes nas células hospedeiras. (GUPTA;
OGHUMU; SATOSKAR, 2013). Estudos recentes descobriram outros mecanismos
envolvidos na inativagdo de C3b, através de mecanismos que envolvem a ligagdo da molécula
reguladora do complemento fator H do soro (ALVES et al., 2021).

As principais células do sistema imune inato envolvidas na resposta contra a infec¢ao
por Leishmania sdo os neutrofilos e os macrofagos. Os neutrofilos constituem a primeira
populagdo celular a migrar para o sitio de infecg¢do, onde fagocitam a forma promastigota e
liberam mediadores microbicidas, como oOxido nitrico (NO), elastase neutrofilica (NE) e
armadilhas extracelulares, desempenhando um papel protetor inicial (PACHECO-
FERNADEZ et al., 2021; FILARDY et al., 2014)

Os macrofagos sdo responsadveis por confinar as promastigotas em um fagolisossomo,
que sao organelas repletas de enzimas liticas e que possuem pH baixo. Esses macréfagos
desempenham um papel essencial, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS), contribuindo significativamente para a eliminagdo do parasita (CONDE et al., 2022).
No entanto, para escapar dessa resposta microbicida, Leishmania spp. utilizam estratégias de
evasdo, sendo a principal delas mediada pela glicoproteina 63 (GP63), que inibe o estresse
oxidativo e interfere na producao de NO e ROS (RALTON et al., 2021).

Outro componente essencial no controle da infecgdo ¢ a atuacao das células do sistema
imune adaptativo, em especial os linfocitos T, que secretam citocinas capazes de modular a
resposta dos macréfagos, promovendo ou inibindo sua atividade antiparasitaria (COSTA-DA-
SILVA et al., 2022). Nesse contexto, a elimina¢do do parasita esta associada ao perfil de
resposta Thl, no qual as células CD4* produzem citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-12 e IL-2
que estimulam a ativagdo de macréfagos M1, favorecendo a producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), fundamentais para a destruicdo do
parasito (ALSHWEESH et al., 2022; CONDE et al., 2022). As células T CD8" contribuem

para a resposta imune por meio da secrecdo de citocinas; entretanto, evidéncias experimentais



indicam que, quando a atividade citotoxica se torna desregulada, ocorre liberagdo de
granzimas e perforina que ativa o inflamassoma NLRP3, promovendo a produ¢do de IL-1f3 e
resultando na intensificagdo do dano tecidual e na piora das lesdes cutaneas (NOVAIS et al.,
2017).

Em contrapartida, o perfil Th2 contribui para a progressdo da doenga, uma vez que
promove a secrecdo de IL-10, IL-4 e IL-13, citocinas que reprimem a ativacdo dos
macrofagos M1 e induzem a diferenciagdo para o fendtipo M2 anti-inflamatorio, dessa forma
contribuindo com o crescimento dos parasitas nas lesdes. Assim, ocorre a inibi¢ao das
respostas microbicidas mais efetivas contra a Leishmania, tornando o hospedeiro mais
suscetivel a infeccao (CONDE et al., 2022).

Além disso, estudos recentes indicam que as células Th17 e as T reguladoras (Treg)
também participam da resposta imunologica contra Leishmania spp. As células Treg secretam
TGF-B e IL-10, citocinas que, em conjunto com a resposta Thl, atuam no controle de uma
ativacao exacerbada do sistema imune. Paralelamente, essas mesmas citocinas favorecem a
diferenciagdo de células Th17 a partir de linfocitos T CD4" naive, os quais produzem IL-21,
IL-17 e IL-22, que irdo atuar diretamente no processo inflamatorio (ZAYATS et al., 2023;
COSTA-DA-SILVA, 2022).
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Fonte: Adaptado de COSTA-DA-SILVA et al., 2022.

2.2.3 Leishmaniose Cutinea Difusa E Leishmaniose Mucocutinea



As formas clinicas mais severas da leishmaniose tegumentar, como a leishmaniose
LCD e a LMC, estdo associadas a respostas imunes em extremos opostos. Em ambos os
casos, observa-se que a modulagdo das respostas celulares e adaptativas desempenha papel
central na determinagdo da gravidade e evolugdo desses quadros clinicos (SCOTT; NOVAIS,
2016).

Na LCD , o parasito se dissemina por meio das vias hematogénicas, resultando no
surgimento de multiplas lesdes em diferentes segmentos do corpo. Essa apresentacao clinica,
embora rara, ¢ considerada grave e caracteriza-se pela presenca de inimeras lesdes cutaneas,
frequentemente com alta carga parasitdria, distribuidas de maneira ampla e associadas, em
alguns casos, a sintomas sistémicos como febre e mal-estar (MACHADO et al., 2019). Nessa
condi¢do, predomina uma resposta imune de perfil Th2, caracterizada por baixa produgdo de
citocinas inflamatodrias, como IFN-y, e por niveis elevados de IL-4 e IL-10, que modulam
negativamente os mecanismos efetores da fagocitose, essenciais para a eliminagao do parasito
(SCOTT; NOVAIS, 2016). Além disso, ocorre uma intensa producdo de mediadores da
resposta imune humoral, os quais, entretanto, mostram-se ineficazes para impedir a infec¢ao
de novas células (ANVERSA et al., 2018).

A LMC por sua vez, também considerada uma forma grave da LT, caracteriza-se por
lesdes destrutivas nas mucosas, especialmente das vias aéreas superiores, comprometendo o
septo nasal e podendo levar a destrui¢ao da cartilagem, além de complicacdes adicionais. Essa
condi¢do impacta significativamente a qualidade de vida do hospedeiro, uma vez que provoca
desfiguragdo facial e pode evoluir para 6bito devido a complicagdes ou infec¢des secundérias
(ELOI et al., 2023). Diferente da LCD, a resposta imunolégica da LMC envolve tanto o perfil
Th1 quanto o Th2, resultando em uma resposta exacerbada. Esse processo ¢ marcado pela alta
producao de citocinas pré-inflamatorias, como IFN-y, TNF-a, além da liberagdo de ROS e
NO, associada a baixos niveis de IL-10, IL-5, IL-4 e TGF- (SCOTT; NOVALIS, 2016).

Apesar do balanco entre as respostas Thl e Th2 desempenhar papel central na
determinagdo da gravidade da infeccdo, a manifestacdo clinica da doenca também estd
relacionada pelo tipo de Leishmania envolvida e por diversos fatores adicionais. Entre eles,
destacam-se o estado imunoldgico do hospedeiro, caracteristicas genéticas individuais e
condi¢cdes nutricionais. Esses fatores podem influenciar diretamente a capacidade de controle

ou progressao da infec¢do (GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013).

2.2.4 Tratamento Convencional no Brasil



Os principais farmacos empregados no tratamento das Leishmanioses sdo os
antimoniais pentavalentes, como a N-metilglucamina (Glucantime), ¢ o antifungico
Anfotericina B, ambos disponibilizados no Brasil pelo Ministério da Saude. Entretanto, o uso
dessas drogas enfrenta limitagdes, sobretudo pela necessidade de administragdo parenteral em
ambiente hospitalar e pelos efeitos colaterais e toxicos associados, que podem gerar
desconforto ao paciente e, em alguns casos, levar ao abandono do tratamento (RODRIGUES
et al., 2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A Anfotericina B apresenta alta taxa de cura, atingindo aproximadamente 97% nos
casos de leishmaniose tegumentar (LT) e visceral (LV), o farmaco atua principalmente
ligando-se ao ergosterol, componente essencial das membranas celulares de Leishmania spp..
Essa interacdo provoca a formacdo de poros transmembranares, levando a perda de ions,
desregulagdo osmoética e eventual morte celular. Contudo, esta relacionada a diversos efeitos
colaterais, incluindo febre, cefaléia, hipotensdo, anemia e alteragdes cardiovasculares e renais.
Para reduzir tais complicacdes, foi desenvolvida a formulagdo lipossomal da Anfotericina B,
que apresenta menor toxicidade e menos efeitos colaterais. Apesar disso, o farmaco ainda
requer administragao hospitalar, além de possuir custo elevado e tempo de aplicagdo mais
prolongado (MONCADA-DIAZ et al., 2024).

J4 os antimoniais pentavalentes demonstram eficacia proxima a 90%. No entanto, seu
uso também ¢ limitado pelos efeitos toxicos nos sistemas hepatico, cardiaco e renal, o que
restringe sua indicagdo em pacientes de maior risco (ANVERSA et al, 2018,
BALASEGARAM et al., 201).

As Leishmanioses constituem um grupo de doencas que impactam de forma
significativa a qualidade de vida das pessoas acometidas, tanto no aspecto fisico quanto
funcional. Os anos de vida ajustados por incapacidade (DALY) representam um indicador
utilizado para mensurar a perda de satide decorrente da carga de doencgas fatais e ndo fatais.
No Brasil, entre 1990 e 2019, foi registrado um aumento de 83,6% no DALY, sendo esse
crescimento atribuido, em grande parte, a LV, que apresenta elevadas taxas de mortalidade. Ja
a LT, especialmente na forma mucocutanea (LMC), foi identificada como a principal
responsavel pela incapacidade entre os individuos afetados (BEZERRA et al., 2018). Além do
impacto fisico e social, as Leishmanioses também acarretam custos econdomicos expressivos.
No caso da LT, o tratamento pode corresponder a aproximadamente 22,5% da renda mensal
dos pacientes. Somam-se ainda os gastos com hospitalizacdes, que representam cerca de 40%
do total. Estima-se que os custos indiretos, decorrentes do afastamento laboral e da morte

precoce, tenham ultrapassado US$ 12 milhdes em apenas um ano (DE CARVALHO et al.,



2017). Além disso, no periodo de 2000 a 2017, a taxa de abandono do tratamento intravenoso
da LC foi de 3,4% entre 90 pacientes, o que ressalta a importancia do desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2021).

3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA CIENTIFICA/SOCIAL

A necessidade de estratégias eficazes para prevencdo e tratamento da leishmaniose
cutanea ¢ crucial, dada a limitada disponibilidade e eficacia dos farmacos existentes no
mercado. O tratamento convencional ¢ marcado por efeitos colaterais graves, como
toxicidade, e apresenta custos elevados, impactando especialmente as comunidades de baixa
renda (CORMAN; MACNAMARA; BAKOWSKI, 2023). No Brasil, os custos do tratamento
da leishmaniose cutanea representam aproximadamente 22,5% da renda mensal dos pacientes
(GALVAO et al., 2020), Além disso, a taxa de anos de vida ajustados por incapacidade
(DALY) associada a leishmaniose no Brasil registrou um aumento significativo de cerca de
83,6% (BEZERRA et al., 2018).

Nesse cenario, Bacillus velezensis desponta como um microrganismo com potencial
aplicagdo probiodtica e atividade contra patdgenos. A utilizagdo de metabolitos derivados dessa
bactéria pode contribuir tanto para a modulacdo da resposta imunoldgica quanto para
possiveis efeitos diretos sobre Leishmania spp., configurando uma abordagem inovadora.
Assim, a investigacdo de seu potencial terapéutico pode subsidiar o desenvolvimento de
estratégias complementares mais acessiveis, seguras ¢ eficazes no enfrentamento da

leishmaniose cutanea.
4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar as propriedades probidticas das cepas de B. velezensis (1273, 144 e 118) e
avaliar o potencial de aplicacdo de seus CFS na modulacdo da resposta imunoldgica, bem

como sua atividade contra Leishmania braziliensis in vitro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS



® Avaliar propriedades probidticas das cepas de B. velezensis por meio da andlise de sua
tolerancia a condig¢des adversas, bem como de sua capacidade de adesdo e interagdo
com microrganismos patogénicos, além de determinar, por meio de testes de
antibiograma, o perfil de sensibilidade e resisténcia a antibidticos.

® Analisar o impacto da administragdo do CFS das cepas de B. velezensis em linhagens
celulares (VERO CCL-81, RAW 264.7).

® Analisar o impacto da administracdo do CFS das cepas de B. velezensis sobre as
formas promastigotas de L. braziliensis.

® (Quantificar as citocinas inflamatdrias expressas por esplendcitos de camundongos
Balb/C tratados com CFS para investigar o efeito imunomodulador.

® Quantificar as citocinas inflamatérias expressas por macrofagos RAW 264.7 e
macrofagos diferenciados de THP-1 para investigar a imunomodulacao dos CFS,
incluindo a produgdo de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio.

® Analisar o impacto da administragdo do CFS das cepas de B. velezensis na carga
parasitaria de macréfagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de THP-1

infectados in vitro por L. braziliensis.

5. METODOLOGIA

5.1 CULTIVO E CARACTERIZACAO DE CEPAS POTENCIALMENTE PROBIOTICAS

5.1.1 Cultivo de B. velezensis

As cepas B. velezensis 1273, 144 e 118 foram isoladas de solo e caracterizadas
previamente por colaboradores do Laboratério de Genética Molecular e Celular do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG. Essas cepas foram identificadas por ndo apresentarem
capacidade de hemolise e demonstraram uma baixa indu¢do de necrose em células de
hepatocitos de galinha (SOROKULOVA, 2013). As células armazenadas (em BHI 20% de
glicerol) foram transferidas (20ul) para 3 ml de meio LB (Luria Bertani). A suspensdo
resultante foi incubada a 37°C por 24 horas sob agitagdo (180 RPM). Apds o cultivo, o
numero de células bacterianas para os ensaios subsequentes foi estimado utilizando escala de

McFarland. (PERINI & PEREIRA et al, 2024).

5.1.2 Preparaciao do Sobrenadante Livre de Células (CFS)



O procedimento para obten¢ao do CFS seguiu o protocolo de Rocha et al. (2019), com
adaptacdes. As culturas de cada cepa de probidtica, previamente incubadas, foram ajustadas
para atingir uma concentra¢do equivalente ao tubo 0.5 de McFarland (1 x 10® células/ml) e
incubadas a 37 °C por 24 horas sob agitagdo (180 RPM). Em seguida, a suspensdo foi
centrifugada a 12.000 g por 15 minutos, o sobrenadante separado, neutralizado com HCI até
atingir o pH de 6,5 e filtrado (0,22 um). O sobrenadante, isento de células, foi armazenado a -

80 °C para os procedimentos subsequentes.

5.1.3 Sensibilidade das cepas apds exposicao a pH acido e sais biliares

Foi conduzido um ensaio de tolerancia a condigdes gastrointestinais, conforme o
protocolo descrito por Pennacchia (2004), com o objetivo de simular a passagem das bactérias
pelo trato gastrointestinal. As culturas bacterianas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, sob
agitacdo de 180 rpm. Apds esse periodo, a concentragdo das suspensoes foi ajustada para 0,5
na escala de McFarland.

Em seguida, aliquotas foram inoculadas em tubos contendo: (a) meio LB ajustado para
pH 2,5 (condi¢do de estresse acido) e pH 7,0 (controle), e (b) meio LB suplementado com
0,3% de sais biliares bovinos, além do LB sem suplementa¢do (controle). As culturas
permaneceram por 3 horas a 37 °C e 180 rpm. Apds a exposicao as condi¢des experimentais,
as amostras foram centrifugadas, ressuspendidas em meio LB com pH neutro e distribuidas
em placas de 96 pocos.

O crescimento bacteriano foi monitorado ao longo de 24 horas por meio de leituras de
absorbancia a 475 nm em espectrofotometro, permitindo a analise da cinética de crescimento
apos exposicdo das cepas bacterianas as condigdes de estresse acido e na presenca de sais

biliares bovinos.

5.1.4 Ensaio de adesiao em placas de poliestireno

A capacidade de adesdo das potenciais cepas probidticas a substratos seguiu o
protocolo adaptado de Silva, M. O et al. (2025). As culturas foram incubadas a 37 °C por 1, 3,
6 ¢ 24 horas. Apds a incubagdo, o meio de cultura foi removido e os pogos lavados trés vezes
com solugdo salina estéril (NaCl 0,85%) para eliminar células ndo aderidas. Em seguida, as

células fixadas com metanol (Synth) por 15 minutos foram deixadas secar a temperatura



ambiente. Posteriormente, adicionou-se solug¢do de cristal violeta a 1%, seguida de trés
lavagens com solu¢do salina. Apds nova secagem, os cristais retidos foram solubilizados com
solucdo de acido acético a 33% e a biomassa aderida foi quantificada pela leitura de

absorbancia a 600 nm. Cada cepa foi testada em triplicata em trés ocasides distintas.

5.1.5 Antibiograma

A andlise de resisténcia a antibidticos € crucial para avaliar a seguranca das potenciais
cepas probidticas empregadas. A avaliagdo foi conduzida através do ensaio de antibiograma,
utilizando valores de corte microbiologicos e métodos quantitativos da Concentragdo
Inibitéria Minima (MIC) apresentados em normativas internacionais como CLSI (M100
ED34:2024). Os antibioticos utilizados foram Penicilina, Oxacilina, Gentamicina,
Eritromicina, Tetraciclina, Ciprofloxacino, Clindamicina, Rifampicina, Teicoplanina e

Vancomicina.

5.1.6 Acao contra microrganismos patogénicos

A fim de avaliar o potencial de secrecdo de compostos antibacterianos por cepas de
Bacillus velezensis (1273, 144 e 118), foi realizado um ensaio de co-cultivo com cepas
patogénicas (Staphylococcus aureus, MRSA, Streptococcus mutans e Escherichia coli)
seguindo o protocolo de Perini & Pereira et al. (2024). Culturas bacterianas overnight foram
padronizadas para turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland. As cepas patogénicas
foram semeadas em placas contendo dgar Mueller-Hinton, e, em seguida, um ino6culo pontual
das cepas de B. velezensis foi depositado no centro das placas. Apos incubagdo a 37 °C por 24
horas, a atividade antibacteriana foi avaliada pela formacdo de halos transliicidos ao redor da
colonia de B. velezensis.

Adicionalmente, a atividade antibacteriana do sobrenadante livre de células (CFS) das
cepas de B. velezensis foi investigada por meio do ensaio de difusdao em pocgo. Para isso, as
bactérias patogénicas foram previamente semeadas em agar Mueller-Hinton, e 50 pL. de CFS
foram adicionados em pocos confeccionados no centro das placas. Apo6s incubagdo a 37 °C
por 24 horas, a presenca de halos de inibi¢do ao redor dos pogos foi considerada indicativa de
atividade antibacteriana.

Na sequéncia, a capacidade inibitéria do CFS foi investigada pelo método de

microdilui¢do em caldo, com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC).



Suspensdes padronizadas de bactérias patogénicas (S. aureus, MRSA, S. mutans e E. coli)
foram incubadas a 37 °C por 18 horas com diluigdes seriadas do CFS (1:2 a 1:512). O
crescimento bacteriano foi monitorado pela leitura da absorbancia a 475 nm, sendo os

resultados expressos em densidade optica (O.D.).

5.2 CULTIVO E MANUTENCAO DE LINHAGENS CELULARES

5.2.1 Cultivo e manutenc¢ao de fibroblastos VERO CCL-81, macrofagos RAW 264.7 e

monocitos THP-1

Células da linhagem de macrofagos Raw 264.7, derivadas de macréfagos murinos
peritoneais imortalizados, VERO CCL-81, derivada do tecido epitelial renal de macaco verde
Africano e a linhagem celular humana de leucemia monocitica, denominada THP-1, foram
cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e 20 pug/ml de Gentamicina. O cultivo ocorreu em frascos de
cultura de 25 cm® que foram mantidos em estufa a 37 °C com 5 % de dioxido de carbono
(COy). (ZHANG et al, 2020).

Para realizar os ensaios, as células aderentes foram dissociadas dos frascos utilizando
PBS/EDTA (0,25%) e Tripsina 1X (Sigma™). Para determinar o niimero de células e ajustar
a concentragdo desejada em cada experimento, as células foram coradas com liquido de Turk
(Cristal Violeta 0,1% e solug@o de acido acético 1%) e, posteriormente, contadas em uma
camara hemocitométrica (camara de Neubauer). Os experimentos foram conduzidos apds

doze horas de plaqueamento em placas de 96 pocgos, permitindo a aderéncia celular.

5.2.2 Citotoxicidade com as linhagens VERO CCL-81 ¢ RAW 264.7

O ensaio de citotoxicidade seguiu o protocolo adaptado de Abbasi et al. (2023).
Células epiteliais da linhagem VERO CCL-81 foram removidos das garrafas de cultura por
tratamento com tripsina 1X (Sigma™) em PBS/EDTA. J4 os macrofagos RAW 264.7 foram
destacados das garrafas utilizando um espalhador de células estéril. As células suspensas
foram coletadas com pipeta estéril e transferidas individualmente para tubos de 15 mL,
contendo 1,5 mL de meio RPMI suplementado com 10% de SBF para inibir a acdo da

tripsina.



Os tubos foram centrifugados a 600 g por 6 minutos, formando o pellet celular. Apds o
descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI com 10%
de SBF e submetidas a contagem em camara de Neubauer, ajustando-se a concentragdo para
1x10° células/pogo. Cada linhagem foi entao plaqueada separadamente em placas de 96 pogos
de fundo chato e incubada a 37 °C em estufa com 5% de CO. por 12 horas, para permitir a
adesao celular.

Ap6s o periodo de adesdo celular, os tratamentos foram adicionados aos pogos
contendo as culturas, utilizando diferentes concentragdes de CFS (2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%,
40% e 50%, correspondente ao volume final de 250 pL/pogo), em triplicata. Também foram
incluidos, igualmente em triplicata, os seguintes controles: pogos apenas com células
(controle positivo/viabilidade), pogos com células tratadas com paraformaldeido (PFA) a 4%
(controle negativo/morte) e pogos contendo apenas meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de SBF (controle de esterilidade).

As placas foram incubadas novamente a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO., por 24
horas. Apds esse periodo, adicionou-se 25 puL de resazurina (Sigma™; 1,0 mg/mL),
correspondendo a 10% do volume final de cada poco (250 pL). As placas foram mantidas sob
as mesmas condi¢des e monitoradas a cada 30 minutos para observar a alteragdo da coloracao
do corante, que ¢ reduzido enzimaticamente por células vidveis em resorufina, pigmento
fluorescente de coloracdo rosea. A viabilidade celular foi quantificada em leitor de
microplacas (EnSpire, Perkin-Elmer — EUA), com excitacdo a 560 nm e emissdo a 590 nm. A
partir das leituras, calcularam-se as porcentagens de viabilidade celular e, em seguida, a
concentragdo citotoxica capaz de reduzir 50% da viabilidade (CCso), expressa em pg/mL, para

ambas as linhagens.

5.2.3 Diferenciacao de monocitos THP-1

A diferenciagdo de mondcitos THP-1 seguiu o protocolo adaptado de Chang et al.
(2021). Os monocitos THP-1 foram coletados das garrafas de cultura e transferidos para um
tubo e 50 mL, para entdo, serem centrifugados a 600g por 6 minutos. Apds o pellet foi
ressuspendido em S5mL de meio RPMI 1640 a 10% de SBF e as células foram contadas na
Camara de Neubauer e a concentragdo de células foi ajustada para 1x10* células/poco; apds
ajuste de concentracdo o forbol-12-miristato 13-acetato (PMA) foi adicionado em uma
concentragdo de 100ng/mL. Apos, as células foram plaqueadas e incubadas na estufa a 5% de

CO: e a 37°C durante 24 horas, posterior ao periodo de incubagdo, o meio dos pogos foi



retirado e adicionado 200uL de meio RPMI 1640 a 10% SBF e as placas foram incubadas na
estufa a 5% de CO: a 37°C durante 48 horas.

5.2.4 Obtencao de Linfécitos derivados de Esplenocitos Murinos

Para a obtencdo dos esplendcitos de camundongos Balb/c seguimos o protocolo de
Harada et al., (2022) com adaptagdes. A origem dos camundongos foi a partir de doacao do
Biotério Central da UFTM, proveniente de animais utilizados para manutencao da criacao e
destinados ao descarte. A utilizagdo da carcaga desses camundongos ndo necessita da
aprovacgdo do Comité de ética no uso de animais (CEUA).

O bago foi removido de camundongos eutanasiados sob condicdes assépticas e
transferido para uma placa de Petri contendo 5 mL de meio RPMI incompleto. Em seguida, o
orgdo foi macerado com auxilio de uma pinga tipo “pata de gato” para promover a dissociacdo
celular. O material resultante foi transferido para um tubo de 15 mL contendo 10 mL de meio
RPMI incompleto e centrifugado a 400 g por 10 min. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado e o pellet celular ressuspenso em 10 mL de RPMI incompleto. O procedimento
de centrifugagdo foi repetido nas mesmas condicdes, e o pellet final foi ressuspenso em 10
mL de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram
contadas em camara de Neubauer e a concentracdo ajustada para 2x10° células/mL. Em
seguida, foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 48 h para permitir a adesao
celular. Apds esse periodo, o sobrenadante foi coletado e as culturas foram tratadas com o

CFS das cepas de B. veleznensis 1273, 144 e 118

5.2.5 Ensaios de imunomodula¢do com macrofagos RAW 264.7, macréfagos

diferenciados de THP-1 e Linfocitos derivados de esplendcitos murinos

Para a dosagem de citocinas, foi empregado o método de Ensaio de Imunoabsorcao
Enzimatica (ELISA) no formato sanduiche. Foram utilizados kits comerciais Mouse IFN-y
(BD OptEIA™), Mouse IL-10 (BD OptEIA™), Mouse TNF-a (BD OptEIA™) para células
de linhagem animal ¢ Human IL-10 (BD OptEIA™), Human TNF-a (BD OptEIA™) para
células de linhagem humana. Os ensaios foram realizados seguindo as recomendagdes dos
fabricantes, utilizando o sobrenadante das culturas celulares tratados com diferentes

concentragdes do CFS das cepas de B. velezensis.



Foram utilizadas placas de 96 pocos de meia area com alta afinidade. Inicialmente,
cada placa destinada a uma citocina foi sensibilizada com 50 pL do anticorpo de captura
diluido 1:250, conforme o tampao recomendado pelo fabricante: tampao fosfato pH 7,2 para
IL-10 e tampao carbonato pH 9,5 para IFN-y e TNF-a. As placas foram incubadas overnight
em camara umida a 4 °C.

As placas foram entdo lavadas trés vezes com 100 uL de PBS-Tween 0,5% e
bloqueadas com 200 pL de PBS-SBF 20% por 4 horas em camara imida a 25 °C. Apds o
bloqueio, as placas foram lavadas novamente com 100 pL de PBS-Tween 0,5%, e adicionou-
se 25 uL de PBS-SBF 10% nos pogos das amostras tratadas e 50 uL nos pogos da curva
padrdo e do branco.

Para a constru¢do da curva padrdo, foram adicionados 50 puL do padrdao nos dois
primeiros pontos da curva, localizados nas ultimas duas colunas da placa, seguindo a
concentragdo estoque e a concentragdo recomendada pelo kit. As diluicdes subsequentes
foram realizadas em série (1:2), e dois pogos foram mantidos apenas com PBS-SBF 10%
(branco). Em seguida, 25 pL dos sobrenadantes coletados da imunomodulacdo da células
foram adicionados aos pogos das amostras, e as placas foram incubadas na camara umida por
2 horas.

Apoés a incubagdo, as placas foram lavadas com 100 pL de PBS-Tween 0,5% e
adicionou-se 50 uL do anticorpo de deteccao diluido 1:250 em PBS-SBF 10%, conjugado a
estreptavidina-HRP, seguido de incubagado por 1 hora na camara umida. A reacdo foi revelada
com 50 uL de TMB (3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina), incubando as placas no escuro por 30
minutos. Para interromper a reacdo, adicionou-se 50 pL de 4cido sulftrico 2N, e as leituras
foram realizadas em espectrofotometro (Eon — NewRoute™) a 450 nm e 570 nm.

As concentragdes das citocinas foram calculadas a partir da curva padriao, apos

correcao pelo branco, utilizando regressdo linear simples.

5.2.6 Ensaio de cinética de producio de Espécies Reativas de Oxigénio

Para realizacdo do ensaio de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), foi
utilizado o protocolo adaptado de Zhang et al. (2020), os macrofagos RAW 264.7 e
macrofagos diferenciados de THP-1 foram marcados com diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA, 0,1 uM) por 45 minutos. Apds, o sobrenadante foi
descartado e as células foram lavadas trés vezes com RPMI 1640 sem a adigao de SBF,

posteriormente, as células foram tratadas com os CFS nas mesmas concentracdes do item



5.2.2 . As leituras de fluorescéncia foram realizadas durante 60min para avaliar a cinética. A
fluorescéncia foi medida nos comprimentos de onda Ex485/Em535 e expressa em unidades

arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

5.2.7 Ensaio de producio de Oxido Nitrico

Para realizagdo do ensaio de produc¢do de 6xido nitrico, seguindo o protocolo adaptado
de Chang et al. (2021), os macréfagos RAW 264.7 e macréfagos diferenciados de THP-1
foram processados da mesma forma descrita no item 5.2.2 e 5.2.3 respectivamente. Apos a
contagem, as células foram adicionadas na placa de 96 pogos em uma concentragdo de 1x10° e
1x10* célula/pogo respectivamente e incubadas na estufa a 5% de CO: e a 37°C por um
periodo de 12 horas para adesdo celular. Apés as células foram tratadas, nas mesmas
concentragdes selecionadas e descritas no item 5.2.2, por um periodo de 24 horas. Apds, foi
realizada a reagcdo de Griess para deteccdo do nitrito, um subproduto da oxidacdo do NO
presente no sobrenadante das culturas celulares. Foi realizada a adigdo do sobrenadante a
placa, seguido do mesmo volume do reagente de Griess. Para criar a curva-padrao, uma
solugdo de nitrito de sodio foi preparada com dilui¢des seriadas da concentragdo inicial, sendo
o ultimo pogo o branco, contendo apenas com PBS 1x. Ap6s uma incubag¢do de 10 minutos no
escuro, a leitura ¢ realizada no espectrofotometro (EnSpire Perkin-Elmer — USA) a 450 nm.
As concentragdes foram calculadas a partir das leituras da curva padrao, apds corre¢ao pelo

branco, utilizando regressao linear simples.

5.3 CULTIVO E MANUTENCAO DE PROMASTIGOTAS DE L. brasiliensis

5.3.1 Cultivo de L. braziliensis

O cultivo das formas promastigotas de L. braziliensis foi realizado conforme protocolo
adaptado de Rodrigues et al. (2025), utilizando meio de cultura 199 (M199) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). As culturas foram mantidas em frascos de 25 cm? e
incubadas em estufa do tipo BOD a 26 °C, sob condi¢des controladas. Para os ensaios de
toxicidade e infeccdo celular, os parasitas em fase estacionaria de crescimento (5° dia de
cultura) foram submetidos a um processo de centrifugagao diferencial, em que foi realizada a
centrifugacdo a 150g por 1 minuto, coleta do sobrenadante para realizagdo da segunda

centrifugacdo a 2.000g por 30 minutos, sendo ambas em uma temperatura de 4°C. Esse



processo garantiu que as leishmanias mortas e debris, assim como os possiveis cristais
formados no meio, fossem descartados, de modo que ndo interferissem na qualidade do
experimento. Posteriormente, uma aliquota de L. braziliensis foi diluida em paraformaldeido
(PFA) 4%, contados em camara de Neubauer e as concentracdes ajustadas para cada

experimento.

5.3.2 Viabilidade das promastigotas de L. braziliensis tratadas com os CFS de B.

velezensis

O ensaio de viabilidade parasitaria seguiu o protocolo adaptado de Shaikh et al.
(2024). As formas promastigotas de L. braziliensis foram retiradas da garrafa de cultura e
transferidas para um tubo Falcon de 50 mL, sendo entdo submetidas a centrifugacao
diferencial. Primeiro, foi realizada uma centrifuga¢do a 150 g por 1 minuto, coletando-se o
sobrenadante para uma segunda centrifuga¢do a 2.000 g por 30 minutos, ambas a 4 °C. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as promastigotas foi ressuspendido
em 10 mL de meio M199 suplementado com 10% de SBF. A suspensdo foi levada a Camara
de Neubauer para contagem dos parasitas e ajuste da concentragdo para 1x10° parasitas/pogo.

Na placa de 96 pocos de fundo chato, a suspensdo contendo os parasitas foi
adicionada, seguida da aplicacdo dos tratamentos de CFS das cepas de B. velezensis na
seguindo o mesmo padrao de concentragdo da citotoxicidade. Na mesma placa, foram
distribuidos, em triplicata, os diferentes grupos experimentais e controles: pogos apenas com
promastigotas (controle positivo/viabilidade), pogos com promastigotas tratadas com PFA a
4% (controle negativo/morte) e pogos contendo apenas meio M199 suplementado com 10%
de SBF (controle de esterilidade).

Ap6s o tratamento, foi adicionado a placa o corante MTT (0,5 mg/mL) [brometo de

(3-4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazdlio. Sigma), correspondente a 10% do volume final
de cada poco (100 pL), e a placa foi incubada a 37°C por 4 horas. Em seguida, 100 puL de
tampao de solubilizagdo (HC1 0,1 M em alcool isopropilico) foram adicionados para dissolver
os cristais formados. A absorbancia foi determinada a 540 e¢ 650 nm, e a viabilidade das

promastigotas foi calculada em relagdo aos controles, determinado a (ICs).

5.3.3 Ensaios de infeccio em macrofagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de
THP-1



Foram realizados dois ensaios em placas de 96 pogcos de fundo chato, de forma
independente quanto a linhagem de cé€lulas, seguindo protocolo adaptado de Oliveira et al.
(2025). Os macrofagos RAW 264.7 foram desagregados de suas respectivas garrafas de
cultura de 25cm?® a partir da utilizagdo de um espalhador de células estéril. Apos serem
suspensos, o sobrenadante da garrafa contendo as células foi transferido para um tubo de
50mL e esse levado a centrifugagdo a 600g por 6 minutos. O pellet foi ressuspendido em SmL
de RPMI 1640 a 5% de SBF e as células foram contadas na Camara de Neubauer e a
concentragdo de células foi ajustada para 1x10° célula/pogo. Apds a contagem, as células
foram adicionadas na respectiva placa de 96 pocos e incubadas na estufa a 5% de CO: ¢ a
37°C durante 12h para aderéncia celular. J& os monocitos THP-1 foram diferenciados de
acordo com o item 5.2.3.

Transcorrido o periodo de adesdo celular dos macrofagos RAW 264.7 e a
diferenciagdo dos monoécitos THP-1, as promastigotas de L. braziliensis foram transferidas
para um tubo de 50mL, e submetidas a centrifugacdo diferencial, em que foi realizada a
centrifugacdo a 150g por 1 minuto, coleta do sobrenadante para realizagdo da segunda
centrifugacdo a 2.000g por 30 minutos, sendo ambas em uma temperatura de 4°C. O pellet foi
ressuspendido em SmL de RPMI 1640 a 10% de SBF. Ap0s, os parasitas foram contados na
Camara de Neubauer para ajuste de concentragdo, respeitando a multiplicidade de infeccao
(MOI) 10:1 e a solugao foi adicionada nas placas contendo as respectivas linhagens celulares.
Transcorridas 24 horas, os parasitas extracelulares foram retirados e foi adicionado RPMI
1640 a 10% de SBF e as placas receberam os tratamentos em triplicata de cada CFS. Também
foram adicionados, em triplicata, um controle de infeccao isento de tratamento e pogos apenas
com RPMI 1640 a 10% de SBF como controle de esterilidade e, apds essa etapa, as placas
seguiram para estufa a 37°C e 5% de CO: por 48 horas. Ao fim das 48 horas, o sobrenadante
da placa foi armazenado a -20°C para futuras andlises e ao volume restante nas placas
originais, foram adicionados 100uL de metanol gelado overnight para fixacao das células, e

em seguida, realizado o protocolo de imunofluorescéncia.

5.3.4 Avaliacido do parasitismo intracelular em macrofagos RAW 264.7 e macrofagos

diferenciados de THP-1

A avalia¢do do parasitismo intracelular seguiu o protocolo adaptado de Oliveira et al.

(2025). As placas de macréfagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de THP-1, apos



fixacdo com 100puL de metanol gelado foram submetidas a marcagdo por imunofluorescéncia.
O metanol foi retirado dos pocos e, em seu lugar, foram adicionados 50uL/poco de PBS-
saponina 0,1% com soro de cabra a 10%, para o bloqueio de ligacdes inespecificas, € as
placas foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds 10 minutos, o
contetdo dos pocos foi retirado e as placas foram lavadas quatro vezes com 100uL PBS-
saponina 0,1%, adicionou-se mais 50ul da mesma solugdo nos pogos e as placas foram
novamente incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, o contetido
foi novamente retirado e se adicionou 50uL. de PBS-saponina 0,1% com anticorpo anti-L.
infantum (“pool” de soro de pacientes infectados) na diluicdo de 1:10 e a placa foi incubada
por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds transcorrido o intervalo, o conteudo dos pogos
foi retirado e as placas foram lavadas quatro vezes com 100uL de PBS-saponina 0,1%. Foram
adicionados 50uL do anticorpo anti-IgG-FITC humano (“fluorescein isothiocyanate”) com
PBS-saponina 0,1% na diluicdo 1:200, acrescido de 1uL/pog¢o de lodeto de Propidio,
(25mg/mL); as placas foram mantidas no escuro por 30 minutos em temperatura ambiente.
Por fim, as placas foram novamente lavadas com 100uL de PBS-saponina 0,1% por quatro
vezes e adiciona-se 150ul de PBS Ix em todos os pogos. Apos finalizadas, as placas
seguiram para o microscopio de fluorescéncia (EVOS™) para visualizar as marcagdes. O
anti-IgG-FITC ¢ responsavel pela cor verde na membrana dos parasitos e o lodeto de Propidio
cora o nucleo das cé€lulas e dos parasitas em vermelho.

Para andlise dos dados, foram capturadas fotos em sobreposicdo para fazer a
contagem. Para a contagem, pelo menos 100 células foram contadas para serem registradas
em planilhas digitais (Microsoft Excel™) a nivel de média de L. braziliensis por célula,
percentual de células infectadas e indice de infecgao, calculado pela multiplicacdo da média

de L. braziliensis por célula e o percentual de células infectadas.

5.3.5 Ensaios de imunomodulacido com macrofagos RAW 264.7, macroéfagos

diferenciados de THP-1 apos infeccao com L.braziliensis

Para a dosagem de citocinas ap0s a infecgdo celular, foram utilizados os sobrenadantes
previamente armazenados, conforme descrito no item 5.3.3. O ensaio foi conduzido de acordo

com o protocolo estabelecido no item 5.2.5.

5.3.6 Ensaio de produciio de Oxido Nitrico apés infec¢iio com L. braziliensis



Para a dosagem de NO apds infeccdo celular foram utilizados os sobrenadantes
previamente armazenados, conforme descrito no item 5.3.3. O ensaio foi conduzido de acordo

com o protocolo estabelecido no item 5.2.7.

5.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram tabulados e as varidveis foram avaliadas quanto a distribui¢do
normal por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, e a homogeneidade de variancia foi
verificada com o Teste de Bartlett. Quando a distribuigdo foi considerada normal e a variancia
homogénea, foram aplicados os testes paramétricos ANOVA, seguidos pelo teste de
comparac¢ao multipla de Tukey. Em caso de distribuicdo ndo gaussiana, foram empregados os
testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis e teste de comparagdo multipla de Dunn. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05 (5%). Para a
analise, foi utilizado o software GRAPHPAD PRISM 8.0 (GRAPHPAD SOFTWARE —
EUA).

6. RESULTADOS

6.1 SENSIBILIDADE DAS CEPAS APOS EXPOSICAO A PH ACIDO E SAIS BILIARES

Em relagdo a capacidade de sobrevivéncia apds exposi¢do a pH alterado, os resultados
demonstram que as cepas analisadas (B. velezensis 1273, 144 e 118) foram capazes de tolerar
essas condigdes. Observou-se que a cepa 1273, quando exposta a pH &cido, apresentou
redug¢do do crescimento nas primeiras horas avaliadas, entretanto, a partir de 12 horas de
incubacgdo, atingiu um padrdo de crescimento semelhante ao do controle (Figura 1A). De
forma semelhante, a cepa 144 apresentou queda inicial na viabilidade, mas recuperou o
crescimento ap6és 13 horas (Figura 1B), enquanto a cepa 118 restabeleceu o padrao de
crescimento em 14 horas de incubagdo (Figura 1C). Esses dados indicam que todas as cepas
possuem resisténcia a variagdes de pH, sugerindo que sdo capazes de sobreviver a passagem
pelo ambiente 4cido do trato gastrointestinal, fator essencial para a manutengdo de sua

viabilidade e potencial efeito probiodtico.
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Figura 1. Cinética de sobrevivéncia das cepas de B. velezensis em diferentes condi¢des de pH. Avaliou-se a
capacidade de sobrevivéncia de (A) B. velezensis 1273, (B) B. velezensis 144 e (C) B. velezensis 118 em meios
de cultura ajustados para condi¢des acidas (pH 2,5) em comparagdo ao crescimento em pH neutro (controle). *p
< 0,05 pelo teste ANOVA com poés-teste de Tukey em comparagdo com a condigdo controle (ndo tratada).
Quanto a sobrevivéncia das cepas potencialmente probidticas na presenca de 0,3 % de
sais biliares bovinos, a cepa 1273 apresentou reducdo do crescimento nas primeiras horas
avaliadas, entretanto, a partir de 9h de incubagdo atingiu um padrdo de crescimento
semelhante ao do controle (Figura 2 A). De forma semelhante, a cepa 144 apresentou queda
inicial na viabilidade, mas recuperou o crescimento com 8 horas (Figura 2 B), enquanto a
cepa 118 restabeleceu o padrdo de crescimento em 9 horas de incubacdo (Figura 2 C). Esses

dados sugerem que as trés cepas possuem mecanismos eficientes de adaptagdo a estresses

gastrointestinais, preservando sua viabilidade e potencial de colonizagdo intestinal.
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Figura 2. Cinética de sobrevivéncia das cepas de B. velezensis em diferentes condi¢des de cultivo. Avaliou-se a
capacidade de sobrevivéncia de (A) B. velezensis 1273, (B) B. velezensis 144 ¢ (C) B. velezensis 118 em meio de
cultura suplementado com 0,3% de sais biliares bovinos, em comparagdo ao crescimento em meio ndo
suplementado (controle). *p < 0,05 pelo teste ANOVA com poés-teste de Tukey em comparagdo com a condi¢do
controle (ndo tratada).

6.2 ENSAIO DE ADESAO EM PLACAS DE POLIESTIRENO

As cepas de B. velezensis analisadas demonstraram capacidade de adesdo ao longo de
diferentes periodos de incubagdo (1 h, 3 h, 6 h e 24 h), com valores de p <0,05, sugerindo que
sdo capazes de se manter no intestino por tempo suficiente para exercer seus efeitos

funcionais. A classificagao da formacao de biofilme foi realizada conforme o método descrito
por George et al (2025) que categoriza a intensidade de formacdo como fraca,
moderada ou forte, de acordo com a absorbancia a 600 nm (Fraco: Agy, < 0,086;
Moderado: 0,086 < Ay < 0,172; Forte: Agyy 2 0,172). Em relagdo a cepa 1273
observou-se que a capacidade de adesdo comeca fraca nas primeiras horas, mas
depois se intensifica, atingindo niveis fortes a partir de 3h. Ja a cepa 144 apresentou
capacidade de adesdo moderada ao decorrer do tempo, com aumento entre 3 h e 24
h, mas sem atingir niveis fortes de formacdo. A cepa 118 apresentou aumento

progressivo da formacdo de biofilme ao longo do tempo, com a maturagdo completa

observada entre 6 h e 24 h (Figura 3, Tabela 1).



A Bacillus velezensis 1273 B Bacillus velezensis 144
. ) L
49 o
—_ 0.25+ N
—
—~  3- i 0.20-
Pl —= :
8 27 : g
a o)
o 4, a
o_
1h 3h 6h 24h 1h 3h 6h 24h
Time Time
Cc Bacillus velezensis 118
2.0 . !
—_
_— 1.5-
€
o *
o —
g 1.0
a
O 054
0.0-

1h  3h 6h  24h

Time

Figuras 3. Capacidade de adesdo das cepas de B. velezensis em diferentes periodos de incubacdo. A adesdo de
(A) B. velezensis 1273, (B) B. velezensis 144 ¢ (C) B. velezensis 118 foi avaliada em tempos de 1 h,3 h, 6 he 24
h. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em comparacdo com os diferentes tempos.

Tabela 1 - Classificagdo da capacidade de formagdo de biofilme.

B. velezensis 1273 B. velezensis 144 B, velezensis 118

Tempo
Meédia Absorbancia Média Absorbancia Média Absorbancia
1h 0,08 0,08 0,08
3h 0,26 0,09 0,15
6h 0,63 0,07 0,42
24h 2,35 0,15 1,06

Fonte: Da autora, 2025.
Nota: Fraco: Agy, < 0,086; Moderado: 0,086 < Ay, < 0,172; Forte: Agyy 2 0,172.

6.3 ANTIBIOGRAMA



As cepas avaliadas (B. velezensis 1273, 144 e 118) apresentaram, em geral,
sensibilidade a maioria dos antimicrobianos testados. A cepa B. velezensis 1273 exibiu
sensibilidade a todos os antimicrobianos aos quais foi exposta. De forma semelhante, B.
velezensis 144 foi resistente a penicilina e a oxacilina, mas sensivel aos outros antimicrobianos.
Ja a cepa 118 mostrou resisténcia apenas a penicilina, mantendo-se sensivel aos demais

compostos (Tabela 2).

Tabela 2 - Sensibilidade das cepas potencialmente probioticas contra antimicrobianos

Valor de
referéncia do PBacillus velezensis Bacillus velezensis  Bacillus velezensis
Antimicrobianos .ll:.lltll 1& cepa 1273 cepa 144 cepa 118
inibicio
(mm) Valor S5 R Valor S R Valor 5 R
5 SDD R
PENICILINA =20 — =28 29 sim nio 21 nio sim 25  nfo sim
OXACILINA =22 — =21 23 sim ndo 20 nio sim 24 sm nio
GENTAMICINA =15 — =12 30 sim nioc 29 sim  nfo 30  sim ndo

ERITROMICINA =23 — =13 30 smm nio 30 sim ndo 34  =sim ndo
TETRACICLINA =19 — =14 30 smm ndo 15 sim ndo 19 sim ndo
CIPROFLOXACINA =21 — =15 34 sim nio 30 sim ndo 32  sim ndo
CLINDAMICINA =21 — =14 22 smm nido 24 =smm ndo 25 =sim nio
CLORANFENICOL =18 — =12 24 sim nio 31 sim nfo 35 sim ndo

RIFAMPICINA =20 — =16 20 smm nio 18 sim ndo 19  sim nfo
LEVOFLOXACINA =19 — <15 35 sim ndo 33 sim  ndo 35 sim ndo
TEICOPLANINA _— - — 20 _- — 20 - — 21 - —
VANCOMICINA — — — 20 — — 20 — — 25 — —

Fonte: Da autora, 2025.
Notas: S, sensivel; SDD, suscetivel dependente da dose; R, resistente.

6.4 ACAO CONTRA MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Realizamos um inoculo de ponta em cocultura utilizando cepas potencialmente
probidticas (B. velezensis 1273, 144 e 118) e cepas patogénicas (E. coli, S. aureus e MRSA e
S.mutans) para avaliar a formacdo de halo de inibigdo. Todas as cepas potencialmente
probidticas testadas apresentaram halo de inibi¢do contra o crescimento de S.aureus, MRSA e
S.mutans (Figura 4A, B e C) indicando acdo antimicrobiana dos probiodticos contra as

bactérias gram-positivas. Em relacdo a E.coli ndo houve formagao de halo de inibicao.
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Figura 4. Formagao de halo de inibigdo por cocultura de bactérias potencialmente probidticas com patégenos.
(A) B. velezensis 1273, (B) B. velezensis 144 ¢ (C) B. velezensis 118. Observa-se a formagdo de zonas de
inibicdo nas placas onde o indculo de ponta das cepas potencialmente probidticas foram cocultivados com E.
coli, S. aureus, MRSA e S.mutans

De maneira semelhante, avaliamos a a¢do do CFS das cepas de B. velezensis frente as
mesmas bactérias patogénicas. Para isso, realizamos ensaio de pogo-difusdo, inoculando 40
pL do CFS em um pogo central da placa de agar Mueller Hinton. Também observamos que as
trés cepas de B. velezensis apresentaram a formacao de halo de inibi¢do contra o crescimento
de S.aureus, MRSA e S.mutans (Figura 5A, B e C), evidenciando que tanto as bactérias

probidticas quanto seus metabolitos presentes no CFS apresentam atividade antimicrobiana

contra esses microrganismos.
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Figura 5. Formagdo de halo de inibi¢@o pelo sobrenadante livre de células (CFS) de bactérias probidticas contra
patogenos. (A) B. velezensis 1273, (B) B. velezensis 144 e (C) B. velezensis 118. Observa-se a formagdo de zonas
de inibigdo ao redor dos pogos contendo 40 pL de CFS em cocultura com E. coli, S. aureus, MRSA e S.mutans.
Para avaliar a concentragdo minima do CFS necessaria para inibir o crescimento de
bactérias patogénicas (S. aureus, MRSA, S. mutans e E. coli), foram realizados ensaios de
microdilui¢do em caldo para determinar a concentragdo inibitdria minima (MIC) das cepas
potencialmente probioticas. Os resultados mostraram que o CFS 1273 demonstrou elevada
capacidade de inibicdo frente a todas as bactérias avaliadas: S. aureus (aproximadamente
100% até a dilui¢ao 1:8 e 70% na diluicdo 1:16), MRSA (*100% na dilui¢do 1:2 e 40% na
1:4), S. mutans (98% na dilui¢do 1:2, mantendo-se em 50% até a diluicao 1:8) e E. coli (®
100% até a diluicdo 1:4, reduzindo-se para 65% na diluicao 1:8) (Figura 6A). O CFS 144
destacou-se pela atividade contra S. aureus, MRSA e S. mutans, com aproximadamente 98%

de inibi¢do na dilui¢do 1:2 para as trés bactérias, mantendo a inibicdo em menor intensidade



até a diluicdo 1:4; a atividade contra E. coli foi mais limitada, atingindo cerca de 60% de
inibi¢do na diluigdo 1:2 (Figura 6B) J4 o CFS 118 apresentou o maior efeito inibitorio contra
E. coli e S. mutans, alcangando 96% de inibi¢dao na diluigdao 1:2 e cerca de 80% na diluigao

1:4, embora também tenha inibido S. aureus e MRSA em menor intensidade (Figura 5C).
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Figura 6. Atividade antibacteriana das cepas de B. velezensis. Inibi¢do do crescimento de S. aureus, MRSA, S.
mutans ¢ E. coli apds tratamento com CFS: (A) CFS 1273, (B) CSF 144 ¢ (C) CFS 118, testados em dilui¢des de
1:2 a 1:1024 pelo método de microdilui¢do em caldo (475 nm). *p < 0,05 pelo teste ANOVA com poés-teste de
Tukey em comparagdo com a condi¢do controle (ndo tratada).

6.5 CITOTOXICIDADE COM AS LINHAGENS VERO CCL-81 E RAW 264.7

Para avaliar a toxicidade celular dos CFS nas linhagens VERO CCL-81 e RAW 264.7,
foi realizado o ensaio de resazurina. Os CFS foram testados nas concentracdes de 2,5%, 5%,
10%, 20%, 30%, 40% e 50% do volume final de 250 uL/pogo, com densidade celular de 1 x
10° células/pogo.

Sobre a linhagem celular VERO CCL-81, o CFS 1273 manteve a viabilidade acima de

75% em todas as condi¢des avaliadas com uma CCs, de 69,81 (Figura 7A), indicando baixa

toxicidade (£25%). J4 CFS 144 apresentou viabilidade superior a 75% em todas as



concentragdes, exceto em 50% uma CCsy de 54,72 (Figura 7B). Por fim, o CFS 118

demonstrou uma viabilidade celular acima de 75% nas concentragdes de 5%, 10%, 20% e

30% e uma CCs de 34,53 (Figura 7C). (TUNES L.G, 2015).
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Figura 7. Porcentagem de viabilidade celular de células VERO-CCL-81 tratadas com sobrenadante livre de
células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragdes. O CFS foi testado nas proporgdes de
2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 p1l/pogo: (A) CFS 1273, (B) CFS
144 ¢ (C) CFS 118. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com pds-teste de Tukey em comparagdo com a condi¢do
controle (ndo tratada).

Nos macrofagos RAW 264.7, o CFS 1273 manteve a viabilidade acima de 75% em

todas as condigdes testadas, com exce¢do de 50%, com uma CCsy de 51,87 (Figura 8A),

indicando baixa toxicidade (£25%). O CFS 144 apresentou viabilidade superior a 75% em

todas as concentracdes, exceto em 40% e 50% e uma CCs, de 42,45 (Figura 8B). Por fim, o

CFS 118 manteve viabilidade celular acima de 75% nas concentracdes de 2,5%, 5%, 10% e

20% e uma CCs de 33,98 (Figura 8C).
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Figura 8. Porcentagem de viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7 tratados com sobrenadante livre de
células (CFS) das cepas B. velezensis em diferentes concentragdes. O CFS foi avaliado nas proporgdes de 2,5%,
5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 pl/pogo: (A) CFS 1273, (B) CFS 144 ¢
(C) CFS 118. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com poés-teste de Tukey em comparagdo com a condi¢@o controle
(ndo tratada).

6.6 ENSAIOS DE IMUNOMODULACAO COM MACROFAGOS RAW 264.7,
MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE THP-1 E ESPLENOCITOS MURINOS

Para avaliar a capacidade do CFS das cepas de B. velezensis em modular a resposta
imunoldgica, foram realizados ensaios de ELISA com o objetivo de quantificar as citocinas
produzidas apds o tratamento de macréfagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de

THP-1, utilizando as mesmas concentragdes descritas no item 6.5.



Nos macréfagos RAW 264.7, observou-se efeito imunomodulador positivo apenas
com o CFS 144, que estimulou a producdo de TNF-a nas concentracdes de 5% e 10% (Figura

9E).
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Figura 9. Produgéo de e IL-10 ¢ TNF-a por macréfagos RAW 264.7 tratados com sobrenadante livre de células
(CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragdes. O CFS foi testado nas proporg¢des de 2,5%, 5%,
10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 pil/pogo: (A) Produgdo de IL-10 por CFS
1273, (B) Produgdo de IL-10 por CFS 144, (C) Produgao de IL-10 por CFS 118, (D) Produgdo de TNF-a por
CFS 1273, (E) Produgdo de TNF-a por CFS 144, (F) Producdo de TNF-a por CFS 118. *p < 0,05 pelo teste
ANOVA com pos-teste de Tukey em comparagdo com a condi¢do controle (ndo tratada).

Ja nos macréfagos diferenciados de THP-1, foi identificado efeito imunomodulador
positivo exclusivamente para a citocina I[L-10. O CFS 1273 e 118 promoveram aumento dessa

citocina na concentragdo de 50% (Figura 10A e C), enquanto o CFS 144 apresentou efeito

positivo nas concentracdes de 2,5%, 5% e 10% do tratamento (Figura 10B).
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Figura 10. Produgédo de e IL-10 ¢ TNF-a por macréfagos diferenciados de THP-1 tratados com sobrenadante
livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragdes. O CFS foi testado nas proporgdes
de 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 ul/pogo: (A) Produgdo de IL-
10 por CFS 1273, (B) Produgdo de IL-10 por CFS 144, (C) Producdo de IL-10 por CFS 118, (D) Produgdo de
TNF-a por CFS 1273, (E) Produgdo de TNF-a por CFS 144, (F) Producdao de TNF-a por CFS 118. *p < 0,05
pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em comparagdo com a condig¢do controle (ndo tratada).

Adicionalmente, foi realizado ensaio de ELISA para quantificagdo de citocinas em
esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c tratados com o CFS nas mesmas
concentragdes descritas no item 6.5. Controles tratados com CON-a foram utilizados para
verificar a capacidade dos esplendcitos de produzirem citocinas apos estimulo policlonal,
sendo observados aumentos significativos para todas as citocinas avaliadas.

Em relagdo a citocina pro-inflamatdria IFN-y, observou-se que o CFS das cepas 1273
e 118 apresentaram efeito imunomodulador positivo a partir da concentra¢dao de 30% (Figura
11A, C). Ja o CFS 144 ndo apresentou efeito significativo nas concentragdes avaliadas (Figura

11B).



O tratamento com os CFS 1271 e 118 apresentaram efeito imunomodulador positivo
sobre a producdo da citocina IL-10, a partir da concentragdo de 30% (Figura 11A, C). Ja o
CFS 144 apresentou esse efeito significativo apenas nas concentragoes de 10 e 30% (Figura

11B).
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Figura 11. Producao de IFN-y e IL-10 por esplenocitos de camundongos Balb/c tratados com sobrenadante livre
de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentracdes. O CFS foi testado nas proporgdes de
2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 p1l/pogo: (A) Produgdo de IFN-y
por CFS 1273, (B) Produgéo de IFN-y por CFS 144, (C) Produgéo de IFN-y por CFS 118, (D) Produg¢éo de IL-10
por CFS 1273, (E) Produgdo de IL-10 por CFS 144, (F) Produgdo de IL-10 por CFS 118. *p < 0,05 pelo teste
ANOVA com pos-teste de Tukey em comparacdo com a condicao controle (ndo tratada).

6.7 ENSAIO DE CINETICA DE PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Apo6s o tratamento de mardéfagos RAW 264.5 e macréfagos diferenciados de THP-1
com o CFS de B. velezensis (cepas 1273, 144 e 118) foi realizada uma cinética da produgao de

ROS no sobrenadante destas culturas (Figura 12). Em relacdo aos macrofagos RAW 264.7



foi observado que houve produgdo de ROS apenas no CFS 144 na concentracdo de 40%. Ja
nos macrofagos diferenciados de THP-1, o CFS 1273 induziu produgcdo de ROS nas
concentragoes de 2,5%, 5%, 40% e 50%. O CFS 144 promoveu aumento nas concentracdes
de 10%, 40% e 50%, enquanto o CFS 118 induziu produ¢do de ROS apenas na concentracao
de 30%.
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Figura 12. Cinética de producdo de espécies reativas de oxigénio em macrofagos RAW 264.7 e macrofagos
diferenciados de THP-1 tratados com sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em
diferentes concentragdes. O CFS foi testado nas proporgdes de 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de
acordo com o volume final de 250 tl/pogo. (A) macrofagos RAW tratados com CFS 1273, (B) macrofagos RAW
tratados com CFS 144, (C) macrofagos RAW tratados com CFS 118, (D) macréfagos diferenciados de THP-1
tratados com CFS 1273, (E) macréfagos diferenciados de THP-1 tratados com CFS 144 e (F) macréfagos
diferenciados de THP-1 tratados com CFS 118. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em
comparagdo com a condigdo controle (ndo tratada).

6.8 ENSAIO DE PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

Apbs o tratamento de mardfagos RAW 264.5 e macrofagos diferenciados de THP-1
com o CFS de B. velezensis (cepas 1273, 144 e 118) foi realizada a dosagem de NO no



sobrenadante destas culturas (Figura 13). De acordo com a andlise estatistica, ndo foram

observadas aumentos significativos na producdo de NO em nenhuma das condi¢des avaliadas.
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Figura 13. Produgdo 6xido nitrico em macrofagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de THP-1 tratados
com sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragcdes. O CFS foi
testado nas proporgdes de 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 pil/poco.
(A) macréfagos RAW tratados com CFS 1273, (B) macréfagos RAW tratados com CFS 144, (C) macréfagos
RAW tratados com CFS 118, (D) macrofagos diferenciados de THP-1 tratados com CFS 1273, (E) macréfagos
diferenciados de THP-1 tratados com CFS 144 e (F) macréfagos diferenciados de THP-1 tratados com CFS 118.
*p < 0,05 pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em comparagdo com a condigdo controle (ndo tratada).

6.9 VIABILIDADE DAS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis TRATADAS COM OS
CFS DE B. velezensis

Realizamos o ensaio de viabilidade também nas formas promastigotas de L.
braziliensis, utilizando MTT em substituicdo a resazurina. Ambas as substancias apresentam o

mesmo comportamento de agao.



Em geral, os CFS testados apresentaram, mantiveram a viabilidade parasitaria em
torno de 75%. O CFS 1273 mostrou reducdo da viabilidade para abaixo de 75% na
concentragdo de 40%, com uma uma ICs, de 42,14 (Figura 9A). O CFS 144 nao apresentou
inibicao inferior a 75% em nenhuma das concentragdes avaliadas, com uma ICs, de 107,8
(Figura 9B), enquanto o CFS 118 demonstrou efeito inibitoério apenas nas concentracdes de
40% e 50%, com uma uma ICs, de 51,59 (Figura 9C). Os resultados indicam que os CFS ndo
apresentam efeito toxico sobre as formas promastigotas de L. braziliensis.
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Figura 14. Viabilidade das formas promastigotas de Leishmania braziliensis tratadas com sobrenadante livre de
células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragcdes. O CFS foi testado nas proporgdes de
2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 p1l/pogo: (A) CFS 1273, (B) CFS
144 ¢ (C) CFS 118. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em comparacdo com a condigéo
controle (ndo tratada).



6.10 INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

Inicialmente, foi avaliada a toxicidade celular dos CFS tanto em células VERO CCL-
81 (Tabela 3) quanto em macréfagos murinos RAW 264.7 (Tabela 4), por meio do ensaio de
resazurina apds 24 horas de exposi¢do, com o objetivo de posteriormente determinar o indice
de seletividade de cada CFS. O mesmo procedimento foi realizado para as formas
promastigotas de L.braziliensis, utilizando MTT.

A concentragdo do CFS capaz de induzir citotoxicidade em 50% das células (CCs) foi
estimada por meio de analise de regressdo logaritmica dos dados obtidos. O mesmo
procedimento foi aplicado para determinar a concentragdo inibitoria em 50% (ICso) do CFS,
correspondente ao efeito toxico sobre as promastigotas de L. braziliensis. O indice de
seletividade (IS) foi determinado pela razao entre os valores de CCsy e ICsy (de AZEVEDO et
al., 2024).

Os resultados indicam que os CFS das cepas de B. velezensis apresentam baixa
toxicidade em linhagens celulares e nas formas promastigotas de L. braziliensis. Além disso,
os indices de seletividade permaneceram abaixo do valor de referéncia (<10), sugerindo que,
nas condi¢des testadas, os CFS ndo demonstram seletividade relevante entre linhagens

celulares e formas promastigotas (Tabela 3 ¢ 4) (PENA MORAN et al., 2016).

Tabela 3 - Indice de Seletividade do CFS das cepas de B. velezensis em células VERO
CCLS8I1 e L. braziliensis

CFS Célula-Alvo CCs/ICsp IS
Vero CCL-81 6981 _

1273 L.braziliensis 4214 1.65
Vero CCL-81 54,72

144 L.braziliensis 1078 0.50
Vero CCL-81 34.53

118 0,66
L.braziliensis 51,59

Fonte: Da autora, 2025.



Tabela 4 - Indice de Seletividade do CFS das cepas de B. velezensis em células RAW 264.7 e

L. braziliensis

CFS Célula-Alvo CCso/TCs IS

Raw 264.7 51,87

1273 I braziliensis 42,14 1.23
Raw 264.7 42,45

144 L.braziliensis 107.8 0.39
Raw 264.7 33,98

118 0.65
L.braziliensis 51,59

Fonte: Da autora, 2025.

6.11 AVALIACAO DO PARASITISMO INTRACELULAR EM MACROFAGOS RAW
264.7 E MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE THP-1

Foi realizado ensaio de infecg@o celular com o objetivo de avaliar se o tratamento com
o CFS das cepas de B. velezensis influenciaria a carga parasitaria por célula, a porcentagem de
células infectadas e o indice de infeccdo. A infec¢do foi conduzida em macréfagos RAW
264.7 e em macrofagos diferenciados de THP-1, conforme protocolo descrito no item 5.3.3.

Nos macréfagos RAW 264.7, observaram-se reducgdes significativas no numero de
parasitas por célula, na porcentagem de macrofagos infectados e no indice de infec¢do apenas
apo6s tratamento com os CFS 118 e 144, nas concentragdes de 2,5% e 5%, respectivamente
(Figura 15).

J& nos macrofagos diferenciados de THP-1, a diminuicao dos parametros avaliados foi

observada exclusivamente com o CFS 118, nas concentragdes de 2,5% e 5% (Figura 16).
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Figura 15. Ensaio de infeccdo com amastigotas de L. braziliensis em macréfagos RAW 264. 7 tratadas com
sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragdes. (A) Relacdo
parasita/macrofago, (B) porcentagem de macrofagos RAW 264.7 infectados e (C) indice de infecg@o. *p < 0,05
pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em comparacdo com a condic@o controle (ndo tratada).
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Figura 16. Ensaio de infeccdo com amastigotas de L. braziliensis em macrofagos diferenciados de THP-1
tratadas com sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragdes. (A)
Relagdo parasita/macrofago, (B) porcentagem de macrofagos RAW 264.7 infectados e (C) indice de infeccdo. *p
< 0,05 pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em comparagdo com a condigdo controle (ndo tratada).



Micrografias de imunofluorescéncia representativas do ensaio de infec¢do com
amastigotas de L. braziliensis em macrofagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de
THP-1, tratados com o CSF das cepas de B. velezensis. A presenga de amastigotas no interior
dos macréfagos, foi confirmada pela coloragdo verde dos parasitos intracelulares.

Nos macrofagos RAW 264.7, observou-se reducdo no numero de amastigotas
intracelulares apds tratamento com os CFS 144 e 118. Ja nos macrofagos diferenciados de
THP-1, a diminui¢ao da carga parasitaria foi verificada apenas com o CFS 118. Esses achados
foram confirmados pelas anélises quantitativas da relacdo parasitos/célula, da porcentagem de

células infectadas e do indice de infecgao (Figura 17).



66

Nao tratado CFS 1273 CFS 144 CFS 118 Controle negativo

Figura 17. Micrografias do ensaio de infec¢do com as formas amastigotas de L. braziliensis em macr6fagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de THP-1 tratadas com
CFS das cepas de B. velezensis em diferentes concentragdes.

RAW 264.7

THP-1
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6.12 ENSAIOS DE IMUNOMODULACAO COM MACROFAGOS RAW 264.7,
MACROFAGOS DIFERENCIADOS DE THP-1 APOS INFECCAO

Foi realizado o ensaio de ELISA com o objetivo de quantificar as citocinas produzidas
apos a infeccdo células com as forma promastigotas de L. braziliensis e adi¢do do tratamento
(CFS) nas linhagens celulares de macrofagos RAW 264.7 e macréfagos diferenciados de
THP-1, utilizando as mesmas concentragdes descritas no item 6.5.

Nos macrofagos RAW 264.7 infectados com Leishmania braziliensis e tratados com
os CFS, observou-se efeito imunomodulador positivo para a citocina IL-10 na concentragdo
de 50% do CFS 1273 ¢ nas concentragdes de 40% e 50% do CFS 118 (Fifura 18A, C).

Quanto a producdao de TNF-o, o efeito imunomodulador positivo foi verificado
exclusivamente com o CFS 144, que promoveu aumento dessa citocina nas concentragdes de

2,5%, 5% e 10% (Figura 18E).

A IL-10 CFS 1273 B C
IL-10 CFS 144 IL-10 CFS 118

1000 1000

100 100

=
S =
10 10
1 1
R I R IR R IR I S N R I R
& 0&0 ,Oz& 0(‘\9 900 é\\o
2" & S
@ o 5 & ~
&8 Concentragiio do <& c_ﬁ";:::‘::f:%/f;’ <& Concentragéo do
Tratamento (%) Tratamento (%)
D TNF-a CFS 1273 E TNF-a CFS 144 F TNF-a CFS 118
PO
1000 ¥ P & % % 5 & 1000 1000
100 100 100
=
E z =1
10 10 10
1 1
- I N A R & 5o A A o I I A
& & & & &
2 @ & & &
F N
& Concentragio do & Concentragio do & Concentragio do
< Tratamento (%) < A
o, Tratamento (%) Tratamento (%)

Figura 18. Producgdo de e IL-10 e TNF-a por macrofagos RAW 264.7 infectados com L. braziliensis e tratados
com sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes concentragdes. O CFS foi
testado nas propor¢oes de 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o volume final de 250 pil/pogo:
(A) Produgdo de IL-10 por CFS 1273, (B) Produgdo de IL-10 por CFS 144, (C) Producdo de IL-10 por CFES
118, (D) Produg@o de TNF-a por CFS 1273, (E) Producdo de TNF-a por CFS 144, (F) Produg@o de TNF-a por
CFS 118. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com pos-teste de Tukey em comparagdo com a condi¢ao controle (ndo
tratada).
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J& nos macréfagos diferenciados de THP-1, infectados com L. braziliensis e tratados
com os CFS de B. velezensis, nao foi identificado efeito imunomodulador positivo em

nenhuma das condi¢des avaliadas (Figura 19).
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Figura 19. Produgdo de e IL-10 e TNF-a por macréfagos diferenciados de THP-1 infectados com L.
braziliensis e tratados com sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes
concentragdes. O CFS foi testado nas proporgdes de 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o
volume final de 250 l/pogo: (A) Produgdo de IL-10 por CFS 1273, (B) Produ¢do de IL-10 por CFS 144, (C)
Produgdo de IL-10 por CFS 118, (D) Produgdo de TNF-a por CFS 1273, (E) Producdo de TNF-a por CFS 144,
(F) Produgdo de TNF-a por CFS 118. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com pds-teste de Tukey em comparagdo
com a condigdo controle (ndo tratada).

6.13 ENSAIO DE PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO APOS INFECCAO

Ap6s a infeccdo de mardfagos RAW 264.5 e macrofagos diferenciados de THP-1 com
L. braziliensis e adi¢ao do tratamento como descrito no item 5.3.3 foi realizada a dosagem de
NO no sobrenadante destas culturas (Figura 13). De acordo com a andlise estatistica, nao
foram observados aumentos significativos na producao de NO em nenhuma das condigdes

avaliadas.
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Figura 20. Produgdo 6xido nitrico em macrofagos RAW 264.7 e macrofagos diferenciados de THP-1 infectados
com L. braziliensis e tratados com sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de B. velezensis em diferentes
concentragdes. O CFS foi testado nas proporgdes de 2,5%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de acordo com o
volume final de 250 til/pogo. (A) macrofagos RAW tratados com CFS 1273, (B) macrofagos RAW tratados com
CFS 144, (C) macrofagos RAW tratados com CFS 118, (D) macrofagos diferenciados de THP-1 tratados com
CFS 1273, (E) macrofagos diferenciados de THP-1 tratados com CFS 144 e (F) macrofagos diferenciados de
THP-1 tratados com CFS 118. *p < 0,05 pelo teste ANOVA com poés-teste de Tukey em comparagdo com a
condigdo controle (ndo tratada).

7. DISCUSSAO

Embora o tratamento disponivel para a leishmaniose seja eficaz em varios casos, ainda
apresenta limitacdes significativas, como elevada toxicidade, alto custo e a crescente
resisténcia do parasita, reforcando a necessidade de novas abordagens terapéuticas
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2018). Nesse contexto, estudos recentes tém demonstrado o
potencial de substancias bacterianas derivadas de probidticos com atividade leishmanicida.
Abengobzar et al. (2017), por exemplo, mostraram que a enterocina AS-48, produzida por

Enterococcus faecalis, exerce efeito letal sobre as formas promastigotas e, em baixas
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concentragdes, também sobre os amastigotas de Leishmania donovani, esse achado reforca a
possibilidade de que substancias secretadas por probidticos, como os sobrenadantes livres de
células, possam conter compostos bioativos de interesse terapéutico.

O uso de probiodticos no contexto da satde tem se destacado como uma estratégia
promissora, com efeitos benéficos ja demonstrados no combate a doengas infecciosas e em
condi¢des relacionadas a processos inflamatorios (EL FAR et al., 2023). Esses
microrganismos nao apenas competem com patdgenos por nutrientes, mas também produzem
metabolitos bioativos capazes de modular a resposta imune e alterar o microambiente do
hospedeiro (MARKOWIAK & SLIZEWSKA, 2017).

Nesse cenario, avaliamos o efeito do sobrenadante livre de células (CFS) das cepas de
B.velezensis 1271, 144 e 118 e seus impactos na infec¢do por L. braziliensis. Visto que outros
estudos relataram o efeito antiparasitario de probiodticos contra Leishmania spp. através da
administracdo oral de formulagdes probidticas e infeccdo de macréfagos peritoneais (PMMs)

dos camundongo tratados, evidenciando que a administragdo do probiotico reduziu de forma

significativa a infec¢do celular (den BROECK et al, 2025). Além disso, caracterizamos essas
cepas quanto a sua capacidade de sobreviver em ambientes adversos e ao seu potencial de
inibigdo frente a outros microrganismos patogénicos, o que amplia a perspectiva de aplicacao
na saide humana.

Realizamos uma andlise cinética da sobrevivéncia das cepas de B. velezensis em
condi¢des adversas que simulam a passagem pelo trato gastrointestinal. A capacidade de
sobreviver a passagem pelo TGI ¢ um fator essencial para que os probidticos possam chegar
ao intestino grosso e dessa forma iniciarem sua colonizacdo e proliferacio (NAISSINGER
DA SILVA M et al, 2021). Nossos resultados evidenciaram que as cepas avaliadas
apresentaram tolerancia a essas condigdes, corroborando os achados de Wang et al. (2025),
que, em experimentos in vitro, demonstraram que B. velezensis MZ-09 possui elevada
resisténcia a NaCl, sais biliares e fluidos digestivos artificiais. Essa resisténcia de probioticos,
especialmente do género Bacillus, ao passar pelo TGI, pode estar relacionada com a formacgao
de esporos que sdo estruturas altamente resistentes a condi¢des adversas, atribuindo uma
vantagem adaptativa frente a acidez gastrica e a presenca de sais biliares (CORTE S. M,
2011). Dessa forma, nossos resultados indicam que as células planctonicas também foram
capazes de sobreviver ao estresse gerado.

A capacidade de adesdo de um probidtico ¢ uma fator essencial que ajuda a promover

efeitos imunomoduladores e também esta relacionada com a sua capacidade de competir com
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bactérias patogénicas e inibir seu crescimento e consequentemente a formacdo de biofilme
(MONTEAGUDO-MERA et al, 2019). A adesdo também possibilita que o probidtico forme
comunidades bacterianas mais complexas, conhecidas como biofilmes, constituidas por
polimeros extracelulares que conferem estabilidade estrutural e protegem as células
bacterianas. Além disso, o biofilme estabelece um microambiente coordenado, mediado pelo
“quorum sensing”, que permite a comunicag¢do entre bactérias, regula atividades celulares e
contribui para a manutencdo da integridade e funcionalidade da comunidade (YAO P et al.,
2025). Com base nessas propriedades, avaliamos a adesdo das cepas de B. velezensis e
observamos que nossos resultados corroboram os de Scillato et al. (2012), que demonstraram
que Lactobacillus spp. sdo capazes de potencializar a forma¢ao de biofilme, favorecendo a
colonizagdo e protecao da mucosa vaginal.

Os probidticos oferecem multiplos beneficios a saide humana, incluindo a redugdo de
patdgenos resistentes e a restauragdo do equilibrio da microbiota em condi¢des de disbiose.
Esses efeitos estdo associados a produgdo de metabdlitos bioativos, capazes de exercer acao
antibacteriana e contribuir para um ambiente microbiano mais saudavel (ZHU J et al., 2023).
Dessa forma, investigamos a atividade das cepas de B. velezensis e de seus CFS frente a
microrganismos patogénicos. Observamos que tanto as cepas quanto seus respectivos
sobrenadantes foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus, MRSA, S. mutans e E. coli.

E. coli, S. aureus e S. mutans sdo microrganismos comensais que podem atuar como
patogenos oportunistas. A E. coli pode adquirir fatores de viruléncia e causar infecg¢des
entéricas graves; o S. aureus, especialmente 0 MRSA, estd associado a infec¢cdes nosocomiais
pela formagao de biofilmes; e o S. mutans ¢ um importante agente de doengas bucais devido a
producao de toxinas e degradacao de tecidos orais. (ABDELHAMID et al., 2018; PERINI &
PEREIRA et al., 2024; PARK et al., 2015).

Entre os isolados testados, foi realizado o ensaio de MIC para determinar até qual
concentragdo o CFS consegue inibir o crescimento da bactéria patogénica. Nossos resultados
evidenciaram que o CFS da cepa 1273 de B. velezensis apresentou efeito expressivo contra
todas as bactérias avaliadas. Em contrapartida, a cepa 118 demostrou maior eficacia frente a
E. coli e S. mutans, enquanto a cepa 144 destacou-se por sua acdo mais pronunciada contra S.
mutans, S. aureus ¢ MRSA. Nossos resultados corroboram com os de El Far et al. (2023), que
demonstraram que cepas de Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus e
Pediococcus acidilactici também possuem capacidade de inibir microrganismos patogénicos.
Além disso, verificaram que o CFS das cepas avaliadas apresentou atividade antibiofilme

contra S. aureus e Pseudomonas aeruginosa, bem como potencial anti-inflamatorio.
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Sabe-se que bactérias Gram-positivas e Gram-negativas diferem na composi¢do de
suas paredes celulares. No caso das Gram-negativas, a presen¢a de uma membrana externa
rica em lipopolissacarideos (LPS) constitui uma barreira fisica eficiente contra diversos
compostos antimicrobianos convencionais (NIKAIDO, 2003). Entretanto, alguns
lipopeptideos produzidos por Bacillus spp. t€m demonstrado capacidade de transpor essa
barreira, exibindo atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas, incluindo E. coli
(ZONG et al., 2017). Esse aspecto pode justificar a auséncia de halos de inibigdo do CFS
frente as bactérias gram-negativas. Contudo, a analise de MIC revelou que o CFS 118
apresentou forte efeito inibitdrio sobre o crescimento de E. coli na diluigdo 1:2.

Os resultados obtidos reforcam o potencial das cepas de B. velezensis avaliadas como
agentes antimicrobianos contra diferentes bactérias patogénicas. Tanto as culturas das cepas
de B. velezensis quanto seus metabdlitos presentes no CFS demonstraram capacidade de
inibi¢do, evidenciada pela formac¢do de halos e pela determinacdo do MIC. Esses achados
sugerem que probidticos, associados aos seus produtos metabolicos, podem representar uma
estratégia promissora para o controle de microrganismos patogénicos, contribuindo para a
manutengdo do equilibrio microbiano e para potenciais aplicacdes clinicas no combate a
infecgoes.

Considerando esses resultados frente a bactérias patogénicas, o presente estudo buscou
ampliar a investigacdo, avaliando a a¢do do CFS das cepas de B. velezensis 1273 ¢ 144 ¢ 118,
sobre formas promastigotas de L. braziliensis. Além disso, analisou-se o potencial desses
metabolitos em modular a resposta imune de células de defesa saudaveis. Para isso, um dos
aspectos fundamentais ¢ garantir a seguran¢a da administracdo de probioticos por meio de
ensaios in vitro, que permitem nao apenas determinar efeitos citoprotetores, mas também
estabelecer a dose méaxima segura para seu uso (SHAIKH et al., 2024).

Nossos resultados de citotoxicidade, obtidos por meio do ensaio de resazurina,
indicaram que os CFS avaliados foram capazes de manter a viabilidade celular na maioria das
concentragoes testadas, sendo tdxicos apenas nas maiores concentragdes, corroborando com
os achados de Shaikh et al. (2024) que demonstraram, através de estudos in vitro com células
VERO, que o probidtico Bacillus coagulans BCP92 apresentou efeito citoprotetor, sendo
considerado seguro para o consumo humano. De forma semelhante, Xu X et al. (2012)
avaliaram a citotoxicidade de Bacillus subtilis (natto) B4 em células RAW 264.7 de
macrofagos murinos e também observaram efeito citoprotetor, reforcando o potencial de

produtos derivados de probidticos em preservar a viabilidade celular.
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Por outro lado, o ensaio de viabilidade parasitaria com MTT revelou que os CFS ndo
apresentaram efeitos considerdveis sobre as formas promastigotas de L. braziliensis,
demonstrando acdo toxica apenas nas maiores concentracoes testadas, as quais também se
mostraram nocivas as linhagens celulares. Nossos achados diferem dos de Azevedo et al.
(2024), que investigaram os efeitos leishmanicida e citotoxico de metabolitos derivados de
Streptomyces spp. Os autores observaram que esses metabolitos apresentaram atividade
leishmanicida ja na menor concentracdo testada, enquanto em concentragdes mais elevadas
demonstraram toxicidade em células de mamiferos, sugerindo seu potencial como alternativa
terap€utica contra doencas causadas por patdogenos.

Além do efeito direto sobre o parasita, hd evidéncias de que probidticos e a microbiota
intestinal podem modular a resposta imune do hospedeiro, influenciando o curso da infecgao
por Leishmania spp., Lopes et al. (2021) demonstraram que a resisténcia contra L. major
depende da ativagdo de macrofagos guiada pela microbiota, evidenciando o papel das
bactérias intestinais na inducdo de mecanismos efetores contra leishmania. De forma
semelhante, Andrade et al. (2023) observaram que o tratamento oral com Lactococcus lactis
geneticamente modificado para produzir Hsp65 induziu células T regulatorias, modulando a
resposta inflamatoria e reduzindo a carga parasitdria em modelo experimental de L.
braziliensis. Esses dados sugerem que, além do efeito antiparasitario direto, os probioticos
podem atuar de maneira indireta, equilibrando a resposta inflamatoria do hospedeiro e
promovendo maior controle da infec¢do, refor¢ando seu potencial como alternativa
terapéutica ou adjuvante ao tratamento das leishmanioses.

Diante disso, avaliamos a a¢do imunomoduladora dos CFS em esplendcitos de
camundongos BALB/c, por meio do ensaio de ELISA, para a quantificacdo de citocinas
envolvidas na resposta imune frente a infeccdo por L. braziliensis. Nossos resultados
indicaram um potencial efeito imunomodulador dos CFS em células tratadas, estimulando a
producdo da citocina pré-inflamatorias, como IFN-y, associada a resposta Thl, considerada
essencial para o controle de L. braziliensis. Além disso, observou-se aumento na producdo de
IL-10, fundamental para manter o equilibrio da resposta imunolédgica, correlacionando-se com
uma inflamag¢ao mais controlada e menor dano tecidual. Esses achados estao em concordancia
com os observados por Khadum Ali, Hasen Essa e Taher Mohammed (2015), que
demonstraram que a administragdo de kefir derivado de bactérias probidticas, em
camundongos infectados por L. donovani, promoveu aumento significativo de IFN-y e IL-12,
concomitante a reducdo de IL-4, favorecendo a indugdo de uma resposta do tipo Thl. Em

conjunto, nossos resultados indicam que os CFS derivados de probidticos podem modular a
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resposta imune, favorecendo uma resposta Thl eficaz contra L. braziliensis e contribuindo
para o controle da infeccdo com menor dano tecidual.

Também avaliamos a acdo imunomoduladora em macréfagos RAW 264.7, os
resultados demonstraram efeito imunomodulador positivo sobre a produgdao de TNF-a
exclusivamente com o CFS 144, nas menores concentragdes testadas (2,5% a 5%). Nos
macrofagos diferenciados de THP-1, o efeito imunomodulador foi observado em relagao a IL-
10. O CFS 1273 induziu producao dessa citocina apenas nas concentracdes mais elevadas
(40% e 50%), enquanto o CFS 144 promoveu aumento de IL-10 nas concentragdes mais
baixas. Ja o CFS 118 apresentou efeito positivo somente na concentragdo de 50%.

Ap6s a infeccdo com L. braziliensis, observou-se efeito imunomodulador apenas em
macrofagos RAW 264.7 tratados com CFS 144, mantendo-se o padrdo de resposta nas
mesmas concentragdes utilizadas no periodo pré-infeccdo. Esses achados estdo em
consonancia com estudos prévios que demonstraram que a suplementagdo com B. velezensis
JW promove modulagdo significativa da resposta imunoldgica, especialmente em relacdo as
citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10, favorecendo a ativagao da resposta imune pro-inflamatoria e
o fortalecimento dos mecanismos de defesa contra patégenos (YI'Y et al, 2018).

A produgdo de 6xido nitrico (NO) também foi avaliada, porém os niveis observados
foram discretos e ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os CFS
testados, tanto na condi¢do de pré-infec¢ao quanto apos a infecgdo por L. braziliensis. Esses
resultados indicam que, nas condigdes experimentais analisadas, os CFS ndo exerceram efeito
imunomodulador relevante sobre a sintese de NO.

Esse achado ¢ particularmente importante, considerando que a produg¢do de NO
desempenha papel central na resposta imune contra Leishmania spp., especialmente na forma
cutanea da doenca. O NO atua ndo apenas na eliminagao direta do parasita, mas também na
limitacdo de sua atividade metabolica e na modulacido do recrutamento celular para o sitio da
lesdo, influenciando a chegada de mondcitos e, consequentemente, de fagocitos derivados
dessas c¢lulas (FRICK L et al., 2022). Dessa forma, embora os CFS tenham demonstrado
capacidade de modular determinadas citocinas pro- e anti-inflamatérias, seus efeitos nao
parecem estar associados a via do ¢xido nitrico nas condigdes avaliadas. Esses dados
reforcam a hipdtese de que a modulagdo observada ocorre predominantemente por meio de
mecanismos dependentes de citocinas, destacando a necessidade de investigacdes adicionais
para elucidar as vias moleculares envolvidas.

A avaliagdo da atividade dos CFS frente a infeccdo por Leishmania braziliensis foi

realizada por meio da andlise do indice de infec¢do, da relagdo parasito/macrofago e da
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porcentagem de macrofagos infectados, pardmetros amplamente utilizados para mensurar a
progressdo ¢ o controle da infeccdo em modelos in vitro. Esses indicadores permitem
compreender tanto a capacidade de invasdo do parasito quanto sua sobrevivéncia e
multiplicagdo no ambiente intracelular.

Os resultados demonstraram que os CFS 118 e 144 reduziram significativamente esses
parametros apenas nas menores concentracdes testadas (2,5% e 5%, respectivamente). A
diminui¢do do indice de infec¢do e da porcentagem de células infectadas indica que os
tratamentos comprometeram a eficiéncia do estabelecimento da infec¢do. Paralelamente, a
redu¢do da relagdo parasito/macrofago sugere limitacdo da replicacdo intracelular dos
amastigotas, evidenciando impacto direto na manutencdo do parasito dentro da célula
hospedeira.

Esses resultados sugerem um possivel efeito antiparasitario, potencialmente associado
ao aumento do estresse oxidativo intracelular. O ensaio de espécies reativas de oxigénio
(ROS) indicou uma tendéncia de eleva¢ao na producdo dessas moléculas, especialmente em
macrofagos diferenciados de THP-1 tratados com os CFS, o que pode refletir uma modulagao
dos mecanismos microbicidas dessas células. A literatura corrobora essa perspectiva: Namaei
et al. (2021) demonstraram que compostos bioativos de origem vegetal foram capazes de
reduzir a carga parasitaria de Leishmania major em macrofagos tratados.

Assim, os dados sugerem que os metabdlitos presentes nos CFS avaliados apresentam
potencial leishmanicida, atuando tanto na reducdo da invasdo quanto na limitagdo da
sobrevivéncia intracelular do parasito, o que refor¢a sua relevancia como candidatos

promissores para estratégias complementares no controle da leishmaniose

8. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados deste estudo demonstram que os CFS das cepas de B.
velezensis apresentam propriedades bioldgicas relevantes, incluindo atividade antimicrobiana,
capacidade de sobrevivéncia em condi¢des que simulam o trato gastrointestinal, potencial de
adesao e formacao de biofilme, além de efeitos imunomoduladores e antiparasitarios in vitro.

Embora os CFS nao tenham apresentado efeito leishmanicida direto expressivo sobre
formas promastigotas nas concentragcdes seguras para células de mamiferos, observou-se
impacto significativo na infeccao intracelular por L. braziliensis, com reducao do indice de
infeccdo, da relagdo parasito/macréfago e da porcentagem de macrofagos infectados,

especialmente nas menores concentragdes testadas. Esses efeitos estiveram associados ao
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aumento da producdo de ROS e a modulacao de citocinas-chave, como IFN-y, TNF-a e IL-10.
Destaca-se que o TNF-a, em sinergia com o [FN-y, contribui para a ativagdo de macrofagos e
para a indu¢do de mecanismos microbicidas, incluindo a produgdo de espécies reativas, sendo
sua regulacdo fundamental para prevenir danos teciduais exacerbados. Em conjunto, esses
resultados sugerem que os metabdlitos avaliados atuam por meio da modulagdo da resposta
imune do hospedeiro, em vez de exercerem efeito leishmanicida direto.

A auséncia de modulagdo significativa da producao de 6xido nitrico indica que os
mecanismos envolvidos parecem estar predominantemente relacionados a vias dependentes de
citocinas e ao estresse oxidativo mediado por ROS. Esse perfil refor¢a a hipotese de que os
CFS atuam como moduladores do microambiente imunolédgico, favorecendo uma resposta do
tipo Thl equilibrada, capaz de contribuir para o controle da infeccdo com menor potencial de
dano tecidual.

Dessa forma, os achados sustentam o potencial de metabolitos derivados de B.
velezensis como candidatos promissores para estratégias adjuvantes no tratamento da
leishmaniose, especialmente considerando as limitagdes terapéuticas atualmente existentes.
Estudos adicionais, incluindo analises moleculares mais aprofundadas e modelos in vivo,
serdo fundamentais para elucidar os mecanismos envolvidos e consolidar a aplicabilidade

clinica desses compostos.
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