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RESUMO  

 

O hábito alimentar, entre outros fatores ambientais, tem papel determinante para a 

ocorrência de diversas patologias, entre elas, hipertensão arterial, obesidade e 

hipercolesterolemia. O consumo excessivo de sódio e gordura saturada está relacionado 

a ocorrência dessas patologias na população. A ingestão de probióticos e 

paraprobióticos inativados por diferentes métodos tem sido associada a efeitos 

benéficos no metabolismo lipídico e glicêmico, bem como à modulação da microbiota. 

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administração de 

Lacticaseibacillus casei 01 (9 log UFC/mL) e seu paraprobiótico derivado de 

tratamento com ultrassom (20 kHz, 40 min) por 28 dias em ratos alimentados com dieta 

hiperlipídica. A tolerância à insulina e glicose, testes bioquímicos, parâmetros 

cardiovasculares e análise da ecologia microbiana fecal foram realizados ao final da 

intervença (28 dias). Vinte e quatro ratos Wistar foram divididos em quatro grupos de 

seis animais cada: grupo controle (CTL), dieta hiperlipídica (DHL), dieta hiperlipídica e 

L. casei vivo (DHL-LC) e dieta hiperlipídica e L. casei inativado (DHL-ILC). A 

administração de L. casei vivo e inativado por ultrassom reduziu (p <0,05) os níveis de 

colesterol total e LDL e controlou a resistência à insulina nos ratos alimentados com 

dieta hiperlipídica. L. casei vivo e inativado promoveram aumento (p <0,05) de 

Lachnospiraceae e Ruminoccocaceae e diminuição (p <0,05) de Clostridiaceae, 

Enterobacteriaceae e Helicobacteriacea, atenuando os efeitos promovidos pela DHL. A 

administração de L. casei vivo preveniu o aumento da pressão arterial (PA) enquanto o 

L. casei inativado atenuou o aumento da PA. Os resultados mostram efeitos benéficos 

de L. casei 01 vivo e inativado e indicam a inativação por ultrassom como eficaz para a 

obtenção de um paraprobiótico com propriedades funcionais comparáveis ou melhores, 

a depender do efeito mensurado, que aquelas das células vivas. 

 

Palavras-chave: dislipidemias; hipertensão; microbiota; probióticos; ultrassom.  

  



 

 

  

 

ABSTRACT 

 

Eating habits, among other environmental factors, play a determinant role in the 

occurrence of several pathologies, including arterial hypertension, obesity and 

hypercholesterolemia. Excessive consumption of sodium and saturated fat is related to 

the occurrence of these pathologies in the population. The ingestion of probiotics and 

paraprobiotics inactivated by different methods has been associated with beneficial 

effects on lipid and glycemic metabolism, as well as modulation of the microbiota. The 

present study aimed to evaluate the effects of administration of Lacticaseibacillus casei 

01 (9 log CFU/mL) and its paraprobiotic derived from ultrasound treatment (20 kHz, 40 

min) for 28 days in rats under consumption of hyperlipidic diet. Insulin and glucose 

tolerance, biochemical tests, cardiovascular parameters and fecal microbial ecology 

analysis were performed at the end of the intervention (28 days). Twenty-four male 

Wistar rats were divided into four groups of six animals each: group control (CTL), 

hyperlipidic diet (HLD), hyperlipidic diet and live L. casei (HLD-LC), and hyperlipidic 

diet and inactivated L. casei (DHL-ILC). Administration of live and ultrasonically 

inactivated L. casei reduced (p <0.05) total and LDL cholesterol levels and controlled 

insulin resistance in the rats fed hyperlipidic diet. Live and inactivated L. casei promote 

increase (p <0.05) of Lachnospiraceae and Ruminoccocaceae and decrease (p <0.05) of 

Clostridiaceae, Enterobacteriaceae and Helicobacteriacea, attenuating the effects 

promoted by HLD. Administration of live L. casei prevented the increase in blood 

pressure (BP) while inactivated L. casei attenuated the BP increase. The results show 

beneficial effects of live and inactivated L. casei 01 and indicate ultrasound inactivation 

as effective for obtaining a paraprobiotic with functional properties comparable or 

better, depending on the effect measured, than those of live cells.  

 

Keywords: dyslipidemias; hypertension; probiotics; microbiota; ultrasonics. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A definição de probióticos alega que os efeitos benéficos à saúde do hospedeiro 

são proporcionados através do consumo de quantidades adequadas de células viáveis 

(HILL et al., 2014). Entretanto, estudos recentes indicam que mesmo as células não 

cultiváveis de alguns microrganismos probióticos, descritos como paraprobióticos, 

podem exercer tais efeitos (DESHPANDE et al., 2018; SOMBOLESTANI et al., 2018; 

WARDA et al., 2019).  

 Os paraprobióticos apresentam vantagens em relação aos probióticos, pois 

facilitam a incorporação em matrizes alimentares que passam por processamentos que 

afetariam a viabilidade celular de células vivas (AGUILAR-TOALÁ et al., 2018). Desta 

forma, o uso de paraprobióticos elimina a necessidade de adicionar os microrganismos 

em etapas de pós-processamento, e a necessidade de mantê-los vivos nos substratos, 

durante a vida de prateleira do produto (ALMADA et al., 2021a; PIMENTEL et al., 

2021). Ainda, a possibilidade de uso de células probióticas inativadas para a 

funcionalização de alimentos facilita o processamento, transporte e armazenamento e 

permite em alguns casos uma vida de prateleira ampliada.  Outro fator importante 

relacionado ao uso de paraprobióticos é a administração segura para indivíduos 

imunodeprimidos ou com barreira intestinal comprometida (ALMADA, et al., 2021b; 

BARROS et al., 2020).  

 Vários tratamentos têm sido empregados para obtenção de células 

paraprobióticas como tratamentos térmicos (ANANTA e KNORR, 2009, PARK et al., 

2018), alta pressão (ANANTA e KNORR, 2009), irradiação (KAMIYA et al., 2006), 

raios ultravioletas (GAYÁN et al., 2013) e ultrassom (POSADAS et al., 2017). O 

ultrassom já se mostrou um método viável para obtenção de células paraprobióticas de 

L. casei com metabolismo ativo, entre outros cinco métodos de inativação utilizados 

(calor, pH alto, pH baixo, dióxido de carbono (CO2) supercrítico e irradiação), as 

células de L. casei inativadas por ultrassom apresentaram as melhores condições 

morfológicas e fisiológicas (ALMADA et al., 2021a). 

 Entre os efeitos benéficos à saúde já avaliados do Lacticaseibacillus casei 01 

destaca-se os anti-hipertensivos e propriedades antioxidantes (BALTHAZAR et al., 

2018), melhoras no perfil lipídico e de pressão arterial de indivíduos hipertensos 

(SPERRY et al., 2018), melhora de aprendizagem e memória em ratos (XIAO et al., 
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2014). Empregado em matrizes alimentares como queijo (SPERRY et al., 2018), 

iogurtes (ARYANA et al., 2007), sorvete (BALTHAZAR et al., 2018) e sucos 

(CHAIKHAM et al., 2012; KINGWATEE et al., 2015). BARROS et al. (2020); 

BARROS et al. (2021) avaliaram os efeitos de cepas de L. casei inativadas por 

aquecimento ôhmico. O paraprobiótico obtido se mostrou efetivo no controle da 

glicemia pós-prandial de adultos saudáveis, sendo apenas esse parâmetro investigado.  

 O hábito alimentar caracterizado pelo consumo aumentado de açúcares, 

colesterol, ácidos graxos saturados e trans e de excessiva quantidade de calorias causa 

desequilíbrios nas concentrações séricas de colesterol total, high-density lipoprotein 

(HDL), low-density lipoprotein (LDL) e triglicerídeos (BARROSO et al., 2021; SBC, 

2017). O consumo excessivo de sódio e gordura saturada está relacionado à disbiose 

intestinal, aumento do risco de desenvolver doenças como diabetes mellitus tipo 2 e 

hipertensão (BARROSO et al., 2021; DARROUDI et al., 2018).  

 Considerando o exposto, o presente trabalho tem como objetivo geral avaliar os 

efeitos do consumo de L. casei 01 e seu paraprobiótico inativado por ultrassom sobre 

parâmetros do metabolismo lipídico, glicídico, cardiometabólicos e microbiota de ratos 

alimentados com dieta hiperlipídica. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 HEALTH BENEFITS AND TECHNOLOGICAL EFFECTS OF Lacticaseibacillus 

casei-01: AN OVERVIEW OF THE SCIENTIFIC LITERATURE 

 

 A abordagem da dissertação refere-se à utilização do Lacticaseibacillus casei 01 

e seu paraprobiótico e seus benefícios para a saúde. A revisão de literatura publicada no 

periódico Trens in Food Science and Technology, aborda os aspectos gerais, 

classificação e nomenclatura do L. casei 01. Também são discutidos os benefícios para 

a saúde do hospedeiro associados ao consumo de células vivas e inativadas desta cepa, e 

seu importante papel no desenvolvimento de alimentos probióticos lácteos e não 

lácteos. 

 Informações complementares sobre paraprobióticos e a tecnologia de ultrassom 

como alternativa para sua obtenção, que dão suporte ao desenho experimental desta 

dissertação estão apresentados após a revisão já publicada. 
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2.2 PARAPROBIÓTICOS 

 

 Fatores que limitam o uso de probióticos em matrizes alimentares incluem, 

baixa resistência térmica, as propriedades físico-químicas da matriz alimentar e as 

condições de armazenamento do produto. Condições desfavoráveis podem afetar a 

sobrevivência dos probióticos e estes necessitam de contagens mínimas de células 

viáveis para que se estabeleça o efeito esperado ao consumir o produto (AGUILAR-

TOALÁ et al., 2018; MARCIAL-COBA et al., 2019). Neste sentido é mais vantajosa 

incorporação de paraprobióticos em alimentos, pois esses têm uma menor interação com 

os componentes dos produtos alimentícios quando comparados aos probióticos, podem 

ser adicionados antes de processamentos térmicos pois não é necessário mantê-los vivos 

durante a vida de prateleira do produto, facilitando também a manipulação, 

armazenamento e transporte de produtos com células probióticas inativadas (ALMADA 

et al., 2021a; PIMENTEL et al., 2021). 

 O termo paraprobiótico foi definido devido ao significado de seu prefixo “para” 

que traduzido do grego significa atípico, diferenciando da definição tradicional de 

probiótico. Assim, como definição, paraprobióticos são “células microbianas não 

viáveis (intactas ou quebradas) ou frações celulares que, quando administradas (oral ou 

topicamente) em quantidades e frequência adequadas, conferem benefícios ao 

consumidor humano ou animal” (TAVERNITI et al., 2011). Portanto, células não 

viáveis (não cultiváveis) e células microbianas com atividades imunológicas ativas 

podem fornecer benefícios à saúde do hospedeiro (ALMADA et al., 2016). 

 Os paraprobióticos podem fornecer tais benefícios por diferentes interações com 

o organismo, mesmo que os efeitos e mecanismos de ação destes na interação com o 

intestino e outros órgãos sistêmicos ainda não sejam completamente compreendidos 

(AGUILAR-TOALÁ et al., 2018; ALMADA et al., 2016). Paraprobióticos de L. casei 

já geraram melhorias de motilidade gastrointestinal, no estudo de HARA et al., (2018) 

células de Lc327 inativadas pelo calor (liofilizada, fórmula comercial) aumentaram a 

síntese de 5-hidroxitriptamina, um regulador da função gastrointestinal em 

camundongos. Tratamento com L. plantarum inativados por calor (Lp nF1, formulação 

em pó, comercial) reduziu significativamente a replicação viral nos pulmões de 

camundongos infectados com influenza A (PARK et al., 2018). E L. paracasei 

MCC1849 inativado por calor (100 °C por 30 min) demonstrou potencial de aumentar 
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as respostas imunes adquiridas por meio do aumento na produção de IgA antígeno-

específico em tecidos intestinais de ratos (ARAI et al., 2018). 

 Paraprobióticos são obtidos de microorganismos probióticos inativados após 

serem expostos a condições extremas que alteraram sua estrutura celular, danificaram 

seu DNA ou membrana celular. A inativação acontece quando as células são incapazes 

de se multiplicarem in vitro, ou seja, quando não crescem no plaqueamento em meio de 

cultura adequado (RAZ e RACHMILEWITZ, 2005). Entretanto existem condições em 

que as estruturas celulares de microorganismos não cultiváveis podem ter atividade 

biológica no hospedeiro. (ALMADA et al., 2016; PATEL e DENNING, 2013). A 

inativação de culturas probióticas vem sendo realizada usando tecnologias clássicas 

(aquecimento ou mudanças de pH) e tecnologias emergentes, como irradiação 

(ALMADA et al., 2021a), aquecimento ôhmico (ALMADA et al., 2016), alta pressão 

(CUEVAS-GONZÁLEZ et al., 2020) e ultrassom (SHIN et al., 2010). 

 No estudo de ALMADA et al. (2021a), foram avaliadas condições de inativação 

com ultrassom e outros cinco métodos (calor, alto e baixo pH, irradiação gama e 

dióxido de carbono supercrítico) para obtenção de paraprobióticos de L. acidophilus, L. 

casei e B. animalis. Para avaliação do impacto de cada método em diferentes condições 

nas células dos microorganismos foram usados plaqueamento, citometria de fluxo e 

análises de microscopia eletrônica de varredura. Os resultados demonstraram o 

ultrassom como o método mais viável, dentre os testados, para obtenção de 

paraprobióticos de L. casei com metabolismo ativo. Embora a bactéria probiótica tenha 

perdido a capacidade de se multiplicar em meio de cultura, esta ainda manteve algum 

metabolismo celular. 

 

2.2.1 Ultrassom e paraprobióticos derivados 

 

 Ultrassons são ondas sonoras com frequências acima de 16-20 kHz (ZHANG et 

al., 2019). É possível gerar ondas de ultrassom em campos estáveis através de 

equipamentos (transdutores), que geram energia na forma de vibrações ultra-sônicas. E 

a sua aplicação em produtos alimentares pode ser feita utilizando sonotrodos ou banhos 

ultra-sônicos (ARVANITOYANNIS et al., 2017) O ultrassom pode ser programado 

com combinações variadas dos parâmetros que incluem a potência (W), frequência 

(kHz) do aparelho, tempo de processamento e duração (GUIMARÃES et al., 2019). 
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 O processo de ultrassom induz alterações físicas e químicas nos alimentos e 

pode ser usado na tecnologia alimentar para melhorar propriedades físico-químicas de 

produtos lácteos (CHANDRAPALA e ZISU, 2018; AKDENIZ e AKALIN, 2019), 

como tecnologia de preservação de produtos alimentícios (OJHA et al., 2017) e para 

produção de paraprobióticos (ALMADA et al., 2021a, 2021b) devido à sua capacidade 

de causar danos (reduzir a espessura e até mesmo quebrar) às membranas da parede 

celular e ao DNA de bactérias (LYE, 2012; PANIWNYK, 2017). Os probióticos são 

inativados por processos de rupturas físicas, vazamento do conteúdo celular, alteração 

da bicamada da membrana celular e danos ao DNA através de micro eventos (aumento 

na temperatura, pressão e de ondas de energia de cisalhamento) que ocorrem em um 

sistema de geração de ultrassom (GUIMARÃES et al., 2019). 

 Em seu estudo, STAREK et al. (2021) utilizaram  ultrassom (40 W, 20 kHz por 

5 min e 28 W, 20 kHz por 10 min) para inativação de mesófilas, microrganismos 

aeróbios, bactérias ácido lácticas, coliformes e leveduras em suco de tomate. O 

tratamento resultou em um produto livre de microorganismos deteriorantes, mesmo 

após 10 dias de armazenamento e ainda manteve as propriedades químicas e estruturais 

do suco de tomate. 

 LUO et al. (2021) avaliaram a aplicação de paraprobiótico do Clostridium 

butyricum CBG01 inativado por ultrassom (300 W, 20 kHz por 20 min) na melhora do 

crescimento, respostas imune e resistência a doenças em camarões, e seus resultados 

demonstraram que tanto as células vivas quanto as inativadas por ultrassom de C. 

butyricum CBG01 melhoraram o desempenho de crescimento, taxa de sobrevivência e 

respostas imunológicas dos animais. 

 Estudos também avaliaram cepas probióticas inativadas por ultrassom como 

alternativa ao uso de antibióticos na prevenção e tratamento de infecções causadas por 

bactérias patogênicas (POSADAS et al., 2017), e em efeitos à saúde de hospedeiros, que 

demonstraram efeitos hipocolesterolêmicos em ratos tratados com paraprobiótico de 

Bifidobacterium longum (SHIN et al., 2010). 

 Entretanto a eficiência do processo (sobrevivência microbiana e manutenção de 

atividade enzimática) está relacionada a parâmetros como a frequência das ondas, 

potência, o tempo de exposição, e os microrganismos alvo pois, diferentes cepas 

apresentam diferentes respostas ao processo (ALMADA et al., 2021a; GUIMARÃES et 

al., 2019). O ultrassom de baixa frequência (20-50 kHz) é relacionado à maior eficiência 
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do processo de fermentação de produtos alimentares. As taxas de inativação de bactérias 

deteriorantes em alimentos são observadas utilizando tempos de exposição mais longos 

(>100 min) durante o processo (GUIMARÃES et al., 2019).  

 Apesar de ALMADA et al. (2021a) apresentarem resultados sugerindo o 

ultrassom como um método viável para obter paraprobióticos de L. casei com 

metabolismo ativo. No estudo de ALMADA et al. (2021b) o consumo diário de L. casei 

inativados por ultrassom (792 W, 20 kHz por 40 min), não afetou os parâmetros 

bioquímicos (níveis de glicose e triglicerídeos) de ratos Wistar comparado ao grupo 

controle. Demonstrando que os benefícios à saúde gerados por paraprobióticos é cepa 

dependente, mas também dependente do método de inativação. Sendo necessário mais 

estudos para avaliação de outros parâmetros bioquímicos com utilização de cepas de L. 

casei inativados por ultrassom. 

 Tratamentos com ultrassom, combinados ou não a outros tratamentos como 

processos térmicos e alterações de pressão, vêm demonstrando serem mais vantajosos 

para aplicação em produtos alimentares, uma vez que alcançam a inativação de 

microorganismos deteriorantes enquanto mantêm ou até aprimoram as propriedades 

organolépticas e nutricionais de produtos lácteos e não lácteos (GUIMARÃES et al., 

2019, LUO et al., 2021; STAREK et al., 2021; WANG et al., 2020). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 PREPARAÇÃO DA CEPA PROBIÓTICA 

 

 A cultura probiótica comercial Lacticaseibacillus casei 01 (L. casei 01) foi 

obtida de Chr. Hansen (Valinhos, SP, Brasil). A suspensão celular foi preparada 

incubando as culturas probióticas em caldo MRS (de Man, Rogosa e Sharp) (HiMedia, 

Mumbai, Índia) sob anaerobiose (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid Ltda., Wade 

Road, UK) a 37 °C em overnight. As células foram centrifugadas a (4500 g, 15 min, 4 

°C) e lavadas duas vezes com tampão fosfato-salino (PBS; pH 7,2), ressuspensas no 

mesmo diluente, e homogeneizado usando um vortex (30 s) para obtenção suspensões 

celulares padrões que correspondiam a contagens viáveis de 9 log UFC/mL (densidade 

óptica de 1,0 a 660 nm). As suspensões celulares foram preparadas diariamente para a 

administração aos animais. 

 

3.2 INATIVAÇÃO DO PROBIÓTICO POR ULTRASSOM 

 

Para obter o L. casei inativado (paraprobiótico), a suspensão celular (9 log UFC/ 

mL) foi tratada por ultrassom usando um disruptor celular (DES500, Unique, Campinas, 

Brasil, 20 kHz, 40 min, 792 W). As condições empregadas para a inativação das células 

de L. casei foram baseadas em um estudo prévio para obtenção de células com 

paraprobióticos (ALMADA et al., 2021a), e foram preparadas e armazenadas 

semanalmente sob refrigeração (4 °C) até a administração aos animais. 

 

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Todas as experiências foram previamente aprovadas pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais de Laboratório (CEUA, UFPB, Paraíba, Brasil, protocolo No. 

1254111219). Foram incluídos no estudo 24 ratos Wistar de 90 dias (peso de 303,27 ± 

26,0 g) obtidos do Biotério da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Recife, 

Brasil). Os procedimentos experimentais foram sempre realizados de acordo com as 

diretrizes de cuidados para o uso de animais de laboratório. Os ratos foram mantidos em 
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gaiolas coletivas de polipropileno em ciclos de 12 h de luz-escuro, 22 ± 1 °C, e 60-70% 

de umidade relativa do ar. 

Os ratos foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos de 6 animais cada (3 

ratos por gaiola). Grupo controle (CTL) recebeu uma dieta padrão de acordo com o 

American Institute of Nutrition (Tabela 1, AIN- 93 M) (REEVES et al., 1993) e os 

grupos de dieta hiperlipídica (DHL) receberam uma dieta rica em gordura adquirida na 

empresa Rhoster (Tabela 1,Rhoster®, SP, Brasil). 

Figura 1. Esquema do estudo experimental. Grupo controle (CTL): alimentados com dieta 
comercial + gavagem de tampão fosfato-salino (PBS; pH 7,2); grupo dieta hiperlipídica (DHL): 
Dieta hiperlipídica + PBS; grupo dieta hiperlipídica e L. casei vivo (DHL-LC): Dieta 
hiperlipídica  + células vivas de L. casei; grupo dieta hiperlipídica e L. casei inativado (DHL-
ILC): Dieta hiperlipídica + L. casei inativado por ultrassom. Coleta de fezes, testes de tolerância 
à glicose (TTOG) e insulina (TTI), canulação, coleta de sangue e análises cardiovasculares 
realizados ao final da intervenção (28 dias). 
 

A suspensão (1 mL) contendo probióticos (9 log UFC/mL) ou paraprobiótico foi 

administrada diariamente por gavagem orogástrica durante 28 dias, sempre no mesmo 

horário (às 14 h). Dietas, água potável e ração foram fornecidas ad libitum durante todo 

o período experimental. O peso corporal era monitorado semanalmente, e a ingestão de 

alimentos avaliada a cada dois dias.  
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Nutrientes Dieta Padrão Dieta hiperlipídica 

Caseína (85)* 20 19,86 

Amido dextrinizado 13 15,5 

Celulose 5 5 

Sacarose 10 6 

Amido de milho 39,7 33,6 

Óleo de soja 7 3 

Banha de porco 0 6 

Gordura vegetal hidrogenada 0 5 

Ácido cólico (sigma) 0 0,5 

Colesterol (sigma) 0 0,5 

Colina 0,25 0,25 

Metionina 0,3 0,3 

Formulação de vitaminas 1 1 

Formulação de minerais 3,5 3,5 

T-BHQ 0,014 0,014 

Tabela 1. Composição nutricional dietética (g/100 g) da dieta comercial padrão (AIN- 93 M) e 
dieta hiperlipídica (Rhoster®, SP, Brasil).*A caseína com 85% de pureza. 
 

3.4 TOLERÂNCIA À GLICOSE E À INSULINA E ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

Os testes de tolerância oral à glicose (TTOG) e de tolerância à insulina (TTI) 

foram realizados em ratos em jejum de 8 h. Para o TTOG, uma carga de glicose (2 g por 

kg de peso corporal) foi administrada por gavagem oral. Antes da administração de 

glicose e após 15, 30, 60, 90 e 120 min, foram coletadas amostras de sangue das veias 

caudais. Após 24 h de TTOG, uma injeção intraperitoneal de insulina (0,75 UI por kg 

de peso corporal) foi realizada para avaliar o TTI. A concentração de glicose no sangue 

foi medida antes (0 min) e após 30, 60, 90 e 120 min após a injeção de insulina. A 

medição da concentração de glicose no sangue foi realizada com um glicosímetro Accu-

Check (Bayer®). A resistência à glicose e à insulina foi avaliada utilizando a área sob a 

curva (AUC) dos gráficos (glicose × tempo). 
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As medições do soro foram realizadas 24 h após experiências com homeostase 

de glicose. Os animais foram submetidos a jejum noturno, anestesiados com cetamina 

(80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) para inserção de cateteres de polietileno na artéria e 

veia femoral. Amostras de sangue (aproximadamente 2 mL) foram coletadas por cateter 

venoso para medidas bioquímicas. O sangue foi centrifugado a 3000 g durante 15 min à 

temperatura ambiente e as medidas bioquímicas foram realizadas utilizando kits 

colorimétricos enzimáticos apropriados, de acordo com as instruções do fabricante 

(Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) para análise de colesterol total (CT), 

colesterol HDL, colesterol LDL, e concentrações de triglicerídeos.  

 

3.5 ANÁLISES CARDIOVASCULARES 

 

Os cateteres arteriais foram tunelizados da parte de trás do pescoço para facilitar 

a conexão ao transdutor de pressão. Após a cirurgia, os animais receberam uma dose de 

cetoprofeno (5 mg/kg, anti-inflamatório) por via subcutânea. Posteriormente, os ratos 

passaram por um período de recuperação cirúrgica de 24 h. A pressão arterial (PA) e a 

frequência cardíaca (FC) foram registradas em animais conscientes através da conexão 

da cânula arterial a um transdutor de pressão (ML866/P, Instrumentos AD, Power Lab, 

Bella Vista, NSW, Austrália) (GUIMARÃES et al., 2017). 

 A pressão arterial pulsátil (PAP) e a FC foram registradas por 40-60 min sob 

condições basais, e os valores de PA sistólica (PAS), PA diastólica (PAD), PA média 

(PAM) e FC foram calculados offline selecionando-se 10 min para cada animal 

(LabChartTM Pro, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Austrália). Usando o mesmo 

período de 10 min de linha de base dos registros PA e FC, as análises espectrais no 

domínio da frequência PAS e intervalo de pulso (IP) foram avaliadas usando software 

de computador (CardioSeries-v.2.4; http://www.danielpen-teado.com). Os espectros 

PAS foram integrados nas bandas de baixa frequência (LF; 0,2-0,75 Hz) e alta 

frequência (HF; 0,75-3 Hz). Além disso, a relação LF/HF foi utilizada para avaliar o 

índice simpático-vagal. Finalmente, a sensibilidade espontânea do barorreflexo (SBRS) 

foi calculada através de um método de sequenciamento (GUIMARÃES et al., 2017).  
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3.6 ANÁLISES DA MICROBIOTA FECAL 

 

As amostras fecais foram coletadas no 29° dia de experimento de acordo com as 

recomendações da empresa (Neoprospecta, Santa Catarina - Brasil), armazenadas à 

temperatura de congelamento (-18 °C) e enviadas para análises da microbiota. 

O DNA foi extraído por um procedimento exclusivo usando a técnica de beads 

magnética (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). A diversidade bacteriana 

foi avaliada através de sequenciamento de alto rendimento das regiões V3/V4 do gene 

16S rRNA empregando primers 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG et al., 

2009) e 806R (GGACTACHVGGGGTWTCTAAT) (CAPORASO et al., 2012). As 

bibliotecas 16S rRNA foram sequenciadas usando o Sistema MiSeq Sequencing 

(Illumina Inc., EUA) utilizando os primers Illumina padrão fornecidos no kit, 300 

Cycles (sequenciamento Paired-end  200 bp). Depois disso, as sequências foram 

demultiplexadas e submetidas a um filtro de qualidade, baseado na soma dos erros de 

probabilidades das bases de DNA, permitindo um máximo de 1% dos erros acumulados. 

Posteriormente, adaptadores e primers Illumina foram removidos das sequências de 

DNA. 

Todos os procedimentos para análise de bioinformática foram apresentados em 

detalhes em KAMIMURA et al. (2020); VIEIRA et al. (2019). Em resumo, a qualidade 

dos dados foi verificada usando FastQC (v0.11.9). As sequências paired-end foram 

unidas utilizando o software FLASH (versão 1.2.11). Posteriormente, os dados foram 

filtrados utilizando o software Trimmomatic 0,39 SE (single end e minlength de 300 bp) 

(BOLGER et al., 2014). As sequências quiméricas foram verificadas usando o 

algoritmo UCHIME2 (EDGAR et al., 2011). Após o controle de qualidade, a atribuição 

taxonômica das sequências foi obtida usando o Quantitative Insights into Microbial 

Ecology (QIIME), software versão 1.9.1 (CAPORASO et al., 2010). A taxonomia foi 

atribuída para cada Unidade Taxonômica Operacional (OTU) em relação à base de 

dados SILVA 132 (QUAST et al., 2013). A partir dos resultados obtidos, foram 

realizadas análises utilizando o software QIIME para cálculo dos índices de riqueza e 

alfa diversidade: Shannon, Simpson (KIM et al., 2017; LEMOS et al., 2011) Good’s 

coverage e Chao1 (CHAO, 2002). O índice de distância Bray-Curtis foi usado para 

construir uma matriz de similaridade taxonômica (métrica de distância UniFrac 
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ponderada e não-ponderada) para atribuir a diversidade beta (LOZUPONE e KNIGHT, 

2005). 

 

3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. O teste de 

Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados. A análise de 

variância unidirecional (ANOVA) seguida do pós-teste de Tukey foi utilizada para os 

parâmetros bioquímicos e dados de diversidade alfa. Para análise dos resultados dos 

testes TTOG e TTI foram utilizados o teste ANOVA bidirecional e o pós-teste de 

Bonferroni. Para os resultados de HF e abundância relativa a nível familiar, os dados 

foram analisados através do teste Kruskal-Wallis. O teste Dunn pós-teste também foi 

utilizado para os dados de HF. Para todas as análises, o nível de significância foi fixado 

em 5% (p < 0,05). Os dados foram analisados e todos os gráficos foram feitos usando o 

software GraphPadPrism 7® (GraphPad Software Inc. San Diego, CA, EUA). 

Os testes não paramétricos PERMANOVA usando dados de diversidade beta 

foram realizados no software QIIME versão 1.9.0. A análise de componentes principais 

(PCA) foi realizada para enfatizar a variação e mostrar padrões nos conjuntos de dados 

usando o software XLSTAT. Apenas as OTUs com valores de abundância superiores a 

0,1% (p < 0,05) em pelo menos seis amostras foram incluídas na análise PCA. A matriz 

de PCA foi composta de 4 colunas (grupos) e 22 linhas (ordem, família e gênero). O 

recurso e o agrupamento de amostras foram analisados simultaneamente usando a 

ferramenta de análise de dados exploratória do heatmap  no software XLSTAT versão 

2020.1.3 (Adinsoft, Paris, França) usando OTUs com valores de abundância superiores 

a 0,1%. Os arquivos das sequências foram depositadas no Arquivo de Leitura 

Sequencial do National Centre for Biotechnology Information (NCBI) sob o Bio-

Project ID PRJNA718826. 
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4 RESULTADOS 

 

 Os resultados desta dissertação estão apresentados em forma de um artigo 

original no apêndice A.  

 O Artigo I (APÊNDICE A) intitulado “LIVE AND ULTRASOUND-

INACTIVATED Lacticaseibacillus casei MODULATE THE INTESTINAL 

MICROBIOTA AND IMPROVE BIOCHEMICAL AND CARDIOVASCULAR 

PARAMETERS IN MALE RATS FED A HIGH-FAT DIET” avaliou-se os efeitos da 

ingestão Lacticaseibacillus casei 01 e seu paraprobiótico derivado de tratamento com 

ultrassom (20 kHz, 40 min) durante 28 dias sobre parâmetros de saúde (bioquímicos e 

cardiovasculares) e de microbiota intestinal (sequenciamento de amplicon de RNA 

ribossomal 16S) em ratos alimentados com dieta hiperlipídica. Vinte e quatro ratos 

Wistar foram divididos em quatro grupos com seis animais em cada: CTL (dieta 

padrão), HFD (dieta hiperlipídica), HFD-LC (dieta hiperlipídica e L. casei vivo) e HFD-

ILC (dieta hiperlipídica e L. casei inativado). O consumo de L. casei vivo e inativado 

causou redução dos níveis de colesterol (total e LDL) e controlou resistência à insulina 

nos animais alimentados com dieta hiperlipídica (DHL), promoveu modulação da 

microbiota intestinal pelo aumento e/ou diminuição significativa em grupos bacterianos 

específicos, atenuando efeitos causados pela DHL. Os resultados mostram efeitos 

benéficos das células probióticas vivas e inativadas e indicam que a inativação por 

ultrassom produz um paraprobiótico com propriedades de saúde semelhantes ou 

melhoradas em comparação com células vivas. O L. casei inativado pode ser usado para 

melhorar hipertensão (PAS, PAM e PAD) e colesterol (colesterol total e LDL). 
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APÊNDICE A – ARTIGO I 

 

LIVE AND ULTRASOUND-INACTIVATED Lacticaseibacillus casei MODULATE 

THE INTESTINAL MICROBIOTA AND IMPROVE BIOCHEMICAL AND 

CARDIOVASCULAR PARAMETERS IN MALE RATS FED A HIGH-FAT DIET. 

 

Artigo publicado no periódico Food and Function, volume 12, página 5287-5300, ano 

2021, Qualis A2, Fator de impacto: 5,39. 
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