MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE "2
2

FACULDADE DE MEDICINA — FAMED Byl
N PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE %

SOBRENADANTE DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4653: ANALISE FISICO-
QUIMICA E ACAO LARVICIDA SOBRE Toxocara canis

CAROLINA NETTO DE OLIVEIRA DA CUNHA

RIO GRANDE
2023



MINISTERIO DA EDUCACAO [:I)

‘ I I ’ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE ‘

— FACULDADE DE MEDICINA — FAMED
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

SOBRENADANTE DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356: ANALISE FISICO-
QUIMICA E ACAO LARVICIDA SOBRE Toxocara canis

Carolina Netto de Oliveira da Cunha

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande, como requisito para a

obtencdo do titulo de Mestre

Orientadora: Profé. Dr. Luciana F. da Costa de Avila

RIO GRANDE, 2023



SOBRENADANTE DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356: ANALISE FISICO-
QUIMICA E ACAO LARVICIDA SOBRE Toxocara canis

Carolina Netto de Oliveira da Cunha

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande, como requisito para a

obtencdo do titulo de Mestre

Banca Examinadora:

Prof?. Dr?. Luciana Farias da Costa de Avila (FURG - Orientadora)

Prof. Dr. Carlos James Scaini (FURG)

Prof. Dr. Rodolfo Carapelli (Escola de Quimica e Alimentos — FURG)

Prof?. Dr?. Talita Bandeira Roos (Universidade Federal do Parad- Membro Externo)

Prof?. Dr? Vanusa Pousada da Hora (FURG - suplente)



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais, Adriane e Valdeci, por todo 0 amor e sempre me incentivaram a seguir 0S
meus sonhos. Amo muito vocés!!! Tambeém gostaria de fazer uma homenagem aos meus
familiares que sempre me apoiaram ao longo da vida, amo vocés e muito obrigada!

A minha amiga Dyéssika que sempre esteve ao meu lado nas horas boas e ruins ao longo
de mais de quinze anos de amizade. Também gostaria de agradecer as amizades que fiz
ao longo do mestrado como a Gabi, Débora Walcher, Débora Carvalho, Micaele, Larissa,
Nicholas, Victoria agradeco a todas pelo companheirismo, ensinamentos e sempre
trabalhamos com muita alegria e entusiasmo.

Ao Centro Integrado de Analises da Universidade Federal do Rio Grande, principalmente
ao técnico Jean pela disponibilidade para realizacdo das analises do sobrenadante e pela
paciéncia ao ensinar todo o processo.

A Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande,
principalmente ao Prof. Rodolfo Carapelli e ao Jo&o Espinelli que prontamente realizaram
as analises do sobrenadante contribuindo muito para a realizagdo dessa dissertacéo e
obrigada por toda paciéncia e ensinamentos.

Ao grupo do Nucleo de Parasitologia Experimental pelos ensinamentos, a amizade ao
longo do mestrado, vocés se tornaram minha segunda familia. Gostaria de agradecer ao
Prof. Scaini e a Prof?. Luciana com quem tive a oportunidade de comecar a acompanhar
projetos que estavam em andamento que foram muito importantes para a elaboracao dessa
dissertacdo pois me proporcionaram um grande aprendizado. Aos técnicos Lurdinha,
Gabriel, Méarcia, Ana e a médica veterinaria Livia que ao longo desses dois anos se
tornaram grandes amigos e companheiros para todas as horas.

A minha orientadora, Prof?. Luciana Farias da Costa de Avila, gostaria de agradecer pelos
ensinamentos ao longo do mestrado, por toda a paciéncia, pela compreensdo nos
momentos dificeis e por sempre ter uma palavra de carinho o que me ajudou muito ao
longo dessa trajetdria. Gratidao!

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude — FURG pela bolsa que permitiu dois
anos de formacdo académica de qualidade.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Quantificacdo de acido latico (g/L) por HPLC, em amostras de sobrenadante
de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, cultivadas de diferentes maneiras................. 23

Figura 2. Concentracdo de acido latico e acido acético, por HPLC, no sobrenadante de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 puro e diluidoem PBS...........ccccooieeieivevieenenn, 24

Figura 3. Viabilidade de larvas de Toxocara canis (%) cultivadas com o sobrenadante de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 puro e diluido (1:2 até 1:128)



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BAL — bactéria acido latica
FIOCRUZ- Fundagdo Oswaldo Cruz
g/L- Gramas por litro

HPLC- Cromatografia liquida de alta eficiéncia
H2S04— Acido sulfdrico

IL - Interleucina

Ig- Imunoglobulina

KI — lodeto de potéassio

KIOz- lodato de potassio

MRS- Man Rogosa and Sharpe

mg/L — Miligramas por litro

mg- Miligramas

mmol/L — Milimol por litro
(NH4)6M07024— Molibdato de amonio
PBS- Phosphate buffered saline



RESUMO

CUNHA, C.N.O. SOBRENADANTE DE Lactobacillus acidophilus ATCC 4356:
ANALISE FISICO-QUIMICA E ACAO LARVICIDA SOBRE Toxocara canis
2023. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncias da Saude.
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS.

Introducdo: A toxocariase € uma antropozoonose parasitaria negligenciada. Na busca
por métodos de controle, estudos que avaliam o efeito de probidticos tém mostrado
resultados promissores. A partir de estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa,
foi possivel observar que o sobrenadante do probidtico Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 promoveu morte de 100% das larvas de Toxocara canis no teste in vitro. Assim, o
presente estudo visou investigar caracteristicas do sobrenadante de L. acidophilus ATCC
4356 que possam estar envolvidas no efeito larvicida sobre Toxocara canis. Materiais e
Métodos: Considerando que o acido latico esta entre os principais metabdlitos de L.
acidophilus, inicialmente foi avaliado se a forma de cultivo interfere na concentragédo
deste &cido organico no sobrenadante. Para tal, foram realizados diferentes cultivos de L.
acidophilus ATCC 4356, com diferencas quanto ao meio de cultura, a temperatura e ao
tempo de cultivo. O sobrenadante obtido foi filtrado e quantificado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foi também avaliada a concentracdo de acido acético,
por HPLC, o pH e os niveis de perdxido de hidrogénio, por volumetria de oxidorreducao,
no sobrenadante puro e em diluicdes seriadas (1:2 até 1:128). Para a avalicdo do efeito
larvicida, larvas de T. canis foram cultivadas em meio RPMI 1640 juntamente com o
sobrenadante puro ou diluido em placa de 96 pocos, em triplicata. Como controle de
larvas mortas foram utilizadas larvas congeladas a -20°C e submetidas a choque térmico
a 60°C e, como controle de larvas vivas, foram usadas larvas cultivadas em meio MRS
ou RPMI 1640. A placa foi incubada em estufa a 37°C com 5-10% de CO. por 48 horas
e, apods, foi adicionado o marcador de viabilidade celular azul de tripan, tendo sido
realizada a leitura em microscopio 6ptico. Resultados: A forma de cultivo néo alterou
significativamente a concentracdo de acido latico no sobrenadante, sendo observada uma
concentracdo maxima de 19,1 g/L. Em relacdo ao acido acético, foi observada uma
concentracdo de 5,0 g/L no sobrenadante puro. Foi observado um pH acido de 3,8 quando
0 sobrenadante foi avaliado puro, mantendo-se &cido nas diluicBes de 1:2 até 1:16.
Quando avaliado nas dilui¢bes 1:32 até 1:128 o pH estava neutro. Em relacdo a anélise
dos niveis de peroxido de hidrogénio, o valor encontrado foi inferior a 14,0 mg/L na
amostra do sobrenadante puro. No teste in vitro, mesmo apds ser diluido 1:2, foi
observada uma acdo 100% larvicida do sobrenadante sobre Toxocara canis. Conclusoes:
A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a presenca de concentragcdes mais
elevadas de &cido latico e a acidez do sobrenadante puro e diluido 1:2 estéo relacionados
aacdo larvicida sobre Toxocara canis. O sobrenadante L. acidophilus ATCC 4356 diluido
1:2 parece ser a melhor opcdo, uma vez que mantém as caracteristicas de acidez e a acao
larvicida.

Palavras chaves: Toxocariase; Acido latico; Acido acético; Peroxido de hidrogénio;
Efeito larvicida



ABSTRACT

CUNHA, C.N.O. SUPERNATANT OF Lactobacillus acidophilus ATCC 4356:
PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS AND LARVICIDAL ACTION ON Toxocara
canis. 2023. Dissertation (Master's Degree) — Graduate Program in Health Sciences.
Faculty of Medicine, Federal University of Rio Grande, Rio Grande, RS.

Introduction: Toxocariasis is a neglected parasitic anthropozoonosis. In the search for
control methods, studies that evaluated the effect of probiotics showed promising results.
From the previous study carried out in our research group, it was possible to observe that
the supernatant of the probiotic Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 promoted the
death of 100% of the larvae of Toxocara canis not tested in vitro. Thus, the present study
aims to investigate characteristics of the supernatant of L. acidophilus ATCC 4356 that
may be involved in the larvicidal effect on Toxocara canis. Materials and Methods:
Considering that lactic acid is among the main metabolites of L. acidophilus, it was
initially evaluated whether the culture method interferes with the concentration of this
organic acid in the supernatant. For this purpose, different cultivations of L. acidophilus
ATCC 4356 were carried out, with differences in culture medium, temperature and
cultivation time. The supernatant obtained was filtered and quantified by high
performance liquid chromatography (HPLC). The concentration of acetic acid, by HPLC,
the pH and the levels of hydrogen peroxide, by redox volumetry, in the pure supernatant
and in serial dilutions (1:2 to 1:128) were also evaluated. To evaluate the larvicidal effect,
T. canis larvae were cultured in RPMI 1640 medium together with the pure or diluted
supernatant in 96-well plates, in triplicate. As a control of dead larvae, larvae frozen at -
20°C and kept in thermal shock at 60°C were used, and as a control of live larvae, larvae
cultivated in MRS or RPMI 1640 medium were used. The plate was incubated in an oven
at 37°C with 5-10% of CO for 48 hours and then trypan blue cell viability marker was
added and read under an optical microscope. Results: The culture method did not
significantly alter the lactic acid concentration in the supernatant, with a maximum
concentration of 19.1 g/L being observed. Regarding acetic acid, a concentration of 5.0
g/L was observed in the pure supernatant. An acidic pH of 3.8 was observed when the
supernatant was evaluated neat, remaining acidic at dilutions from 1:2 to 1:16. When we
evaluated the dilutions from 1:32 to 1:128, the pH was neutral. Regarding the analysis of
hydrogen peroxide levels, the value found was less than 14.0 mg/L in the pure supernatant
sample. No in vitro test, even after being diluted 1:2, a 100% larvicidal action of the
supernatant on Toxocara canis was observed. Conclusions: From the results obtained, it
can be suggested that the presence of higher concentrations of lactic acid and the acidity
of the pure and diluted 1:2 supernatant are related to the larvicidal action on Toxocara
canis. The L. acidophilus ATCC 4356 supernatant diluted 1:2 seems to be the best option,
since it maintains acidity characteristics and larvicidal action.

Keywords: Toxocariasis; Lactic acid; Acetic Acid; Hydrogen peroxide; Larvicidal effect
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.Toxocara canis e Toxocariase humana

Entre os nematddeos pertencentes a superfamilia Ascaridoidea (GASSER, 2013),
estdo os helmintos do género Toxocara spp. A espécie T. canis habita o intestino delgado
de canideos domeésticos e selvagens e é a mais associada a infec¢cdo humana (HOLLAND
et al., 2015). A toxocariase € uma importante parasitose tecidual negligenciada (CDC,
2022), de distribuicdo cosmopolita, detectada principalmente em regides de clima tropical
e subtropical e em condi¢bes socioeconémicas desfavoraveis (SCHURER et al. 2016;
ROSTAMI et al., 2019). Estudos de contaminacédo do solo demonstram a alta prevaléncia
de ovos de Toxocara spp. em parques publicos, o que estaria relacionado a presenca de
cdes e gatos, 0s quais possuem acesso livre a esses locais (PAPAVASILOPOULOS et al.,
2018; TYUNGU et al., 2020). Nesse contexto, é importante salientar sobre o conceito de
Saude Unica ou One Health, trazendo principalmente o aprimoramento de profissionais
como o médico veterinario junto aos outros profissionais de salde na tentativa de elucidar
sobre controle e a prevencdo dessa importante parasitose (FIALHO et al., 2020;
SCHWARTZ et al., 2021).

Os seres humanos sdo hospedeiros acidentais e a principal forma de infeccéo €
pela ingestdo de ovos presentes no meio ambiente (MAZUR-MELEWSKA et al., 2016;
HOLLAND etal., 2015; CHEN et al., 2018), podendo também ocorrer através da ingestao
de larvas presentes em carnes e visceras cruas ou mal-cozidas de hospedeiros paraténicos
como ruminantes, suinos e aves (MERIGUETI et al., 2018). Apds a ingestdo da forma
infectante, as larvas invadem a mucosa intestinal e migram para 6rgaos como o figado,
pulmdes, musculatura esquelética estriada, coracédo, olhos e encéfalo (MA et al., 2018).

As apresentaces clinicas da toxocariase humana séo: a sindrome da larva migrans
visceral que acomete, principalmente, criangas com idade entre dois e cinco anos,
geralmente com histdrico de geofagia (HOLLAND et al, 2015; CHEN et al., 2018). Os
sinais clinicos e sintomas mais comumente associados sdo: febre, tosse, dor abdominal e
hepatomegalia com leucocitose, eosinofilia, hipergamaglobulinemia e aumento sérico de
IgE (WILKINS.,2014). Outras apresentacdes clinicas sdo a neurotoxocariase na qual
pode ocorrer meningite eosinofilica aguda. A toxocariase ocular, geralmente unilateral,

na qual granulomas na retina e endoftalmia podem ser identificados a partir do exame
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oftalmoldgico. Além disso, também ha a toxocariase oculta na qual pacientes
permanecem com sinais clinicos inespecificos podendo ser acompanhado de eosinofilia
(WILKINS.,2014; HOLLAND et al., 2015; KOHLER et al.,2017).

O diagnostico da toxocariase humana é complexo e baseia-se em dados clinicos e
epidemioldgicos (principalmente o contato com cées jovens, habitos de geofagia), no
diagnostico soroldgico, e em exames de imagem para a deteccdo de granulomas nos
tecidos (MA et al., 2018; ROSTAM I et al., 2019). O diagndstico soroldgico € realizado
pela pesquisa de anticorpos IgG através do ensaio imunoenzimético (ELISA) e Western
blot que utilizam o antigeno de excrecéo e secrecao (TES) das larvas de Toxocara canis
(ROLDAN et al., 2015; ROLDAN et al., 2017). Com o intuito de melhorar a
especificidade, atualmente testes sorolégicos utilizando proteinas recombinantes TES-30
e TES-120 tém sido propostos (SANTOS et al., 2018). Uma alternativa diagndstica
seriam os testes moleculares como a reacdo de cadeia em polimerase (PCR) por
apresentarem alta especificidade, sendo utilizada para a deteccdo de larvas em biopsias
oculares (CHEN et al., 2018). Um estudo para investigar os genes Tc-mir-21 e Tc-mir-
103a a partir de amostras de soros de pacientes com anticorpos para toxocariase
apresentou resultados promissores como biomarcador e futura ferramenta diagnostica
para a toxocariase (RAISSI et al., 2022).

Em relacdo ao tratamento da toxocariase humana, este baseia-se principalmente
na administracdo de anti-helminticos como albendazol, mebendazol e tiabendazol
(MACPHERSHON et al., 2013), sendo o albendazol o medicamento de primeira escolha
para o tratamento da toxocariase devido a sua maior absor¢do nos tecidos extra intestinais
(HOMBU et al., 2017). E importante salientar que estes medicamentos sd0 0S mesmos
desenvolvidos e utilizados para o tratamento de parasitoses intestinais, com a ascaridiase,
por exemplo. Dessa forma eles apresentam prioritariamente acdo local e sdo
pouquissimos absorvidos, o que dificulta a chegada do principio ativo em sitios distantes,
onde estdo localizadas as larvas de T. canis. Além disso, algumas vezes é realizado um
tratamento de suporte principalmente com o uso de anti-inflamatérios esteroidais e néo
esteroidais (FIALHO et al., 2020). Tendo em vista as dificuldades terapéuticas atuais,
pesquisas e investimentos sdo necessarios na area da prevencdo, controle e tratamento

para esta zoonose parasitaria.
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1.2. Uso de probidticos e sobrenadantes

Probidticos sdo caracterizados como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001). Dentro da parasitologia diversos sdo os estudos realizados que
demonstram os efeitos de probiéticos, seja para a prevencao ou para o tratamento, usados
de forma isolada ou associada. Na tentativa de tornar o hospedeiro mais resistente a
infecgdo por T. canis e conseguir evitar a infeccdo ou minimizar o nimero de larvas
invasoras, alguns probioticos ja foram testados e apresentaram efeitos promissores em
murinos: Enterococcus faecalis CECT7121 (CHIODO et al., 2010), Saccharomyces
boulardii (AVILA et al., 2012; AVILA et al., 2013), Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469 (WALCHER et al., 2017) e L. acidophilus ATCC 4356 (CADORE et al., 2019).
Dentre estes, a cepa ATCC 4356 de L. acidophilus merece destaque pois, quando testado
0 sobrenadante, este promoveu a inativacdo de 100% das larvas de T. canis in vitro
(WALCHER, 2019).

Embora a maioria dos resultados benéficos de probidticos conhecidos até o
momento seja referente ao uso das células dos microrganismos em si, estudos realizados
com sobrenadantes evidenciam a acdo protetora destes. Um exemplo é Lactobacillus
rhamnosus Slab51 no qual o sobrenadante obtido a partir da cultura promoveu efeito
cardioprotetor melhorando a funcdo miocardica em modelos experimentais murinos
expostos a hipoxia intermitente (XU et al., 2019). Em outro estudo, o uso do sobrenadante
de L. rhamnosus GG foi associado a um aumento da integridade da barreira intestinal
uma vez que houve reducéo de translocacéo bacteriana (CHEN et al., 2016). Da mesma
maneira o sobrenadante de L. gasseri, inibiu a translocacdo de Pseudomonas aeruginosa,
evitando a disseminacédo da infeccdo em modelos experimentais murinos (LENZMEIER
etal., 2019).

1.3. Acdo dos metabolitos presentes no sobrenadante do cultivo de probioticos

Entre as fungbes dos compostos presentes no sobrenadante de probidticos do
género Lactobacillus estdo: aumento da secregdo de muco pelas células caliciformes,
estimulo da resposta imune inata, aumento da secrecdo de peptideos antimicrobianos,

aumento da expressdo de genes relacionados as jungdes estreitas reforcando a barreira
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epitelial intestinal, além da producéo de proteinas, enzimas proteoliticas e acidos graxos
de cadeia curta (LIM et al., 2018; NOOROZI et al., 2019; LIU et al.,2020).

Quanto aos metabdlitos produzidos pelos probidticos do género Lactobacillus, os
principais sdo: acido latico, &cido acético, acido propidnico, acido butirico, acido malico,
acido succinico, &cido citrico, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e surfactantes
(RISHI et al.2017; SGIBNEV & KREMLEVA, 2017; ADETOYE et al., 2018;
LIPINSKA et al., 2018; KRALIK et al., 2018; CHEN et al.,2020). Dentre estes, o acido
latico, o acido acético e o perdxido de hidrogénio sao os principais metabdlitos (PLAZA-
DIAZ et al., 2019; SALARI et al., 2020). Em relacdo aos &cidos latico e acético, esses
promovem a desestabilizacdo da membrana, lise celular, degradacdo de &cidos nucleicos,
inibicdo da sintese de proteinas, reducdo do pH e a liberacdo de ions de hidrogénio que
comprometem a integridade da parede celular bacteriana. Estes fatores estao relacionados
a inviabilizagcdo ou mesmo a morte de patdgenos (GONG et al., 2016; NARDINI et al.;
2016; DIAS et al., 2018).

Outras agdes do acido latico seriam a manutencdo da homeostase intestinal e
imunoldgica do organismo, com a mobilizacdo de macrofagos com atividade anti-
inflamatoria e renovacdo de enterdcitos (MARKOWIAK-KOPEC et al., 2020). Em
relacdo ao peroxido de hidrogénio, alguns mecanismos de acdo desse metabdlito sdo:
bloquear a sintese e a atividade das enzimas antioxidantes de bactérias e diminuir a adeséo
celular bacteriana (SGIBNEV & KREMLEVA, 2017; MANN et al., 2021).

1.4. Influéncia do pH do sobrenadante sobre patdgenos

O pH tem sido um fator pesquisado nos estudos com sobrenadantes obtidos a
partir do cultivo de probioticos. Uma pesquisa conduzida por Rana et al. (2020) comparou
a inibicdo da formacéo de biofilme e a inibicdo de "quorum sensing” de Pseudomonas
aeruginosa apos a utilizacao de sobrenadantes com pH acido e com pH neutro, tendo sido
observada uma importante acdo anti-biofilme e de inibicdo de quorum sensing em pH
acido (~ pH 4,0). Resultado semelhante foi observado com sobrenadantes de L. crispatus
e L. plantarum os quais mostraram uma acéo fungistatica contra Candida spp. em pH
acido (PAROLIN et al., 2021) e ndo tiveram agdo contra Candida albicans em pH neutro
(JANG et al., 2019).
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1.5. Estudos in vitro da agdo de sobrenadantes sobre agentes infecto-parasitarios

Estudos in vitro vém demonstrando a acdo de sobrenadantes de probidticos, contra
microrganismos patogénicos como leveduras (SALARI et al., 2020) e bacteérias, sendo
observada propriedades anti-adesivas e de inibicdo da formacdo de biofilme
(JEYANATHAN etal., 2021). Sobrenadantes obtidos a partir do cultivo de Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp., inibiram o crescimento micelial e germinacgéo de esporos de
Penicillium expansum, sendo esse agente importante causador de danos a agricultura
(QIAU et al., 2020). Outro estudo, demonstrou a atividade do sobrenadante de
Lactobacillus plantarum NIBR97 sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli
reduzindo o crescimento dessas bactérias em quase 100% (KIM et al., 2020).

Em parasitologia, estudos demonstraram a acdo de metabolitos do sobrenadante
de Lactobacillus reuteri ATCC 23272 e Lactobacillus acidophilus ATCC 700396, os
quais inviabilizaram oocistos de Cryptosporidium parvum em mais de 80% (FOSTER et
al.,2003). Resultado semelhante foi observado com o sobrenadante de Lactobacillus
rhamnosus NZRM 299 o qual promoveu a inibi¢ao da esporulacéo de oocistos de Eimeria
sp., bem como a inibicdo da multiplicacéo e adesdo de trofozoitos de Giardia duodenalis
(MOLAN, 2014; PERRUCI et al., 2019). Em relacdo a toxocariase, foi observada agdo
larvicida sobre 94% das larvas de Toxocara canis quando cultivadas juntamente com o
sobrenadante de Enterococcus faecalis CECT7121, e uma reducdo de 70% na intensidade
de infec¢do de murinos suplementados com esse sobrenadante (CHIODO et al., 2010).
Seguindo a mesma linha, quando testada acdo in vitro do sobrenadante de L. acidophilus
ATCC 4356 foi observado um resultado extraordinario, com 100% de morte das larvas
de T. canis (WALCHER, 2019). Assim, € importante dar continuidade nessa pesquisa e
avaliar caracteristicas do sobrenadante e provaveis metabdlitos presentes no sobrenadante

que possam estar envolvidos na acéo sobre as larvas de Toxocara canis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Investigar caracteristicas do sobrenadante de Lactobacillus acidophilus ATCC

4356 que possam estar envolvidas no efeito larvicida sobre Toxocara canis

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar caracteristicas fisico-quimicas como a concentracdes de acido latico, de
acido acético e perdxido de hidrogénio e o pH no sobrenadante de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356;

Avaliar o efeito larvicida de diferentes concentracdes de sobrenadante de

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 sobre Toxocara canis in vitro;
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O potencial de acdo larvicida de metabolitos presentes no sobrenadante de
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4Escola de Quimica e Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande, Avenida Italia, km 08 — Campus
Carreiros, CEP 96.203-900 Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil

RESUMO: A toxocariase humana é uma antropozoonose parasitaria que apresenta
dificuldades em relacdo ao tratamento e controle. Estudo prévio realizado com
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 revelou que o sobrenadante desse probiético foi
capaz de inviabilizar 100% das larvas de Toxocara canis. O objetivo do presente estudo
foi investigar caracteristicas do sobrenadante de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
gue possam estar envolvidas no efeito larvicida sobre T. canis. Foi possivel identificar
elevada concentracdo de acido latico e &cido acético no sobrenadante puro, chegando a
19,1 e 5,0 g/L, respectivamente. Foi observada acidez do sobrenadante puro com um pH
= 3,8, mantendo-se &cido nas dilui¢bes 1:2 até 1:16, com pH variando de 3,8 a 4,6. Com
relacdo ao efeito larvicida in vitro, foi possivel observar 100% de morte das larvas de T.
canis utilizando o sobrenadante puro assim como na diluicdo 1:2. A partir desses

resultados podemos inferir que a presenca de acidos organicos em concentragdes mais
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elevadas e o baixo pH do meio contribuem para a acdo larvicida do sobrenadante de L.
acidophilus ATCC 4356. Além disso, a manutenc¢do do efeito larvicida, mesmo apds ser
diluido, sugere uma maior chance deste sobrenadante promover também uma acéo contra

T. canis in vivo.

Palavras-chave: Sobrenadante; Acido latico; Acido acético; Perdxido de hidrogénio;
Toxocariase.

3.1. INTRODUCAO

A toxocariase humana € uma parasitose tecidual causada principalmente pelo
nematddeo Toxocara canis, parasito intestinal de canideos selvagens e domésticos M. Os
seres humanos séo considerados hospedeiros acidentais e se infectam principalmente ao
ingerirem ovos embrionados presentes em alimentos e no meio ambiente 31, Outro modo
de contaminacao € através da ingestdo de larvas presentes em carnes e visceras cruas ou
malcozidas de mamiferos e aves considerados hospedeiros paraténicos [*. O tratamento
da toxocariase é baseado principalmente na administracdo de anti-helminticos da classe
dos benzimidazois, sendo o albendazol o farmaco de primeira escolha, entretanto
apresentam eficécia baixa a moderada 61,

Nesse contexto, 0 uso de probidticos tem sido testado e alguns demonstraram acao
direta sobre as larvas e reducdo da intensidade de infeccdo em modelos experimentais
murinos I8 Além da utilizacio do microrganismo probiético, estudos tém demonstrado
a acdo benéfica do sobrenadante de cultivo 1. Um estudo que merece destaque foi
realizado com o sobrenadante de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, o qual
demonstrou 100% de ac&o larvicida in vitro sobre Toxocara canis [,

Dentre as bactérias do género Lactobacillus, os principais metabolitos presentes
no sobrenadante de cultivo sdo os acidos organicos, com destaque para o acido latico e
acido acético, as proteinas e o peroxido de hidrogénio 91, O 4cido latico e acético esto
envolvidos principalmente na reducdo do pH, na resposta imune do hospedeiro, com a
regulacdo da IL8, e na inibicdo de estruturas de resisténcia de patogenos 2131 Além
disso, o perdxido de hidrogénio esta relacionado a atividade antimicrobiana através da
diminuicio da adesdo de bactérias patogénicas & cavidade oral *le também a morte de

Nanophyetus salmincola, trematoda que pode causar doenca em humanos. %1, O presente
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estudo teve como objetivo quantificar a concentracdo de &cido latico e acético, de
peroxido de hidrogénio e o pH do sobrenadante de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
puro e diluido e avaliar se as diluicbes do sobrenadante mantém sua caracteristica

larvicida sobre Toxocara canis.

3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. Obtencéo dos ovos e larvas de Toxocara canis

A partir do tratamento com pamoato de pirantel (12.5 mg/kg), cées jovens
naturalmente infectados eliminaram formas adultas de Toxocara canis. Foi realizada a
histerectomia nas fémeas de T. canis e 0s ovos foram incubados em solucdo formalina a
2%, temperatura de 28°C e umidade superior a 80% e oxigenac&o por 30 dias [*°1. Apos,
foi realizada a extracdo de larvas de acordo com DE SAVIGNY [ com modificagdes,
sendo estas cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com penicilina, estreptomicina

e fungizona em estufa a 37°C com 5-10% de CO..

3.2.2. Cultivo do probidtico Lactobacillus acidophilus para a obtencéo do
sobrenadante

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 foi obtido liofilizado da Fundacdo
Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro (FIOCRUZ-RJ). Inicialmente foram realizados quatro
diferentes protocolos de cultivos de L. acidophilus ATCC4356, a fim de selecionar aquele
com a maior concentracdo de &cido latico no sobrenadante, parametro escolhido para
caracterizar o melhor sobrenadante. Amostra 1: L. acidophilus foi cultivado inicialmente
em Man Rogosa and Sharpe (MRS) agar sendo a placa colocada em estufa a 37° C com
5-10% de COg, por 24 h; Amostra 2: o probidtico foi cultivado em MRS &gar em
temperatura ambiente de aproximadamente 25°C, por 24 h; As amostras 3 e 4 foram
cultivadas em MRS caldo em estufa a 37° C com 5-10% de CO; por 48 h, sendo
posteriormente a amostra 3 mantida entre 4 e 8°C por 24h. Apds, esses diferentes pré-
cultivos do probidtico, foram preparados quatro Erlenmeyers contendo 10 ml de MRS
caldo cada um. Das amostras 1 e 2, que foram pre-cultivadas em MRS &gar, foi transferida
uma unidade formadora de colonia (UFC) para dois diferentes Erlenmeyer. Das amostras
3 e 4, foram transferidos 100uL de cada suspensao para os outros dois Erlenmeyers. Estes
todos permaneceram em estufa a 37°C, com 5-10% CO., por 48 h [*. Ap6s, cada um dos

pré-cultivos foi centrifugado a 4000 g por 20 minutos para a obtencéo dos sobrenadantes,
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o0s quais foram filtrados, separadamente, com membrana de 0.22um (Millipore Merck®)
18]

3.2.3. Quantificagdo de acido latico e acido acético em amostras de sobrenadante
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para a quantificacdo de &cido latico e acético, foram realizadas analises no
sobrenadante puro e diluido 1:2 e 1:4 em PBS estéril. As amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) modelo Prominence equipado com:
bomba modelo LC-20AD, forno modelo CTO-20A, detector UV-Vis SPD-20A, injetor
automatico modelo SIL-20A e sistema de aquisicdo de dados através do software
LabSolutions® (Shimadzu, Japdo). A separacdo cromatografica foi realizada conforme
método descrito pelo fabricante da coluna analitica modelo Aminex® HPX-87H,
utilizando como fase mével &cido sulfarico 5 mM com vazdo de 0,6 mL/min, temperatura
do forno de 50 °C, detector em 210 nm e volume de injecdo de 20 pL, com tempo total
de analise de 16 minutos (Aminex® HPLC Columns — BIO-RAD®). As curvas analiticas
foram construidas a partir de padronizagdo externa, através da diluicdo do padréo de &cido
latico (L (+) Latico Sigma Aldrich®) e é4cido acético (Acido Acético 99.8% Acros
Organics®) em concentracdes entre 0,5 e 100 mg/L. Os dados de regressdo linear foram
obtidos com auxilio do software LabSolutions®. As amostras foram diluidas na fase

maovel com fator de diluicdo de 100 vezes (v/v) para se ajustarem a curva analitica.

3.2.4. Avaliacdo do pH do sobrenadante de L. acidophilus ATCC 4356

Apos ser filtrado, foi separada uma aliquota de 15 ml e verificado o pH no
sobrenadante puro e em diluices seriadas de 1:2 a 1:128 com PBS estéril, utilizando
pHgametro mPA 210 (MS TECNOPON®).

3.2.5. Volumetria de oxidorreducéo para determinacéo de peroxido de hidrogénio
(H202) no sobrenadante

As amostras do sobrenadante puro e diluido 1:2 e 1:4 em PBS esteril foram
avaliadas por iodometria 1%, Todas as amostras foram testadas em diferentes
concentragfes de perdxido de hidrogénio, sendo o primeiro teste realizado com
concentragdo de 140 mg/L e, posteriormente, foi utilizada uma solugéo diluida dez vezes,
ou seja, 14 mg/L. Foram adicionados em um Erlenmeyer: 25 mL do sobrenadante puro;
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10 mL de H2SO4 2 mols/L; 10 mL de iodeto de potéassio (KI) 10%; 3 gotas de molibdato
de amonio (NH4)sMo07024 3%. A titulagdo foi realizada com solucdo padronizada de
tiossulfato de sodio 0,1 mol/L utilizando como indicador uma solugdo 10% (mm™) até a
solucdo apresentar cor clara. A solucdo de tiossulfato de sédio foi padronizada usando

uma solucéo padréo de KIO3z 0,17 mol/L 29,

3.2.6. Avaliacdo in vitro do efeito larvicida do sobrenadante sobre larvas de T. canis

Amostras do sobrenadante de L. acidophilus puro (Sp) ou diluido em PBS (1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128), em volume de 100 pL, foram incubadas com
aproximadamente 100 larvas de T. canis em 100 pL de meio RPMI 1640 suplementado
com penicilina, estreptomicina e fungizona, totalizando um volume de 200 pL/pogo 3.
Como controle de larvas vivas foram usadas larvas cultivadas em meio RPMI 1640.
Como controle de larvas mortas foram usadas larvas congeladas a -20°C, durante dez
dias, com posterior choque térmico a 60°C. Foram usadas placas de microcultivo de 96
pocos (Kasvi®), sendo todos os testes e controles incubados a 37°C, com 5-10% CO., por
48h, em triplicata. Apos as 48h, foi adicionado 100 pL do marcador de viabilidade celular
azul de tripan/poco. A placa foi incubada por mais 30 minutos sob as mesmas condigdes.
Apos, foi realizada a leitura em microscopia Optica nos aumentos de 100x e 400x
avaliando a viabilidade das larvas sendo consideradas larvas vivas as que apresentaram
motilidade e auséncia de impregnacéo pelo azul de tripan. As larvas que ndo apresentaram

as caracteristicas descritas anteriormente, foram consideradas mortas ou inviaveis [}

3.2.7. Andlise estatistica
Os dados obtidos no teste in vitro foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas com teste de Tukey com nivel de significancia

de 5% utilizando o software Statistix 10.0.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Quantificacédo dos acidos latico e acético por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Na figura 1 podem ser observados os valores de &cido latico dos quatro diferentes
protocolos de cultivo realizados, analisados por HPLC e expressos em g/L. Nao foi
observada diferenca significativa na concentragdo de acido latico nos sobrenadantes
avaliados, sendo observada uma média de 12,6 g/L. Assim, para as analises subsequentes,
optou-se pelo cultivo em MRS caldo, mantido em estufa a 37°C, com 5-10% de CO- por

48 horas, o qual demonstrou a maior concentracdo de acido latico (14 g/L).

16
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Figura 1. Quantificacdo de &cido latico (g/L) em amostras de sobrenadante de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 cultivados sob diferentes protocolos. As analises
foram feitas utilizando uma amostra padrdo de &cido latico (L (+) Latico Sigma
Aldrich®). As amostras foram obtidas da seguinte maneira: Amostra 1: L. acidophilus
foi cultivado inicialmente em Man Rogosa and Sharpe (MRS) &gar sendo a placa
incubada a 37° C com 5-10% de COz, por 24 h; Amostra 2: o probidtico foi cultivado em

MRS &gar em temperatura ambiente de aproximadamente 25°C, por 24 h; As amostras 3
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e 4 foram cultivadas em MRS caldo em estufa a 37° C com 5-10% de CO- por 48 h, sendo

posteriormente a amostra 3 mantida entre 4 e 8°C por 24h.

Posteriormente, a fim de avaliar ndo s6 a concentracdo de acido latico, mas
também de &cido acético, foi realizado um novo cultivo de L. acidophilus ATCC4356 de
acordo com o protocolo de cultivo previamente selecionado, em meio MRS caldo,
incubado em estufa a 37°C, com 5-10% de CO- por 48 h. O sobrenadante obtido foi
avaliado puro e diluido 1:2 e 1:4 quanto as concentracdes de acido latico e acético, por
HPLC. Nesta segunda analise foi observada uma concentracdo de acido latico mais
elevada do que na etapa anterior, chegando a 19 g/L, quando avaliado o sobrenadante
puro. Na figura 2 podem ser observados os valores de acido latico e acido acético no
sobrenadante, sendo possivel observarmos que a concentracdo € reduzida

proporcionalmente a metade quando diluido 1:2 e 1:4.
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Figura 2. Concentracdo de &cido latico e acido acético, por HPLC, em amostras
de sobrenadante de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 puro (Sbhp) e diluido (Sb) em
PBS 1:2 e 1:4.
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3.3.2. Valores de pH do sobrenadante e dilui¢fes

Foi observado um pH acido de 3,8 quando o sobrenadante foi avaliado puro, néo
tendo sido observada alteracdo nesse valor quando analisado nas diluicdes 1:2 e 1:4.
Quando analisadas as diluicdes 1:8 e 1:16 foi observado pH de 4,0 e 4,6, respectivamente.
Nas demais diluicdes avaliadas, entre 1:32 e 1:128, o pH estava neutro, variando entre
6,0¢e6,8.

3.3.3. Quantificacao de perdxido de hidrogénio através da titulacdo de
oxidorreducéo

A concentracdo de peroxido de hidrogénio nas amostras do sobrenadante puro e
suas respectivas diluicbes em PBS 1:2 e 1:4 estava abaixo do limite de deteccdo (LOD)
da técnica empregada, sendo estimada em 14mg/L. Considerando este resultado e o fato
de nas analises de pH e concentracdo de &cidos organicos os melhores resultados foram
obtidos nas diluicdes até 1:4, e a avaliacdo de peroxido de hidrogénio nédo foi realizada

em diluicdes subsequentes.

3.3.4. Acdo in vitro do sobrenadante puro e diluido de Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 sobre larvas de Toxocara canis

Na figura 3 € possivel observar que tanto o sobrenadante puro quanto o diluido 1:2
promoveu a morte de 100% das larvas de Toxocara canis. Em relagdo as demais dilui¢des
(1:4 até 1:128) a viabilidade das larvas foi semelhante ao controle de larvas vivas,
variando entre 89,5% a 98,2%, estando estas com presenca de motilidade e sem
impregnacdo pelo marcador de viabilidade celular azul de tripan. O controle com larvas
viaveis (vivas) e RPMI 1640 apresentou 93,8% de viabilidade. No controle com larvas
mortas todas apresentavam auséncia de motilidade e estavam impregnadas com azul de

tripan.
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Viabilidade de larvas de T.canis (%)
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* Letras diferentes representam significancia estatistica (p"<"0,05).
Sh: Sobrenadante livre de células

SbP: Sobrenadante puro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
CV: Controle vivo

CM: Controle morto

Figura 3. Viabilidade (%) das larvas de Toxocara canis apds cultivo com o
sobrenadante puro de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 e diluido (Sb 1:2 até 1:128)

3.4. DISCUSSAO

O efeito benéfico do uso de sobrenadantes de cultivo de Lactobacillus spp. contra
agentes infecciosos como bactérias, fungos e protozoarios tém sido demonstrado 2321,
No presente estudo verificamos que o sobrenadante de L. acidophilus ATCC 4356 foi
capaz de inviabilizar 100% das larvas de T. canis mesmo quando testado diluido 1:2.
Esses resultados corroboram com Walcher et al., (2023) que observaram que o
sobrenadante puro desse mesmo probiotico inviabilizou 100% das larvas de Toxocara
canis 1. Em outro estudo, foi evidenciado o efeito antiparasitario do sobrenadante puro
de Lactobacillus rhamnosus, o qual inibiu 100% da esporulagédo de oocistos de Eimeria
spp., e quando diluido 1:2, 1:4 e 1:8 inibiu 76%, 54% e 37%, respectivamente 231, No
presente estudo, a diluicdo do sobrenadante a partir de 1:4 ndo demonstrou efeito
larvicida, provavelmente devido a alteracdo das caracteristicas do meio e concentracao

reduzida de determinados metabdlitos presentes.
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Considerando que a presenca de metabolitos como proteinas, &cidos graxos,
peroxido de hidrogénio e o baixo pH do sobrenadante estdo entre os principais fatores
relacionados ao efeito deletério sobre patdgenos 24 2%l foram avaliadas algumas dessas
caracteristicas no sobrenadante de L. acidophilus ATCC 4356, a fim de observar se
poderiam estar envolvidas no efeito larvicida sobre T. canis. No presente estudo, foi
possivel observar uma importante acidez do sobrenadante de L. acidophilus ATCC 4356
com pH de 3,8 o qual se manteve inalterado mesmo apds ser diluido em solucéo salina
até 1:4. Embora tenha havido aumento, manteve-se com caracteristica acida até a diluicdo
1:16. Esses resultados corroboram com o observado com o sobrenadante de L. johnsonii
LJOO02 o qual apresentou um pH &cido de 4,3 o que estaria relacionado a diminuicao da
aderéncia e da formacdo de biofilme por Staphylococcus aureus 281 assim como a
inibicdo do crescimento de Streptococcus mutans, agente causador de carie em seres
humanos ?71. Em outro estudo, que avaliou a a¢do de sobrenadantes de L. acidophilus
ATCC 4356, L. casei ATCC 393 e L. reuteri ATCC 23272 sobre Acinetobacter
baumannii, foi observado que o pH acido, variando entre 3,9 e 4,2 estaria relacionado a
inibicdo da formacdo de biofilme sobre esta bactéria responsavel por infeccbes
hospitalares.”®). A acdo do pH foi observada em estudo no qual o sobrenadante de
Lactobacillus spp. com pH de 3,5 inibiu a formacdo de biofilme de Vibrio cholera,
havendo perda do efeito quando o pH foi neutralizado %, Sobre o protozoario Giardia
duodenalis a utilizacdo de sobrenadante obtido a partir de um mix de probidticos, dentre
estas algumas espécies de Lactobacillus, estd relacionada a inibicdo da adesdo e
multiplicacdo de trofozoitos, havendo perda do efeito antiparasitario quando o pH do
sobrenadante foi ajustado para 7,0 1. Além disso, valores de pH &cido dos sobrenadantes
de Lactobacillus spp., foram correlacionados com a forma ativa de metabdlitos como

acidos latico, acético e proteinas 2.

Os é&cidos organicos presentes no sobrenadante de probidticos do género
Lactobacillus séo derivados da fermentacdo de carboidratos, com um destaque para o
acido latico 31 sendo também evidenciados os cidos: acético, propionico, butirico B4,
citrico, malico e succinico ¥ 31 Como principal mecanismo de agio desses acidos
organicos esta a diminuicdo do pH intestinal, tornando o ambiente indspito para
patogenos 71, No presente estudo foram observadas concentragdes expressivas de acido
latico e o0 &cido acético, 19,1g/L e 5,0 g/L, respectivamente. Concentragfes semelhantes

de &cido latico (20- 27g/L) e &cido acético (3,5 a 3,9 g/L) estdo relacionadas a inibi¢do
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do crescimento de patdgenos intestinais como as bactérias da familia Enterobacteriaceae
(381 Além disso, concentragdes de acido latico (7,8 g/L) e acido acético (11,2 g/L) no
sobrenadante de Lactobacillus brevis estdo relacionadas a acdo larvicida sobre
Meloidogyne incognita e M. javanica, nematddeos de plantas B°. Mesmo em
concentracfes menores de acido latico (4,3 g/L) este estaria relacionado a acéo anti-
aflatoxigénica sobre Aspergillus flavus, importante fungo produtor de aflatoxinas que

contaminam alimentos [*°],

Outro importante metabdlito presente no sobrenadante de Lactobacillus é o
peroxido de hidrogénio, o qual também apresenta efeito antimicrobiano, principalmente
contra bactérias Gram negativas, comprometendo a integridade da parede celular 3,
Sobre Escherichia coli, Klebsiella spp. e Staphylococcus aureus, a baixa concentracdo de
peréxido de hidrogénio produzida por Lactobacillus crispatus 35A-TV tornou estas
bactérias mais sensiveis aos antibiGticos testados 243 No presente estudo, a
quantificacdo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante de L. acidophilus ATCC 4356
foi inferior a 14mg/L. Concentracdes de peroxido de hidrogénio entre 12-94,6 mg/L,
presentes no sobrenadante de L. rhamnosus, L. salivarus, L. gasseri, L. plantarum, L.
vaginalis, L. delbrueckii e L. fermentum estdo relacionadas & diminuicdo dos riscos de

infeccBes bacterianas e virais na microbiota vaginal humana 41,

A observacdo de que o sobrenadante puro e diluido 1:2 promoveram a morte in
vitro de 100% das larvas de T. canis, sugere que o efeito larvicida esteja relacionado a
uma maior concentracdo de metabdlitos ativos. A partir dos resultados obtidos sugere-se
que o pH abaixo de 4 e concentra¢Bes dos acidos latico e acético a partir de 9,3 g/L e 2,4
g/L sdo importantes para o efeito larvicida sobre T. canis. A observacdo de que o efeito
larvicida do sobrenadante se mantém mesmo apos a diluicdo, sugere uma maior chance

deste sobrenadante promover também uma agdo larvicida in vivo.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Observamos a importancia do sobrenadante obtido a partir do cultivo das
subespécies de Lactobacillus, sendo importante ressaltar a ampla variedade de estudos
realizados com os metabdlitos produzidos por estes, principalmente contra fungos,
bactérias, protozoarios e helmintos patogénicos que afetam a satde humana e animal.

No presente estudo, tivemos a oportunidade de avaliar alguns metabolitos
presentes no sobrenadante de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 como o &cido latico,
acido acético e peroxido de hidrogénio bem como mensurar o pH do sobrenadante puro
e diluido em solucéo salina, e observamos a partir do estudo in vitro a inviabilizacdo das
larvas de Toxocara canis em 100% no sobrenadante puro e na diluicdo 1:2.

Entretanto, sdo necessarios mais estudos que avaliem os metabolitos
separadamente, a influéncia do pH sobre as larvas de T. canis para elucidar os
mecanismos de acdo desses metabolitos sobre esse parasito. Além disso estudos em
modelos experimentais murinos avaliando a acdo do sobrenadante de Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356 sobre a toxocariase, sdo sugeridos como novos estudos.
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