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Resumo

CASTELLI, Regina Maria. SINERGISMO DOS PROBIOTICOS Saccharomyces
boulardii E Bacillus cereus var. Toyoi SOBRE A IMUNOMODULACAO EM
CAMUNDONGOS. 2011. 59f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A associacao entre probidticos pode gerar uma resposta superior ou similar a soma
da resposta obtida individualmente por cada um deles, ou seja, proporcionar um
efeito sinérgico. A levedura Saccharomyces boulardii e a bactéria Bacillus cereus
var. Toyoi apresentam a propriedade benéfica de modular a resposta imune do
hospedeiro. O objetivo desse trabalho foi avaliar a associacao entre os probidticos S.
boulardii e B. Toyoi sobre a resposta imune humoral e celular em camundongos,
utilizando a proteina recombinante internalina A (rInlA) de Listeria monocytogenes
como antigeno modelo. Primeiramente, foi avaliada a resisténcia desses micro-
organismos associados as adversidades simuladas do trato gastrointestinal (TGI) de
humanos e a passagem através do TGl de camundongos. Apds, foi avaliada a
capacidade da associagdo desses micro-organismos estimular a resposta imune
humoral e celular de camundongos. Para isso, camundongos alimentados com
racdo contendo ambos o0s probidticos e com cada um dos probidticos
individualmente foram imunizados com rinlA, amostras de sangue foram coletadas
nos dias 0 e 29 apds a imunizacdo e os soros submetidos a ELISA indireto para a
titulacdo de Ig totais, IgG1 e IgG2a especificas. Para avaliagdo da resposta celular,
niveis de Inteferon y (IFNy) produzida pelos esplendcitos dos camundongos
cultivados e estimulados com rInlA foi determinada. Ambos os probidéticos avaliados
individualmente e em associacdo apresentaram elevadas taxas de sobrevivéncia a
simulacdo do TGI de humanos e ao TGI de camundongos. Os animais do grupo
onde S. boulardii e B. Toyoi foram co-administrados apresentaram titulos de
anticorpos Ig totais e soroconversoes significativamente superiores (p<0,005) as dos
animais suplementados com cada um dos probioticos individualmente. E a
imunizacdo com riInlA estimulou maiores niveis de IgGl em relacdo a IlgG2a,
sugerindo uma resposta predominantemente Th2, ou seja uma resposta humoral.
Concluiu-se que os probidticos S. boulardii e B. Toyoi agiram em sinergismo,
potencializando a resposta imune humoral especfifica contra o antigeno rinlA, e que
eles podem ser usados em associagcdo, pois ndo ocorreu antagonismo entre si
guanto a sobrevivéncia ao TGl de mamiferos.

Palavras-chave: resposta imune humoral. resposta imune celular. internalina A de L.
monocytogenes. resisténcia ao trato gastrointestinal. razdo entre IgGl e IgG2a.
interferony.



Abstract

CASTELLI, Regina Maria. SYNERGISM OF PROBIOTICS Saccharomyces
boulardii AND Bacillus cereus var. Toyoi ON IMMUNOMODULATION IN MICE.
2011. 59f. Dissertation (Master Degree) — Science and Agro industrial Technology
Post -graduation Program. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The combination between probiotics can generate a response higher or similar to the
sum of the response obtained by each of them alone, hence, providing a synergistic
effect. The yeast Saccharomyces Boulardii and Bacillus cereus var. Toyoi bacterium
have got the beneficial property to modulate the host immune response. The aim of
this study was to evaluate the influence of the combination between the probiotics S.
Boulardii and B. Toyoi on the humoral and cellular response in mice, making use of
the recombinant protein internalin A (rinlA) of L. Monocytogenes as antigen model.
Firstly, it was evaluated the resistance of these microorganisms co-administered to
simulated adversities of gastrointestinal tract (GIT) of humans and to the passage
through GI of mice. Later, it was evaluated the capacity of the combination of these
microorganisms in stimulating the humoral and cellular response in mice. For this
purpose, mice fed on diet containing both probiotics and alone were immunized with
rinlA, blood samples were collected in the days 0 and 29 and sera submitted to
ELISA indirect for the titration of specific total Ig, IgG1 and IgG2a. To evaluate cellular
response, the concentration of interferon y (IFN-y) produced by splenocytes from the
cultured and rInlA stimulated mice has been assessed. Both probiotics evaluated
alone and in combination, showed high survival rates to the GI simulation of humans
and to mice GIT. The animals from the group in which S. Boulardii and B. Toyoi were
co-administered showed Ig total antibody titre and seroconversions significantly
higher than the animals supplemented with each one of the probiotics alone.
Besides, the immunization with rInlA stimulated higher levels of IgG1 related to IgG2,
resulting mainly in TH2 response, humoral reponse. In conclusion, the probiotics S.
Boulardii e B. Toyoi acted synergistically, enhancing the specific humoral immune
response against the rInlA antigen, and they can be used in combination because
there was no antagonism between themselves towards the survival to GIT of
mammals.

Key-words: Humoral immune response. Cellular immune response. Internalin A of L.
Monocytogenes. Resistance to the gastrointestinal tract. Ratio between IgG1l and
IgG2. Interferon y.
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1 Introducéo

Probidticos podem ser definidos como micro-organismos Vvivos que, ao
serem administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO-WHO, 2001). Para ser utilizado como probiético, o micro-
organismo deve ser indcuo, tolerar o baixo pH do suco gastrico, resistir a acao da
bile e das secre¢Bes pancreaticas e intestinais, resistir ao processamento de
alimentos e racdes, mantendo-se viavel por longo periodo durante a estocagem e
transporte sem perder a funcionalidade, manter-se metabolicamente ativo no
intestino e ndo transportar genes que conferem resisténcia a antibioticos (SAAD,
2006).

Um micro-organismo que apresenta potencial probidtico deve exercer efeito
protetor ao hospedeiro contra enteropatdgenos. Esse efeito protetor podem incluir a
producdo de substancias antimicrobianas (VANDENBERGH, 1993), inibicdo da
adesdo dos patdgenos a mucosa intestinal, (BERNET et al., 1994; CZERUCKA &
RAMPAL, 2002), competicdo por nutrientes e inibicdo da producdo ou acdo de
toxinas microbianas (CZERUCKA et al., 1994; BRANDAO et al., 1998); estimulo do
peristaltismo e da maturacdo e renovacdo das células epiteliais do célon
(MCFARLAND, 2000), e a modulacdo da microbiota intestinal ou do sistema imune
do hospedeiro (KAILA et al., 1992).

Probidticos que apresentam efeito imunomodulador podem auxiliar na
manutencdo da barreira mucosa intestinal, assim como estimular a producdo de
anticorpos, a atividade de fagécitos e dos linfécitos natural killer (NK). Podem atuar
também auxiliando o desenvolvimento e a maturacdo do sistema imune entérico e
sisttmico (GALT e MALT) do hospedeiro, estimulando a expansédo clonal de
linfécitos e prevenindo sua apoptose, estimular o aumento da producéo intestinal de
citocinas anti-inflamatérias (interleucina 10 - IL-10 e fator transformador de crescimento
beta - TGF-R3) e reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias (fator de necrose
tumoral alfa - TNF-o, INFy, IL-8) (PASCHOAL etal., 2010).

Leveduras e bactérias sdo 0s micro-organismos mais comumente utilizados
como probidticos. Entretanto, eles apresentam diferentes mecanismos de acao,
metabolismo e resisténcia a antibiéticos. Dentre as espécies de leveduras do género

Saccharomyces, Unico género de leveduras utilizado atualmente como probidtico,
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uma das de maior destaque é Saccharomyces boulardii (MARTINS et al., 2010). As
vantagens de se trabalhar com leveduras sdo que elas apresentam elevada
produtividade a partir de substratos de baixo custo, sdo rapidamente eliminadas
apos interrupgdo da terapia, podem ser utilizadas como fonte de proteina em racdes
animais e nao sdo afetadas pelo uso de antibacterianos (BLEHAUT et al., 1989;
BODDY et al., 1991), o que permite a associagao entre eles em terapias onde a
utilizacdo de antibioticos é indispensavel como, por exemplo, no tratamento da

infeccdo por Helicobacter pylori (ARMUZZI et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que S. boulardii € capaz de melhorar a digestéo e
absorcdo de nutrientes (BUTS & KEYSER, 2006), de prevenir ou tratar desordens
intestinais (ELMER & MCFARLAND, 2001; GUSLANDI et al., 2003), estimular a
resposta imune humoral de camundongos a antigenos especificos (COPPOLA &
TURNES, 2004) e aumentar significativamente as concentracées de IgA especificas
(QAMAR et al., 2001).

Os géneros de bactérias mais utilizados como probiéticos sdo Lactobacillus,
Enterococcus e Bifidobacterium. Entretanto, bactérias pertencentes a outros
géneros, como Bacillus cereus var. Toyoi, que foi isolada do solo e ndo produz
enterotoxinas diarréicas ou eméticas (WILLIAMS et al., 2009), podem ser utilizadas.
A principal vantagem de B. Toyoi sobre as bactérias acido-lacticas na elaboragéo de
probidticos reside em sua capacidade de esporular, o que lhe confere maior
sobrevivéncia durante o transito estomacal e durante a elaboracéo, transporte e
armazenamento das ra¢des (HOA et al., 2001). Estudos tém demonstrado que esse
probidtico é capaz de promover ganho de peso e controle de diarréias em animais
(COPPOLA & TURNES, 2004), melhorar a conversdo alimentar (WILLIMS et al.,
2009), reduzir a prevaléncia de salmonelas em aves (VILA et al., 2009), reverter
parcialmente a supressdo da imunidade de porcas no periodo gestacional,
(SCHIERACK et al.,, 2009) e potencializar a resposta imunolégica do hospedeiro
(SCHIERACK etal., 2007)

A associacdo entre probidticos com efeitos benéficos conhecidos, a qual
pode gerar uma resposta superior ou similar a soma da resposta obtida
individualmente por cada um deles, ou seja, proporcionar um efeito sinérgico, vem

sendo estudada e tem apresentado resultados positivos (TANASIEKO et al., 2005;
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TROIS et al., 2007; MOORTHY et al., 2009; RANDHAWA et al., 2011). A levedura S.
boulardii e esporos da bactéria B. Toyoi sdo eficientes moduladores da resposta
vacinal e uma alternativa para melhorar a eficiéncia de vacinas comerciais
(COPPOLA et al.,, 2005; ROSS et al., 2009). Além disso, segundo Roos (2009), eles
estimulam um perfil distinto de citocinas, 0 que sugere que a modulagcédo do sistema
imune mediada por eles possui mecanismos distintos. No entanto, o efeito da

associacao entre eles sobre a imunomodulacéo ainda nao foi avaliado.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

- Avaliar a influéncia da associacdo entre os probidticos S. boulardii e B.
Toyoi sobre a imunomodulagdo em camundongos, utilizando como antigeno modelo,

a proteina recombinante internalina A (rInlA) de Listeria monocytogenes.
2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a resisttncia de S. boulardii e B. Toyoi administrados
simultaneamente a condi¢cdes gastrointestinais simuladas e ao trato gastrointestinal

de camundongos

- Avaliar a influéncia da associacado entre os dois probidticos sobre a resposta

imune humoral e celular especificas contra rinlA de L. monocytogenes.
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3. Revisado de Literatura

3.1 Probibticos

O termo probiodtico, que deriva do grego e significa “para a vida”, foi
empregado de diversas formas. Inicialmente foi proposto para definir compostos ou
extratos de tecidos capazes de estimular o crescimento microbiano (LILLY &
STILLWELL, 1965). Parker, (1974) definiu probidticos como organismos e
substancias que contribuem para o equilibrio microbiano intestinal. Havenaar & Huis
in't Veld, (1992) propuseram que os organismos probioticos sao “micro-organismos
vidveis (0 que inclui bactérias lacticas e leveduras na forma de células liofilizadas ou
de produto fermentado) que possuem efeito benéfico sobre a salude do hospedeiro
apos a ingestdo, devido a melhoria das propriedades da microbiota”. Por fim, as
Nacbes Unidas e a Organizagdo Mundial da Saude (2002) definiram probioticos
como "micro-organismos Vvivos que, quando administrados em quantidades

adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro”.

As primeiras observagfes sobre os beneficios dos probidticos a saude
datam do inicio do século 20, quando o cientista russo Eli Metchnikoff atribuiu a
longevidade dos camponeses da Bulgaria ao consumo de leite fermentado contendo
bactérias lacticas. Nos Ultimos anos, a pesquisa vem se intensificando nesta area e
varios estudos tém demonstrado os beneficios dos probidticos a saude e nutricdo de
humanos e animais, como reguladores da microbiota intestinal, promotores de
crescimento, imunoestimulantes (ROOS, 2009) e como alternativa a utilizacdo de
antibioticos na alimentacédo animal (COPPOLA & TURNES, 2004), entre outros.

Os micro-organismos que apresentam potencial probiético devem possuir
uma seérie de caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas, descritas em um relatério
conjunto da FAO (Food and Agriculture Organization) com a OMS em 2002. Além de
serem documentados cientificamente e validados clinicamente (SALIMINEN, 1998),
eles devem cumprir alguns critérios, como serem inécuos, manterem-se viaveis por
longo tempo durante a estocagem e transporte, tolerarem o baixo pH do suco
gastrico, resistirem a acdo da bile e das secrecdes pancreéticas e intestinais e nao

transportarem genes transmissores de resisténcia a antibidticos, assim como



16

resistirem a fagos e ao oxigénio (HOLZAPFEL & SHILLINGER et al., 2002) e

possuirem propriedades tecnologicas desejaveis ( SALIMINEN, 1998).

Outro critério importante para que um micro-organismo apresente potencial
probidtico é o efeito protetor direto ou indireto contra enteropatégenos. Mecanismos
de acéo direta incluem a producdo de substancias antimicrobianas, que apresentam
efeito inibitério ou letal para o patégeno (VANDENBERGH, 1993); inibicdo da
adesdo dos patégenos a mucosa intestinal, devido a co-agregacao entre probiético e
patdbgeno ou por competicdo pelos sitios de adesdo (BERNET et al., 1994;
CZERUCKA & RAMPAL, 2002), competicdo por nutrientes e inibicdo da producédo ou
acdo de toxinas microbianas (CZERUCKA et al., 1994;: BRANDAO et al., 1998).
Mecanismos de acao indireta incluem a modulacdo da microbiota intestinal ou do
sistema imune do hospedeiro (KAILA et al., 1992) e o estimulo do peristaltismo e da

maturacao e renovacao das células epiteliais do c6lon (MCFARLAND, 2000).

As bactérias que apresentam propriedades probidticas mais estudadas e
utiizadas sao algumas espécies do género Lactobaccilus, Bifidobacterium e
Enterococcus e, entre as leveduras, as espécies Sacharomyces cerevisae e
Sacharomyces boulardii (HOZAFPEL, 2002).

Na medicina humana, probidticos séo utilizados na regulacdo da microbiota
intestinal e na prevengcdo de doencas e disturbios gastrointestinais, como
imunomoduladores e no tratamento de céancer, entre outros. Na medicina veterinaria,
probidticos séo utilizados também como suplementos de racdes para atuarem como
promotores de crescimento em substituicdo aos antibioticos (COPOLLA & TURNES,
2004).

A microbiota intestinal € uma das primeiras linhas de defesa do hospedeiro
contra patdgenos de origem alimentar, e probidticos estdo sendo amplamente
estudados para auxiliar na manutencdo dessa barreira. Probidticos melhoram as
propriedades de auto-protecdo do epitélio intestinal, devido ao estimulo da produgéo
de mucinas (CABALLERO-FRANCO, 2007); melhoram a fungdo imunolégica da
barreira mucosa do intestino delgado (ISOLAURI, 2005); e as camadas de células
epiteliais séo reforcadas (COMMANE, 2005), diminuindo a ruptura das juncdes tight
por patégenos (JOHNSON-HENRY, 2008). Assim, probidticos tém sido utilizados no

tratamento e prevencdo de muitas formas de doencas diarréicas, como a diarréia
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causada por rotavirus, a dos viajantes e a associada a antibidticos (CULLIGAN et
al., 2009), da sindrome do intestino irritavel e na prevengdo de infeccdes poés-
operatérias em pacientes submetidos a cirurgia abdominal (GRATZ et al., 2010).
Além disso, o tratamento com probidticos pode diminuir a severidade dos sintomas
de doencas inflamatorias intestinais, atraves da interacdo com o epitélio intestinal
(PRISCIANDARO et., al, 2009), de mudancas nos acidos graxos de cadeia curta,
reducdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, melhora da relacdo entre as
respostas Thl e Th2, e da elimina¢cédo de patégenos (MACPHERSON, 2004).

A resposta imune pode ser modulada por organismos probidticos. Estudos
realizados com bactérias laticas demonstraram a capacidade desses micro-
organismos interagirem com as placas de Peyer e com as células epiteliais do
intestino, estimulando os linfocitos B produtores de IgA e a migragéo de linfocitos T
(PERDIGON et al., 1991), e favorecendo a atividade fagocitica de macréfagos
(CROSS etal., 2002).

Os efeitos benéficos dos probidticos sobre a terapia do cancer se deve as
propriedades anti-mutagénicas, a modulacdo da resposta imune, incluindo de
células T, células NK e atividade de macréfagos, e a inibicdo de enzimas pro-
carcinogénicas (KATO etal., 1988).

3.2 Bactérias e leveduras

Bactérias e leveduras sdo 0os micro-organismos mais comumente utilizados
como probidticos. Entretanto, eles apresentam diferenca nas respostas
imunogénicas, mecanismos de agdao no organismo, metabolismo e no perfil de

resisténcia a antibioticos.

A populacdo de bactérias na microbiota intestinal de humanos é de
aproximadamente 10, (BERG, 1996), enquanto que a de leveduras é apenas uma
porcao residual de aproximadamente 0,1% da microbiota (GIULIANO et al., 1987).
Além das diferencas quanto a concentracdo na microbiota, elas possuem

diferencas na composi¢éo da parede celular.

Bactérias possuem em sua parede celular peptidoglicano. Bactérias Gram-
negativas contém até 20% de lipopolissacarideo (LPS), enquanto que o0s

organismos Gram-positivos apresentam muito menos lipidios, mas contém acido
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lipoteicéico (LTA) (HAMANN et al.,1998). A parede celular de leveduras consiste
em pelo menos duas camadas. A camada externa contém uma combinac¢do de
manose associada a proteina (phosphopeptidomannan, PPM) ou a lipidios
(phospholipomannan, PLM). A camada interna é composta de quitina e 1,3-3 e
1,6-B-glucano (CID et al., 1995).

A imunidade inata, que € a primeira linha de defesa contra a agressao
microbiana, se baseia no reconhecimento de patdgenos associados a padrdes
moleculares (PAMP) por padrbes de reconhecimento de receptores (PRRS).
Peptidoglicano, LPS e LTA, que estdo presentes nas bactérias, e PLM, PPM e
glicana, que estdo presentes em leveduras, s&o PAMPs e sdo reconhecidos por
PPRs diferentes e, portanto, podem ser responsaveis pelas diferentes respostas
desses micro-organismos (JANEWAY, 2002).

As leveduras apresentam algumas vantagens em relacdo as bactérias,
entre elas, ndo foi demonstrado que séo afetadas pelo uso de antibacterianos. Esta
€ uma propriedade importante, pois algumas terapias associam a administracao de
probidticos ao uso de antibacterianos durante infec¢des gastrointestinais como, por
exemplo, a causada por Helicobacter pylori (MARTINS et al., 2005b). Além disso,
ndo foi demonstrado nenhum tipo de transferéncia de material genético entre
bactérias e leveduras, tornando estas seguras para uso durante tratamentos com
antibioticos (CZERUKCA et al., 2007). Outras vantagens das leveduras incluem a
elevada produtividade a partir de substratos de baixo custo e o fato de serem
rapidamente eliminadas apos a interrup¢cao da terapia e de poderem ser utilizadas
como fonte de proteina em racdes animais (BLEHAUT et al., 1989; BODDY et al.,
1991). Ja algumas bactérias, como B. Toyoi possuem a capacidade de esporular, 0
que confere maior sobrevivéncia durante o transito estomacal e durante a
elaboracdo, transporte e armazenamento das racfes (COPPOLA & TURNES,
2004).

3.3 Bacillus cereus var. Toyoi

B. Toyoi, uma variedade de Bacillus cereus isolada do solo (WILLIAMS et
al., 2009), ndo é patogénico, ndo produz toxinas e ndo transmite resisténcia a
antibidticos. Esporos viaveis de B. Toyoi sdo usados como probidticos em animais e
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sdo considerados seguros para 0 usO em suinos, aves, bovinos e coelhos.
(EUROPEAN COMMISSION-HEALTH & CONSUMER PROTECTION
DIRECTORATE-GENERAL, 2001). E utilizado sob a apresentacdo do produto
comercial Toyocerin®, que apresenta como caracteristicas ser um pé seco de cor
branca a marrom-acinzentado, inodoro e com a funcédo de estabilizar a microbiota
intestinal, melhorar o desempenho e permite uma melhor digestdo dos nutrientes
oferecidos pela alimentacdo (RUBINUM ANIMAL HEALTH, 2010). Com relacdo a
seguranca do uso de Toyocerin® em humanos, em um ensaio clinico realizado
durante oito dias de administracdo do produto a uma concentracdo de 6x10%°
esporos da bactéria viavel ao dia, ndo foram observados efeitos adversos em

adultos saudaveis do sexo masculino (ISHIOKA, 1979).

Probidticos a base de B.cereus para o uso em humanos estao disponiveis
no mercado através do produto BIOVICERIN® que é constituido exclusivamente por
cultura viva da bactéria esporulada na propor¢cdo de 5 milhdes de endosporos por
flaconete. BIOVICERIN® atua através do mecanismo de antagonismo bacteriano,
produzindo a substancia antimicrobiana biocerina; competindo por nutrientes com 0s
micro-organismos patogénicos causadores da diarréia; competindo por sitios de
adesdo na mucosa intestinal e modificando os receptores de toxinas. Através da
producdo de vitaminas do complexo B e enzimas, BIOVICERIN® favorece a
reconstituicdo da microbiota necessaria para o normal desempenho das funcdes
intestinais (GE YER Medicamentos S.A.)

Diversos estudos tém avaliado os efeitos benéficos de B. Toyoi. Este micro-
organismo auxiliou na redugdo da prevaléncia de salmonelas em aves e melhorou
as variaveis de desempenho na idade de abate em frangos (VILA et al., 2009). Além
disso, promoveu o ganho de peso, o controle de diarréias e uma reducdo da
mortalidade perinatal em suinos (ZANI et al., 1998) e em frangos (RICHTER et al.,
1999) . Outros estudos também verificaram associacéo estatisticamente significativa
entre a ingestdo de B. Toyoi e o ganho de peso, melhor conversdo alimentar e
reducdo da incidéncia de fezes liquidas e diarréia pos-desmame em suinos
(KERMAUNER E STRUKLE, 1998; KYRIAKIS et al, 1999, 2003.; ALEXOPOULOS et
al, 2000; BAUM et al, 2002;.GEORGOULAKIS et al,. 2004; STAMATI et al, 2006;.
REITER et al, 2006; SCHIERACK et al, 2007; PINHEIRO et al, 2007;. LODEMANN

et al, 2008). O uso de Toyocerin® foi associado a reducdo significativa da
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mortalidade e do indice de risco sanitario em coelhos durante o periodo de engorda
(PASCUAL et al., 2008), e a melhora da engorda e desempenho de frangos e perus
(JADAMUS, 2000). Em suinos, foi verificado que a suplementacdo com B. Toyoi
reverteu parcialmente a supressdo da imunidade do periodo gestacional
(SCHIERACK et al., 2009). Além disso, estudos evidenciaram que esta bactéria
potencializou a resposta imunolégica do hospedeiro (COPPOLA et al., 2005;
SCHIERACK et al 2007; 2009; ROSS et al., 2009). Entretanto, 0s mecanismos de
acdo de B. Toyoi ainda ndo foram elucidados e muitas duvidas ainda permanecem

sobre sua acdo no organismo.

3.4 Sacharomyces boulardii

A levedura S. boulardii € um dos poucos micro-organismos utilizados como
probidticos que ndo sdo de origem humana. Esta levedura ndo patogénica €
termotolerante e € a Unica levedura disponivel no mercado para uso como probiético
em seres humanos (MARTINS et al., 2005a).

S. boulardii exerce efeitos benéficos a mucosa intestinal do hospedeiro,
como incremento da resposta imune, da digestdo e absorcao de nutrientes (BUTS &
KEYSER, 2006). Tem demonstrado eficicia na prevencdo ou tratamento de varias
desordens intestinais, tais como diarréia associada a antibiéticos (MCFARLAND et
al.,, 1995), do viajante (ELMER & MCFARLAND, 2001) e em pacientes alimentados
por sondas (BLEICHNER et al., 1997), diarréia crénica em pacientes infectados pelo
virus HIV, gastroenterites agudas (MARCHAND & VANDENPLAS, 2000), doenca de
Crohn (GUSLANDI et al., 2000) e colite ulcerativa (GUSLANDI et al., 2003).

Alguns estudos demonstraram que S. boulardii inibiu o crescimento de
Salmonella Typhimurium e Yersinia enterocolitica in vitro (ZBINDEN et al., 1999);
evitou a aderéncia de Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) e S. Typhimurium
a mucosa intestinal, quando em tratamento com antibioticos (GEDEK, 1999);
aumentou a sobrevida de camundongos infectados com S. Typhimurium e evitou a
translocacdo bacteriana para o figado desses animais (MARTINS et al.,, 2010a);
protegeu camundongos desafiados com S. Typhimurium e Shigella flexneri
(RODRIGUES et al., 1996); reduziu a hipersecrecdo de sais e liquidos provocada
pela inoculacdo de toxina colérica (BUTS, 2005); inibiu a adesédo de S. Typhimurium

e de S. flexeneri ao intestino de modelos animais; reduziu em 50% a entrada de E.
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coli enteropatogénica (EPEC) e Listeria monocitogenes nas células intestinais
(CZERUCKA & RAMPAL, 2002) e apresentou resultados positivos contra diarréias
associadas ao uso de antibidticos e contra infec¢des intestinais recorrentes
causadas por Clostridium difficile (CZERUKCA et al., 2007).

O mecanismo de agao de S. boulardii vem sendo amplamente estudado.
Sua acao contra C. difficile, se deve, principalmente, a expressao de proteases, que
inibem o efeito toxigénico da enterotoxina A e da citotoxina B (POTHOULAKIS et al.,
1993; CASTAGLIUOLO et al., 1996), reduzem significativamente a secrecdo de
cloro e AMP ciclico induzida pela toxina colérica (CZERUCKA et al., 1994) e inibem
a secrecdo de cloro mediada por Ca?* (CZERUCKA & RAMPAL, 1999).

Este probiotico produz efeito inibidor importante da hipersecrecao intestinal
causada por E. coli enterotoxigénica (ETEC) (BUTS, 2005) e permite, também, a
restauracdo da funcdo de barreira das células contra EPEC (CZERUCKA et al.,
2000). Além disso, secreta um fator soluvel capaz de retardar ou impedir o processo
de apoptose celular e inibir a fosforilagdo de certas proteinas, induzidos pela
infeccdo por EPEC (CZERUCKA et al.,, 2000) e, impede a apoptose induzida por
EHEC (DAHAN et al., 2003). Segundo Rodrigues et al. (1996), S. boulardii exerce
efeito protetor contra S. Typhimurium e S. flexeneri, provavelmente devido a
competicdo por sitios de adesdo e no caso de S. Typhimurium, esse efeito pode
estar relacionado ao efeito imunomodulador da levedura. S. boulardii apresenta,
também, efeito anti-diarréico em pacientes que recebem unicamente alimentacéo
enteral, pois restaura a producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)
(BREVES et al., 2000).

Os efeitos troficos de S. boulardii sobre a mucosa intestinal,
provavelmente, sdo mediados pela liberacdo das poliaminas, espermina e
espermidina durante seu catabolismo no intestino (BUTS, 2005; BUTS & KEYSER,
2006). Acredita-se que essas poliaminas estimulem a expressao de glicoproteinas
na borda em escova (BUTS et al.,, 1994), a expressdo e a atividade de enzimas
envolvidas na digestdo de nutrientes (BUTS et al., 1994; JAHN et al., 1996) e a
producédo de IgA secretoéria no intestino (BUTS etal., 1990; QAMAR et al., 2001).

O efeito de S. boulardii em condi¢cbes inflamatérias gastrointestinais é

mediado pela modulacdo da resposta pro-inflamatdria do hospedeiro. Isso ocorre



22

nao sé pela presenca da levedura, mas também por fatores secretados, capazes
de interferir com o patdgeno por meio de moléculas sinalizadoras e de controlar a
inflamacdo em diferentes niveis (POTHOULAKIS, 2009; KAREN et al., 2010;
MARTINS et al., 2010a; FOLIGNE et al.,2010), como diminuindo os niveis de
citocinas pro-inflamatorias via inibicdo do fator nuclear kappa B (NF1-xB) e da
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) ativadas pela bactéria (DAHAN et
al,, 2003). Dessa forma pode exercer efeito benéfico no tratamento de doencas
intestinais inflamatérias idiopaticas, como doenca de Crohn e colite ulcerativa
(BUTS, 2005).

3.5 Sinergismo de Probioticos

A interacdo entre probidticos pode ocorrer de forma sinérgica, ou seja, onde
um microrganismo potencializa a resposta do outro em beneficio do hospedeiro, ou
de forma antagdnica, onde um microrganismo inibe o desenvolvimento do outro, seja

por competicdo por sitios de ligacdo ou producdo de substancias prejudiciais.

Com o aumento dos estudos em relacdo aos diferentes modos de acédo dos
probidticos, surgiu o interesse de avaliar o efeito sinérgico de diferentes cepas com
potencial probiético. Segundo Randhawa et al. (2011), a combinacédo de probioticos
pode aumentar o efeito individual de cepas probidticas como imunomoduladores.
Alguns estudos que avaliaram o efeito sinérgico entre micro-organismos probidticos
mostraram beneficios para o hospedeiro. Moorthy et al. (2009) estudaram o
sinergismo entre Lactobacillus rhamnosus e L. acidophilus e verificaram que o
tratamento ofereceu melhor protecdo & membrana intestinal contra a infeccdo por
cepas de Shigella dysenteriae quando comparado aos tratamentos individuais. Em
outro estudo, Tanasieko et al. (2005) avaliaram o sinergismo entre Enterococcus
faecium e Saccharomyces cerevisiae e verificaram que ele elevou significativamente
a efichcia de uma vacina anti-tumoral in vivo. O sinergismo entre Bifidobacterium
bifidum e Streptococcus thermophilus aumentou o numero de células CD4 em
criancas infectadas com o virus HIV (TROIS et al., 2007). Myllyluoma et al. (2008)
obsevaram, em células Caco-2, que a combinacdo de L. rhamnosus GG, L.
rhamnosus Lc705 e Propionibacteriun freudenreichii subsp. Shermanii Js, inibiu a
adesdo de H. pylori a membrana da célula e melhorou a funcéo da barreira epitelial.

Randhawa et al. (2011) avaliaram o efeito da associacdo das cepas probidticas L.
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delbrueckii 405 e L. casei subsp. Casei 17 sobre a imunomodulacdo e observaram
gue os titulos de anticorpos foram significativamente superiores e houve um
aumento da resposta mediada por células T, quando os dois probidticos foram
administrados simultaneamente em comparacdo com a administracao individual de
cada cepa. Daudelin et al. (2011) observaram que a suplementacdo de suinos com a
combinagdo dos probidticos Pediococcus acidilactici e S.boulardii reduziu

significativamente a adesdo de ETEC F4 a mucosa intestinal.

3.6 Sistema Imune

O sistema imunoldgico representa a principal barreira do hospedeiro contra
as infeccdes e tem a capacidade de realizar uma resposta rapida e efetiva contra os
patégenos invasores. Além disso, pode elaborar outro tipo de resposta igualmente
eficaz, porém mais lenta e duradoura. As fases iniciais da resposta do hospedeiro
contra infeccdo dependem da imunidade inata, na qual uma variedade de
mecanismos de resisténcia inata reconhece e responde a presenca de agentes
patogénicos. Esta forma de imunidade é seguida pela imunidade adaptativa,
mediada pela selecéo clonal de linfocitos especificos ( linfécitos T e B), conduzindo
assim, a uma resposta duradoura contra doenca (McNEELA & MILLS, 2001,
MacDONALD & MONTELEONE, 2005).

A penetragdo de um micro-organismo na mucosa intestinal pode acontecer
através de uma camada de células formadas pelos enterdcitos ou por meio das
células M, que estdo presentes sobre as Placas de Peyer e entre 0os enterécitos.
Estas células englobam moléculas presentes no Iimen intestinal, por fagocitose ou
endocitose, transportando-as até a membrana basal e liberando-as para 0 espaco
extracelular (CUMMINGS et al., 2004; MacDONALD & MONTELEONE, 2005). A
localizagdo anatdmica do sistema imunoldgico, as células da resposta inata
(macrofagos e dendriticas células - DCs) e a maneira pela qual essas células
adquirirem antigenos s&o cruciais para determinar a natureza das respostas

subsequentes.

A mucosa do trato intestinal esta constantemente exposta a varios
microrganismos patogénicos. Entetanto, uma barreira fisica e quimica contra esses
patdgenos é criada pelo epitélio intestinal (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006) e um

sistema imune especializado auxilia na protecdo da superficie mucosa. O sistema
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imune de mucosas ou MALT contribui com cerca de 80% de todas as células imunes
e € o responsavel pela principal protegcdo das mucosas a colonizacédo de patdgenos.
Além disso, impede a absorcdo de antigenos ndo degradados, diferenciando e
regulando a intensidade da resposta imune (CUMMINGS et al., 2004).

A imunidade inata consiste nas barreiras epiteliais, fagocitos, células NK,
sistema complemento, citocinas e em outras proteinas plasmaticas préprias desse
tipo de imunidade. Os componentes da imunidade inata reconhecem estruturas que
nao estdo presentes nas células do hospedeiro (McCKENNA, et al., 2005). Também
gera moléculas que funcionam como sinalizadores secundarios que, junto com 0s
antigenos, ativam os linfécitos B e T, respondendo através dos mecanismos
humorais e celulares ( MacDONALD & MONTELEONE, 2005).

A resposta imune adaptativa é deflagrada por células especializadas na
ativacdo de linfocitos antigeno-especificos, através da apresentacdo de fragmentos
antigénicos do agente infeccioso para DCs. As DCs imaturas localizam-se nos
tecidos e, assim como os macréfagos e os neutréfilos, sdo fagociticas quando no
estado imaturo. Porém, estas células assumem um papel de apresentacdo de
antigenos em uma segunda fase do processo de resposta ao agente infeccioso, ou
seja, em uma fase que faz-se necessaria a indugcdo de uma resposta imunologica
mais especifica e efetiva a um tipo de micro-organismo que ndo tenha sido

eliminado através da resposta imune inata (BANCHEREAU et al.,2000).

As células apresentadoras de antigenos tém um papel crucial na orientacéo
de respostas dos linfocitos T helper para T helper 1 (Thl) ou T helper 2 (Th2), e na
regulacdo das respostas imunes por meio da producdo de citocinas (LARSSON et
al., 1999). A maioria das células T helper sao células sem padrbes especificos de
producédo de citocinas (células Th0). Apds a estimulacéo por células apresentadoras
de antigenos, como macrofagos e células dendriticas (DC) se diferenciam em
linfécitos Thl ou Th2 (MELLMAN and STEINMAN 2001). As respostas Thl
dependem da capacidade das células apresentadoras de antigenos de produzirem
IL-12 e caracterizam-se pela producdo de IFN-y e IL-2, que induzem a imunidade
mediada por células. As respostas imunes Th2 envolvem as interleucinas IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-13 e induzem a imunidade humoral (BANCHEREAU et al.,2000).
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Os mecanismos humorais agem através do bloqueio ou neutralizacdo das
moléculas agressivas aos tecidos do hospedeiro, dependendo, para isso, quase que
exclusivamente de anticorpos especificos para epitopos dos antigenos. Outro
mecanismo de destruicdo é através da lise do agente ou de células do agente pelo
sistema complemento. Os mecanismos celulares promovem a fagocitose por
leucdcitos e a citotoxidade mediada por células ou ainda por células e anticorpos
(McNEELA & MILLS, 2001; MacDONALD & MONTELEONE, 2005).

As células T produzem IL-10 e TGF-B que bloqueiam a ativacdo dos
linfécitos e macrofagos e inibem a producdo de IL-12. As células regulatorias
também podem interagir diretamente com os linfécitos ou células apresentadoras de
antigeno e suprimi-las por mecanismos indefinidos que ndo envolvem a producéo de
citocinas (LEVINGS & RONCAROLO, 2000). A IL-17, produzida por linfécitos TaB, T
yd e pelas células NK, € uma potente citocina inflamatdria, com grande importancia
na imunidade inata e tem sido observada em grandes quantidades nas doengas que

acometem o sistema imune (KAIKO et al., 2007).

3.7 Probib6ticos e efeito imunomodulador

Probidticos atuam na estimulagdo do sistema imune, assim como a
microbiota intestinal, e esta € uma das importantes fungdes destes micro-organismos
no combate a doengas gastrointestinais em humanos e em animais. Muitos estudos
concentram-se em bactérias acido-laticas, mas outros géneros e espécies de micro-

organismos vém sendo estudados.

Foligné et al., (2010) avaliou a imunomodulag&o por seis cepas de leveduras
do género Saccharomyces in vitro, em células de sangue periférico mononuclear de
humano (PBMCs) e in vivo, em camundongos, e observou um aumento da
expressdo do TNF no ileo. In vitro, niveis de IL-10 e de TNF-a maiores que 0S
controles foram dose-dependentes e induzidos pela levedura. Além disso, baixos
niveis dos indicadores pro-inflamatoérios IL-12p70 e IFN-y foram detectados. Jensen
et al. (2010) observaram in vitro que o probidtico Bacillus coagulans gerou uma
resposta Th2, através da produgdo das citocinas IL-4, IL-6 e IL-10 e inibicdo da

producédo de IL-2.
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Outros probidticos, como Lactobacillus casei, estimularam a capacidade
fagocitica de macréfagos peritoneais e a atividade das enzimas envolvidas na
fagocitose (PERDIGON & ALVAREZ, 1992), além de estimularem a atividade das
células NK (KATO et al, 1984; MATSUZAKI, 2000; HORI et al, 2003; OGAWA, et al.,
2005). Lactobacillus acidophilus estimularam um maior titulo de anticorpos em
leitdes imunizados com vacina de ETEC (AVILA et al.,1998), e camundongos
suplementados com L. acidophilus ou S. boulardii responderam com maior eficacia a
uma septicemia provocada por E. coli (NICOLI & VIEIRA, 2000). Mileti et al. (2009)
observaram que os probioticos Lactobacillus plantarum NCIMB8826, L. rhamnosus
GG (LGG) e L. paracasei B21060 induziram a liberagdo de citocinas, a0 mesmo
tempo que inibiram o potencial das células dendriticas de produzirem citocinas
inflamatorias (IL-12 e TNF-a).

Tanabe et al (2008) observaram que o micro-organismo Bifidobacterium
infantis inibiu a produgéo de IL-17 e melhorou a producdo de IL-27, quando as
células foram estimuladas por TGF-f e IL-6. Camundongos suplementados com
Bifidobacterium breve apresentaram aumento da producdo de IgA anti-rotavirus e de
IgG anti-virus Influenza (YASUI et al., 1999) e melhoraram a resposta a infec¢éo por
S. Typhimurium (PERDIGON et al., 1991). Haghighi et al. (2005) observaram que a
suplementacdo de frangos imunizados com toxdide tetdnico com Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium bifidum resultou na presenca de IgA especifica e em
respostas de anticorpos IgG no intestino. Ménard et al. (2008) observou que cepas
de Bifidobacterium induziram resposta Th2, através de altos niveis de expressédo de
IL-4, IL-10 e TGF-B, e induziram resposta Thl orientada por altos niveis de IFN-y e
TNF-a. Martins et al. (2010a) detectou niveis elevados de IgA secretoria (sigA) e IL-

10 em camundongos suplementados com Bifidobacterium animalis var. lactis.

Os probidticos B. Toyoi e S. Boulardii também apresentaram efeito
imunomodulador frente a diferentes antigenos, como a uma bacterina de E. coli,
parvovirus canino e Herpesvirus bovino tipo-5, demonstrado através de uma maior
inducdo de anticorpos dos animais tratados com esses probioticos e expressédo das
citocinas IFN-y, IL-10 e IL-12 e IL-4 (COPPOLA et al.,2005; ROSS, 2009 ROSS et
al., 2010). Outros estudos também apresentaram resultados positivos na
estimulagdo do sistema imune por B. Toyoi, melhorando a imunidade em porcas
gestantes (SCHIERACK et al., 2007 e 2009), e por S. Boulardii, através do aumento
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de IgA no intestino e do estimulo da resposta imune (CZERUCKA et al., 2001;
CZERUCKA & RAMPAL, 2002, DAHAN et al., 2003; POTHOULAKIS, 2009; KAREN
et al., 2010). Estes estudos comprovam a eficiéncia dos probioticos na modulagcéo e
estimulacdo da resposta imune, mas muitos estudos ainda se fazem necessarios

para evidenciar os mecanismos envolvidos neste processo.

3.8 Internalina A (InlaA)

7

L. monocytogenes é um patdégeno intracelular que afeta tanto individuos
saudaveis como imunodeprimidos. Na populacdo saudavel, 0 microorganismo pode
causar gastrenterite e febre. Nos Estados Unidos, a taxa de mortalidade é de 20 a
30%, com a morte de 500 pessoas anualmente, entre 2.500 acometidos. A dose
infectante do patégeno ndo é conhecida; entretanto, estima-se que seja entre 10% e
10° células, dependendo do estado imunolégico do hospedeiro. O periodo de
incubagao para a doenca varia de trés dias a trés meses, em humanos, dependendo
do estado imunoldgico e do numero de células ingeridas (BHUNIA, 2008; SLEATOR
etal., 2009).

A manifestacé@o clinica da doenca € descrita de duas formas, a listeriose
invasiva, localizada ou sistémica, e a listeriose ndo-invasiva, limitada ao intestino. A
listeriose invasiva é uma doenca severa, pois a taxa de mortalidade é alta (20 % a
30 %), principalmente para pessoas susceptiveis a adquirir a infeccdo, como
gestantes, recém-nascidos, idosos, pacientes submetidos a hemodidlise, a terapias
prolongadas e individuos com sistema imunolégico deprimido (SWAMINATHAN,
2001). Ja4 a listeriose nao-invasiva pode causar desde infeccbes brandas,
semelhantes a uma gripe, até surtos de gastrenterite febril em individuos saudaveis
(CARRIQUE-MAS et al., 2003; GAHAN; HILL, 2005).

L. monocytogenes, por ser um micro-organismo intracelular facultativo,
invade e se prolifera dentro de macrofagos e em outras células ndo fagociticas,
como células epiteliais e hepatdcitos. Este microrganismo tem a capacidade de
evitar a resposta do sistema imune humoral, por se multiplicar dentro da célula
hospedeira, e escapar da resposta imune celular, por disseminar-se através da

passagem célula-célula.
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A Internalina A (InlA), codificada pelo gene inlA, apresenta peso molecular
de 88 kDa e estid posicionada na superficie celular, tendo como receptor a E-
caderina, uma glicoproteina transmembranica da juncdo ou superficie basolateral
das células. A InlA tem uma sequéncia-sinal seguida pela presenca de repeticdoes
ricas em leucinas (LRRs), o que € critico para a entrada bacteriana em células
eucaridticas; enquanto o C-terminal contém um fator de ancoragem na parede
celular, a sequéncia LPXTG, que forma ligacdes cruzadas com peptidoglicanos, ao
servir de substrato para a enzima sortase e ancora a InlA com a parede celular. A
InlA auxilia L. monocytogenes a invadir células epiteliais apds a interacdo com a
molécula receptora celular, E-caderina. O possivel local de entrada é a ponta das
vilosidades, nos locais de extrusdo celular, que ocorre naturalmente durante a
renovagdo celular, expondo a E-caderina a InlA. A interacdo InlA/E-caderina esta
associada a invasdo de células epiteliais intestinais e placentarias, e barreira
hemato-encefalica (BHUNIA, 2008; SLEATOR et al., 2009)
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4 Material e Métodos

4.1 Microrganismos

Os microrganismos B. Toyoi e S. boulardii utilizados neste experimento eram
provenientes do banco de micro-organismos do Nucleo de Biotecnologia (CDTec-
UFPel).

4.2 Condicdes de cultivo

4.2.1 Producao de B. Toyoi

Esporos da bactéria foram ressuspensos em solucdo salina estéril,
repicados em placas contendo agar base suplementado com 8% de sangue ovino e
as placas incubadas por 24 horas a 37 °C. Tubos contendo 150 mL de caldo infusédo
de cérebro e coragdo (BHI) (Acumedia) foram inoculados com duas a trés colénias
de B. Toyoi e incubados sob agitacédo (200 rotacdes por min - rpm) a 37 °C por 16 -
18 horas. Cinquenta mililitros desse indculo foram adicionados a 1 L de meio NYSM
(caldo nutriente, extrato de levedura, MnCl,, MgCl,, CaCl,) (YOUSTEN, 1984), e o
cultivo foi mantido sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C durante 96 h, centrifugado a
5000 x g por 20 min a 4 °C e ressuspenso em solucao salina 0,9% estéril em um
volume de 30 mL. Por fim, a suspenséo final foi aquecida em banho-maria a 80 °C

durante 15 min para eliminar formas vegetativas do bacilo e armazenadas a 4° C.

4.2.2 Producao de S. boulardii

A levedura liofilizada foi ressuspensa em solucdo salina estéril, repicada em
placas contendo YPD (0,5% extracto de levedura, 1% peptona, 2% de dextrose e 2%
agar) e as placas incubadas por 42 h a 28 °C. Tubos contendo 150 mL de caldo
YPD foram inoculados com duas a trés colénias de S. boulardii e incubados sob
agitacdo (200 rpm) a 28 °C por 24 h. Cinquenta mililitros desse inéculo foram
adicionados a 1 L de caldo YPD, o cultivo foi mantido sob agitacdo de 200 rpm a 28
°C durante 72 h, centrifugado a 4000 x g por 20 min a 4 °C e ressuspenso em

solucdo salina 0,9% estérilem um volume de 30 mL e armazenado a 4°C.
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4.3 Preparo das rac6es contendo os probidticos

Racdo comercial isenta de antimicrobianos e antifungicos foi triturada e os
probidticos S. boulardii e/ou esporos viaveis de B. Toyoi foram incorporados a uma
concentracdo de 10® UFC.g' e 10’ UFC.g?, respectivamente. Essas formulacées
foram peletizadas e mantidas em estufa com circulagdo de ar forcada, por 24 h a
temperatura de 40 °C e, ap0s e armazenadas a 4 °C (ROOS, 2009 com

modificacdes).
4.4 Animais

Camundongos BALB/c fémeas, com 6 a 8 semanas de idade e peso
variando entre 15-20 g foram utilizados. Os animais, provenientes e mantidos no
Biotério Central da UFPel em gaiolas apropriadas (contendo 5 camundongos/gaiola)
sob temperatura média de 22° C e ciclo de luz de 12 h, foram alimentados com
racdo PET especifica para roedores isenta de antimicrobianos e antifingicos. Ragéo

e agua foram fornecidas ad libitum.

Os camundongos foram tratados, anestesiados e eutanasiados de acordo
com as normas internacionais e em consonancia com o0s principios éticos de
experimentacdo animal do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

UFPel sob o nimero de processo 9289.

4.5 Resisténcias dos probidéticos B. Toyoi e S. boulardii associados as

condi¢cbes simuladas do trato gastrointestinal (TGI) de humanos

Para avaliar a resisténcia de B. Toyoi e S. boulardii a condigBes géstricas
simuladas, 108 UFC.mL™ da levedura e do esporo da bactéria foram incubadas a 37
°C por 1 h sob agitacdo constante (150 rpm) para simular a peristalse, em tubos
contendo 10 mL de solucéo (6,2 g.I'* de NaCl, 2,2 g.L™* de KCI, 0,22 g.L"* de CaCl, e
1,2 g.L"t de NaHCO3) acidificada a pH 2 com 0,1 N HCI e suplementada com 1
mg.mL* de pepsina (DUC et al., 2004, com modificacées).

Para avaliar a resisténcia as condi¢gfes intestinais simuladas, 0 mesmo
indculo foi incubado a 37 ° C por 5 h em tubos contendo 10 mL da mesma solucdo

suplementada com 1 mg.mL? de pancreatinina, 0,2% de sais biliares e com pH
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ajustado a oito com 0,1 N NaOH (DUC et al.,, 2004, com modificacdes). Tubos
contendo a solugdo com pH 7,2 e com cultivos puros de cada micro-organismo na
mesma concentracdo foram submetidos as mesmas condi¢cdes e incluidos como
controles. Contagens de células viaveis de S. boulardii e B. Toyoi foram
determinadas através do plagueamento de 0,1 mL das diluicdes decimais dos
cultivos em agar YPD e BHI e incubacédo das placas a 30°C por 48 h e a 37 °C por

24 h, respectivamente.

A resisténcia consecutiva a condicfes gastricas e intestinais foi avaliada
adicionando-se um passo de centrifugacdo a 7000 x g por 10 min entre as duas
etapas e ressuspensdo dos pellets celulares em 10 mL da solugdo que simula o
fluido intestinal. As taxas de sobrevivéncia foram calculadas como a porcentagem do
log do numero de UFCs que cresceram nas placas apos a exposi¢cao a condigdes
simuladas em relacdo & concentracéo inicial do micro-organismo (log UFC.mL™).
Foram calculadas as taxas de sobrevivéncia de B. Toyoi (B.T) e S. boulardii (S.b)
administrados individualmente, de B. Toyoi associado a S. boulardii (B.T/S.b) e de S.
boulardii associado a B.Toyoi (S.b/B.T.). Os experimentos foram realizados em
triplicata.

4.6 Resisténcia dos probidticos B. Toyoi e S. boulardii associados ao TGI de

camundongos

Camundongos foram divididos em trés grupos compostos de cinco animais
cada: os animais do grupo 1 (G1) receberam os dois probidticos; os do grupo 2 (G2)
receberam somente S. boulardii; e os do grupo 3 (G3) somente esporos de B. Toyoi.
A administracdo foi realizada através de gavagem, em dose Unica oral de 300 uL de
solucdo salina 0,9% contendo 10° UFC de S. boulardii e/ou 108 UFC de esporos
vidveis de B. Toyoi. Fezes foram coletadas 24, 48 e 72 h ap0s a administracdo e
diluidas em série decimal em solugéo salina a 0,9%. Contagens de UFC. g* de S.
boulardii e B. Toyoi em fezes frescas foram determinadas através do plagueamento
das diluicbes seriais das fezes em placas contendo agar YPD (48 h/ 28 °C) e BHI
(24 h /1 37 °C) , respectivamente. Foram calculadas as taxas de sobrevivéncia de B.
Toyoi (B.T) e S. boulardii (S.b) administrados individualmente, de B. Toyoi associado
a S. boulardii (B.T/S.b) e de S. boulardii associado a B.Toyoi (S.b/B.T.).
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4.7 Avaliacao do efeito imunomodulador da associagdo entre S. boulardii e B.

Toyoi em camundongos

Para avaliar o efeito imunomodulador da associacdo dos dois probiéticos,
camundongos foram divididos em quatro grupos, compostos de 12 animais cada: 0s
animais do grupo 1 (G1, grupo controle) ndo receberam os probidticos na racdo; os
do grupo 2 (G2) receberam S. boulardii (10 UFC. g) adicionado a ragdo; os do
grupo 3 (G3) receberam esporos de B. Toyoi (10° UFC. g') e os do grupo 4 (G4)
receberam S. boulardii (108 UFC. g') e esporos de B. Toyoi(10’ UFC. g}) . Os
camundongos tiveram quinze dias para adaptacdo a racao contendo os probioticos e
a receberam durante todo o experimento. No dia zero e no dia 15, os animais foram
imunizados via intramuscular com aproximadamente 3 pg da proteina internalina A
recombinante (rinlA) de L. monocytogenes (MENDONCA, et al. 2007) combinada a
0,8% de hidréxido de aluminio. Para a avaliacdo da resposta imune humoral, soros
dos animais imunizados foram coletados através do plexo retro ocular nos dias zero
(pré-imune) e 29 apds a imunizacdo, processados e mantidos a -20 °C até o

momento do uso.
4.7.1 Avaliacao da imunidade humoral

4.7.1.1 Ig total

A deteccao e titulacdo de anticorpos anti-rinlA foram realizadas através de
ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) indireto. Para a realizacdo do
ELISA, placas de microtitulacdo de 96 cavidades foram sensibilizadas com 5 pg.mL™
de rInlA diluida em tampéao carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) e incubadas a 4
°C overnight. Soros dos animais do 29° dia, diluidos em base dois em solucdo salina
fosfatada tamponada (PBS), pH 7,4 acrescida de 0,5% de Tween 20 (PBS-T), foram
utilizados como anticorpos primarios. Os soros do dia zero dos animais e 0 soro
policlonal anti-rinlA foram utilizados, respectivamente, como controles negativo e
positivo. Anticorpo de cabra anti-Ig totais (Invitrogem) de camundongos conjugado a
peroxidase diluido 1:6000, foi utiizado como anticorpo secundario. Todas as
reagdes ocorreram por 1 h a 37 °C (com excecéo da sensibilizacdo). Os reagentes
foram utilizados a um volume de 50 plL/cavidade e apds todas as etapas de

incubacgéo, as placas foram lavadas trés vezes com 200 plL/cavidade de PBS-T.
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Apoés a remocgdo do excesso de conjugado, através de cinco lavagens com PBS-T,
as reacbes foram reveladas atraves da adicdo da solugdo cromogena
ortofenilenodiamina (OPD), diluida em tampéo fosfato-citrato pH 4,0 (0,2 M com
0,01% de H»0O7). As placas foram mantidas no escuro por 15 min a temperatura
ambiente e a leitura das absorbancias realizada em espectrofotometro para
microplacas a 450 nm. Os titulos dos soros foram calculados como a reciproca da
dltima diluicdo cuja absorbéancia foi superior a do soro do dia zero acrescido de dois

desvios padréo.

4.7.1.2 1gG1 e IgG2a

Para titulagdo de anticorpos IgG1 e IgG2a contra o antigeno rinlA, cavidades
de microplacas de 96 cavidades de poliestireno foram sensibilizadas com 5 pg.mL™*
de rinlA em tampéao carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6) e as placas mantidas a
4 °C, overnight. Apos lavagem das placas para remocéo de antigenos nao ligados,
diluicdes em base dois em PBS-T dos soros dos animais vacinados coletados no dia
29 apds a 12 imunizacdo foram adicionadas as cavidades das placas e estas
incubadas a 37 °C por 1 h. Apds, anticorpo de cabra anti-IgG1 e anti-lgG2a (Sigma)
de camundongo, diluidos 1:1000 em PBS-T e anticorpo de coelho anti-lg de cabra
conjugado a peroxidase (Sigma), diluido 1:2000 em PBS-T foram adicionados as
cavidades das placas e estas foram incubadas por 1 ha 37 °C. ApOs esse periodo,
foi adicionada a solucdo cromdgena e efetuada a leitura. A titulagdo dos soros de

cada animal foi realizada em duplicata.

4.7.2 Avaliagao de IFN-y

Para avaliacdo da resposta celular,no dia 35 apds a imunizacdo, os bacgos
dos camundongos foram removidos, os esplendcitos foram cultivados em cavidades
de placas de cultivo de 24 cavidades contendo meio RPMI e as placas incubadas
em estufa a 37° C com 5% de CO,. Apds 24 h, os esplendcitos foram estimulados
com 3,5 Mg.ml'l de rinlA, 3,5 ug.ml'l de concavalina A (como controle positivo) ou
com meio (controle negativo) e, ap6s 72 h, os sobrenadantes foram coletados,
armazenados a -20° C e os niveis de IFN-y determinados utilizando o Kit “Mouse
IFNg Femto-HS’ High Sensitivity ELISA Ready-Set-Go (eBioscieince), de acordo

com a metodologia recomendada pelo fabricante.
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4.8 Anélise Estatistica

Analise de variancia ANOVA e Testes de Qui quadrado foram utilizados para

determinar niveis de significancia (p < 0,05).
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5 Resultados

5.1 Resisténcia dos probidticos B. Toyoi e S. boulardii associados as

condi¢cdes simuladas do TGl de humanos

Ambos os probidticos apresentaram elevadas taxas sobrevivéncia as
condicbes simuladas do TGl de humanos quando administrados individualmente
(S.boulardii, em média 94,4% e B. Toyoi, em média 84,5%) e quando associados (S.
boulardii, em média 92,2 % e B. Toyoi, em média 76,3%) e S .boulardii apresentou
taxas de sobrevivéncia superiores a B. Toyoi (Figura 1). Entretanto, ndo houve
diferenca significativa, entre as taxas de sobrevivéncia dos probioticos B. Toyoi e S.
boulardii quando administrados individualmente ou associados em nenhuma das

etapas simuladas.
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Figura 1. Taxas de sobrevivéncia (%) as condi¢Bes simuladas do TGIl de humanos dos probiéticos B.
Toyoi e S. boulardii administrados individualmente ou associados (B.T: B.Toyoi administrado
individualmente, S.b: S.boulardii administrado individualmente, B.T/S.b: B.Toyoi associado a
S.boulardii, S.b/B.T: S.boulardii associado a B. Toyoi).

5.2 Resisténcia dos probioticos B. Toyoi e S. boulardii co-administrados ao TGl

de camundongos

Os probidticos B. Toyoi e S. boulardii, tanto administrados individualmente
guanto associados, apresentaram elevadas taxas de sobrevivéncia 24 horas apos a
ingestdo, sendo que nesse mesmo periodo, B. Toyoi apresentou taxas superiores a
S. boulardii (S. boulardii, em média 64.4 % e B. Toyoi, em média 82.4%). Quarenta e
oito horas ap0s a ingestéo, pode-se observar uma queda nessas taxas (S. Boulardii,

em média 54.7 % e B. Toyoi, em média 51,8%). Porém, s6 observou-se diferenca
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significativa (p< 0,05) nas taxas de sobrevivéncia entre 0os grupos ap0s 72 horas,
onde somente o probidtico S. boulardii, administrado tanto individualmente quanto

associado, sobreviveu ao TGl dos camundongos (S. boulardii individualmente= 44.8
e associado a B. Toyoi = 31,5%) (Figura 2).
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Figura 2. Taxas de sobrevivéncia (%) ao TGl de camundongos dos probiéticos B. Toyoi e S. boulardii
administrados individualmente ou associados (B.T: B.Toyoi administrado individualmente, S.b:
S.boulardii administrado individualmente, B.T/S.b: B.Toyoi associado a S.boulardii, S.b/B.T:
S.boulardii associado a B.Toyoi).

5.3 Avaliacéo do efeito imunomodulador da associacdo entre S. boulardii e B.

Toyoi em camundongos

5.3.1 Avaliacédo da imunidade humoral
5.3.1.1 IgG total

Em relacdo as médias dos titulos de Ig total rinla especifica, foi observado
que os soros dos animais pertencentes aos grupos alimentados com os probioticos
apresentaram titulos estatisticamente superiores (p < 0,05), aos dos soros dos
animais do grupo controle e que os soros do grupo em que 0s probidticos foram
administrados de forma associada apresentou o maior titulo, estatisticamente
superior (p < 0,05) aos dos demais grupos (S.boulardii = 9.720, B. Toyoi = 13.500,
S.boulardii + B. Toyoi = 23.400 e controle = 3.150) . O grupo alimentado somente

com B. Toyoi ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao alimentado com
S.boulardii (Figura 3).
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Figura 3. Médias dos titulos de anticorpos Ig total rinla especificos dos soros dos camundongos
alimentados somente com a racdo (controle) ou com S. boulardii e B. Toyoi administrados
individualmente ou associados. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo. Letras
diferentes representam diferencas significativamente estatisticas (p<0,05) entre as médias.

A soroconversdo dos animais alimentados com os probioéticos associados foi
de 7,4 vezes em relacdo a dos animais do grupo controle. Quando comparados a
dos animais alimentados com os probiéticos individualmente, os valores da
soroconversdo dos animais do grupo alimentado com ambos os probidticos foram
2,4 e 1,7 vezes superior a de S. boulardii e B. Toyoi, respectivamente. Ja as
soconversdes dos animais alimentados com os probiéticos individualmente foram
3,1 vezes superior para S. boulardii e 4,3 vezes superior para B. Toyoi, quando

comparadas a do grupo controle.

5.3.1.2 IlgGl e IgG2a

Os soros dos animais do grupo em que os probidticos foram associados
apresentaram os maiores titulos de IgG1 rinla especffica, seguido pelos soros dos
animais do grupo administrado somente com S.boulardii e com B.Toyoi. Entretanto,
a diferenca foi significativa no grupo onde os animais foram administrados de forma
associada em relacao aos outros (p<0,05) (Figura 4a). Ja entre as médias dos titulos
de IgG2a,ndo houve diferenca significativa entre as médias dos soros dos animais

entre os grupos (Figura 4b).

A imunizacdo dos camundongos dos quatro grupos com riInlA estimulou

maiores niveis de IgG1 em relacdo a IgG2a, visto que as razbes entre IgG1 e IgG2a
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variaram de 3,7 para 0s animais do grupo controle a 22 para os do grupo onde os
probidticos foram associados e as médias dos titulos de IgGl foram
significativamente superiores as de IgG2a (p=0,03). Tal fato sugere uma resposta
predominantemente Th2 (humoral).
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Figura 4. Médias dos titulos de anticorpos IgG1 e IgG2a rinla especificos dos soros dos camundongos
alimentados somente com a racdo (controle) ou com S.boulardii e B.Toyoi administrados
isoladamente ou co-administrados, a) IgG1; b) IgG2a. Os resultados sdo expressos como a média +
desvio padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativamente estatisticas (p<0,05) entre
as médias

5.3.1.3 IFN-y

Nao houve diferenca significativa nas concentracdes de IFN-y entre 0s grupos
(Figura b).
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Figura 5. Médias das concentra¢des de IFN-, (pg.ml'l) rinlA especifico dos camundongos alimentados
somente com a ragdo (controle) ou com S.boulardii e B.Toyoi administrados individualmente ou
associados. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo (n = 6 por grupo). Letras
diferentes representam diferencas significativamente estatisticas (p<0,05) entre as médias.
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6 Discussao

Para um micro-organismo apresentar potencial probidtico, ele deve resistir
as condi¢cdes gastrointestinais as quais serd submetido, ou seja, chegar viavel,
metabolicamente ativo e em quantidades adequadas ao ecossistema onde sua agao
é esperada (CHARTERIS et al., 1998). Além disso, deve conferir algum beneficio ao
hospedeiro, como por exemplo, a modulacédo da resposta imune (MACPHERSON et
al., 2004). Como a levedura S. boulardii e esporos da bactéria B. Toyoi apresentam
a propriedade de modular a resposta imune do hospedeiro (COPPOLA et al., 2005;
ROSS et al.,, 2009) e a associacdo entre probiéticos pode proporcionar um efeito
sinérgico, a influéncia da associacdo entre eles sobre a imunomodulacdo foi
avaliada no presente estudo, utilizando como proteina modelo a InlA recombinante

de L. monocytogenes e como modelo animal, camundongos.

Como o transito de micro-organismos no trato gastrico e intestinal é
consecutivo, € importante determinar a sobrevivéncia dos probioticos as condi¢des
intestinais apdés uma pré-exposicdo as condi¢cdes gastricas. No presente estudo,
ambos os probidticos avaliados individualmente e em associacéo foram capazes de
resistir as condicbes do TGl em um numero suficiente para exercer um efeito
benéfico in situ, pois as porcentagens de sobrevivéncia a exposicdo consecutiva as
condi¢Bes gastricas e intestinais variaram de 80,5 a 96,1% e ndo houve diferenca
significativa entre elas. Esses resultados sugerem a auséncia de antagonismo entre

0s probioticos avaliados quanto a resisténcia a todas as condi¢bes Gl avaliadas.

Estudos como os de Barbosa et al. (2005) apresentaram resultados
semelhantes aos encontrados neste estudo em relacdo a administracéo individual de
esporos de bactérias probidticas. Nestes estudos, esporos de cepas do género
Bacillus apresentaram elevada resisténcia ao pH 2, a 0,2% de sais biliares e as duas
condi¢cbes consecutivas, assim como esporos de Bacillus laevolacticus DSM 6475 e
de Sporolactobacillus racemicus IAM 12.395 foram resistententes ao pH 3,0 e
esporos de Bacillus racemilacticus e de Bacillus coagulans foram tolerantes a
concentracéo de 0,3% de sais biliares (HYRONIMUS et al., 2000).
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A resisténcia de S. boulardii as condi¢cdes simuladas do TGl também foi
elevada neste estudo assim como no estudo de Pardo et al. (2009), onde S.
boulardii apresentou boa tolerancia a 0,5% de sais biliares e ao pH 3 e 5 por 48 h.
No estudo de Kihle et al. (2005), todas as oito cepas de S. boulardii, além das 18
cepas de S. cerevisiae avaliadas, foram capazes de resistir ao pH 2,5 e a 0,3% de
sais biliares, quando o tempo de incubagdo ndo excedeu 4 h. Entretanto, Kuihle et al.

(2005) investigaram a exposicado somente a sais biliares sem adicionar pancreatina.

Diversos estudos, além do citado anteriormente, tém demonstrado que a
sobrevivéncia de S. boulardii esta relacionada ao tempo de exposicédo as condi¢des
do TGI. Fietto et al. (2004) demonstraram que S. boulardii manteve sua viabilidade
em 75% apos 60 minutos em pH 2,0. Ja Graff et al. (2008 ) e Vanhee et al. (2010)
obtiveram menos de 1 % de sobrevivéncia de S. boulardii apés 120 minutos a pH
1,1. Em nosso estudo, a viabilidade se manteve elevada apés 60 minutos nas

condi¢cBes gastricas e ap0s quatro horas nas condi¢des intestinais simuladas.

Estudos com outras leveduras, como os de Martins et al. (2005a) e de
Franca (2011), também observaram uma elevada sobrevivéncia as condi¢cdes
simuladas do TGI. No primeiro, as taxas de sobrevivéncia variaram de 94 a 109%
quando todas as 12 linhagens de S. cerevisiae isoladas de diferentes fontes foram
expostas as mesmas condi¢cdes simuladas utilizadas no presente trabalho, e no
segundo, as taxas foram de 80,5, 92,7 e 76,8%, quando a levedura P. pastoris foi
exposta as mesmas condicdes gastricas, intestinais e gastrointestinais simuladas,
respectivamente. Ja no estudo de Pennachia et al. (2008) somente dez das 22
cepas isoladas de alimentos apresentaram uma boa porcentagem de sobrevivéncia
(de 71,5 a 94%) quando expostas a condi¢des intestinais simuladas (0,3% de sais
biliares e 0,1% de pancreatina por 5 h) apés 2,5 h de pré-exposicdo ao suco
gastrico. E no estudo de Agarwal et al. (2000), das 50 cepas avaliadas, nove foram
capazes de tolerar o pH 2,0 por 6 h e somente sete sobreviveram a presenca de sais
biliares em diferentes concentrac¢des (0,3-0,9%). .

Estudos preliminares de viabilidade celular de probiéticos in vitro devem ser
confirmados e melhor avaliados in vivo. Além disso, quando probidticos séo
associados, é necessario avaliar a ocorréncia de inibicdo ou competicdo por sitios

de ligacdo. Por isso, a avaliacao da resisténcia ao TGl de mamiferos dos probidticos
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S. boulardii e B. Toyoi associados foi avaliada utilizando camundongos como modelo

animal.

Neste estudo os probidticos B. Toyoi e S. boulardii apresentaram elevada
sobrevivéncia a passagem atraves do TGl de camundongos quando associados (S.
boulardii = 59,5% e B. Toyoi = 79,2%) e essas taxas de sobrevivéncia ndo foram
estatisticamente diferentes das observadas quando os probidticos foram
administrados individualmente 24 h apés a administragcdo (S. boulardii = 69,5% e B.
Toyoi = 85,3%). Esses resultados indicam que ndo ocorreu inibicdo ou competicao
por sitios de ligacdo entre eles. Além disso, esses resultados confirmam que os dois
probiéticos administrados simultaneamente sdo capazes de resistir as condi¢cdes do
TGl de camundongos e chegar viaveis, metabolicamente ativos e em quantidades
adequadas (superiores a 10° e10’ UFC, segundo Charteris et al., 1998). Esse
resultado indica que os probidticos devem ser co-administrados uma vez a cada 24

h para se manterem em quantidades adequadas no hospedeiro.

B. Toyoi apresentou maior resisténcia ao TGl nas primeiras 24 h, devido,
provavelmente, ao fato de ser administrado na forma de esporo, a qual € mais
resistente do que a célula vegetativa. Entretanto, S. boulardii foi isolado por até 72 h
apos sua administracdo, enquanto que B. Toyoi foi isolado somente até 48 h, ou

seja, S. boulardii persistiu por mais tempo no TGl dos camundongos.

Com relacdo a esporos de bactérias probidticas, no estudo de HOA et al.
(2001), esporos de B. subtilis foram detectados 96 h apo6s a inoculagdo, ou seja,
sobreviveram por mais tempo do que os da cepa de B. Toyoi avaliados no presente
estudo. Ja Duc et al. (2004) apresentaram resultados divergentes a este estudo,
onde uma cepa de B. subtilis (PY79) foi eliminada rapidamente e trés cepas de
Bacillus de produtos comerciais resistiram por até 18 dias, apresentando contagens
de 10°® UFC. g de fezes. Esses resultados indicam que a resisténcia as condicées
adversas do TGl é cepa especifica, 0 que explica o fato de micro-organismos da
mesma espécie ou género apresentarem diferentes respostas frente a essas
condi¢cdes. Além disso, estudos com esporos do probidtico comercial Bacillus cereus
demonstraram que eles sédo capazes de instalar-se em altos niveis populacionais no
sistema digestivo, atingindo uma contagem de 4,9 x 10’ UFC. g** (BITTENCOURT et
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al., 2001), e que eles podem germinar em numeros significativos no jejuno e no ileo
(CASULA etal., 2002).

Com relacdo a leveduras, estas, em geral, sdo eliminadas do TGI do
hospedeiro pela microbiota intestinal. Entretanto, existem diferencas em sua taxa de
eliminacdo. A levedura S. boulardii também precisa ser administrada de maneira
repetida e regular, pois ndo coloniza o trato digestivo e € progressivamente
eliminada pela microbiota normal presente no intestino dos animais (FULLER, 1992).
Segundo Bléhaut et al. (1989), dois a cinco dias apds a descontinuacdo do seu uso,
ela ndo é mais encontrada nas fezes. Outros autores também avaliaram a
sobrevivéncia do probiético S. boulardii e apresentaram resultados que se
assemelham aos encontrados no presente estudo. Martins et al. (2009), avaliando
quatro produtos probidticos a base de S. boulardii liofilizado, observaram que estes
apresentaram uma sobrevivéncia in vivo variando de 50 a 70%. Com relagédo a
sobrevivéncia de outras leveduras, MARTINS et al. (2005b) avaliaram 12 cepas de
S. cerevisiae e apenas uma apresentou elevada sobrévivéncia e, esta cepa,
diferentemente da S. boulardii deste estudo, colonizou o intestino dos camundongos.
TIAGO et al. (2009), ao avaliarem 103 leveduras, obtiveram os melhores resultados
somente com trés delas, as quais ndao foram mais encontradas nas fezes quatro dias
apos a interrupcdo do tratamento, apresentando um comportamento similar ao
encontrado por S. boulardii no presente estudo. E Franca (2011) observou que P.
pastoris apresentou uma elevada sobrevivéncia a passagem através do TGI dos
camundongos 24 h ap6s a sua administracao, visto que foi obtida uma contagem de
6,9 x10° UFC.g* de fezes frescas. J& 48 h ap6s a sua administracdo, foi obtida uma

contagem de 7,5 x 102 UFC.g™, e ap6s 72 h ndo houve crescimento.

A modulacéo da resposta imune € uma das principais fungdes atribuidas aos
probidticos, além da prevencdo e tratamento de doengas humanas (GUSLANDI,
2000; ERIKSON & HUBBARD, 2000; GOMES & MALCAT, 2006). Diversos estudos
demonstraram que B. Toyoi e S. boulardii, individualmente, foram capazes de
modular a resposta imune em camundongos (COPPOLA et al., 2005 ), frangos (GIL
DE LOS SANTOS, STORCH & GIL TURNES, 2005), carneiros (ROOS et al., 2010) e
em outras espécies animais (GIL TURNES et al., 2007). No presente estudo foi
avaliado se a associacao entre S. boulardii e B. Toyoi apresentaria um efeito

sinérgico sobre a imunomodulacdo em camundongos, utilizando a proteina
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internalina A recombinante (rinlA) de L. monocitogenes como proteina modelo. A
proteina de membrana InlA é necesséaria para a aderéncia e internalizacdo da
bactéria a células ndo fagociticas do hospedeiro (E-caderina) (BHUNIA, 2008).
Neste estudo a forma recombinante dessa proteina, inoculada via intramuscular
apesar de camundongos nado apresentam o receptor E-caderina, mostrou-se
bastante imunogénica, pois estimulou elevados titulos de anticorpos em animais

sem suplementacao.

Em relacdo a resposta imune humoral especifica, os animais do grupo onde
S. boulardii e B. Toyoi foram associados apresentaram titulos de anticorpos e
soroconversdes significativamente superiores as dos animais suplementados com
cada um dos probidticos individualmente (p<0,05). Esses resultados evidenciam que
ocorreu sinergismo entre os dois probidticos em relacédo a resposta imune humoral
contra o antigeno rinlA. Resultados semelhantes foram encontrados por Randhawa
et al. (2011), que avaliou a associagdo entre as cepas probidticas Lactobacillus
delbrueckii 405 e Lactobacillus casei subsp. Casei 17 e observou que os titulos de
anticorpos foram significativamente superiores quando os dois probidticos foram
administrados simultaneamente. Tanasieko et al. (2005) avaliaram a associagao
entre Enterococcus faecium e Saccharomyces cerevisiae e verificaram que ela
elevou significativamente a eficacia de uma vacina anti-tumoral in vivo, e Trois et al.
(2007) avaliaram a associagdo entre Bifidobacterium bifidum e Streptococcus
thermophilus e observaram que ela aumentou o nimero de células CD4 em criancas

infectadas com o virus HIV.

Outros estudos avaliaram a soroconversao de camundongos e carneiros
suplementados com B. Toyoi e S. boulardii, individualmente, frente a diferentes
antigenos e obtiveram soroconversdes inferiores as encontradas no presente
trabalho. As soroconversdes contra Herpes virus bovino tipo 5 foram de 1,7 e 1,3
em camundongos (ROSS et al., 2009) e de 2,8 e 5,2 em carneiros (ROSS et al.,
2010) suplementados com S. boulardi e B. Toyoi, respectivamente. As
soroconversoes frente a bacterina tetravalente de E. coli variaram de 1,6 a 1,8 em
camundongos (COPPOLA et al., 2005) suplementados com S. boulardii e de 1,2 a
4,1 em animais suplementados com B. Toyoi e, em carneiros (ROSS et al., 2010), as
soroconversdes foram de 1,9 e 1,3 nos animais suplementados com S. boulardii e

B. Toyoi, respectivamente. Ja as soroconversdes contra Parvovirus em
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camundongos, variaram de 6,8 a 9,1 em animais suplementados com B. Toyoi e de
5,2 a 12 nos suplementados com S. boulardii (COPPOLA et al.,, 2005). Esses
resultados demonstram que, independentemente do antigeno avaliado, a
suplementacdo da alimentagdo dos animais com ambos os probiéticos de forma
isolada estimula a resposta imune antigeno especifica. Entretanto, a intensidade da

resposta imune humoral € antigeno-dependente.

Uma das maneiras de avaliar a modulacdo do sistema imune frente a
imunizacdo com um determinado antigeno é através do calculo da proporcdo dos
niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a gerados apds a imunizagdo. Os anticorpos IgG1,
em camundongos, estdo associados a uma resposta Th2, enquanto que, anticorpos
lgG2a, estdo associados a resposta Thl (MOSMANN; COFFMAN, 1989). Assim, a
razdo entre IgG1l/lgG2a reflete a relativa contribuicdo de cada um dos tipos de
resposta gerada contra o antigeno, podendo ser ela humoral (predominio de IgG1)
ou celular (predominio de lgG2a) (MAASSEN et al., 2003, FERREIRA et al., 2008,
HABJANEC; HALASSY; TOMASIC, 2008). A andlise da resposta de subtipos anti-
rinlA° no presente estudo mostrou que a imunizagdo de camundongos
suplementados com os probioticos B. Toyoi e S. boulardii tanto administrados
individualmente, quanto associados, estimulou maiores niveis de IgG1l em relacdo a
lgG2a (proporcédo lgGl/lgG2a = 22), sugerindo uma resposta predominantemente
Th2, ou seja uma resposta humoral. Esses resultados diferiram dos encontrados por
Ross (2009), onde houve predominio de uma resposta Thl em animais
suplementados com B. Toyoi e com S. boulardii, individualmente, e vacinados com
Herpes virus bovino tipo 5 inativado. J& no grupo controle houve predominio de uma
resposta Th2. Os resultados encontrados por Ross (2009) sugerem que O0s
probidticos modularam a soroconversao contra Herpes virus bovino tipo 5 a favor de
uma resposta predominantemente celular. A divergéncia entre os resultados dos
dois estudos sugere que a modulacdo da resposta imune varia em funcao do tipo de
antigeno ao qual o sistema imunoldgico foi exposto. Além disso, de acordo com
VINDEROLA et al. (2004), a modulacdo do sistema imune depende do
microrganismo utilizado, da concentracdo e do periodo de administracdo e, de
acordo com MATSUZAKI & CHIN (2000), um dos provaveis mecanismos atraves dos
quais os probidticos influenciam na imunomodulacdo € através da estimulacdo da

producéo de citocinas.
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A resposta celular foi avaliada através da quantificacdo de IFN-y pelo
método ELISA. Uma maior concentracdo de IFN-y (pg.mlY) rinlA especffico, foi
obtida pelos animais cuja racdo foi suplementada com ambos o0s probioticos.
Entretanto esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Efeito sinérgico sobre
a resposta celular foi observado entre os probidticos Lactobacillus delbrueckii 405 e
Lactobacillus casei subsp. Casei 17 frente a glébulos vermelhos de carneiros (SRBC)
(RANDHAWA etal., 2011).

No presente estudo, a citocina foi detectada em pequenas concentracdes
(aproximadamente 5 pg.mI* em sobrenadantes de esplendcitos de camundongos
suplementados com B. Toyoi e S. boulardii), o que confirma que a modulacdo da
resposta imune contra InlA estimulada pela associacdo entre os dois probidticos &
predominantemente mediada por anticorpos. Ross (2009) observaram uma maior
expressao das citocinas IFN-y, IL-10 e IL-12 em camundongos suplementados com
B. Toyoi em relagdo ao grupo controle e em maiores concentracdes do que no
presente estudo, o que indica, novamente, uma resposta predominantemente
celular. No grupo suplementado com S. boulardii a expressédo de citocinas IFN-y e
IL-12 foram inferiores ao controle.

A partir destes resultados pode-se inferir que a associacdo entre 0s
probidticos B. Toyoi e S. boulardii potencializou a resposta imunolégica frente ao
antigeno rInlA, sugerindo que esses micro-organismos podem agir de modo
sinérgico no combate a patégenos. Entretanto, novos estudos devem ser realizados

visando a avaliacdo do efeito sinérgico proposto frente a outros antigenos.
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7 Conclusodes

v B. Toyoi e S. boulardii apresentaram efeito sinérgico sobre a
imunomodulacao;

e A associacdo entre eles potencializou a resposta imune humoral frente a
proteina rinlA através de um aumento significativo nos titulos de anticorpos;

e Os probidticos ndo possuiram efeito antagbnico entre si quanto a
sobrevivéncia ao TGl de mamfiferos;

v" Novos estudos fazem-se necessarios para avaliar outros possiveis beneficios
dessa associacgao.
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