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1 INTRODUÇÃO 

Probióticos podem ser definidos como microrganismos vivos que quando 
ingeridos em determinada quantidade, apresentam efeito benéfico sobre a saúde e 
bem-estar do hospedeiro (FAO-WHO, 2001). São utilizados na prevenção e 
tratamento de doenças, na regulação da microbiota intestinal, em distúrbios do 
metabolismo gastrointestinal, como imunomoduladores e como promotores do 
crescimento frente ao uso de antibióticos. (COPPOLA, 2004). 

Os probióticos atuan  no desenvolvimento e a maturação do sistema imune de 
mucosa  e sistêmico do hospedeiro, previnindo a apoptose de linfócitos e estimulam 
sua expansão clonal.Também agem na manutenção da barreira mucosa intestinal e 
na produção de anticorpos (IgA intestinal e sérica) na atividade de fagócitos e dos 
linfócitos matadores naturais. Reduzem a produção intestinal de citocinas pró-
inflamatórias e aumentam a produção intestinal de citocinas anti-inflamatórias 
(PASCHOAL et al., 2010). 

Atualmente, o único gênero de leveduras utilizado como probiótico é o 
Saccharomyces (BUTS & KEYSER, 2006). No entanto, dentre as leveduras, a 
espécie do gênero que se destaca é a Saccharomyces boulardii.  Com relação às 
bactérias, os gêneros utilizados como probióticos são Lactobacillus, Enterococcus e 
Bifidobacterium. Contudo, outras bactérias como o Bacillus cereus var. Toyoi, 
também apresentam potencial probiótico (COPPOLA, 2004).  

Os probióticos Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. Toyoi, além de 
possuirem capacidade de melhorar a digestão e absorção de nutrientes (BUTS & 
KEYSER, 2006), bem como prevenir ou tratar desordens intestinais (ELMER & 
MCFARLAND, 2001; GUSLANDI et al., 2003), promover ganho de peso (COPPOLA 
& TURNES, 2004) e melhorar a conversão alimentar (WILLIMS et al., 2009), 
apresentam ainda papel na estimulação da resposta imune humoral (COPPOLA et 
al., 2004). 

A levedura S. boulardii e esporos da bactéria B. Toyoi podem ser empregados 
na ampliação da resposta imune frente à vacinação, podendo ser uma alternativa 
para melhorar a eficiência de vacinas comerciais (ROOS, 2009). Estudos 
demonstraram, que a administração desses mesmos probióticos elevaram a 
resposta imune em camundongos vacinados com vacina de Escherichia coli 
multivalente (COPPOLA et al., 2005). Sendo assim, a uti lização de diferentes 
antígenos co-administrados com probióticos para estimular o sistema imunológico,   
vem sendo estudada. 

Listeria monocytogenes,  agente responsável pela listeriose em humanos  e 
que pode acarretar o desenvolvimento de abortos, meningites e septicemia, tem sido 
considerada um grande problema de saúde pública (MANTILLA, 2007). Um dos 
principais mecanismos de invasão de L. monocytogenes é através da proteína 



 
 

Internalina A (InlA), que é uma proteína de superfície responsável por intermediar a 
ligação do patógeno à célula do hospedeiro (CRUZ, 2008). Uma forma recombinante 
da proteína foi  produzida por Mendonça et al. (2007) e utilizada como antígeno no 
presente trabalho. 

O presente estudo  objetivou a avaliação da influência dos probióticos Bacillus 
cereus var. Toyoi  e Saccharomyces boulardii sobre a resposta humoral de 
camundongos, frente a administração da proteína recombinante Internalina A (rInlA) 
de L. monocytogenes. 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Microrganismos, condições de cultivo e preparo das rações 
contendo os probióticos 

Os microrganismos utilizados são provenientes do Núcleo de Biotecnologia, 
CDTec-UFPel. Os probióticos foram cultivados e produzidos segundo as 
recomendações de Roos (2009), com modificações. O preparo das rações contendo 
os probióticos, também seguiu o protocolo preconizado por  Roos (2009),  com 
adaptações.  

2.2 Efeito imunomodulador de S. boulardii e B. cereus var. Toyoi em 
camundongos  

Para esse experimento, foram utilizados camundongos fêmeas BALB/c, 
provenientes do Biotério Central da UFPel, que foram manipulados de acordo com 
as normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentação Animal). Os animais 
foram divididos em três grupos, compostos de 12 animais cada: os animais do grupo 
1 (G1, grupo controle) não receberam os probióticos na ração; os do grupo 2 (G2) 
receberam S. boulardii adicionado a ração; e os do grupo 3 (G3) receberam esporos 
de B. Toyoi. Os camundongos tiveram quinze dias para adaptação à ração contendo 
os probióticos e a receberam durante todo o experimento. No 15º dia, os animais 
foram imunizados via intramuscular, com aproximadamente 3 µg da proteína 
internalina A recombinante (rInlA) de L. monocytogenes (MENDONÇA, et al. 2007), 
em combinação com 0,8% de hidróxido de alumínio. Amostras de soro foram 
coletadas dos camundongos nos dias 0 e 29, e posteriormente submetidas a um 
ELISA indireto, para a detecção e titulação de anticorpos anti-InlA. 

Para a realização do ELISA indireto, placas de microtitulação de 96 cavidades 
foram sensibilizadas com 5ug/ml de rInlA diluída em tampão carbonato-bicarbonato 
(0,05 M, pH 9,6) e incubadas a 4º C overnight. Soros do 29º dia obtido dos animais, 
diluídos em base 2 em solução salina fosfatada tamponada (PBS), pH 7,4 acrescida 
de 0,5% de Tween 20 (PBS-T), foram utilizados como anticorpos primários. Os soros 
do dia zero dos animais e o soro policlonal anti-rInlA foram utilizados, 
respectivamente, como controles negativo e positivo. Anticorpo de cabra anti-Ig de 
camundongos conjugado a peroxidase, foi utilizado como anticorpo secundário. 
Todas as reações ocorreram por 1 h (com exceção da sensibilização). Os reagentes 
foram utilizados a um volume de 50 µL/cavidade e após todas as etapas de 
incubação, as placas foram lavadas 3 vezes com 200 µL/cavidade de PBS-T. Após a 
remoção do excesso de conjugado, através de 5 lavagens com PBS-T, as reações 
foram reveladas através da adição da solução cromógena ortofenilenodiamina 
(OPD), diluída em tampão fosfato-citrato pH 4,0 (0,2 M com 0,01% de H2O2). As 
placas foram mantidas no escuro por 15 min a temperatura ambiente e a leitura das 
absorbâncias realizada em espectrofotômetro para microplacas a 450 nm. Os títulos 
foram calculados, a partir dos resultados das absorbâncias dos soros do dia zero, 
somado 0,05 de desvio padrão. 



 
 

2.3 Análise Estatística 

Os títulos dos anticorpos foram comparados utilizando análise de variância 
(ANOVA). 

 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os animais dos três grupos apresentaram resposta imunológica humoral 
contra a proteina rInlA. Entretanto, os animais suplementados com probióticos (G2 e 
G3) tiveram uma resposta estatisticamente superior à dos animais do grupo controle 
(G1). Além disso, os animais do grupo 3, (G3, grupo suplementado com B. Toyoi), 
apresentaram títulos superiores aos dos animais do grupo 2 (G2, grupo 
suplementado com S. boulardii), mas a diferença não foi estatisticamente 
significativa (Figura 1). 
 

 
Figura 1. Titulação de anticorpos anti-InlA em soros de camundongos, 
suplementados ou não com os probióticos S. boulardii e B. Toyoi. 
 

Os resultados obtidos no presente estudo foram semelhantes aos 
encontrados no estudo de Ross (2009). Em um experimento realizado com ovinos, o 
grupo suplementado com B. Toyoi, quando vacinado contra o Herpes vírus Bovino 
tipo-5, apresentou resposta humoral significativamente superior aos grupos controle 
e suplementado com S. boulardii. Nesse mesmo estudo, em um experimento 
realizado com camundongos, usando o mesmo antígeno vacinal, o grupo 
suplementado com B. Toyoi apresentou resposta humoral em média 1,3 vezes 
superior (p< 0.05) a do grupo controle. Já no estudo de Coppola et.al (2005), 
camundongos suplementados com S.boulardii apresentaram soroconversão três 
vezes superior aos animais suplementados com B.Toyoi, frente a bacterina 
tetravalente de E.coli. 
 
4 CONCLUSÃO 

 A partir do estudo realizado, pode-se concluir que a administração de rações 
contendo os probióticos S. boulardii e B. Toyoi para camundongos, elevou a 
resposta imune humoral frente ao antígeno rInlA, sugerindo que esses probióticos 
são eficazes na modulação do sistema imune. 
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