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1 INTRODUCAO

Probioticos podem ser definidos como microrganismos vivos que quando
ingeridos em determinada quantidade, apresentam efeito benéfico sobre a saude e
bem-estar do hospedeiro (FAO-WHO, 2001). S&o utilizados na prevencdo e
tratamento de doencas, na regulacdo da microbiota intestinal, em distirbios do
metabolismo gastrointestinal, como imunomoduladores e como promotores do
crescimento frente ao uso de antibiéticos. (COPPOLA, 2004).

Os probidticos atuan no desenvolvimento e a maturacdo do sistema imune de
mucosa e sistémico do hospedeiro, previnindo a apoptose de linfécitos e estimulam
sua expansao clonal. Também agem na manutencdo da barreira mucosa intestinal e
na producdo de anticorpos (IgA intestinal e sérica) na atividade de fagdécitos e dos
linfécitos matadores naturais. Reduzem a produgdo intestinal de citocinas pro-
inflamatérias e aumentam a producdo intestinal de citocinas anti-inflamatérias
(PASCHOAL etal., 2010).

Atualmente, o Unico género de leveduras utilizado como probidtico é o
Saccharomyces (BUTS & KEYSER, 2006). No entanto, dentre as leveduras, a
espécie do género que se destaca € a Saccharomyces boulardii. Com relacédo as
bactérias, os géneros utilizados como probidticos sdo Lactobacillus, Enterococcus e
Bifidobacterium. Contudo, outras bactérias como o Bacillus cereus var. Toyol,
também apresentam potencial probiético (COPPOLA, 2004).

Os probidticos Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. Toyoi, além de
possuirem capacidade de melhorar a digestdo e absorcdo 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 conversdo alimentar (WILLIMS et al., 2009),
apresentam ainda papel na estimulacdo da resposta imune humoral (COPPOLA et
al., 2004).

A levedura S. boulardii e esporos da bactéria B. Toyoi podem ser empregados
na ampliacdo da resposta imune frente a vacinacdo, podendo ser uma alternativa
para melhorar a eficiéncia de vacinas comerciais (ROOS, 2009). Estudos
demonstraram, que a administracdo desses mesmos probidticos elevaram a
resposta imune em camundongos vacinados com vacina de Escherichia coli
multivalente (COPPOLA et al.,, 2005). Sendo assim, a utilizacdo de diferentes
antigenos co-administrados com probioticos para estimular o sistema imunolégico,
vem sendo estudada.

Listeria monocytogenes, agente responsavel pela listeriose em humanos e
gue pode acarretar o desenvolvimento de abortos, meningites e septicemia, tem sido
considerada um grande problema de saude publica (MANTILLA, 2007). Um dos
principais mecanismos de invasdo de L. monocytogenes é através da proteina



c I c oS XX CONGRESSD DE WICIAGAQ CIENTIFICA
‘I ‘I 11 MOSTRA CIENTIFICA

UFPEL

Internalina A (InlA), que é uma proteina de superficie responsavel por intermediar a
ligacdo do patdgeno a célula do hospedeiro (CRUZ, 2008). Uma forma recombinante
da proteina foi produzida por Mendonca et al. (2007) e utilizada como antigeno no
presente trabalho.

O presente estudo objetivou a avaliagdo da influéncia dos probiéticos Bacillus
cereus var. Toyoi e Saccharomyces boulardii sobre a resposta humoral de
camundongos, frente a administracdo da proteina recombinante Internalina A (rinlA)
de L. monocytogenes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos, condicdes de cultivo e preparo das racdes
contendo os probidticos

Os microrganismos utilizados sdo provenientes do Nucleo de Biotecnologia,
CDTec-UFPel. Os probioticos foram cultivados e produzidos segundo as
recomendacdes de Roos (2009), com modificacdes. O preparo das racdes contendo
0s probidticos, também seguiu o protocolo preconizado por Roos (2009), com
adaptacoes.

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

Para esse experimento, foram utilizados camundongos fémeas BALB/c,
provenientes do Biotério Central da UFPel, que foram manipulados de acordo com
as normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Os animais
foram divididos em trés grupos, compostos de 12 animais cada: 0s animais do grupo
1 (G1, grupo controle) ndo receberam os probiéticos na ragcédo; os do grupo 2 (G2)
receberam S. boulardii adicionado a racéo; e os do grupo 3 (G3) receberam esporos
de B. Toyoi. Os camundongos tiveram quinze dias para adaptacédo a racao contendo
0s probidticos e a receberam durante todo o experimento. No 15° dia, os animais
foram imunizados via intramuscular, com aproximadamente 3 pg da proteina
internalina A recombinante (rinlA) de L. monocytogenes (MENDONCA, et al. 2007),
em combinacdo com 0,8% de hidréxido de aluminio. Amostras de soro foram
coletadas dos camundongos nos dias 0 e 29, e posteriormente submetidas a um
ELISA indireto, para a deteccéo e titulagdo de anticorpos anti-InlA.

Para a realizacdo do ELISA indireto, placas de microtitulacdo de 96 cavidades
foram sensibilizadas com 5ug/ml de rInlA diluida em tamp&o carbonato-bicarbonato
(0,05 M, pH 9,6) e incubadas a 4° C overnight. Soros do 29° dia obtido dos animais,
diluidos em base 2 em solugéo 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 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 secundario.
Todas as reacdes ocorreram por 1 h (com excecao da sensibilizagdo). Os reagentes
foram utilizados a um volume de 50 plL/cavidade e apds todas as etapas de
incubacao, as placas foram lavadas 3 vezes com 200 plL/cavidade de PBS-T. Apos a
remocao do excesso de conjugado, através de 5 lavagens com PBS-T, as reacfes
foram reveladas através da adicdo da solucdo cromégena ortofenilenodiamina
(OPD), diluida em tampéo fosfato-citrato pH 4,0 (0,2 M com 0,01% de H;0O;). As
placas foram mantidas no escuro por 15 min a temperatura ambiente e a leitura das
absorbéancias realizada em espectrofotometro para microplacas a 450 nm. Os titulos
foram calculados, a partir dos resultados das absorbancias dos soros do dia zero,
somado 0,05 de desvio padrao.
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2.3 Analise Estatistica
Os titulos dos anticorpos foram comparados utilizando andlise de variancia
(ANOVA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais dos trés grupos apresentaram resposta imunolégica humoral
contra a proteina rinlA. Entretanto, os animais suplementados com probioticos (G2 e
G3) tiveram uma resposta estatisticamente superior a dos animais do grupo controle
(G1). Além disso, os animais do grupo 3, (G3, grupo suplementado com B. Toyoi),
apresentaram titulos superiores aos dos animais do grupo 2 (G2, grupo
suplementado com S. boulardii), mas a diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (Figura 1).
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Figura 1. Titulacdo de anticorpos anti-InlA em soros de camundongos,
suplementados ou ndo com os probioticos 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 virus 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 antigeno vacinal, o grupo
suplementado com B. Toyoi apresentou resposta humoral em média 1,3 vezes
superior (p< 0.05) a do grupo controle. Ja no estudo de Coppola etal (2005),
camundongos suplementados com S.boulardii apresentaram soroconversao trés
vezes superior aos animais suplementados com B.Toyoi, frente a bacterina
tetravalente de E.coli.

4 CONCLUSAO

A partir do estudo realizado, pode-se concluir que a administracdo de ractes
contendo os probidticos S. boulardii e B. Toyoi para camundongos, elevou a
resposta imune humoral frente ao antigeno rinlA, sugerindo que esses probioticos
sao eficazes na modulacéo do sistema imune.
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