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RESUMO

Probiéticos sdo definidos como microrganismos vivos que exibem um efeito benéfico no
hospedeiro quando ingeridos. Eles vém sendo estudados ha varias décadas e, devido a
grande resisténcia aos antimicrobianos, sao propostos como uma alternativa no
tratamento ou prevencdo de desordens gastrointestinais. Atualmente a Unica levedura
utilizada com esta finalidade é a S. boulardii, além de alguns estudos com a S. cerevisiae.
Nesta revisdao, mostramos a utilizacdo de leveduras como probioticos, suas utilizacdes na
medicina humana e veterinaria, além de seus possiveis mecanismos de a¢cao. Mostramos
também resultados de nosso laboratério com as leveduras disponiveis no mercado
nacional e também com leveduras que ainda estdo apenas em fase de estudo.

Palavras-chave: probioticos, leveduras, Saccharomyces boulardii e Saccharomyces
cerevisiae.

ABSTRACT

Probiotics are defined as viable microorganisms that exhibit a beneficial effect on the host
health when ingested. They are being studied at decades and, due to the increase in anti-
microbial resistance, they have being proposed as an alternative for treatment and
prevention of gastrointestinal disorders. Nowadays, the only yeast used as probiotic is
Saccharomyces boulardii, instead of some studies with S. cerevisiae. In this review, the
use of yeast as probiotic in human and veterinary medicine is described as well as their
possible mechanisms of action. Data from our laboratory using commercialized or studied
yeast as probiotic were cited.
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1- INTRODUCAO

O trato gastrointestinal dos mamiferos abriga uma comunidade microbiana que é
extremamente densa e diversa, composta por 10** unidades formadoras de col6nias
(UFCs) de microrganismos, numero dez vezes maior que o de células do hospedeiro
(BERG, 1996; SAVAGE, 1977). Estima-se que o numero de espécies bacterianas do trato
gastrointestinal gire em torno de 400, embora estudos mais modernos indiqguem que
somente 30 a 40 destas espécies chegam a atingir niveis dominantes, onde possam ter
funcdes para o hospedeiro que as aloja (MOORE & HOLDEMAN, 1974; VAUGHAN et al.,
2000). Essa microbiota gastrointestinal varia qualitativamente, quantitativamente e



metabolicamente, dependendo do érgdo colonizado, da espécie e da idade do hospedeiro
além da localizacao longitudinal e transversal do trato gastrointestinal (NICOLI, 1995).

Além de func¢des bioguimicas e digestivas no seu hospedeiro, a microbiota indigena
desempenha varios papéis extremamente importantes. A resisténcia a colonizacdo é a
primeira linha de defesa contra a invasdo por patégenos aléctones e por autdoctones
oportunistas através da producdo de bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, producgéo de
acidos organicos, competicdo por nutrientes e por sitios de adesdo. A presenca da
microbiota também estimula o peristaltismo, o sistema imune e a maturacdo e renovacao
das células epiteliais do colon (MCFARLAND, 2000).

A microbiota normal possui microrganismos com efeitos benéficos (Bifidobacterium,
Eubacterium e Lactobacillus) e microrganismos com efeitos deletérios (Clostridium e
Veillonella) para o hospedeiro (ROBERFROID, 2001). Nos ultimos anos vém aumentando
0 interesse no uso de microrganismos que possuem os efeitos benéficos com o propdsito
de beneficiar a saude do hospedeiro e de prevenir ou tratar doencas. Esses organismos
recebem o nome genérico de probibticos e, vém sendo propostos como alternativa para
prevencao ou tratamento de um grande numero de desordens gastrointestinais. FULLER
(1989) definiu probiéticos como “um suplemento microbiano vivo, que afeta
beneficamente o animal hospedeiro gracas a melhoria no balangco microbiano intestinal”,
embora, hoje, os probidticos j4 tenham também aplicacbes em outros ecossistemas
(BENGMARK, 1998; REID, 2000).

Atualmente diversos microrganismos vém sendo usados com esta finalidade, como € o
caso dos lactobacilos e das bifidobactérias. A grande maioria dos probioticos disponiveis
no mercado hoje em dia foi isolada de humanos sadios e alguns deles ja possuem
diversos de seus mecanismos de acédo desvendados, tendo sido testados tanto em
ensaios experimentais quanto em ensaios clinicos.

1.1- Alevedura Saccharomyces boulardii

A levedura Saccharomyces boulardii faz parte de um dos poucos microrganismos
utilizados como probidticos que ndo sdo de origem humana e possui a seu favor o maior
namero de ensaios laboratoriais e clinicos. Em meados de 1920, na Indochina, um
microbiologista francés, Henri Boulard, estava a procura de uma linhagem de levedura
gque fosse capaz de suportar altas temperaturas a fim de produzir um bom vinho. Durante
esta época houve uma epidemia de colera em uma das vilas que ele visitava e ele foi
informado que a populacéo local preparava um cha da casca de uma fruta local (lechia)
para aliviar e até mesmo parar a diarréia. Posteriormente, verificou-se que a fruta, na
verdade, estava recoberta por uma levedura, e a eficacia contra a diarréia se devia a esta
levedura, que foi chamada de S. boulardii (Florastor, 2003). A S. boulardii € uma levedura
nao patogénica, termotolerante (cresce na temperatura de 37°C) e, atualmente, de uso
muito difundido na medicina humana (MCFARLAND & BERNASCONI, 1993).

A partir de 1960 iniciou-se a comercializacdo da levedura liofilizada, pelo “Laboratoires
Biocodex” (Montrouge, Franca). Assim, seu uso como medicacdo para combate as
diarréias foi difundido em toda Europa. Atualmente, a levedura é amplamente
comercializada na Europa, América do Sul e do Norte, Asia e Africa (MCFARLAND &
BERNASCONI, 1993). Os direitos de comercializacdo para a América do Sul foram
adquiridos pelas Industrias Quimicas da MERCK S.A. Além disso, cinco outras
preparacdes da S. boulardii estdo disponiveis no Brasil (MARTINS et al., 2005a).



Este probidtico € usado no combate a varios tipos de distarbios gastrointestinais, como
diarréia associada ao uso de antibidticos (BARTLETT, 1992; MCFARLAND et al., 1995;
SURAWICZ et al., 1989a; SURAWICZ, 2003), tratamento da diarréia causada pelo
Clostridium difficile (ELMER & MCFARLAND, 2001; SURAWICZ, 2003) tanto nos casos
de prevencédo (CASTAGLIUOLO et al., 1999; MCFARLAND et al., 1994; SURAWICZ et
al., 1989a) quanto nos casos de recorréncia da doenca (ELMER et al., 1999; KIMMEY et
al., 1990; SURAWICZ et al., 1989b; SURAWICZ et al., 2000), prevencgao e tratamento da
diarréia do viajante (SCARPIGNATO & RAMPAL, 1995) e da diarréia em pacientes
infectados pelo HIV (BORN et al., 1993; SAINT-MARC et al., 1991). S. boulardii tem sido
sugerida na manutencdo do tratamento da doenca de Crohn (GUSLANDI et al., 2000) e
na prevencao de diarréia em pacientes recebendo alimentac¢éo por sonda (BLEICHNER et
al.,, 1997). Além destes, existem ensaios clinicos mostrando o seu efeito sobre a
microbiota de prematuros (COSTALOS et al., 2003) e na diminuicdo da diarréia em
pacientes com amebiase aguda (MANSOUR-GHANAEI et al., 2003). Apesar de todos
estes trabalhos mostrando os efeitos benéficos da S. boulardii, poucos trabalhos tém feito
uma relacao entre a dose e o efeito de sua ingestdo (GIRARD et al., 2003; PERET FILHO
et al., 1998).

Existem relatos clinicos claros demonstrando que a levedura apresenta eficacia sob
varios parametros clinicos analisados, tais como: incidéncia, tempo de duracdo,
freqiéncia, consisténcia e quantidade dos episédios diarréicos. A possibilidade de
translocacdo do S. boulardii no interior do intestino é praticamente inexistente, uma vez
gue a levedura somente sobreviva mas ndo coloniza o c6lon (MCFARLAND &
BERNASCONI, 1993).

A ingestdo ocorre por via oral e, nestas condi¢gfes, a levedura € insensivel a acao dos
sucos digestivos e de antibacterianos (BLEHAUT et al., 1989; BODDY et al., 1991). A
administracdo da levedura deve ser realizada de maneira repetida e regular, pois, a
levedura ndo se implanta no tubo digestivo, embora seja capaz de atingir rapidamente
altas concentracdes artificiais no colon (FULLER, 1992). Dois a cinco dias apés a
descontinuac&o do seu uso, ela ndo é mais encontrada nas fezes (BLEHAUT et al., 1989).
Em estudo realizado com voluntarios humanos, apés o tratamento com a levedura nao foi
observado alteracdes nos niveis populacionais de anaerdbios estritos e facultativos da
microbiota normal (KLEIN et al., 1993).

Varios mecanismos de acdo da levedura, em infec¢cdes experimentais, foram
extensivamente estudados. Ensaios em animais e seres humanos, assim como estudos in
vitro, mostraram que a S. boulardii pode ter um papel protetor e atividades especificas
contra varios patdgenos entéricos, conforme revisado por CZERUCKA & RAMPAL, 2002.

Um primeiro mecanismo de a¢édo da levedura seria a inibicdo total ou parcial de varios
microrganismos patogénicos (BRUGIER & PATTE, 1975). Este efeito de inibic&do total
observado apenas in vitro, pois existem trabalhos mostrando que esta inibicdo ndao ocorre
in vivo, onde apenas uma protecdo é observada (RODRIGUES et al., 1996) e uma
diminuicdo nos niveis populacionais de algumas espécies de Candida (DUCLUZEAU &
BENSAADA, 1982). Outros mecanismos levantados foram:
- aimunomodulacao (BUTS et al., 1990; CAETANO et al., 1986; RODRIGUES et al.,
2000);
- a inibicdo da acdo das toxinas do C. difficile devido a producdo de uma serino-
protease de 54kDa que cliva as toxinas A e B e seus respectivos receptores na
mucosa intestinal (CASTAGLIUOLO et al.,, 1996; CASTAGLIUOLO et al., 1999;



MCFARLAND et al., 1994; POTHOULAKIS et al., 1993) e um aumento na resposta
imune contra a toxina A (QAMAR et al., 2001);

- a inibicdo da agdo da toxina da colera devido a ligagdo da toxina em sitios
especificos da levedura diminuindo a quantidade de toxina livre capaz de se ligar
aos receptores intestinais (BRANDAO et al., 1998; DIAS et al., 1995; NEVES et al.,
2002);

- adiminuicdo dos niveis de cAMP induzidos pela toxina da cOlera devido a acao de
uma proteina de 120 kDa (CZERUCKA et al., 1989a; CZERUCKA et al., 1994;
CZERUCKA & RAMPAL, 1999);

- a inibicdo de perdas de agua, sédio e potassio induzidas pelas toxinas de Vibrio
cholerae (CZERUCKA et al., 1994) e de Escherichia coli em células epiteliais
intestinais (MASSOT et al., 1983);

- a preservacdo da funcdo de barreira de células infectadas com E. coli
enteropatogénica e modulacéo da sinalizacdo induzida durante a infeccéo por esta
mesma bactéria (CZERUCKA et al., 2000);

- 0 aumento da atividade de diversas dissacaridases na mucosa intestinal, tais como
lactase, sacarase e maltase (BUTS et al., 1986; JAHN et al., 1996);

- aligacao de alguns microrganismos na superficie da levedura (GEDEK, 1999);

- e em trabalhos recentes um novo mecanismo de acdo da levedura envolvendo
uma possivel inibicdo da producdo de oxido nitrico pela levedura (GIRARD et al.,
2003).

A maior parte dos probidticos comercializados sédo bactérias. Apenas duas leveduras sao
usadas, a S. boulardii na medicina humana e a S. cerevisiae na medicina veterinaria. A
vantagem de se trabalhar com levedura é que ela pode ser liofilizada, é rapidamente
eliminada apo6s interrupcdo da terapia e ndo é afetada pelo uso de antibacterianos
(BLEHAUT et al., 1989; BODDY et al., 1991). Esta ultima propriedade é importante, pois
algumas terapias associam a administracdo de probioticos com o uso de antibacterianos
durante infec¢des gastrointestinais como, por exemplo, no caso de pacientes infectados
por Helicobacter pylori, cuja terapia € uma combinacéo de drogas (ARMUZZI et al., 2001).

O uso da levedura ndo acarreta mudancas nas populacbes normais da microbiota do
cblon apods ingestdo de 4-5 dias. Porém, ap0s este tempo, nota-se um aumento nas
populacdes de aerébios (1,4 x 10°%g para 2,1 x 10%/g de contelGdo intestinal) e de
coliformes totais (1,8 x 10%g para 1,9 x 10’/g de contetdo intestinal) (MCFARLAND &
BERNASCONI, 1993).

Em todo o mundo ja foram descritos 27 casos de fungemia devido ao uso da S. boulardii
(BASSETTI et al., 1998; CASSONE et al., 2003; CESARO et al., 2000; FREDENUCCI et
al., 1998; HENNEQUIN et al., 2000; LESTIN et al., 2003; LHERM et al., 2002; NIAULT et
al., 1999; PERAPOCH et al.,, 2000; PLETINCX et al., 1995; RIJINDERS et al., 2000;
RIQUELME et al.,, 2003; VIGGIANO et al.,, 1995; ZUNIC et al., 1991). Ultimamente,
infec¢des fungicas invasivas devido a agentes novos ou raros tém sido freqientemente
descritos em todo o mundo. Esses casos sao considerados como uma consequéncia do
aumento da populacao de risco para doencgas cronicas ou debilitantes, aumento no uso de
drogas imunossupressivas e de antibiéticos de amplo espectro, nutricdo parental e uso de
cateter venoso central. Devido a tudo isso, o uso da levedura ndo é recomendado em
pacientes imunossuprimidos ou muito debilitados como no caso de tratamentos
radioterapicos ou quimioterapicos (CESARO et al., 2000), jA que alguns casos de
fungemia tém sido descritos na literatura nesses pacientes apos tratamento enteral com
S. boulardii, embora nenhum deles tenha levado o paciente a 6bito e, foram, na maioria



dos casos, resolvidos ap0Os interrupcdo do probiético e utilizagdo de fluconazol ou
anfotericina B (CASSONE et al., 2003).

Assim como ocorre com a levedura, existem casos descritos de bacteremia devido a
utilizacdo de bactérias usadas como probidticos (MACKAY et al., 1999; OGGIONI et al.,
1998; RAUTIO et al., 1999; RICHARD et al., 1988). Entretanto, essas correlacdes entre
infeccdes sistémicas e consumo de probidticos sdo raras e sempre ocorrem em pacientes
sob condic¢des clinicas extremamente debilitantes.

1.2- Utilizag&o de outras leveduras como probiético

Existem atualmente disponiveis no mercado brasileiro sete prepara¢fes farmacéuticas
contendo leveduras como probidtico. Deste total seis possuem a levedura S. boulardii e
uma contem a levedura S. cerevisiae. Resultados encontrados em nosso laboratorio
mostraram que nao todos os produtos comercializados possuem todas as caracteristicas
necessarias para uma finalidade bioterapéutica, como numero de células viaveis e
capacidades de conservacao e reativacao da levedura, caracteristicas fundamentais para
a atuacdo de um probidtico no trato gastrointestinal (MARTINS et al., 2005a; MARTINS et
al., 2005b).

Devido ao grande interesse na utilizacdo de probidticos hoje em dia e, também, pelo
estimulo da Organizagdo Mundial da Saude na utilizagdo dessa alternativa ao uso dos
antibidticos, grandes laboratérios e centros de pesquisas vem investindo nesta linha de
pesquisa. Recentemente, um trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa demonstrou
gue uma linhagem de S. cerevisiae, isolada da produgcéo de aguardente, foi eficaz na
protecdo de camundongos contra desafios com patégenos intestinais (MARTINS et al.,
2005c). Dados ainda nao publicados mostraram que possiveis mecanismos de acao
presentes nesta protecdo seriam uma imunomodulacao pela levedura e uma diminuicao
da capacidade de translocacdo de um destes patdgenos, a salmonela.

Ainda na mesma linha de pesquisa, dados bem preliminares e ainda ndo publicados vem
demonstrando que outras leveduras ndo pertencentes ao género Saccharomyces,
isoladas de diversos ambientes e também da industria agro-alimentar, sdo capazes de
colonizar o trato digestivo de animais experimentais e também de produzirem substancias
in vitro responséveis pela inibicdo de enteropatdgenos.

Existem, também, alguns trabalhos (CHIA et al., 1995; IZADNIA et al., 1998; KOVACS &
BERK, 2000; SCHELLENBERG et al., 1994) mostrando a eficacia de leveduras de
cervejaria e panificacdo tanto em ensaios laboratoriais como em pacientes humanos, no
combate as diarréias.

Na dieta de ruminantes é muito usada a levedura S. cerevisiae. Ela estimularia a atividade
dos microrganismos benéficos do trato gastrointestinal aumentando, desde modo, a
digestibilidade de nutrientes e o potencial de producédo dos animais (NEWBOLD et al.,
1995; SINGH et al., 1995; WOHLT et al., 1998).

2- CONCLUSAO

Um dos grandes problemas atuais da medicina é a alta resisténcia bacteriana aos
antibidticos disponiveis no mercado. Nas ultimas décadas, muita atencéo tem sido dada a



modulacdo da microbiota intestinal normal por adjuvantes microbianos vivos chamados de
probidticos. A grande vantagem da terapia com o0s probidticos é a auséncia de efeitos
secundérios, como a selecdo de bactérias resistentes. Os efeitos benéficos destes
microrganismos sao basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo humano. O
gue se faz neste caso € a utilizacdo, em grande quantidade, daqueles que possuem
eficacia comprovada, podendo ser constituintes normais da microbiota, como é o caso
das bifidobactérias e dos lactobacilos, ou ndo, como a levedura S. boulardii.

O interesse no uso destes agentes microbianos vivos com o proposito de beneficiar a
saude do hospedeiro e prevencédo ou tratamento de doencas tem sido explorado nesses
altimos anos. Esses organismos vém sendo propostos como complementos ou
alternativas no tratamento de um grande namero de desordens gastrointestinais.

Devido a escassez de trabalhos nacionais mostrando a utilizacdo e a eficacia de
probidticos, nosso grupo de pesquisa vem investindo h4 varios anos nesta linha de
estudo, procurando estudar os componentes da microbiota com potencial probidtico e a
utilizagdo de microrganismos ambientais para a mesma finalidade. Grandes paises
europeus, além de outros, vem investindo grandes somas de dinheiro na busca de novos
probidticos e no estudo dos mecanismos de agdo daqueles ja disponiveis. Estes estudos
se mostram bastante proeminentes. E de grande interesse para o Brasil a busca de novos
tratamentos (e um destes seria 0 uso de antibidticos) no combate as diarréias, em
especial de novas leveduras uma vez que, atualmente, a Unica levedura disponivel no
mercado para uso como probidtico em seres humanos é a S. boulardii. Como € um
medicamento patenteado e de valor elevado e, levando-se em consideracdo que 0s
principais casos de diarréia ocorrem em pessoas de baixa renda, seria de grande
interesse a selecdo de uma nova levedura de origem nacional, a custos mais acessiveis.
Além do mais, uma das principais preocupacdes da Organizacdo Mundial da Saude é a
implementacdo de novas terapias que ndo atuem como uma forte pressédo seletiva,
propiciando a geracao de patégenos cada vez mais agressivos e resistentes.
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