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SCV = vacuolo contendo%lmonella

SDS-PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamid@decil sulfato de sédio
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Sifs = filamentos induzidos petalmonella

sIgA = imunoglobulina do tipo A secretada

SPI = ilha de patogenicidade 8amonella

ST =Salmonella enterica subspenterica sorovar. Typhimurium

TAB1 = proteina ligadora a proteina quinase ativpda fator de crescimento e
diferenciacag

TAK1 = quinase associada a fator de crescimentteeedciaca

TGF{3 = fator de crescimento e diferenciaggo

TIRAP = proteina adaptadora contendo o dominicedeptor toll para interleucina 1
TLR = receptores semelhantes ao toll

TNF-a = fator de necrose tumoral-

TRAF6 = fator associado ao receptor de fator deasectumoral

TRAM = molécula adaptadora relacionada a TRIF

TRIF = proteina adaptadora indutora de interfgsocontendo o dominio do receptor
toll para interleucina 1

TTSS = sistema de secrecédo do tipo trés

UFC = unidade formadora de colbnia

YPG = extrato de levedura, peptona e glicose

Z0 = “zonula occludens”
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Probidticos sédo definidos como microrganismos eigvue exibem um efeito
benéfico na saude do hospedeiro, quando ingeritoguantidades suficientes. Muitas
espécies de bactérias sdo usadas para esse fimineaalevedura utilizada como
probioticos em seres humanos Saccharomyces boulardii. Resultados anteriores
obtidos em nosso laboratério mostraram que a leaefaccharomyces cerevisiae
linhagem UFMG 905, isolada da producéo de cachBgacapaz de colonizar e
sobreviver no trato gastrintestinal de camundongestos de germes e convencionais,
respectivamente, além de proteger esses animarsaon desafio oral coialmonella
enterica subspenterica sorovar Typhimurium €lostridium difficile. Na primeira parte
desse trabalho, os efeitos & cerevisae UFMG 905 na translocagéo d&alm.
Typhimurium para os linfonodos mesentéricos, plat@a$eyer, baco e figado, assim
como o efeito no sistema imune, pela contagem tidaséde Kipffer, producdo de
imunoglobulinas e clareamento #scherichia coli B4; da corrente sanguinea, foram
avaliados em camundongos gnotobidticos e/ou coiwesis. O tratamento com a
levedura reduziu significantemente a translocagigain. Typhimurium para o figado
de animais gnotobioticos e, para todos os érg@bades, em animais convencionais. O
namero de células de Kipffer (por 100 hepatdcitoskignificantemente maioP(<
0,05) em camundongos monoassociados com a levgd@ + 15,7) que em
camundongos isentos de germes (389,0). Provavelmente, como uma consequéncia
do aumento do namero de células de Kipffer, o amemto deE. coli B4y da corrente
sanguinea foi mais eficiente nos animais monoasdosi com a levedura, quando
comparado com 0s animais controle isentos de gerFmam observados maiores
niveis de sIgA no conteudo intestinal e de IgA & Igo soro P < 0,05) nos
camundongos monoassociados com a levedura que upb dgsento de germes.
Concluindo, a protecdo observada contra a baatéteropatogénica em nosso estudo
anterior foi, provavelmente, devida & modulaca@ll@csistémica do sistema imune de
camundongos tratados cdincerevisiae UFMG 905.

Na segunda parte desse trabalho, estudou-se ibgsefie S. boulardii e S.
cerevisae UFMG 905 na inflamacdo e na sinalizacdo celulauzndos pelaSalm.
Typhimurium 14028, em células T84. Observou-seapidois probidticos mantiveram
a resisténcia elétrica transepitelial e diminuiraignificativamente, a secrecdo de IL-8
em células T84 infectadas pSalm. Typhimurium 14028F < 0,05).Saccharomyces
cerevisae UFMG 905 eS boulardii diminuiram, significativamente, os niveis de
invasao pel&alm. Typhimurium 14028F < 0,05), mas nenhum efeito das leveduras no
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crescimento ou adeséo bacteriana em células T8sb&srvado. Diferentemente 8e
boulardii, S cerevisae UFMG 905 néo foi capaz de diminuir a ativacdo delRa
Cdc42 em células infectadas @am. Typhimurium 14028. Essas duas proteinas sao
Rho-GTPases ativadas pela bactéria e estdo enasivia internalizacdo de bactérias
invasivas. A ligacdo d&alm. Typhimurium 14028 a superficie &ecerevisae UFMG
905 eS boulardii, e ndo as células epiteliais do intestino, poderesponsavel pela
diminuicdo da invasdo e ativacdo de MAPKs (mitogetivated protein kinases) e,
consequentemente, pela diminuicdo dos niveis d&, llima vez que esse processo
diminui o niumero de bactérias ligadas as célulaé. Bhtretanto, a diminuicdo dos
niveis de IL-8 também pode ser explicada por umanomodulagéo, via secrecdo de
citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10, masaeb#potese ndo foi testada nesse
trabalho. A presenca das leveduras em célulastaafas comSalm. Typhimurium
14028 também reduziu e/ou inibiu a fosforilacdo Ma$*Ks ERK1/2, p38 e JNK, mas
nao diminuiu a ligacdo do fator de transcricdo phr@ (NF-kB) ao DNA, sugerindo
para IL-8, mas, provavelmente, ao efeito das lersedoa inibicdo da MAPK p38, que é
a proteina responsavel pela estabilizacdo do mRMNA Ib-8. Uma outra explicacdo € o
fato de as duas leveduras inibirem a MAPK JNK, wea que AP-1 (outro fator de
transcricdo para IL-8) € dependente da fosforilagéssa proteina. Finalment8,
cerevisiae UFMG 905 eS. boulardii inibem, também, a ativacdo de mecanismos anti-
inflamatorios (a via PI3K/Akt) induzidos p&am. Typhimurium 14028 em células
T84. Concluindo,S. cerevisae UFMG 905 eS. boulardii apresentaram um efeito
protetor e modulador na funcéo de barreira e reisatdo celular induzida em células
T84 pelaSalm. Typhimurium 14028.
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Probiotics are defined as viable microorganisnad #xhibit a beneficial effect
on the host health when ingested in adequate aoM#ny species of bacteria are
used for this purpose and the only one yeast usedorabiotic in humans is
Saccharomyces boulardii. Previous results in our laboratory showed that
Saccharomyces cerevisiae strain UFMG 905, isolated from “cachaca” productiavas
able to colonize and survive in the gastrointestireect of germ-free and conventional
mice, respectively, and to protect these animadsnag oral challenge witBalmonella
enterica subspenterica serovar Typhimurium an@lostridium difficile. In the first part
of this work, the effects o cerevisae UFMG 905 on the translocation &lm.
Typhimurium to mesenteric lymph nodes, Peyer’s lggge spleen and liver, as well as
on the immune system by number of Kupffer cellsipnumoglobulin production and
clearance ofescherichia coli B4, were evaluated in gnotobiotic and/or conventional
mice. The treatment with the yeast reduced sigmitly the translocation oalm.
Typhimurium to liver in gnotobiotic animals anddt the organs tested in conventional
mice. The number of Kupffer cells per 100 hepatesyh liver was significantly higher
(P < 0.05) in yeast mono-associated mice (521%.7) than in germ-free controls (38.1
+ 9.0). Probably, as a consequence, clearan&e adli B4; from the bloodstream was
more efficient in yeast mono-associated animalsnmb@mpared to germ-free mice.
Higher levels P < 0.05) of sIgA in intestinal content and of IgAdalgM in serum were
observed in yeast mono-associated mice when cochpswe germ-free group.
Concluding, the protection against pathogenic bectdbserved in a previous study was
probably due to a modulation of both local andesyst immunity of mice treated with
S cerevisiae UFMG 905.

In a second part of this work, we have studiedetfiects ofS. boulardii andS.
cerevisae UFMG 905 on the inflammation and signal transductinduced bySalm.
Typhimurium ATCC 14028 in T84 cells. We have observthat both probiotics
maintained the transmonolayer electrical resistaru significantly diminished IL-8
secretion inSalm. Typhimurium 14028-infected T84 cell® & 0.05).Saccharomyces
cerevisiae UFMG 905 andS boulardii also decreased significantly the levelsSafm.
Typhimurium 14028 invasionP(< 0.05), but had no effect oBalm. Typhimurium
14028 growth or adhesion to T84 cells. Differerflgm S. boulardii, S. cerevisiae
UFMG 905 was not implicated in the diminution oéthctivation of Racl and Cdc42 in
Salm. Typhimurium 14028-infected cells, which are RhoFases activated by the
bacteria involved in the internalization of invasibacteria. The binding dfalm.
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Typhimurium 14028 t& cerevisiae UFMG 905 ands boulardii surface instead of T84
cells may be responsible for the diminution of iea and activation of MAPKs
(mitogen-activated protein kinases) and consequdtithe diminution of IL-8 levels,
since this process diminishes the number of bacteund to T84 cells. However, the
diminution of IL-8 may also be explained by an immomodulation through secretion
of anti-inflammatory cytokines, such as IL-10, it hypothesis was not tested in this
work. The presence of the yeasts SAim. Typhimurium 14028-infected cells also
reduced and/or inhibited the phosphorylation of ERK p38 and JNK MAPKSs, but did
not inhibit NFKB DNA binding activity, suggesting that the dimimurt of IL-8 levels
was not due to inhibition of the IL-8 transcriptidactor but more probably to the
effects of the yeasts on the p38 MAPK inhibitionhieh is responsible for the
stabilization of IL-8 mMRNA. The inhibition of JNKybthe yeasts may be another
explanation, once AP-1, another IL-8 transcriptitactor, is dependent on the
phosphorylation of this protein. Finall\g cerevisae UFMG 905 andS. boulardii
inhibited the activation of anti-inflammatory medm (PI3K/Akt pathway) induced
by Salm. Typhimurium 14028 in T84 cells. Concludirf§,cerevisiae UFMG 905 ands.
boulardii showed a protective and modulating effect on barfunction and signal

transduction pathway in T84 cells when infectedsllyn. Typhimurium 14028.
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1.1 Epitélio intestinal

A superficie mucosa do trato gastrintestinal é aomsuperficie corporal em
contato com o meio externo (200 a 30f).nEla representa um ecossitema complexo
que combina epitélio gastrintestinal, células insune microbiota residente
(MCCRACKEN & LORENZ, 2001). A mucosa do trato inieal esta constantemente
exposta a varios microrganismos patogénicos, e han@ira fisica e quimica contra
esses patdégenos € criada pelo epitélio intestin@\V(N-LE MOAL & SERVIN,
2006). A superficie do intestino é delineada porepitélio simples colunar que forma
diversas invaginacgdes, ou criptas, que sdo emlelidaecido conectivo. As células
epiteliais intestinais formam uma barreira fisieee gprotege o hospedeiro contra uma
infeccdo patogénica (LOUVARDet al., 1992; KEDINGER et al., 1998;
MONTGOMERY et al., 1999). O epitélio intestinal representa um modde
renovacgao tissular, uma vez que as células ingstsfo constantemente geradas de
células tronco multipotentes localizadas nas aigta Lieberkiihn, o que gera novas
células precursoras permitindo uma alta taxa deveg@o (“turnover”) celular. Nas
vilosidades intestinais, as células epiteliais podalas que formam o epitélio separam
dois diferentes compartimentos. Essa barreiralgite formada por quatro linhagens
de células epiteliais diferentes, incluindo (i) @sterdcitos, que expressam na parte
apical uma densa e ordenada borda em escova, oqeisteode microvilosidades
organizadas na membrana; (ii) as células entereeind§, contendo pequenos granulos
com diversos peptideos hormonais; (iii) as céludakciformes, responsaveis pela
producdo de muco; e (iv) as células de Paneth,grémulos apicais contendo peptideos
e proteinas antimicrobianos. Somado a isso, aixidéean as células M (“microfold”) -
que sao células epiteliais especializadas, loddzao epitélio folicular associado, que
estdo sobre o tecido linféide - presentes no épig&sociado ao foliculo (LIEVIN-LE
MOAL & SERVIN, 2006).

Em camundongos, o desenvolvimento do epitéliorigésstinal comeca a partir
da primeira semana de gestacédo e se estende iat@b pbs-natal. Entretanto, em seres
humanos, o desenvolvimento ocorre, principalmethteante o primeiro trimestre de
gestacdo, mas segue um programa de desenvolvimignilar aquele observado em
roedores (MONTGOMERMt al., 1999). A morfogénese e a diferenciacao do imtest
requerem um “cross-talk” entre o epitélio e asleglmesenquimais. Inicialmente, uma

onda de diferenciacdo proximal-distal muda o epitpseudoestratificado para uma



camada colunar simples de células epiteliais ingliigiadas. Logo apoés, a diferenciacéo
celular ocorre como células epiteliais originada<éulas tronco multipotentes na base
das criptas de Lieberkihn, que séo os locais déegpagdo de células epiteliais. Apos
essa etapa, as células primas comecam a se difgream quatro tipos celulares
(CHENG & LEBLOND, 1974; FALKet al., 1998). As células de Paneth migram para a
base da cripta do intestino delgado, enquanto tvetipos celulares migram da cripta
para as vilosidades do intestino delgado. As celglaslunares, também conhecidas
como enterdcitos, no intestino delgado, ou coldpéci no intestino grosso,
compreendem mais de 80% de todos os tipos celulasesélulas caliciformes estao
presentes em todo o intestino, mas aumentam endddasda porcdo proximal para a
distal. As células enteroenddcrinas, com o sistear@oso sistémico, estao dispersas
em todo o intestino (FURNESS al., 1999). As células epiteliais intestinais possuem
um ciclo de vida de, aproximadamente, 2-5 diasigrde a morte, sdo exfoliadas, junto
com as bactérias aderentes, o que auxilia na elgéode patdgenos. As células de
Paneth possuem uma vida maior, sobrevivendo pa deR0 dias, ao final dos quais
sao fagocitadas.

A integridade da camada de células epiteliais 8tide por complexas juncdes
intercelulares compostas por juncdes serreadaghgsnaderentes e desmossomas. As
juncdes serreadas, componentes mais apicais doleamnjuncional, criam uma
barreira semipermeavel entre células individuaise godem ser reguladas e servem
como barreira de permeabilidade (ANDERS@Nal., 1993; SCHNEEBERGER &
LYNCH, 2004). Quarenta diferentes proteinas estdmlgidas nas juncdes serreadas,
tais como: ZO (zonula occludens)-1, ZO-2, ZO-3, s da familia de proteinas
guanilato quinases associadas a membrana, oclud@inas, cingulina, 7H6 e varias
fosfoproteinas ainda néo identificadas (CITI & CCGRNIDNSI, 1998; MITIC &
ANDERSON 1998). Varios patdgenos exploram as jung@readas para modular a
permeabilidade intestinal e facilitar a propriarada no tecido (HOFMAN, 2003;
FASANO & NATARO, 2004). Outros patogenos utilizasi@lulas M, que circulam o
sistema linféide associado a mucosa (KRAEHENBUHNEUTRA, 2000; NEUTRA
et al., 2001), como rota de entrada e, apds atravessas eélulas, encontram as células
fagociticas, em especial os macrofagos, que estsemes no foliculo (JEPSON &
CLARK, 1998; SANSONETTI & PHALIPON, 1999; CLARK &EPSON, 2003).

As células epiteliais do intestino protegem o ledgro fornecendo uma forte

barreira fisica e, também, pela producdo de umadedade de substancias



antimicrobianas. Essa barreira fisica é, inicialimgerstabelecida, em seres humanos,
dentro de 48 horas apds o nascimento, pelo fechandenmembranas, o que limita a
exposicdo sistémica a antigenos (BINES & WALKER9M9 As células epiteliais
secretam diversas substancias como muco, defensisadstancias antimicrobianas,
que inibem o crescimento bacteriano e protegem itliep prevenindo a adesao
microbiana e mantendo as substancias antimicrabianas anticorpos secretados na
superficie epitelial (MAGNUSSON & STJERNSTROM, 1982UELLETTE, 1999).
Somado a isso, as células epiteliais secretamsdiganitocinas e quimiocinas, incluindo
IL (interleucina)-1r, IL-1(3, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 (“nonocyte bemoattractant
protein I'), GM-CSF (“granulocyte-macrophage aony-dimulating factor”), TNF«
(“tumor recrosis ctora”) e TGF{ (“transforming gowth factorp”) (MCCRACKEN

& GASKINS, 1999).

O sistema de defesa do hospedeiro contra patogeméscos inclui imunidade
adaptativa e imunidade inata. A resposta imunetatiap é observada 4 a 7 dias apés a
infec¢cdo, e esse mecanismo envolve a geracao dénmemunoldgica e a expansao de
receptores com especificidade relevante. Em cdafras sistema imune inato €
mobilizado nos primeiros dias para controlar adgé® (MEDZHITOV, 2001). O
epitélio intestinal fornece uma superficie ondeogpedeiro pode “sentir” 0 ambiente
microbiano e ativar uma resposta potente pelad@@r de moléculas sinalizadoras,
como as citocinas e as quimiocinas, e essas ratietacicitos e iniciam a atragdo de
células imunes. Entretanto, o epitélio intestinalcontrario do epitélio pulmonar, tolera
a colonizacéo bacteriana e, embora exposto a EEctgymensais, a mucosa intestinal
exibe apenas uma inflamacdo minima em respostac@oponentes da microbiota
normal, incluindo bactérias Gram-positivo e Gramgaio. Esses produtos incluem
componentes celulares, como o lipopolissacarideS Ld® bactérias Gram-negativo e
lipoproteinas e peptideoglicanos de bactérias Grasitivo. O intestino do hospedeiro
distingue a microbiota normal dos microrganismdsrewirulentos, utilizando sistemas
altamente sofisticados de deteccdo de antigendSBIEBLAURENT et al., 2002;
ATHMAN & PHILPOTT, 2004; ALDRIDGE €t al., 2005). As bactérias indigenas da
microbiota compartilham moléculas “self” (ou pr@w), conhecidas como motivos
moleculares associados a microbios. Em contrgsés, ama infecgdo, a resposta imune
inata da mucosa do hospedeiro é ativada como unitags do reconhecimento

especifico por receptores de reconhecimento padkdestruturas moleculares “non-



self” encontradas em varios grupos de patdégenosheoidas como motivos
moleculares associados a patégenos, PAMRBtigmen-asociated mlecular_@ttern”)
(JANEWAY & MEDZHITOV, 2002). Por exemplo, as célglapiteliais “sentem” o
ambiente dentro do intestino, via receptores denfeecimento, que incluem os
receptores Toll-like (TLRs) e as proteinas NODugieotide-binding ligomerization
domain”) (JANSSENS & BEYAERT, 2003; NETEAt al., 2004; PHILPOTT &
GIRARDIN, 2004; ECKMANN, 2005; KAWAI & AKIRA, 2005)

Em sintese, o epitélio intestinal ndo € apenashan@ira fisica que previne os
patogenos de ganharem acesso aos 6rgéaos, ele tdonpéce uma superficie coberta
de células especializadas na producdo de muco, egéidpos antimicrobianos e
moléculas, como a lisozima que, juntos com a miotakresidente e o sistema imune,
fornecem uma linha de defesa contra microrganigmatzgénicos (LIEVIN-LE MOAL
& SERVIN, 2006).

1.2 Microbiota gastrintestinal

O termo microbiota tem sido usado para descreveolecdo de bactérias
abrigadas nas mucosas de um individuo (SAVAGE, 199 arato gastrintestinal dos
mamiferos abriga uma comunidade microbiana quet@meamente densa e diversa,
composta por T0 unidades formadoras de coldnias (UFCs), niimeroveeas maior
que o de células do hospedeiro (SAVAGE, 1977, BERED6). Estima-se que o
namero de espécies bacterianas do trato gastiraegire em torno de 400, embora
estudos mais recentes indiguem que esse numere eatre 500-1000 espécies
(SONNENBURGet al., 2004; SUZUKIet al., 2007). Entretanto, estudos sugerem que
somente 30 a 40 destas espécies chegam a atingis dbminantes, necessarios para
exercer funcbes no ecossistema do hospedeiro quealgam (MOORE &
HOLDEMAN, 1974; VAUGHAN et al., 2000). Toda esta comunidade microbiana pode
se localizar no lmen, nas criptas de Lieberkulansuperficie do epitélio intestinal e
em qualquer parte do trato digestivo (SAVAGE, 1980) estabelecimento e a
manutencdo dessa microbiota constituem um processaplexo, que pode ser
influenciado por varios fatores, como dieta, idad#izacdo de antibioticos, utilizacéo
de probidticos e prebioticos, ambiente, microbimtaterna, via do parto, interacdes

microbianas, interacdes microrganismo-hospedeiresgm¢ca de certos genes (ou



produtos génicos ou expressdo de certos geneseptoees (MACKIEet al., 1999;
SAVAGE, 1999; BOURLIOUXet al., 2003), além de sua sucesséao ecoldgica, demanda
nutricional e tolerancia oral (VAN DER WAAIJ, 1989)

A maioria dos microrganismos do trato digestivané@erobia, como € o caso das
bifidobactérias, ou microaerotfila, e estes poderneragir antagonisticamente ou
sinergisticamente (MOORE & HOLDEMAN, 1974; FULLER1992). Como
consequéncia, os géneros envolvidos na sucessdggieaodardo origem a uma
comunidade climax, que pode ser observada em adultws quais as condi¢cdes
ambientais e nutricionais nao influenciam, de mansignificativa, a populacdo dos
microrganismos dominantes. S&o encontradas dif@senta composicdo dessa
comunidade microbiana entre as diferentes espdei@samiferos - por exemplo, entre
ruminantes e ndo ruminantes e entre carnivorosverms (SMITH & CRABB, 1961).
Essa microbiota gastrintestinal varia qualitativateg quantitativamente e
metabolicamente, dependendo do local colonizadespécie e da idade do hospedeiro,
além da localizacao longitudinal e transversalrdtmtgastrintestinal (NICOLI, 1995).

Os mamiferos nascem completamente estéreis. Alizaliio das superficies
corporais expostas, incluindo a pele, o trato ragmio, 0 sistema genito-urinario e o
tubo digestivo, comeca logo apds o nascimentoialmente, quando o espaco e a
disponibilidade de nutrientes sdo abundantes, agérms com altas taxas de
multiplicagdo comecam a dominar. A partir do moroesih que 0 namero bacteriano
aumenta, esses dois fatores - disponibilidade tleentes e espaco - ficam escassos, 0s
“habitats” ficam ocupados por microrganismos majseeializados e a complexidade da
biota aumenta (FALKet al., 1998). As primeiras bactérias a colonizarem atotr
gastrintestinal sdo derivadas da microbiota present canal do parto. Em recém-
nascidos predominamescherichia coli, Clostridium spp., Sreptococcus spp.,
Lactobacillus spp.,Bacteroides spp. eBifidobacterium spp. (ROTIMI & DUERDEN,
1981). As bifidobactérias formam o grupo mais nuwserenquanto os recém-nascidos
sao alimentados no peito (BULLE& al., 1976). A composi¢do da microbiota fecal de
criancas de diferentes areas geograficas apreddatancas (ADLERBERTH al.,
1991), que refletem, em parte, o impacto das céedi@mbientais, por exemplo, das
condi¢cdes sanitarias. A via do parto (NEWT al., 1987), o tipo de alimentacdo
(ORSKOV & BIERING-SORENSEN, 1975; STARK & LEE, 198BALMER &
WHARTON, 1989), hospitalizacdo (LEFROCH al., 1979) e uso de antibidticos



(BENNET et al., 1986) sédo outros fatores conhecidos que afetarongosicdo da
microbiota gastrintestinal de criangas.

Comparacdes entre linhagens congénitas de rataslosr sob condi¢des
convencionais (com uma microbiota residente), soldictes isentas de germes e sob
condicOes inicialmente isentas de germes e deplmsizados com certos componentes
da microbiota (“ex-germ-free”) mostraram que astérd@ms Sdo responsaveis por um
grande numero de fungdes bioquimicas (MIDTVEDT,G9IDTVEDT et al., 1987).
Essas incluem a desconjugacao e desidroxilacacidesabiliares poE. coli, Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis, Bacteroides spp., Eubacterium spp eClostridium spp.
(MIDTVEDT, 1974), a conversao de bilirrubina a utwimgénio por Clostridium
ramosum (MIDTVEDT & GUSTAFSSON, 1981) e o metabolismo delesterol a
coprostanol por linhagens pertencentes ao géagyacterium (SADZIKOWSKI et al.,
1977). Menadiona (vitamina K) € produzida por umande variedade de bactérias
intestinais, incluindo espécies dBacteroides, Eubacterium, Propionibacterium,
Fusobacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium, Enterobacterium,
Veillonella, Enterococcus, Enterobacter e Streptococcus (GUSTAFSSON, 1959; HILL,
1997). Além da producdo de vitamina K, a microbimigestinal estd envolvida na
producdo de &cido pantoténico, biotina, piridoxeautras vitaminas que ndo sao
absorvidas no colon, como as vitaminas, Biacina, riboflavina e tiamina (ROLFE,
1984; NAIDU et al., 1999; SILVERMANEet al., 1999). A geracédo de acidos graxos de
cadeia curta é, também, uma caracteristica comumopalacédo climax, embora as
espécies responsaveis por isso ainda permanecafimidds (HOVERSTAD, 1989).

Além das func¢des bioquimicas e digestivas no s&pddeiro, a microbiota
indigena desempenha outros papéis extremamentertanias. A resisténcia a
colonizacéo é a primeira linha de defesa contrevasiéo por patégenos aloctones e por
autoctones oportunistas, pela producdo de badiamcperoxido de hidrogénio e
acidos organicos, competicdo por nutrientes e fiassde adesdo. A presenca da
microbiota também estimula o peristaltismo, o ssteimune e a maturacdo e
renovacao das células epiteliais do célon (MCFARDAIROO0OD).

Estudos moleculares utilizan@ thetaiotaomicron - um comensal componente
da microbiota normal de seres humanos e de camgadenem camundongos isentos
de germes, mostrou que esta bactéria modula assg§wele genes envolvidos em

importantes funcdes intestinais, incluindo a al@wrde nutrientes, efeito barreira,



metabolismo de xenobioticos, angiogénese e matuiagastinal pés-natal (HOOPER
etal., 2001).

A comunidade climax de microbios nunca € estafisaudos de enumeracdo
microbioldgica e DNA “fingerprinting” tém reveladbiferencas marcantes no nimero e
tipo de subpopulacbes deactobacillus e Bifidobacterium entre e dentre individuos
adultos (MCCARTNEYet al., 1996). Um “habitat” no trato gastrintestinal&ezm um
dado momento, colonizado por espécies nativasdéets ou autdctones) e um
conjunto variavel de espécies transientes (alés)orgpie irdo ocupar, apenas
temporariamente, um espaco vago (SAVAGE, 1977).téBas aloctones podem
representar linhagens cujo “habitat” esta localizach uma regido mais proximal do
trato gastrintestinal ou microrganismos que foramgeridos. E dificil definir a
composicao da microbiota normal em uma dada redpaivato gastrintestinal, mesmo
dentro de um individuo; ndo sO por causa do problpara se distinguir residente de
transiente, mas, também, devido a dificuldade d#voude muitos componentesx
vivo. A microbiota dominante raramente apresentara dgsardiferencas entre 0s
individuos adultos; entretanto, a microbiota subith@nte e, principalmente, a residual,
podem sofrer alteracdes devido a idade, a dist@lougeografica, a dieta, ao estresse, as
mudancas hormonais, ao comportamento sexual ecadeuantibiéticos (SALMINEN
et al., 1995; MARSHALL, 1999; MCFARLAND, 2000b). De tosieesses fatores, os
antibioticos sdo os responsaveis pelas mudancasramdas e drasticas na microbiota
normal (NICOLI, 1995).

1.3 Probidticos

A microbiota normal possui microrganismos com tefei benéficos
(Bifidobacterium, Eubacterium e Lactobacillus) e microrganismos com efeitos
deletérios Clostridium e Veillonella) para o hospedeiro (ROBERFROID, 2001). Nos
altimos anos, vem aumentando o interesse no usoicderganismos que exercem 0S
efeitos benéficos com o propdsito de beneficiaatale do hospedeiro e de prevenir ou
tratar doencas. Esses organismos recebem o norégogede probiodticos e vém sendo
propostos como medicamentos para prevencdo e gatarde um grande numero de

desordens gastrintestinais.



Relatos dos efeitos benéficos das bactérias memiacdo datam desde a versao
Persa do Velho Testamento (Génesis 18:8), queareglat “Abrado atribuiu sua
longevidade ao consumo de leite azedo”. Plinio,historiador romano, em 76 a.C.,
recomendou o0 uso de leite fermentado para o trat@mee gastroenterites
(TEITELBAUM & WALKER, 2002). O termo probidtico fotriado como um anténimo
ao termo antibiético e, originalmente, foi propogior LILLEY & STILLWELL
(1965), significando aquele que favorece o crestimde microrganismos. Mais de 20
anos depois, FULLER (1989) definiu probidtico coffumn suplemento microbiano
vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiegagr a melhoria no balanco
microbiano intestinal”, embora, hoje, os probidtiga tenham, também, aplicagcbes em
outros ecossistemas (BENGMARK, 1998; REID, 20003taEdefinicdo pode ser
estendida ao hospedeiro humano como “microrganisréospatogénicos que, quando
ingeridos, exercem uma influéncia positiva na saddefisiologia do hospedeiro”
(MARTEAU et al.,, 2001) ou, como “uma preparagdao ou produto cowotend
microrganismos Vvidveis, em numero suficiente, paltarar a microbiota em um
compartimento do hospedeiro ou para exercer efd@séficos no hospedeiro”
(SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001). Esta definicdo arfa que outros
compartimentos do corpo podem ser alvos dos piobgtalém do intestino, onde uma
alteracdo da microbiota pode exercer um efeito fienéExistem alguns trabalhos
mostrando a eficacia dos probioticos nas infecdesato urogenital (HALLEN al.,
1992; HILTON et al., 1992; REID & BRUCE, 1995; PARENTt al., 1996;
ASAHARA et al., 2001; REID, 2001; REI®@t al., 2001), nas infec¢des causadas pelo
Helicobacter pylori (KABIR et al., 1997), infecgcbes na boca e dentes (BAYONA
GONZALES et al., 1990; BUSSCHER al., 1999), infeccdes do trato respiratorio
(CANGEMI DE GUTIERREZ et al., 2000; GRANGETTEet al., 2001) e outras
(BAUTISTA-GARFIAS et al., 1999). Atualmente, a definicho mais aceita para
probidticos é aquela estipulada pela FAO/WHO (“Faad Agricultural Organization /
World Health Organization”), que diz que probidti€d'um microrganismo vivo que,
quando ingerido em quantidades suficientes, confere beneficio a saude do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).

Apesar de a definicdo de probidticos focar a ingmmia de sua viabilidade,
alguns trabalhos sugerem que microrganismos piob#nhao-viaveis podem exercer
algum efeito benéfico (OUWEHAND & SALMINEN, 1998KAILA et al. (1995),

utilizando microrganismos nao-viaveis, observaramaudiminuicdo na duracdo de



10

diarréia por rotavirus e, VESAt al. (2000) observaram uma melhor tolerancia a
lactose.

Metchnikoff (1845-1916) foi o primeiro microbiolsga a sugerir que o uso de
bactérias poderia influenciar positivamente a niimia do trato intestinal e prolongar a
vida (METCHNIKOFF, 1907). Ele observou que a popétada Bulgaria tinha uma
média de vida superior a do restante da Europarelacdonou esta observacdo com a
grande ingestdo de coalhada pelos bulgaros. Arpetite dado, ele supds que 0s
lactobacilos eram importantes para a saude humapassou a defender o uso de
iogurtes e alimentos fermentados.

O conceito de probiotico implica que o microrgamisempregado esteja viavel,
ou tenha condicdes de ser reativado, para que jpasseer seu efeito benéfico. Esta
exigéncia reduz o numero de microrganismos querpatear como medicamento, ja
que o intestino humano apresenta uma microbioteeragimente competitiva, que
funciona como uma barreira fisica e quimica, coilaecomo “barreira intestinal”,
possuindo mecanismos poderosos de combate a na@niemgos ndo autdctones
(SAAVEDRA, 1995; CHANDAN, 1999). Embora ndo sejanemionados numeros
especificos na definicdo de probiéticos, consigderaiue, pelo menos, % 0nidades
formadoras de colonias (UFCs)/dia de microrganisdey&m ser ingeridos para chegar
ao intestino em niveis iguais aos da microbiotaidame (OUWEHANDet al. 2002).

Os probioticos tém sido referidos, também, comentas bioterapéuticos e
alimentos funcionais (“functional foods”); porémguns autores preferem se referir a
eles com termos distintos, definindo probidticosnoo“um suplemento microbiano
vivo, que afeta beneficamente o animal hospedeiegag a melhoria no balanco
microbiano intestinal”, e alimentos funcionais corfagentes (vivos ou ndo) que
possuem outras funcdes além de seu papel nutriti@neeservam o termo “agentes
bioterapéuticos” para “microrganismos vivos quespesn eficAcia comprovada na
prevencao ou tratamento de alguma doenca pelagdi@icom a microecologia natural
do hospedeiro”. Neste Ultimo caso, varios autoremsideram a levedura
Saccharomyces boulardii e a bactéridactobacillus rhamnosus GG como 0s principais
agentes bioterapéuticos atualmente estudados e@ahzados, conforme revisado por
ELMER et al. (1996), MCFARLAND (2000a) e ELMER & MCFARLAND (209.

Além dos probidticos, também séo estudados os@pieds e 0s simbidticos. Os
prebioticos sdo ingredientes alimentares nao-digisii que promovem a saude do

hospedeiro ao estimular a multiplicacdo ou a agiarda espécie bacteriana - ou um
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grupo delas - benéfica no trato digestivo. A lamtal os frutooligossacarideos (FOS) e
a inulina sdo os prebidticos mais estudados e aatieados (ROBERFROID, 2001).
O primeiro aumenta a atividade lactofermentativgpaeulacdes deactobacillus, e os
FOS estimulam o crescimento dfidobacterium. E interessante salientar que o
desenvolvimento dos prebioticos veio da descobdwta fatores “bifidus”, grupo de
oligossacarideos presentes em maior quantidadeiteoHumano e que favorecem a
multiplicacdo deBifidobacterium de recém-nascidos amamentados no seio. Alimentos
como alcachofra, cebola, banana, aspargo e chicooatém, naturalmente,
componentes com propriedades prebidticas. Ja okiGions sdo combinacdes de
probioticos e prebidticos (NICOLI & VIEIRA, 2000).

Entre os probidticos mais estudados, tanto expataimente quanto
clinicamente, estdo as bactérias e as levedurgsinélja sdo comercializados sob a
forma de suplemento alimentar ou preparacfes fa@utiaas, contendo um ou varios
microrganismos. Entre os principais probioticosdesas bactérias do acido lactico
(BAL), que incluem os lactobacilogdctobacillus lactis, L. acidophilus, L. plantarum,

L. brevis, L. fermentum, L. casei, L. bulgaricus, L. rhamnosus, L paracasel, L. jensenii,

L reuteri, L. johnsonii, L. helveticus, L. gasseri), Enterococcus faecium SF68 eE.
faecalis, Sreptococcus salivarius e S, thermophilus, Pediococcus acidilactici e espécies
de Leuconostoc e Lactococcus. Além das BAL, temos também as bifidobactérias
(Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B. animalis, B. adolescentis),
Escherichia coli EMO eE. coli Nissle,Bacillus subtilis e B. toyoi, e as leveduraS.
boulardii e S cerevisiae. Esta Ultima, geralmente, é utilizada apenas ndiana

veterinaria.

[.3.1 Efeitos benéficos dos probidticos

Entre os possiveis efeitos benéficos dos proloistiestdo a modulacdo da
resposta imune (SCHIFFRI&t al., 1997; NEUMANNet al., 1998; TEJADA-SIMON
et al., 1999; ISOLAURIet al., 2001; HEet al., 2002), o balanco da microbiota normal
(PERDIGON et al., 1998), a reducdo de enzimas fecais responsgedsinicio do
desenvolvimento de alguns tipos de canceres (HIRMIXA& RAFTER, 2000),
prevencdo de doencas atopicas (ISOLAWRA., 2000; KALLIOMAKI et al., 2001;
KALLIOMAKI et al., 2003; KIRJAVAINEN et al., 2003; ARVOLA et al., 2004) e
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alérgicas (HOPPUet al., 2001; ISOLAURI, 2001; KIRJAVAINENet al., 2001,
LAIHO et al., 2002; RAUTAVA & ISOLAURI, 2002; KALLIOMAKI & ISOLAURI,
2003), tratamento da diarréia do viajante (SCARMAGN & RAMPAL, 1995),
tratamento da diarréia associada ao uso de amtisO{BARTLETT, 1992) e da
diarréia infecciosa (KAILAet al., 1992; FIGUEIREDOet al., 2001), o controle da
infeccdo por rotavirus €lostridium difficile (MCFARLAND et al., 1994), protecao
contra a acdo de patdgenos (SIL@al., 1999), o papel de coadjuvante no tratamento
com antibiéticos no combate as Ulceras causadasgiylori (AIBA et al., 1998), a
reducdo do colesterol do soro (EYSSEN, 1973; EtNal., 1989; FUKUSHIMA &
NAKANO, 1996; BEENA & PRASAD, 1997), o antagonismovitro ein vivo contra
enteropatdogenos (NICOLI & RAIBAUD, 1990; VANDENBER@G993; LIMA FILHO

et al., 2000; SILVAet al., 2001), alivio da constipacéo intestinal (GOLDIN98) e o
auxilio na absorcao da lactose em pessoas corer@wgia a este acucar (SANDERS
al., 1996; VESAet al., 2000). Devemos observar que estes efeitos, abnpassiveis
mecanismos de acdo, SG0 0S mesmos propostos pamnp®nentes da microbiota
intestinal.

Para que um microrganismo utilizado como probidtexerca o seu efeito
benéfico desejado, além de permanecer vidvel duramé passagem pelo sistema
gastrintestinal, o seu nivel populacional deveigeal ou maior que 10 milhdes de
células por grama de conteudo fecal (NICOLI & VIBIRR000). Para isso, ele deve ser
ingerido diariamente, para manter seus niveisi@aliinente elevados no ecossistema
digestivo. A excecdo dok. rhamnosus GG e Lcr35, ndo se conhecem probidticos
capazes de persistir por um longo periodo no tiajestivo do adulto (ALANDERt
al., 1999; DE CHAMP&t al., 2003).

[.3.2 Probidticos na dieta animal

Existem varios trabalhos mostrando os benefictossth de probiodticos na dieta
animal. FERREIRA & KUSSAKAWA (1999) relataram que aministracdo do
probidtico B. subtilis em granjas de frangos de corte acarretava um dantn
musculatura e uma diminuicdo da quantidade de gardém de uma diminuicdo na
porcentagem de isolamento S@monella de 60 para 20%. Ainda com este probidtico,

observou-se um aumento na atividade das enzimpsintti amilase e lipase nos
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frangos. Foi obtida uma diminuicdo no numero defaohes fecais, em frangos de
corte, utilizando o probidtic®acillus natto (FERREIRA & KUSSAKAWA, 1999).
NADER DE MACIAS et al. (1993) observaram gueactobacillus spp. competia com
microrganismos indesejaveis do intestino, aumewtatiesde modo, a saude do animal.
MAIA et al. (2001) observaram o efeito protetor da bactdfiafaecium, um
componente de um produto comercial (Vitacani€omposto poi. acidophilus, E.
faecium e S. cerevisiae, durante desafio experimental com o enteropato§eaimonella
enterica subspenterica sorovar. Typhimurium.

Na dieta de ruminantes usa-se muito a leve@ui@revisiae. Ela estimula a
atividade dos microrganismos benéficos do tratdrigésstinal, aumentando, deste
modo, a digestibilidade de nutrientes e o potendal produgcdo dos animais
(NEWBOLD et al., 1995; SINGHet al., 1995; WOHLTet al., 1998).

1.3.3 Probidticos na dieta humana

O uso de probidticos na dieta humana vem senddaamepte difundido, tanto
como suplemento alimentar (leite, leites aciddfilogurtes, coalhadas, etc), como na
forma de medicamento, como é o caso da leveuaulardii, do Lactobacillus GG e,
mais recentemente,lo casei Shirota. O uso de probiético como suplemento altare
€ devido, principalmente, a capacidade de variasébas diminuirem o colesterol
circulante no soro, principalmente as bactérias &dmo lactico. Essas bactérias
probioticas promovem um aumento notavel no HDLofliteinas de alta densidade) e
diminuem a quantidade de LDL (lipoproteinas de dadensidade) (BEENA &
PRASAD, 1997). Um outro modo pelo qual estas bestéconseguem diminuir o
colesterol é acelerando a conversao desta sulst@mcacidos biliares, o que diminui a
concentracdo de colesterol no soro (EYSSEN, 19TKUSHIMA & NAKANO,
1996).

Varias bactérias podem auxiliar na prevencéo doeréde colon (LIDBECKet
al., 1992; LING et al., 1992; LING et al., 1994; WOLLOWSKI et al., 1999), na
absorcéo da lactose em pessoas que ndo consegyenn este aclucar (SANDERS
al., 1996), na producgéo de certas vitaminas, prihtigate a vitamina K e vitaminas do
complexo B, no aumento populacional de certas hastélesejaveis (BENNG@t al.,
1996; MATTILA-SANDHOLM et al., 1999), além de outros beneficios adquiridos com



14

a ingestado destas bactérias (HANSON & YOLKEN, 1999)iciona-se a todos estes
beneficios citados, o sabor agradavel dos alimesarados a partir da fermentagéo
realizada por estas bactérias, como os iogurtedaites fermentados.

Quanto ao efeito medicamentoso exercido por esiesorganismos, cita-se,
principalmente, 0 uso na recomposicao da microlaipts tratamentos com antibioticos
de amplo espectro, durante o curso de varios tipadiarréias e outros usos (conforme
citado no item.3.1), por varios mecanismos de acao (ite3r).

[.3.4 Mecanismos de acao dos probidticos

Existem varios mecanismos propostos para expbsaefeitos benéficos dos
probioticos:

Produgdo de substancias inibidoras de outros micrganismos Os
microrganismos produzem substancias que inibenmescicnento de varios patégenos
(SILVA et al., 1987; VANDENBERG, 1993). Essas substancias @mlws acidos
organicos, peroxido de hidrogénio, bacteriocinasitré outras. Estes compostos, além
de reduzirem o namero de células bacterianas waafdtam o metabolismo bacteriano
ou a producdo de toxinas (ROLFE, 2000). PONGPECHHEBNTGES (1989)
constataram que as bactérias do acido latico spazea de produzir acidos graxos
volateis, que sao responsaveis pelo controle danizeicdo do intestino pefigella
sonnel e E. coli enteropatogénica.

Competicdo por sitios de adesdo e por nutriente¥/arios microrganismos
usados como probioticos competem por sitios dedades superficie do epitélio
intestinal e, por nutrientes, inibindo, deste modofixacdo e a sobrevivéncia de
patégenos (BERNEE# al., 1994; COCONNIERet al., 1998). Um exemplo disso é o
patdgeno intestinalibrio cholerae, que precisa aderir a parede intestinal para taden
la e produzir a doenca. Conseqiientemente, alguhéoticos sdo escolhidos devido a
capacidade de adesédo ao epitélio e competicao alegtores, conforme demonstrado
por TANNOCK (1986). Em 1988, WILSON & PERINI obsaram,in vitro, que os
microrganismos do intestino competem mais efetivaenpela glicose, pela N-acetil-
glicosamina e pelo acido siliaco, que o patoderdifficile.

InibicAo da producdo ou acdo de toxinasA leveduraS. boulardii pode

proteger os animais contra a acaoCQlddifficile pela liberacdo de uma protease que
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cliva as toxinas A e B, inibindo, deste modo, osite6 na mucosa do colon
(CASTAGLIUOLO et al., 1999). Um outro mecanismo proposto é a ligagitogina
do célera em sitios especificos desta levedura (HRRO et al., 1998).

Modulacdo do sistema imune Evidéncias sugerem que a modulacdo da
resposta imune especifica e ndo-especifica podenserutro mecanismo pelo qual os
probidticos protegem o hospedeiro contra as dessrdastrintestinais (KAILAet al.,
1992; PERDIGONget al., 1995; MATSUZAKI & CHIN, 2000). Um exemplo é a
administracdo deactobacillus GG durante a diarréia aguda, causada por rotajugs

esta associada ao aumento da resposta imune awust@AILA et al., 1995).

1.3.5 A leveduraSaccharomyces boulardii

Em meados de 1920, na Indochina, um microbioladrsincés, Henri Boulard,
estava a procura de uma linhagem de levedura ogse foapaz de suportar altas
temperaturas, a fim de produzir um bom vinho. Digr&sta época houve uma epidemia
de cdOlera em uma das vilas e o pesquisador fornrddo que a populacao local
preparava um cha da casca de uma fruta locald)igara aliviar e até mesmo curar a
diarréia. Posteriormente, verificou-se que a frotayerdade, estava recoberta por uma
levedura, e a eficacia contra a diarréia se dewsta levedura, que foi chamada de
Saccharomyces boulardii (FLORASTOR, 2003).Saccharomyces boulardii € uma
levedura ndo patogénica, termotolerante (cres¢emperatura de 37°C) e de uso muito
difundido na medicina humana (MCFARLAND & BERNASCON993).

A partir de 1960 iniciou-se a comercializacdo daetura liofilizada, pelo
“Laboratoires Biocodex” (Paris, Franca). Assim, g0 como medicamento para
combate as diarréias foi difundido em toda Europsstd disponivel no mercado sob
diversos nomes comerciais, tais como: Ultra-LeMuf&ranca), Florastar (Estados
Unidos), Precosa (Dinamarca), Levucell (Lallemand, Canada), Perentérol
(Alemanha), Perenteryl (Chile), Codexl (Italia), Floratill (Brasil). Atualmente, a
levedura é amplamente comercializada na Europayiéasédo Sul e do Norte, Asia e
Africa (MCFARLAND & BERNASCONI, 1993) e recentemenseu uso foi liberado
pela FDA (Food and Drug Administration) nos Estadosdos (FLORASTOR, 2007).

Os direitos de comercializacdo para a América dddsam adquiridos pelas Industrias
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Quimicas da MERCK S.A. Além disso, outras prepagagibntend®. boulardii estdo
disponiveis no Brasil (MARTIN&t al., 2005b).

Saccharomyces boulardii foi, inicialmente, identificada como uma espécie
distinta do género hemiascomicet&accharomyces (MCFARLAND, 1996).
Atualmente, a taxonomia do géne&archaromyces € baseada em métodos genotipicos.
Varios pesquisadores afirmam qu& &oulardii € uma linhagem d8& cerevisiae, uma
vez que os métodos convencionais ndo podem sigadtik para separar linhagensde
cerevisiae. Devido ao seu valor terapéutico, a sua defic&gmen utilizar galactose e
produzir ascosporos, MCFARLAND (1996) sugeriu quetaelevedura deveria ser
considerada como uma espécie a parte. Uma séastdéos de reassociacdo de DNA
[(nDNA)-nDNA] sugerem a divisao do génesaccharomyces sensu stricto em quatro
espécies relacionada€ bayanus, S cerevisae, S paradoxus e S pastorianus
(CARDINALI & MARTINI, 1994). Cariotipagem eletrof@tica comparativa e analise
multivariada do polimorfismo observado em gel detreforese de campo pulsado
confirmam a existéncia de quatro “clusters”, cadlacorrespondente a um “taxon”, que
foram distinguidas com base na comparacdo do DNHAizamdo a técnica de
reassociacdo (nDNA)-nDNA, e corroboram a clasgificadeS boulardii fora da
espécie S cerevisae e também fora das outras trés espécies (CARDINALI
MARTINI, 1994). Por outro lado, MALLIEet al. (2001) relataram que a tipagem por
isoenzimas e estudo de polimorfismo de restricAdD8A mitocondrial permite a
incluséo des. boulardii no complexasensu stricto. Saccharomyces boulardii esta muito
relacionado comS cerevisiae e, por este motivo, propds-se a denominacad.de
cerevisiae var. boulardii. Um método utilizando polimorfismo de microsaslit
identificou uma sequéncia especifica 9 (CAG) nau$dd, presente apenas €n
boulardii e, deste modo, conferindo uma possivel identiddadespéci&. boulardii,
gue nao a de uma linhagem da esp&ceerevisiae (HENNEQUIN et al., 2001). VAN
DER AA KUHLE & JESPERSEN (2003), analisando seqigndo dominio D1/D2 da
regido 26S do rDNA, a regido ITS1-5.8S rDNA-ITS2 egene da subunidade 2 da
citocromo oxidase ¢ mitocondrial, mostraram umaag&b muito intima entr&
boulardii e S cerevisiae e defenderam a identificacdo Seboulardii como um membro
da espéci&. cerevisiae, € ndo como uma espécie separada. Além do maisizacéo
de galactose néo pode ser considerada como chitéréoclassificat. boulardii como
uma espécie diferente & cerevisiae uma vez que esta capacidade € muito variavel

dentro da espécie (BARNETH al., 2000), assim como a capacidade de producao de
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ascosporos (NAUMOVAet al., 2003). MITTERDORFERet al. (2002), utilizando
quatro técnicas moleculares diferentes [PCR (“pelse chain reaction”) espécie-
especifico, RAPD-PCR (“randomly amplified polymoiptDNA-PCR”), analise do
rDNA por RFLP (“rectriction fragment lenght polynpiric”) e PFGE (“pulse-field gel
eletrophoresis”)] classificaran®. boulardii como uma espécie d& cerevisiae.
Recentemente, EDWARDS-INGRAM al. (2007), utilizando hibridizacdo gendémica
comparativa para andlise do genoma inteiro, tamt@moluiram ques. boulardii e S
cerevisiae sdo membros da mesma espécie.

Entretanto, apesar da semelhanca genética&rioelardii e S. cerevisiae, elas
apresentam algumas diferencas genéticas e fistal®giFIETTO et al. (2004)
observaram queS. boulardii € geneticamente muito semelhanteSacerevisiae,
entretanto, metabolicamente e fisiologicamentergiifie, particularmente no que se
refere ao crescimento e a resisténcia a temperdau@/°C e estresse acido, que sao
importantes caracteristicas de um microrganismalauszomo probidtico. Alguns
autores sugerem que a superexpressao de genaenadlms a sintese de proteinas e
respostas a estresses poderiam contribuir paranerda da taxa de crescimento e
melhor sobrevivéncia d& boulardii ao pH acido (EDWARDS-INGRAMt al. 2007).

1.3.5.1 Usos da levedur&®. boulardii na medicina humana

Este probidtico é usado no combate a varios ftifgodistlrbios gastrintestinais,
como diarréia associada ao uso de antibidticos BMIEZ et al., 1989a;
BARTLETT, 1992; MCFARLANDet al., 1995; SURAWICZ, 2003), no tratamento da
diarréia causada pel@. difficile (ELMER & MCFARLAND, 2001; SURAWICZ,
2003), tanto nos casos de prevencédo (SURAWHCAL., 1989a; MCFARLANDet al.,
1994; CASTAGLIUOLO et al., 1999), quanto nos casos de recorréncia da doenca
(SURAWICZ et al., 1989b; KIMMEY et al., 1990; ELMEREet al., 1999; SURAWICZ
et al., 2000), na prevencédo e tratamento da diarréiaigiante (SCARPIGNATO &
RAMPAL, 1995) e da diarréia em pacientes infectgue HIV (SAINT-MARCet al.,
1991; BORNEet al., 1993). O uso d& boulardii tem sido sugerido na manutencao do
tratamento da doenca de Crohn (GUSLANDEI., 2000) e na prevencdo de diarréia
em pacientes recebendo alimentacdo por sonda (BIRER et al., 1997). Além

destes, existem ensaios clinicos mostrando o 8io eéfa microbiota de prematuros
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(COSTALOS et al., 2003) e na diminuicdo da diarréia em pacientes amebiase
aguda (MANSOUR-GHANAEI et al., 2003). Apesar de todos estes trabalhos
mostrando os efeitos benéficos 8eboulardii, poucos trabalhos se referem a uma
relacéo entre a dose e o efeito de sua ingest®HEPEILHO et al., 1998; GIRARDet

al., 2003).

Existem relatos clinicos demonstrando que a lewedpresenta eficacia sob
varios parametros clinicos analisados, tais comecidéncia, tempo de duracéo,
freqUiéncia, consisténcia e quantidade dos episddimséicos. A possibilidade de
translocacao dé&. boulardii no interior do intestino €, praticamente, inexigte uma
vez que a levedura nao coloniza o célon (MCFARLA&KBERNASCONI, 1993).

A ingestao ocorre por via oral e, nestas condicdésvedura é insensivel a acédo
dos sucos digestivos e de antibacterianos (BLEHA®El., 1989; BODDY et al.,
1991). A administracdo da levedura deve ser ratdizie maneira repetida e regular,
pois ela ndo se implanta no tubo digestivo, emBeja capaz de atingir, rapidamente,
altas concentracdes no colon (FULLER, 1992). Daigeo dias apds a descontinuacdo
do seu uso, ela ndo é mais encontrada nas fezdsH@UT et al., 1989). Em um
estudo realizado com voluntarios humanos, apésataniento com a levedura, nao
foram observadas alteragbes nos niveis populasiodai anaerdbios estritos e
facultativos da microbiota normal (KLEI&t al., 1993).

1.3.5.2 Mecanismos de acéo da leveduf boulardii

Véarios mecanismos de acdo da levedura em infecegperimentais foram
extensivamente estudados. Ensaios em animais ®lsereanos, assim como estudos
vitro, mostraram qué&. boulardii pode ter um papel protetor e atividades espesifica
contra varios patdgenos entéricos, conforme regigat CZERUCKA & RAMPAL
(2002) e CZERUCKAet al. (2007).

[.3.5.2.1 Acdes no nivel celular

() Efeito na mucosa intestinal. A analise miciaysca de mucosas duodenais e

jejunais de camundongos, ratos e seres humanogoonogtie, mesmo em doses
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elevadasgS. boulardii ndo provocou alteragcdes morfolégicas e/ou morfooas, tanto
no nivel das vilosidades quanto nas criptas, assimo ndo foram observadas
alteracdes na lamina propria (BUEl., 1986; CORTHIERet al., 1992; JAHNEet al .,
1996). Entretanto, a levedura promove um aumentoatid@dade de diversas
dissacaridases na mucosa intestinal, tais comaskcsacarase e maltase (BUE &l.,
1986; JAHNEet al., 1996) gracas a um aumento de poliaminas, coegparmidina e a
espermina, que regulam a expressao génica e assimtetéica (BUTSt al., 1994).
Também ja foi descrito o efeito da levedura naréib@o de aminopeptidases na mucosa
e fluido endoluminal de camundongos (BUd&Sal., 2002). Foi observada a liberacao
de proteinas e fatores tréficos durante o transtistinal, que aumentam as defesas
imunes, a digestdo e a absor¢do de nutrientesteBxiginda, mais de 1500 proteinas
nao estudadas, que poderiam ser liberadas pelduleveurante seu transito intestinal
(BUTS & DE KEYSER, 2006).

(i) Resposta imunologica. Existem diversos trabal mostrando o efeito da
levedura no sistema imune (CAETAN#®al., 1986; BUTSet al., 1990; RODRIGUES
et al., 2000). Estudos em ratos e camundongos permiti@monstrar que a levedura
induz um aumento significativo nos niveis de IgAnihoglobulina do tipo A)
secretados (BUT#& al., 1990; QAMAREet al., 2001); entretanto, em um estudo com 12
voluntarios humanos, recebendo a levedura durasentanas, esse aumento de IgA
nao foi observado (JAHM al., 1996). Em camundongos desafiados com a toxida A
C. difficile, a levedura provocou um aumento de 4 vezes nassnile IgA dirigidos
contra a toxina A (QAMARet al., 2001), o que mostra que a levedura possui uito efe
modulador da resposta imune. Trabalhando com asinsentos de germes,
RODRIGUESet al. (2000) também observaram um aumento nos nivdgAde

1.3.5.2.2 Acdes no nivel bacteriano

() Um primeiro mecanismo de acao da levedurasgeinibicao total ou parcial
de varios microrganismos patogénicos (BRUGIER & PET 1975). Este efeito de
inibicdo total € observado apenasvitro, pois existem trabalhos mostrando que esta
inibicdo ndo ocorrén vivo, sendo observada apenas uma protecdo (RODRIGUHES
1996) e um trabalho que mostra uma diminuicdo Mesispopulacionais de algumas
espécies d€andida (DUCLUZEAU & BENSAADA, 1982).
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(ii) Efeito sobre a microbiota. Um estudo com vaérios sadios mostrou que a
levedura ndo induz qualquer mudanca significatavanmcrobiota, ainda que se observe
um aumento no nimero de bactérias aerdbias e derceds (KLEIN et al., 1993). Em
um estudo com prematuros, COSTAL@Sl. (2003) observaram uma diminuicdo nos
niveis intestinais deE. coli e Enterococcus e um aumento ddifidobacterium e
Saphylococcus no grupo tratado com a levedura.

(iif) Saccharomyces boulardii e C. difficile. De todos os efeitos benéficos da
levedura, os mais extensivamente estudados edetate literatura sdo o seu efeito nas
diarréias associadas ao uso de antibitticos eiaggids associadas &b difficile. Em
um primeiro estudo realizado por TOOTHAKER & ELMHER984), com hamsters,
mostrou-se que a mortalidade associad&.awfficile foi de 51% em animais tratados
com a levedura, contra 80% dos animais controlendCa diarréia associada &b
difficile esta diretamente ligada a producédo das toxinaB AGORTHIERet al. (1992)
observaram que nos animais tratados com a levedltitajo de toxinas diminuiu 1000
vezes, quando comparado com 0s animais contraalfrando com as toxinas A e B
de C. difficile, CZERUCKA et al. (1991) observaram um efeito protetor da levedura
utilizando um modelo de células intestinais. Emmodelo utilizando al¢as intestinais
de ratos, observou-se que a levedura bloqueiaviadade secretoria da toxina A
(POTHOULAKIS et al., 1993). Esses autores observaram que essa davialati-
secretoria também foi encontrada no meio condicioria levedura, sugerindo que esse
efeito era devido a substancia(s) secretada(s) [miadura e, posteriormente,
verificaram que essa inibicdo da acéo das toxinas. difficile era devida a producgéo
de uma serino-protease de 54 kDa, que clivavaasa® A e B e seus respectivos
receptores na mucosa intestinal (CASTAGLIUO&GI., 1996; CASTAGLIUOLOet
al., 1999). Além disso, em um trabalho com camundsrigaLB/c, QAMAR et al.
(2001) observaram um aumento na resposta imuneacantoxina A. Também foi
demonstradoin vitro, que a levedura inibe a adesdoQidlifficile em células VERO
devido a uma serino-protease (TASTEYR&HI., 2002).

(iv) Saccharomyces boulardii e V. cholerae. Em ratos tratados com a levedura
durante 5 dias, foi observado um efeito protetmtred/. cholerae (DIAS et al., 1995).
Utilizando linhagens celulares, CZERUCKe& al. (1989a, 1989b) observaram que a
levedura diminui em 50% o aumento de AMPdef@osine_ranoghosphate_yclic)
intracelular induzido pela toxina do colera, limia, assim, a secrecao de cloro. Como

0 sobrenadante da levedura foi suficiente paraeegestas células da acédo da toxina,
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observou-se uma diminuicdo dos niveis de AMPc ithsz pela toxina do colera
devido a acdo de uma proteina extracelular de 20 (CZERUCKA et al., 1994;
CZERUCKA & RAMPAL, 1999). Também observou-se a igdw de perdas de agua,
soédio e potassio induzida pelas toxinas\Wecholerae (CZERUCKA et al., 1994).
Outros estudos mostraram que a inibicdo da acémxdaea do colera era devida a
ligacdo da toxina em sitios especificos da levedlinainuindo, assim, a quantidade de
toxina livre capaz de se ligar aos receptores tingis (BRANDAO et al., 1998;
NEVESet al., 2002).

(v) Saccharomyces boulardii e EPEC E. coli enteropatogénica) e EHEE. (coli
entero-hemorragica). MASSOR al. (1983) observaram a inibicdo de perdas de &gua,
sédio e potassio induzidas f@rcoli, em células epiteliais intestinais, p&ldoulardii.
Estudosn vitro com células do célon, infectadas por EPEC, pemmnitidemonstrar que
a levedura é capaz de preservar a integridaderdairbaepitelial, mantendo as juncdes
serreadas, assim como sua intervencao na modutiec&malizacdo celular induzida
durante a infecgcdo por esta mesma bactéria (CZERU&Hl., 2000). DAHANet al.
(2003) observaram que a levedura exerce um efeitetpr nas infeccées por EHEC,
mantendo a integridade epitelial e interferindo was de transducédo do sinal, assim
como diminuindo os niveis de citocinas proé-inflabni@s via inibicdo de NEkB
(“nuclear_actor lappa B) e MAPK (“mitogen ativated_potein knase”) ativadas pela
bactéria. DALMASSOet al. (2006b) demonstraram qu& boulardii induz uma
diminuicdo nos niveis de TNé-e na apoptose relacionados a infeccdo em célakas ¢
EHEC.

(vi) Saccharomyces boulardii e outros microrganismos. A levedura também é
capaz de exercer um efeito protetor em animaistades contalm. Typhimurium €S,
flexneri (RODRIGUESEt al., 1996) e, no caso d&alm. Typhimurium, esse efeito pode
estar relacionado a uma imunomodulagéo pela leae(RODRIGUESet al., 2000).
MUMY et al. (2007) demonstraram qu& boulardii interfere na sinalizacéo induzida
por S flexneri em células T84, além de diminuir a secrecdo d8 B.-a migracao
transepitelial de leucdcitos polimorfonuclearegiesindo que o uso da levedura poderia
aliviar os sintomas associados a resposta inflamaadé hospedeiro. Em um modelo de
colite in vivo, WU et al. (2007) observaram qu& boulardii mantém a integridade
epitelial e diminui os efeitos inflamatorios assalts a infeccdo poC€itrobacter
redentium. Em outro modelo de colitan vivo, induzida quimicamente por DSS
(“dextran-silfate-odium”), JAWHARA & POULAIN (2007) mostraram qué



22

boulardii diminui a inflamacdo causada no intestino, assimaa colonizacao pdz.

albicans nesse modelo de colite.

1.3.5.2.3 Efeito anti-inflamatorio

SOUGIOULTZIS et al. (2006) mostraram qu® boulardii secreta substancias
anti-inflamatorias. Trabalhando com células HT-ZBHP-1, esses autores observaram
que a levedura secreta um fator anti-inflamatodb KDa) termo-estavel, que inibe a
producao de IL-8, a degradacéo &B-ln (“i nhibitory proteinkB a”) e reduz a ativacao
de NFkKB em células tratadas com I[3bu LPS. Observou-se, também, um efeito anti-
inflamataorio, pela producéo de fatores solUveibai®o peso molecular, que bloqueiam
a ativacdo de NKB e a expressdo de IL-8. Segundo os autores, ssbkatancias
podem mediar, pelo menos em parte, os efeitos iberéfla levedurss. boulardii
observados nas infeccdes intestinais. CHEMI. (2006), também trabalhando com o
sobrenadante da levedura (SbS), observaram queSoirfite a producdo de IL-8
induzida pela toxina A d@. difficile ou IL-13, assim como a ativagao de algumas MAP
quinaseslin vivo, demonstraram que SbS normaliza a secrecao dedlunediada pela
toxina A.

LEE et al. (2005) observaram qu& boulardii possui um efeito anti-inflamatorio
via PPAR-gamma (‘proxisome _poliferator-activated_eceptor-gamnig, uma molécula
gue regula a inflamacgéo no epitélio intestinal skdbservaram que a levedura aumenta
a expressao de PPAR-gamma nos niveis de mRNA eipapte que ela inibe o efeito
de TNF4q, IL-1B ou LPS na diminuicdo da expressdo de PPAR-gammadalhos
recentes sugerem um novo mecanismo de acdo dautayeshvolvendo uma possivel
inibicdo da producgéo de 6xido nitrico pela leved@GHRARD et al., 2003; GIRARDet
al., 2005a).

Utilizando animais SCID (fhmunoincompetent syngenic severembined
immunocficiency”), DALMASSO et al. (2006a) demonstraram qu& boulardii
interfere no processo inflamatorio, devido a unt@ratao especifica no comportamento
de migracdo de células T que se acumulam nos bdfm mesentéricos, e que o
tratamento com essa levedura limita a infiltrac@aéulas Thl no célon inflamado e a

amplificacéo da inflamacéo induzida pela produgéagitbcinas pro-inflamatérias.
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1.35.2.4 Outros efeitos

Além de todos o efeitos ja listados, exitem trabalmostrando a ligagdo de
alguns microrganismos na superficie da leveduraD@E&E 1999), assim como a
presenca de receptores para toxinas bacteriana&NBRO et al., 1998; NEVESt al.,
2002). GIRARDet al. (2005b) mostraram que a levedura minimiza o dekbgo

eletrolitico induzido por 6leo de castor no col@rdtos.

[.3.5.3 Vantagens e desvantagens da utilizacédo devédura

A maior parte dos probidticos comercializados gresentada por bactérias.
Apenas duas leveduras sédo usad&s baulardii na medicina humana eSacerevisiae
na medicina veterinaria. A vantagem de se trabalbar levedura é que ela pode ser
liofilizada, é rapidamente eliminada apos interégda terapia e ndo € afetada pelo uso
de antibacterianos (BLEHAUTet al., 1989; BODDY et al., 1991). Esta ultima
propriedade é importante, pois algumas terapia®c@ss a administracdo de
probidticos com antibacterianos durante infecc@edritestinais como, por exemplo,
no caso de pacientes infectados Idopylori, cuja terapia € uma combinagéo de drogas
(ARMUZZI et al., 2001).

O uso da levedura néo acarreta mudancas nas popsilaormais da microbiota
do cdélon apos exposicao por 4-5 dias. Porém, agté@mpo, nota-se um aumento nas
populacdes de aerdbios (1,4 x®Opara 2,1 x g de contetdo intestinal) e de
coliformes totais (1,8 x £y para 1,9 x 10g de contetdo intestinal) (MCFARLAND
& BERNASCONI, 1993).

Em todo o mundo, j& foram descritos 27 casos dgefmia devido ao uso @&
boulardii (ZUNIC et al., 1991; PLETINCXet al., 1995; VIGGIANO et al., 1995;
BASSETTlet al., 1998; FREDENUCC# al., 1998; NIAULTet al., 1999; CESARGt
al., 2000; HENNEQUINet al., 2000; PERAPOCHt al., 2000; RIJINDER&t al., 2000;
LHERM et al., 2002; CASSONEt al., 2003; LESTINet al., 2003; RIQUELMEet al.,
2003). Ultimamente, infec¢Bes fungicas invasivagdiea agentes novos ou raros tém
sido, frequentemente, descritos em todo o0 mundees€Ecasos sdo considerados como
uma consequéncia do aumento da populacdo de ris@ goencas cronicas ou

debilitantes, aumento no uso de drogas imunosssipasse de antibioticos de amplo
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espectro, nutricdo parental e uso de catéter veredoal. Devido a tudo isso, 0 uso da
levedura ndo é recomendado em pacientes imunassdpsi ou muito debilitados,
como no caso de tratamentos radioterapicos ou gtérapicos (CESAREt al., 2000),

ja que alguns casos de fungemia tém sido descrétdderatura nesses pacientes apos
tratamento enteral coi@ boulardii, embora nenhum deles tenha levado o paciente a
Obito devido a levedura e, foram, na maioria deosaresolvidos apdés interrupcéo do
probidtico e utilizacdo de fluconazol ou anfoterecB (CASSONEet al., 2003).

Assim como ocorre com a levedura, existem casgsritless de bacteremia
devido a utilizacdo de bactérias usadas como probs (OGGIONIet al., 1998;
RICHARD et al., 1988; MACKAY et al., 1999; RAUTIOet al., 1999). Entretanto,
essas correlacdes entre infeccbes sistémicas eisonde probidticos sdo raras e

sempre ocorrem em pacientes sob condicbes meditamamente debilitantes.

[.3.6 A leveduraSaccharomyces cerevisiae linhagem UFMG 905

A leveduraS cerevisae linhagem UFMG 905 foi isolada da destilaria de
cachaca de Germana, na cidade de Nova Unido, emasMserais, na regido da zona
metaldrgica (VIANNA, 2003). A linhagem foi identitida e classificada com@
cerevisiae, segundo métodos descritos em KURTZMAN & FELL 8p8 YARROW
et al. (1998). A identidade da levedura foi confirmadalizando o programa
YEASTCOMPARE (CIRIELLO & LACHANCE, 2001).

MARTINS (2004) mostrou que & cerevisiae UFMG 905 foi capaz de reduzir a
acdo de alguns enteropatdgenos. Os resultadosamaostque a levedura foi capaz de
diminuir a mortalidade (15% de sobrevivéncia ngpgraontrole contra 55% no grupo
tratado com a levedura) de animais desafiadosSbm Typhimurium durante 28 dias
(Figura 1) e os dados histopatologicos mostraraenajlevedura apresentou protecéo
contra o desafio oral cor@. difficile, em camundongos gnotobidticos (Figura 2) e
preservacdo do figado de animais convenciona@diwatcom a levedura e desafiados
com Salm. Typhimurium (Figura 3). O menor nimero de foadtamatorios no figado
de animais previamente tratados cof eerevisae UFMG 905 sugeriu que a levedura
diminuiu, in vivo, a translocagéo dgaalm. Typhimurium (Tabela 1) (MARTINSt al.,
2005a).
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Figura 1. Sobrevivéncia de camundongos NIH convencionaiadcat (1) ou ndo W)
com S cerevisiae UFMG 905 e desafiados com“1€élulas deSalm. Typhimurium no
tempo 1. N = 20 (em cada grupo). * Estatisticameliferente, segundo o teste Mann-
Whitney Rank, (P = 0,00326). (MARTINS, 2004).
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Figura 2. Aspecto histoldgico do colon (A e C) e do ceca(B) de camundongos NIH
gnotobidticos monoassociados (C e D) ou ndo (A ed) a levedurd®. cerevisiae
UFMG 905 durante dez dias e desafiados cofrcélilas deC. difficile durante 6 dias.
Coloracéo H-E (40X). As setas mostram as areaselaa (MARTINS, 2004).
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Figura 3. Aspecto histolégico do figado de camundongos l\bencionais controle
(A) ou tratados com a levedui@d cerevisae UFMG 905 durante dez dias (B) e
desafiados com f@élulas deSalm. Typhimurium por 28 dias. Coloracdo H-E (100X).

As setas indicam as areas de focos inflamatomdaRTINS, 2004).
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Tabela 1.Numero de focos inflamatérios por unidades de gresentes nos figados de
camundongos NIH convencionais tratados ou nao ctewealuraS. cerevisae UFMG
905 durante dez dias e desafiados cofrcélulas deSsalm. Typhimurium por 28 dias.

Grupo Numero de focos  Area medida (em Focos/unidades de area
inflamatérios unidades de area)
Controle 25 8,7 x 10 pm? 25
20 8,7 x 16 um’ 20
31 8,7 x 16 um’ 31
Média 25,3+ 5,5
Experimental 9 8,7 x 16 pm? 9
17 8,7 x 16 pm? 12
2 8,7 x 16 pm? 3
Média 8,0+ 4,6*

'Foco inflamatério define-se por acimulo de célitdmatérias em nimero maior
que 10 células, acompanhadas de alteracdes nasrdbgparénquima associado.

A unidade de area medida em todos os animais $onzatoria da area de 10 campos
em aumento de 10X. Cada medida anotada corresgoadecorte (3 cortes medidos,
um de cada animal).

* Estatisticamente significativo. Test& de Student (P = 0,014). (MARTINS, 2004).
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[.3.7 Utilizacdo de outras leveduras como probiotas

Devido ao grande interesse na utilizacdo de pticb® hoje em dia e, também,
pelo estimulo da Organizacdo Mundial da Saude (OhMQ)tilizacdo dessa alternativa
ao uso dos antibioticos, grandes laboratérios éraere pesquisas vém investindo
nesta area. Dados bem preliminares do nosso labiora¢ ainda ndo publicados, vém
mostrando que outras leveduras ndo pertencentgdnapoSaccharomyces, isoladas de
diversos ambientes e da industria agro-aliment, capazes de colonizar o trato
digestivo de animais experimentais e, também, dduairem substancias, ainda nao
identificadas, responsaveis pela inibi¢gdeitro de enteropatdgenos (TIAGO, 2008).

Trabalhando com leveduras isoladas de laticinkidMURA et al. (2004)
testaram 8 espécies diferentes de leved@asd{da humilis, Debaryomyces hansenii,
Debaryomyces occidentalis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces lodderae,
Kluyveromyces marxianus, S. cerevisiae e Yarrowia lipolytica) quanto a capacidade de
aderir em culturas celulares, resisténcia a acigwsperatura corporal humana e sais
biliares, além da capacidade de ndo causar inflamacselecionaram uma levedua (
lactis) para testes posteriores para uso como probidtico.

Outros trabalhos (SCHELLENBER& al., 1994; CHIAet al., 1995; IZADNIA
et al., 1998; KOVACS & BERK, 2000) mostram a eficacialeeeduras de cervejaria e
panificacdo, tanto em ensaios laboratoriais quantgacientes humanos, no combate

as diarréias.

1.4 Diarréias

De acordo com dados da OMS, mais de 75% dos é@titié sdo prescritos de
forma inapropriada, fato corrente mesmo em hospitaiensino de paises considerados
desenvolvidos (WHO, 2002). Além da prescricdo eusio irracional dos antibidticos,
apenas uma media de 50% dos pacientes tomam selisamentos corretamente.
Consequientemente, a resisténcia de microrganisesp®nsaveis por muitas doencas
infecciosas, incluindo diarréia bacteriana, goriarr@neumonia e tuberculose, esta
crescendo.

A diarréia é definida como a passagem de fezesré&nou mais episédios, num

periodo de 24 horas, suficientemente liquida peupar a forma do “container” no qual
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ela € colocada (KEUSCHt al., 2006). Ela pode ser causada por microrganismos
infecciosos, incluindo virus, bactérias, protozasré helmintos, que sédo transmitidos
das fezes de um individuo para a boca de outrbamada transmissédo fecal-oral, ou
por outros fatores etiologicos, nao-infecciososn@oa diarréia alimentar, diarréia
alérgica, causada por estresse e diarréias sem apaente (KEUSCH al., 2006).

As diarréias agudas sao responsaveis por altas thxmortalidade e morbidade
em todo o mundo. Essas taxas estéo relacionadassamento na secrecao intestinal,
resultado de infeccbes por bactérias produtoras eméerotoxinas E. coli
enterotoxigénicay. cholerae, C. difficile) ou de uma diminuicdo da absorcéo intestinal
pela infeccdo com microrganismos que causam daoosp@elio intestinal E. coli
enteropatogénic&higella sp.,Salmonella sp.) (KAUR & GANGULY, 2003).

Dentre as diarréias bacterianas, a habilidade aaregiver no estbmago € um
fator determinante do tamanho do inGculo necesgatia causar doenca. Por exemplo,
Shigella, que é resistente ao pH acido, em torno de alguilisares de UFCs séo
necessarios para causar a doenca. Ao contraridérizec que sdo rapidamente
inativadas pelo baixo pH, como . cholerae, requerem um inoculo bem maior
(milhdes de UFCs) para causar a doenca e, assicjsgm, primeiramente, se
multiplicar no alimento ou na agua para atingir eéws suficientes para causar a
doenca (KEUSCH al., 2006). Dentre as espéciesSmonella, alguns sorotipos séo
adaptados para infectar animais e, desse moda;anam doencas em seres humanos.
Outros sorotipos sdo bem adaptados aos seres hsireanéo causam doencas em
animais. A maioria, entretanto, ndo é adaptada ehospedeiro especifico e podem,
dessa maneira, infectar seres humanos e animaiéstioos, facilitando a transmisséo.
Pouco mais de 10 sorortipos, dos mais de 2508alonella, causam a maioria das
infeccbes humanas, refletindo a necessidade desggune codificam fatores de
viruléncia essenciais (KEUSCé# al., 2006).

Nas diarréias bacterianas o tratamento correneépermitir a desidratacdo do
paciente e, somente em casos mais graves, fazafeuantibiéticos. Esta terapia com
antibioticos é eficaz, mas apresenta trés grambesmvenientes: a selecdo de bactérias
cada vez mais resistentes, a destruicdo de parteiaabiota intestinal, acarretando
diarréias secundarias, o alto custo dos novosiatitibs, uma vez que os antibiéticos
de primeira geracdo ndo sdo mais eficazes paraossvpis bactérias resistentes,

previamente selecionadas (WHO, 2002).
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As caracteristicas socio-econdmicas do Brasil,aendhioria dos paises no
mundo, propiciam o0 aparecimento de varias infecd¢i@derianas, principalmente as
gue atingem o intestino. Diarréias sdo um séridlprma de salude publica no Brasil,
sendo que os indices de mortalidade e morbidadejadas diarréias, em criancas do

Nordeste sdo significantemente mais elevados (FRRBER00O).

1.5 O géneroSalmonella

Salmonella, o quarto microrganismo patogénico em importarapsYersinia,
Escherichia e Shigdlla, dentro do grupo das enterobactérias, € um agefgecioso
intracelular facultativo, constituido por espécis bacilos anaerdbios facultativos,
Gram-negativo, que incluem agentes etioldégicosadachs coletivamente chamadas de
salmoneloses (BERGEY, 1994). Estas bactérias pemen a familia
Enterobacteriaceae e fermentam a glicose, reduzem nitrato a nitripmgesuem flagelos
peritriquios (excecao daalm. pullorum). A Salmonella foi isolada em 1885, por Daniel
Salmon, um veterinario americano e, desde entaw dea2463 sorotipos diferentes
foram descritos (BRENNERt al., 2000). Dados da OMS, de 2004, listam 2501
diferentes sorotipos (WHO, 200 8almonella enterica subspenterica sorovar Typhi e
S enterica subsp.enterica sorovar Paratyphi sdo os agentes da febre tifdadeseres
humanos, infeccbes que se tornam um problema dke gaiblica, principalmente em
regides onde ha pouco ou nenhum acesso a aguzlpetande o tratamento de aguas é
insastifatorio.Salmonella enterica subsp.enterica sorovar Typhimurium &. enterica
subsp.enterica sorovar Enteritidis, outros sorotipos da espégienterica, podem
infectar diversos hospedeiros (aves, homem, canmgudo répteis, anfibios) e causam
uma gastroenterite que, na maioria das vezes, sBveesem uso de antibibticos
(SALEZ & MALO, 2004).

Enquanto todos os sorotipos podem causar doentagmes humanos, eles sdo
classificados de acordo com sua adaptacdo aosdeisyse Alguns sorotipos possuem
um limitado espectro de hospedeiro, por exemfhbmn. Typhi em primatasSalm.
enterica subsp.enterica sorovar Dublin em gado 8alm. enterica subsp.enterica
sorovar Choleraesuis em suinos. Quando essespesratausam doenca em seres
humanos, costuma ser de forma invasiva. A maiasg sbrotipos, entretanto, possui

um amplo espectro de hospedeiros. Classicamensge calesam gastroenterite, que
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precisam de tratamento especifico apenas em csianighpsos e individuos
imunodebilitados. Esse grupo compreei@dbn. Enteriditis eSalm. Typhimurium, os
dois principais sorotipos transmitidos do animabpgahomem (WHO, 2007).

Os sorotipos d&lm. enterica estdo entre as causas mais comuns de infec¢des
alimentares e causam uma infeccéao alimentar quéaesn gastroenterite. Os sintomas
aparecem dentro de 6 a 24 horas apos a ingest@gudaou do alimento contaminado,
podendo durar até uma semana. Os sintomas inidelisem nausea e vomito, que
diminuem apods algumas horas. Estes sintomas sandssgde dores abdominais e
diarréia, podendo, também, haver febre. A gravididdor e da diarréia varia bastante
de pessoa para pessoa, desde dor branda e dipraSiaimperceptivel até uma dor que
lembra uma apendicite grave e diarréia sanguirmlefypds o final dos sintomas, a
pessoa continua a excretar a bactéria por mais mesgs. Em 1 a 3% dos casos, a
pessoa se torna um carreador crénico da bactérim@s de um ano. Muitos casos de
gastroenterite ocorrem em criangcas com menos dent® de idade, e os sintomas
costumam ser mais graves neste grupo de pesso#sDOM et al., 1985). A infeccéo
pode se tornar sistémica, 0 que € mais comum emcars e pacientes imunodeprimidos
(pacientes com cancer e AIDS) (SALYERS & WHITT, 499

Os surtos de salmoneloses envolvem diferentes tif@ alimentos, mas o0s
derivados de leite e de aves domésticas sao oscoraisns. Os produtos derivados de
aves domeésticas sdo uma fonte comum de infeccaueastes animais carregam,
normalmente, estas bactérias em seus tratos maisséd, também, devido a alimentacao
rica em proteinas destes animais, 0 que assegaralegiserdo colonizados p&am.
Typhimurium e outros sorotipos @&lm. enterica. A bactéria contamina a carcaca apos
0 abate e a superficie de ovos. Foi demonstradagjages também transmiterSam.
enterica pela via transovariana. A gastroenterite resuttacazimento inadequado dos
ovos e carne de aves domésticas, mas ela podeéaredel contaminacéo cruzada de
outros alimentos e pela carne crua das aves, mnm@g, quando se utiliza a mesma
faca para cortar a carne e fatiar os ingrediendegnola salada (SALYERS & WHITT,
1994).

As infeccbdes porSalmonella acometem, geralmente, o trato digestivo. Em
camundongos, &alm. Typhimurium causa uma doenga sistémica acompantbad
sintomas semelhantes a febre tiféide causada $sta Typhi em seres humanos,
independente da via de infeccdo. Classicamente,inatioca de infeccdo em

camundongos se caracteriza por quatro fases. Aepanse traduz pela rapida
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eliminacdo de bactérias séricas. Durante a sensange a infeccédo, 8almonella se
replica ativamente dentro de células fagocitafizsa fase precede uma fase de plat6,
caracterizada pelo reconhecimento de certos patéggoor motivos moleculares
especificos, pelas células mononucleadas da linmaiggocitaria. Isso resulta na
producdo de vérias citocinas (TN-IL-1, IL-6, IL-12, IFN+y) e uma infiltracdo
massiva de monacitos e de neutrofilos polinucleaossocais de inflamacéo. Na quarta
fase da infeccdo se instala a defesa inflamatdqaieda, fazendo intervir as células B
e T, assim como os fatores humorais que dela deoqBALEZ & MALO, 2004).

Os mecanismos de enteropatogenicidade nas salmseselsdo bastante
complexos, ndo sendo, ainda, completamente conghdesn Sabe-se que a bactéria
possui diversos fatores de viruléncia, como adssieaoenzimas, enterotoxinas e
endototoxina (MAKELAet al., 1973; FRETER, 1981; KO@t al., 1984), além da
capacidade de invadir a mucosa gastrintestinal, tiphicér-se, disseminar-se e
sobreviver nas células do sistema reticulo-en@t@lARTER & COLLINS, 1974). A
Salm. Typhimurium adere e invade diferentes linhagerkilares de mamiferos,
incluindo células HeLa (GIANELLAet al., 1973), células Hep-2 (SNAL# al., 1987)

e células Henle (ALTMEYERt al., 1993).

Apos sua ingestédo e passagem pelo estomdgabmanella coloniza o intestino,
interagindo com e translocando através do epitetastinal, via trés rotas: (i) invasao
ativa dos enterdcitos, (ii) invasdo das células ,Miig pelas células dentriticas que
intercalam as células epiteliais (TAKEUCHI, 196 7/RASSL & FINLAY, 2008). As
bactérias, aderidas a superficie das células ptelinduzem degeneracdo nas
microvilosidades do enterdcito. Posteriormentejggfies citoplasmaticas das células
do hospedeiro circundam as bactérias até que &lasni contidas em vacuolos
envoltos por membrana. Ocorre, entdo, a recorgdtuida borda em escova dos
enterdcitos. ASalm. Typhimurium induz rearranjos na membrana celotsno parte do
processo de internalizacdo (FINLAY & FALKOW, 1996INLAY et al., 1992;
FRANCISet al., 1992).

Em camundongos inoculados intragastricamente, natsese que o sitio
primario de colonizacdo p&@alm. enterica € o ileo terminal (CARTER & COLLINS,
1974). Também foi observado quesaimonella interagia, preferencialmente, com as
células das placas de Peyer (tecido linféide aadocao intestino), como € o caso da
Salm. Typhimurium que, seguindo a rota oral de cologépa associa-se rapidamente
com o tecido das placas de Peyer (HOHMANNal.,, 1978). A bactéria entra,



34

seletivamente, pelas células M do epitélio assocaus foliculos linféides (JONE&
al., 1994). A entrada bacteriana é seguida pela nuettas células M e, apds a
eliminacdo destas células, os microrganismos maeertateralmente ao longo da
lamina propria ou invadem os foliculos, onde setiplidam. Com o tempo, a infec¢édo
progride para os linfonodos que drenam a regidegamdo ao figado e ao baco
(CARTER & COLLINS, 1974; NARDIet al., 1991). Em camundongos,Salmonella
cresce em macrofagos residentes do figado e do baco

Os receptores de reconhecimento de patdgenos, @smdlLRs e NLRs
[nucleotide binding and oligomerization domain (NRe receptors], sdo estimulados
pelos PAMPs (DELBRIDGE & O’'RIORDAN, 2007). Os TLRstao localizados nas
membranas plasmatica e do fagossomo, e podemisatcast por PAMPs como o LPS e
a flagelina. Os NLRs estéo localizados no citoplasomde podem reconhecer PAMPs,
como o peptideoglicano. A ligacdo de PAMPs a essesptores leva a ativacéo e
transcricdo de fatores de transcricdo e a subsexyuymmducdo de citocinas e
guimiocinas (GRASSL & FINLAY, 2008). Asalmonella possui, pelo menos, 4
ativadores de TLRs: LPS, lipoproteinas bacteriatt@gelina e DNA CpG, que ativam,
respectivamente, TLR4, TLR2, TLR5 e TLR9. Estaaiaente descrito quén vitro,
células como macréfagos e células dendriticas pddentir” aSalmonella via TLRs e
induzir a producdo de citocinas que também sdwaetes nas respostas, vitro,
contra aSalmonella (GEROLDet al., 2007).

Por ser uma bactéria Gram-negativoSamonella exprime em sua parede
externa o LPS, uma molécula extremamente imunogémc LBP (LPS-bnding
protein), proteina de ligagcéo ao LPS, é uma prote®naa cuja principal caracteristica €
apresentar o LPS sob a forma monomérica ao rec€idd4, sua forma livre em
solucéo sendo micelar. Os primeiros trabalhos glecaram em evidéncia o papel da
LBP, quando da infeccdo pdgalm. Typhimurium, o descreveram como sendo
necessario para uma reacdo inflamatoria eficaz plmsinar o patégeno invasivo
(JACK et al., 1997). O receptor CD14, presente majoritariamards monocitos e
macrofagos, € o receptor, por exceléncia, do LIR&&eRte nos organismos sob a forma
membranar (mCD14) e soluvel (sCD14), ele possusemdominio carboxi-terminal,
um sitio de ligacdo para um grupamento GPI (fokfosfatidil-inositol), que favorece
a ancoragem a membrana celular, mas sem a atrgviespadindo qualquer contato
com 0 meio citoplasmatico e, assim, toda interagatecular permite a transducéo do
sinal (SALEZ & MALO, 2004) (Figura 4).



35

A fixacdo do LPS a célula ndo provoca a ativacélular de imediato. O
intervalo de tempo necessério a ativagdo (15 aiB0tas) se explica pela necessidade
de internalizar o complexo LPS/CD14. Alguns estudusstram que o bloqueio da
fusdo endossdmica ou da internalizacdo provocamruptara na sinalizacao induzida
pelo LPS (TRIANTAFILOU & TRIANTAFILOU, 2002).

O complexo LPS/LBP pode gerar uma mensagem imtlacevia o receptor
CD14, por intermédio de uma proteina dotada de omimio transmembranar, o
receptor TLR-4, que reconhece especificamente o. [EXSe receptor possui um
dominio extracelular, rico em leucina, e um dominteacelular, homélogo ao dominio
intracelular do receptor de IL-1 (dominio TIR) (TERA et al., 2003). A fixacdo do
complexo LPS/LBP ao complexo CD14/TLR-4 (em coog&oacom MD2, uma
proteina perimembranar) produz a ativacdo de dims de sinalizacdo distintas e
parcialmente reduntantes. Uma primeira via fazrwiteduas proteinas adaptadoras,
MyD88 (“myeloid dfferentiation factor_88 e TIRAP (“toll-interleukin 1 _eceptor
domain-containing @apter_potein”) (BEUTLER et al., 2003), capazes de mobilizar a
via de sinalizacdo dependente das proteinas IRAKMefleukin 1_eceptor-asociated
kinase”), TRAF6 (“tmor necrosis factor_eceptor _asociated _dctor”), TAB1
(“transforming growth factof-activated protein kinasehntding protein”) e TAK1
(“transforming growth factof3-associated_ikiase”), mas também as MAP quinases
(“MAPKK, MAP kinase kinase”) e a proteina p38. Esesascata de ativacoes
moleculares, principalmente pela ubiquidade do dexapmolecular NEMO (“oclear
factorkB essential mdifier”) / IKK a (“inhibitor ofkB kinasea”) / IKK 3 (“i nhibitor of
KB kinasef”), induz a degradacao deB, a translocacdo de NKB para o nucleo e a
ativacdo de AP-1 (‘Gaptor_potein I') levando a ativagdo transcripcional de certos
genes que codificam as citocinas inflamatérias, ¢amo TNFe, IL-1, IL-6, IL-8, IL-

12 ou ainda MIP4 (“macrophagenflammatory_potein 1a”). Independentemente de
TRAF6, o fator de transcricdo C/EBRP‘CCAAT/enhancer-inding potein3”) (ou NF-
IL-6) parece ser mobilizado desde a ativacdo dessgMyD88), por uma via de
sinalizacdo ainda pouco descrita, e permite a géwmlude prostaglandina;E
(UEMATSU et al., 2002). A outra via ativada apods a ativacdo adepwr TLR-4 faz
intervenir uma via independente de MyD88, onde du#isas proteinas adaptadoras
intervém, TRAM (“TRIF-related _dapter _nolecule”) e TRIF (“Toll/interleukin-1
receptor domain-containing adaptor protein indudmtgrferonf”) (YAMAMOTO et
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al., 2002). Essas proteins adaptadoras, assim cord881YIRAP, ativam ndo apenas
a via de MAP quinases e a proteina p38, mas tamipéanvia que |hes é prépria e que
permite a sintese de IHBI{"interferonB”), NOS2 (“nitric oxide sntase_2) e de IP-10
(“interferon inducible_mtein 10) apds a ativacdo do fator de transcricdo IRF-3
(“interferon _egulatory _&ctor 3) (BEUTLER et al., 2003). Todo esse processo de
sinalizacao pode ser visualizado, esquematicameateigura 4.

O TLR-4 nado exerce apenas um papel de reconhemintkn patdgeno, ele
intervém, também, na fagocitose de bactérias Gregativo e Gram-positivo. Esse
efeito é regulado pela cascata de sinalizacdo MARB&K-4/p38 (DOYLE et al.,
2004).

A Salmonella é, também, reconhecida pelo TLR-5. Contrariamentd LR-4,
gue possui varios ligantes diferentes, o TLR-5 sgita uma afinidade exclusiva pela
flagelina. Essa proteina, expressa nos flagelosetiacos, possui uma capacidade
extremamente imunogénica, como sua capacidadeivdedd do sistema fagocitario
mononuclear (HAYASHIet al., 2001) e de células epiteliais da mucosa intaistin
(GEWIRTZ et al., 2001). TLR-5 induz uma mensagem similar a do -AlL.Rima vez
que a via ativada mobiliza NEB e induz a producdo de citocinas pro-inflamatorias
como TNFea e IL-6 (HAYASHI et al., 2001) (Figura 4).

Em contato com a célula hospedeir&abmonella estimula sua propria captura
pelas células epiteliais. A habilidade dessa bac#mn entrar na célula hospedeira é
central para o sucesso da infeccdo. Para issazlasb de um aparato, conhecido como
secrecado do tipo 3 (TTSSyfe hree_gcretion_gstem”), onde ela introduz na célula
hospedeira um conjunto de proteinas efetoras queagiazes de mimetizar as funcdes
de vérias proteinas da célula hospedeira (GALAN1200 mecanismo de entrada na
célula é caracterizado por um profundo rearranjaitiesqueleto de actina no local
onde a bactéria entra em contato com a célula Hespe(PATEL & GALAN, 2005).
Esse remodelamento do citoesqueleto da célula induembrana a formar extensées
celulares que envelopam a bactéria, conduzindotradanda bactéria em vacuolos
ligados a membrana. Essa entrada em células namcitiags € absolutamente
dependente da liberacdo de proteinas efetoras ifispecintroduzidas na célula
hospedeira via TTSS codificadas pela ilha de paiogde 1 de&salmonella (SPI-1,
“Salmonella pathogenicity sland _1). Esses fatores de viruléncia funcionam em
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conjunto para empregar as proteinas da célula Hespee orquestrar uma série de

eventos que culminam na entrada da bactéria (PASTBL, 2005).

-Em_lme membranaire
de Salmonella

Hmﬁ'ﬂnrprmqmt

TRIF

JNk/pZ8

IFH type |

1710

Figura 4. Sinalizacao celular induzida pefalmonella logo apds o seu reconhecimento
pelos receptores TLR-4 e TLR-5. (SALEZ & MALO, 2004
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Um alvo celular chave é a familia de proteinas,Rjoe sdo pequenas GTPases
(“Guanidine _Ti-Phosphatasés reguladoras centrais do citoesqueleto eucarioto
(ETIENNE-MANNEVILLE & HALL, 2002). As RhoGTPases fAgcionam como
“ativadores/desativadores” moleculares, alternagrtoe a forma GTP-ligada ativa e a
forma GDP-ligada inativa. Essa troca binaria de leaitdeos induz mudancas
estruturais definidas (VETTER & WITTINGHOFER, 200A) Salmonella possui uma
estratégia sofisticada para modular reversivelmessa funcdo ativadora/desativadora
das RhoGTPases. Ela codifica trés proteinas efettwradipo I, SopE, SopE2 (que séo
intimamente relacionadas) e SopB, que diretamergajam e ativam dois importantes
membros da familia Rho: Cdc42 e Rac (HAR&HI., 1998; STENDER al., 2000),
levando ao remodelamento de actina. SopE e Soplakzean diretamente a ativacao
de GTPase, enquanto SopB funciona indiretamenteg wanipulacdo de
fosfoinositideos. A membrana plasmatica estda intiet/de associada com o
citoesqueleto de actina, e essa interagcao depead®statidilinositol 4,5-bifosfato
[PtdIns(4,5)B]. SopB/SigD é uma inositol fosfatase, que induz uépido
desaparecimento de PtdIins(4bjfela invaginacéo de regides da membrana durante a
invasdo pel&almonella. Isso aumenta a elasticidade para facilitar o detaonento da
membrana plasmatica associada a entrada da ba¢EANACHER et al., 2000;
TEREBIZNIK et al., 2002).

Além das 3 proteinas efetoras citadas anterioenehias outras proteinas sao
translocadas, SipA, que se liga a e estabilizatinaae SipC, que induz nucleacéo e
polimerizacdo da actina (ZHOU & GALAN, 2001). Apésinvasio, uma proteina
efetora do tipo lll, SptP, age como uma proteinzadora de GTPase (GAP, TRase-
activating potein”) para Cdc42 e Rac, inativando essas pratefd e retornando a
morfologia celular a um estado relativamente norffa) & GALAN, 1999) e as
bactérias internalizadas ocupam o vacuolo geraldofpsfio das vesiculas induzidas por
SopB.

Apoés a internalizagdo, o vacuolo contend@bmonella (SCV, “Salmonella-
containing \acuole”) interage, seletivamente, com a maquinamalocitica do
hospedeiro. Inicialmente, o SCV adquire os mareslendossémicos precoces, EEAL
e Rab5, que sdo sequencialmente substituidos pelosgomo tardio, e marcadores
lisossbmicos Rab 7 e glicoproteinas lisossémicagpgL lysosomal_tycoproteing.
Entretanto, o SCV néo se funde diretamente comndesemos e lisossomos, em parte
devido & atividade fosfatase fosfoinositidica dpES¢PATEL et al., 2005). A medida
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que a infeccdo progride, as proteinas do TTSSdasma ilha de patogenicidade 2 da
Salmonella (SPI-2, ‘Salmonella pathogenicity sland_2) (SPI2-TTSS) libera proteinas
efetoras adicionais e a replicacdo bacterianac&ada. A proteina SifA € essencial para
a formacdo de filamentos induzidos pefalmonella (Sifs, “Salmonella-induced
filaments), tibulos da membrana alongados que emanam da SiEA, SopD2, SseF,
SseG e Ssed se localizam no SCV e em Sifs, eiparticda formacdo da membrana
(BEUZON et al., 2000; BRUMELLEet al., 2001; BRUMELLet al., 2002; KUHLE &
HENSEL, 2002; RUIZ-ALBERTet al. 2002; BRUMELL et al., 2003; FREEMANet
al., 2003). Todo esse processo de internalizacasalaonella pela célula hospedeira
pode ser visualizado, esquematicamente, na Figuaddptada a partir de PATELal.
(2005).

Somado as modificagdes poés-transducionais trai@stdcorridas devido a
entrada daSalmonella, ela induz mudancas drasticas nos niveis transcais e
transducionais das células infectadas, em espeamlcélulas epiteliais que, apds a
infeccdo, se comportam como sentinelas pela inddedom programa transcricional,
cuja principal funcéo € regular os mecanismos dasdeimune inata (COSSART &
SANSONETTI, 2004). Isso ocorre, principalmente, esposta a inducao de B,
que regula uma boa parte dos genes pro-inflamatdesse programa proé-inflamatério
das células epiteliais - em contraste com a sengdiz extracelular, que é mediada pelos
TLRs em células fagociticas, na presenca de PANE&Ianos - parece ser mediado
por um sistema sensor intracelular envolvendo pratecitosélicas da familia Nod
(GIRARDIN et al., 2001). Nod1l € prevalente nas células epitelimisintestino e
reconhece muropeptideos presentes no peptideaglidanbactérias Gram-negativo.
Uma outra proteina citosélica, Nod2, reconheceigepglicanos de qualquer bactéria,
essencialmente porque ela é capaz de reconhecaramitidipeptideo, uma estrutura
comum a todos os peptideoglicanos (GIRARI2tNI., 2003).

Pela sua capacidade de regular a transcricdo agé@nipor outras vias, a
Salmonella pode controlar o destino da célula hospedeiratrBers mais intrigantes
paradigmas estd a capacidade dessa bactéria delaoons processos apoptoticos da
célula. A proteina SipB, liberada pelo TTSS, ativaaspase-1 (uma cisteino-protease
pré apoptotica), que ativa apoptose em macrofagestados enquanto inicia, também,
uma resposta inflamatdria, via processamento ouragio de duas potentes citdcinas
pro-inflamatorias, IL-B e IL-18 (HERSHet al., 1999; HILBIet al., 1998).
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Figura 5. Interacdo daSalmonella com as células epiteliais. (a) Em contato com a
célula hospedeira, &lmonella libera vérias proteinas efetoras que manipulam o
citoesqueleto celular e induz a entrada da bact®opE, SopE2 e SopB ativam Cdc42 e
Rac, levando ao remodelamento do citoesquelet® 8ifipC estabilizam a actina e
induzem nucleacéo e polimerizacdo da actina. (l)sAp internalizacdo da bactéria,
SptP reverte a funcdo de SopE, SopE2 e SopB. (65 Apinternalizacdo, o SCV
interage, seletivamente, com a maquinaria endacitic hospedeiro. (d) Assim que a
infeccdo progride, SPI2-TTSS libera outras proteigfatoras e a replicacdo bacteriana
€ iniciada. (PATELet al., 2005).
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A interacdo d&almonella com as células epiteliais polarizadas induz adif@o
de potentes quimiocinas que direcionam a migrag@aélulas polimorfonucleares
(PMN, “polymorphoruclear leukocytes”) (MCCORMICHKt al., 1993; MCCORMICK
et al., 1995; MCCORMICK et al., 1998). Por exemplo, IL-8 €& secretada
basolateralmente nas células epiteliais e funci@eindo PMN do espaco
intravascular, via lamina prépria, para dentro daecosa infeccionada (MCCORMICK
et al., 1995). PEEC (“athogen-kcited-epithelial-chemoattractant”) é secretado na
parte apical das células epiteliais e direcionaigragdo de PMN através da camada
epitelial pelas juncdes serreadas (MCCORMIGKal., 1998). A secrecdo continua e
polarizada de IL-8 e PEEC pelas células epitel@isesponsavel por direcionar a
movimentagcdo de PMN, no lumen intestinal, em respasinfeccdes pofalmonella
nao-tifoide em seres humanos. A ativacdo do pronueolL-8 durante a invasdo de
células epiteliais é, primariamente, dependenteNBexB pela ativacdo do TLR-5
(GEWIRTZet al., 2001).

O estudo de salmoneloses em camundongos utilizasdbm. Typhimurium é
um excelente modelo, pois 0s sintomas provocadosesi@a bactéria e pel@lm.
Choleraesuis sdo muito semelhantes aos sintomé&sbdatiféide causada petalm.
Typhi em seres humanos (SALYERS & WHITT, 1994). @sultados obtidos nestes
estudos tém sido extrapolados para a compreensa@raes aspectos da infeccéo
causada pel&lm. Typhi. Em condigbes experimentais normais, eltmal sorotipo
ndo é virulento para o camundongos, sendo incapazddzir uma doenca progressiva
neste animal (CARTER & COLLINS, 1974).

1.6 Probidéticos eSalmonella

O efeito de probidticos em casos de salmonel@sesm sendo demonstrado ha
alguns anos. Estudando o efeito protetor de digerscrorganismos em ensaios
laboratoriais, relatou-se, utilizando um modelonalj que probiéticos com&.
boulardii, S cerevisiae, E. coli EMO, B. longum, B. bifidum, E. faecium e L.
acidophilus (RODRIGUESet al., 1996; SILVAet al., 1999; LIMA FILHOet al., 2000;
MAIA et al., 2001; MOURAet al., 2001; SILVAet al., 2002; MARTINSet al., 2005a)
conferem um efeito protetor aos animais desafi@dasSalm. Typhimurium e, que na

maioria desses casos, o efeito benéfico € devado,rpenos em parte, a um aumento da
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resposta imune do hospedeiro devido ao tratamemtoac probidtico (NEUMANNet
al., 1998; RODRIGUESt al., 2000; GILLet al., 2001; LIMA FILHO et al., 2004,
SILVA et al., 2004).

Trabalhando com uma mistura de probidticos (dumdmdgiens dé.. murinus, L.
salivarius subsp.salivarius, L. pentosus e Pediococcus pentosaceous) para suinos,
CASEY et al. (2007) observaram que os animais tratados e iddeaf comSalm.
Typhimurium apresentaram um nuamero menor de emsode diarréia, com uma
menor gravidade e duracdo, além de maior ganhcede, guando comparados com
animais controle. Ao contrario do que ja havia sideervado em outros trabalhos, eles
observaram que essa associacao de probidticodicmsiuma diminuicdo nos niveis
fecais daSalmonella, em relagdo ao controle, apos 15 dias de infeagmonstrando
que o tratamento possibilitou uma melhora cliniceierobiologica. Varios autores
hipotetizam que o efeito benéfico dos probidticosita desafios patogénicos com
Salmonella pode ser explicado pela inibicdo do cresciments gatdogenos pela
diminuicdo do pH, producéo de bacteriocinas e eusabstancias inibidoras de
crescimento de patogenos (FAYOL-MESSAOUDHI., 2005; MAKRASEt al., 2006;
THEPPANGNAEet al., 2006); entretanto, varios traballiosvivo sugerem que o efeito
benéfico €, na grande maioria das vezes, explipadooutros mecanismos como a
imunomodulagdo (NEUMANNMt al., 1998; RODRIGUES al., 2000; LIMA FILHO
et al., 2004; SILVAet al., 2004).

Também utilizando um sistenmavivo, WATERSet al. (2005) observaram que
em passaros tratados com uma cultura contendo nggeriemos do ceco e com uma
cultura comercial, a contagem @&alm. Typhimurium diminuia significantemente,
sendo que a cultura comercial proporcionou uma engdnotecéo contra o patégeno.
Andlises do ceco dos animais experimentais ndcaesnusdiferencas entre 0s grupos,
no que se referia ao pH ou concentracbes de acetajfropionato. Entretanto, um
aumento nos niveis de butirato foi observado no des animais tratados com as duas
culturas, em relacdo ao controle. PROMSOPQG#IEI. (1998) também observaram
uma diminuicdo nos niveis @&lm. Typhimurium em aves tratadas camracidophilus,

E. faecium e anticorpos antiSalm. Typhimurium. Essa diminuicdo nos niveisSm.
Typhimurium em animais tratados cdmacidophilus e lactose nao foi observada por
JOHANNSENEt al. (2004), o que demonstra que o efeito benéficoénéferecido por
todos os microrganismos e que, na grande maiosavdaes, esse efeito é espécie-

especifico.
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Trabalhando com uma associacdo de probidticos paes, contendd..
acidophilus, E. faecium e S cerevisiae, MAIA et al. (2001), utilizando o modelo de
camundongos isentos de germes, observou que apelBagaecium promovia uma
protecao intestinal e uma menor mortalidade sicgtifra, e que essa protecdo néao foi
devido a uma diminuicdo dos niveis intestinais SWm. Typhimurium. Também
utilizando o mesmo enteropatdégeno, RODRIGU&Sal. (1996) observaram uma
protecdo em camundongos isentos de germes e conwvaisdratados cor8 boulardii,

e que essa protecao estava intimamente relacimuada imunomodulacdo promovida
pela levedura (RODRIGUES al., 2000). SILVAet al. (1999) observaram um efeito
protetor deB. bifidum contraSalm. Typhimurium e correlacionaram esse efeito a uma
capacidade imunomoduladora desse probidtico e um@nulcdo da resposta
inflamatoria (SILVA et al., 2004). Resultados semelhantes, no que diz tespei
protecao e efeito imunomodulador, foram encontrgaws IMA FILHO et al. (2004),

utilizandoE. coli EMO em animais isentos de germes desafiadosSatmonel la.

I.7  Asvias de sinalizacao celular

Os diferentes estimulos externos sao integraddsernamente, por vias de
sinalizacdo celular. Desse modo, no nivel dos écites, duas grandes vias de
sinalizagcdo celular se distinguem: o fator de tagd8o NFkB e a via das MAP

quinases.

[.7.1 O fator de transcricdo NFkB

O fator nucleakB é um fator de transcricdo que desempenha um pé&itieb
na coordenacgao das respostas imune, inata e adaptagulando a expresséo génica de
varios mediadores celulares (ZINGAREL#I al., 2003). Este fator foi descrito, pela
primeira vez, em 1986, por Sen e Baltimore, comdfator nuclear capaz de se ligar a
cadeia leve kappa) de imunoglobulinas de linfécitos B, onde ele tagatranscricdo
(SEN & BALTIMORE, 1986). Sabe-se, atualmente, queFekB € um fator ubiquo,

expresso na maioria dos tipos celulares, e que diomaro composto de membros da
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familia Relish (Rel). Este fator reconhece a segaéconsenso 5’GGGRNNYYCC3,
onde R é uma purina, Y, uma pirimidina e, N, quaiduase.

Nos vertebrados a familia NéB/Rel engloba cinco sub-unidades, chamadas
p50, p52, p65 (RelA), c-Rel e RelB. Essas sub-wddgpodem formar homodimeros ou
heterodimeros em varias combinacdes. A mais conmnsisie de dois polipeptideos de
50 kDa (p50) e 65 kDa (p65). Normalmente, o hB-se encontra no citoplasma, numa
forma fisicamente inativa, devido a associacaootepras inibidoras conhecidas como
IkBs (Inhibitor kB proteins). Sete formas diferentes @84 sdo conhecidaskB-a,
IkB-B, IkB-y, IkB-¢, Bcl-3, p100 e p105, sendo kBka a mais conhecida e mais bem
estudada (ZINGARELLI, 2005). O NkB pode ser ativado por diversos sinais, como:
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, produtoactdsianos (endotoxinas,
peptideoglicanos, acido lipoteicoico), virus e comgntes virais, protozoarios,
citocinas (como TNFx e IL-1B), radicais livres e agentes oxidantes (CAAMANO &
HUNTER, 2002).

Estudosin vitro, utilizando culturas celulares e, também, estudowivo,
utilizando modelos animais para estudo de sepssiranam que a ativacao do KB-é
rapida e ocorre poucos minutos apés o desafio biamo (CAAMANO & HUNTER,
2002; SHEEHANEt al., 2002; SHEEHANet al., 2003; ZINGARELLIet al., 2003). A
ativacao desse fator de transcricdo requer a ftzgfao de seus inibidores fisioldgicos,
isto é, asHBs, em especial &B-a, em residuos especificos de serina. Este evento de
fosforilagdo € mediado por um complexo de trésgimas quinases d&B (IKKs):
IKK-a, IKK-B e IKK-y, estas ativam a degradacdo subsequentekBs pelo
proteasoma 26S (ZINGARELLE&t al., 2003). A degradagdo proteolitica daBs
permite que o NkB se transloque para o nucleo, onde ele regulapeessdo de
centenas de genes que sdo importantes nas respostae e inflamatoria
(ZINGARELLI et al., 2003) (Figura 6). Esses incluem genes para n&gcimoléculas
de adesdo e quimioquinas, receptores requerid@s gpadesao de neutréfilos e sua
transmigracdo nas paredes dos vasos sanguineosptores envolvidos no
reconhecimento imune (como membros do complexaipahde histocompatibilidade)
e proteinas envolvidas na apresentacdo de antigAtisando a expressdo de varios
genes que interagem no processo de apoptose amegusobrevivéncia e proliferacado
celular, o NFkB também modula a sobrevivéncia de neutrofilos gradiferacdo e

diferenciacéo de linfécitos B e T no local de igi&@g, permitindo que essas células
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desempenhem suas func¢des imunologicas e antimacrabi(SEN & BALTIMORE,
1986; CAAMANO & HUNTER, 2002; ZINGARELLLEt al., 2003).

IL-1, TNF, LPS, Bacteria
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Figura 6. Ativacdo do fator de transcricdo MiB. O NF«B é mantido no citoplasma
pelas proteinas inibidoraxBs. Sob determinados estimulokBI € fosforilado,

ubiquitinado e degradado, e o MB-fica livre para migrar para o nucleo, onde induz
transcricdo de diversos genes dependente8dBIF«B €, depois, inativado por novas

proteinas#Bs sintetizadas. (JOBIN & SARTOR, 2000).
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Além do controle da resposta imune, o kB-estimula, também, a expressao de
enzimas cujos produtos contribuem para a patogédeseesposta inflamatoria,
incluindo a ciclo-oxigenase-2, a forma induzivel @&do nitrico sintase, e uma
variedade de citocinas pro-inflamatorias. Variossés mediadores inflamatorios, que
sao regulados pelo NEB (como TNFe e IL-13) podem, por sua vez, ativar este fator
de transcricdo, criando, dessa forma, um ciclamétério que se auto-mantém, o que
aumenta a gravidade e a duracdo da resposta inflaanéCAAMANO & HUNTER,
2002; ZINGARELLI et al., 2003). Do mesmo modo, como parte de um contrele d
“feedback” negativo do processo inflamatorio, o RE-induz a transcricdo de seu
proprio inibidor (kB-a), ativando um mecanismo que limita sua proprigagéo.
Desse modo, é possivel que exista um balanco dinaenitre 0 mecanismo de defesa e
o papel inflamatorio do NkB durante a infeccdo. Entretanto, esse balanco pede
desligado quando a infeccdo ativa uma respostaniafioria sistémica exagerada,
levando a uma ativacédo prolongada do ®W-e inapropriada expressdao de moléculas
toxicas (CAAMANO & HUNTER, 2002; ZINGARELLEt al., 2003).

[.7.2 As MAP guinases

As MAP quinases sao vias de sinalizacéo fortemeoservadas ao longo da
evolucdo. As vias envolvendo as MAP quinases doesti as vias mais importantes da
transducdo do sinal, da superficie celular ao nuclkelas estdo implicadas na
proliferagcéo, diferenciagcdo e morte celular. Sd@ wascata onde cada membro ativa
outro por fosforilagdo dos residuos treonina eimsiha. Na extremidade da cadeia
encontramos as MAP quinases controle. A cascasaickhde MAP quinase consiste da
ativacdo de trés proteinas quinases intracelulapes, se inicia quando o primeiro
membro, MAP quinase quinase quinase (MAPKKK), &aata. MAPKKK é uma
proteina quinase que fosforila e ativa MAP quingsiease (MAPKK), e essa ativacéo
€ seguida pela ativacdo de uma MAP quinase esge¢Higura 7). Dessa maneira, as
MAPKs ativam numerosas proteinas quinases, praemaleares e fatores de
transcricdo, levando a uma transdugdo do sinaltivagio da cascata de MAPK é
rapida e possibilita as células responder a mudaagabientais de uma maneira

regulada. Trés grandes grupos de MAP quinases ex@mnhecidas em células de
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mamiferos: ERK1/2 ¢dracellular signal_egulated_knase), p38 e IJNK (cidh NH,
terminal knase) (WAETZIG & SCHREIBER, 2003; CUSCHIERI & MAK 2005)

gue, junto com NB, controlam a resposta celular ao estresse daanaao.
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I
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Figura 7. Esquema mostrando a sinalizacdo celular via castats MAP quinases
ERK, JNK e p38. (KATSOULIDISt al., 2005).
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[.7.2.1 ERK

ERK foi a primeira proteina da familia das MAPKeitificada, apresentando-
se sob duas isoformas, ERK1 e ERK2, também cordeeq@dr p44 e p42 MAPK e,
normalmente, referida como ERK1/2 (p44/42). Estatgina estd envolvida,
primariamente, na proliferacdo, transformacgéao erelfciacdo (COWLE¥t al., 1994;
HILL & TREISMAN, 1995; HUNTER, 1995; MARSHALL, 1996 Sua ativacédo é
iniciada pela fosforilacdo e ativacdo de Raf (MARKKseguida da fosforilacdo e
ativacdo de MKK1/2 (MAPKK), que leva a ativacao EHRK1/2 (MAPK) (KOLCH,
2000) (Figura 7). A ativacdo da MAPK ocorre pelaféoilacdo de treonina e tirosina
(202 e 204 da MAPK humana - ERK1 - ou 183 e 18%atie - ERK2) na sequéncia
T*EY* de MEK (STURGILL et al., 1988; PAYNEet al., 1991). Raf € uma quinase
altamente conservada que é ativada pela proteifas,Ras € ativada pela interacéao
com o complexo Grb2-SOS, onde SOS catalisa a f@omdg complexo Ras-guanosina
trifosfato (GTP). Esse complexo se liga a Raf eigaade um modo dependente de
calcio (CUSCHIERIet al., 2002). Essa cascata € ativada por diversos emosy
incluindo EGF (fator de crescimento epidérmicpidermal _gowth factor), fator de
crescimento derivado de plaquetas, tromboxano giotensina 1, TGH3, insulina,
citocinas, hormonios e neurotransmissores (C@Ba&., 1994). Adicionalmente, ERK
é ativado em resposta a endotoxina, estresse xiddator ativador de plaquetas
(PAF, “platelet_ativating factor”) e aderéncia por células do sistema imua®inomo

monaocitos e macréfagos.

1.7.2.2 p38

p38 MAPK, também conhecida como RH (ROUSEI., 1994) ou CSBP (HAN
et al.,, 1994), é ativada em resposta a estresses {jgiok) endotoxina, estresse
osmotico, exposi¢cdo a raios ultravioleta, citocimafamatorias, LPS e fatores de
crescimento (FRESHNE# al., 1994; HANet al., 1994; LEEet al., 1994; ROUSEet
al., 1994; RAINGEAUDset al., 1995) e participa na cascata de sinalizacadralando
as respostas celulares a citocinas e estressesSHIYREY et al., 1994; HANet al.,
1994; LEEet al., 1994; ROUSEet al., 1994). Cinco isoformas do grupo p38 j& foram
identificadas: p3& (SAPK2), p38B, p38f32, p38y (SAPK3) e p38 (CHEN et al.,
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2001). A expresséao dessas isoformas varia entrecms. p3& € altamente expressa
em leucocitos e médula 0ssea, |i38-expresso no coracdo e no cérebro, eypd8-
expresso, predominantemente, nos musculos esgoslél ativacdo de p38 € iniciada
pela fosforilacdo e ativacdo de MEKK4, TAK1, ASKNILK3 (MAPKKK), seguida
da fosforilagéo e ativacdo de MKK 3,4,6 (MAPKK),gtosforila p38 (MAPK) nos
residuos treonina 180 e tirosina 182 (CUSCHIERI &IEFR, 2005) (Figura 7).

Os principais substratos para p38 incluem protgimaase 2 ativada por MAPK
(MAPKAP-K2) e MAPKAP-K3, que sao serino-proteinasirgases conhecidas por
ativarem a proteina de choque térmico p27 (HSHeat,_sock potein-279 (LARSEN
et al., 1997), que é uma proteina ligadora de actinaafuaa a reparar o citoesqueleto
de actina e inibe a apoptose, além de possuir a@gyropriedades anti-inflamatorias.
p38 também fosforila e ativa os fatores de trap8orATF-2 e SP1. ATF-2 é critico na
ativacdo de vérias proteinas inflamatérias (RAINGEAet al., 1995), enquanto SP1

parece ser critico na transcricdo da citocinaiafiimatéria IL-10 (MAet al., 2001).

[.7.2.3 INK

A MAPK JNK foi originalmente identificada como unpeoteina quinase de 54
kDa ativada por estresse e, por isso, € tambémecmizhpor SAPK (sess-ativated
protein knase). Ela é ativada por varios estimulos queatip38, como LPS, TNE;
IL-1, estresse osmotico e radiacao ultravioleta YIBA 1999; ICHIJO, 1999; CHEIst
al.,, 2001; KYRIAKIS & AVARUCK, 2001). As proteinas mases JNK séao
codificadas por trés genes: JNK1, JNK2 e JNK3. INK 2 sdo expressos de forma
ubiqua, enquanto JNK3 é expresso apenas no cémragao e testiculos. Quando
ativada como um dimero, JNK se transloca para teawnde regula a transcricéo, via
seus efeitos no c-Jun, ATF-2 e outros fatores destricdo. A ativacdo de JNK é
iniciada pela fosforilagdo e ativacdo de MEKK1-5AKI, ASK1l e MLK1-4
(MAPKKK), seguida da fosforilacdo e ativacdo de MKk MKK7 (MAPKK), que
fosforila INK (MAPK) na treonina 183 e tirosina 188USCHIERI & MAIER, 2005)
(Figura 7).

O JNK ativado fosforila ATF-2, Elk-1 e c-Jun. Degssodo, JNK desempenha

um importante papel na ativacao do fator de trag@zrAP-1, que € constituido de um
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homodimero c-Jun ou um complexo c-Jun-c-Fos. Emberefeitos de JNK ndo sejam
tdo bem compreendidos como aqueles de ERK e p@Bdesempenha um importante
papel na expressao de TNF e éxido nitrico sintashazivel em macréfagos e monécitos
(LAHTI et al., 2003). Adicionalmente, JNK desempenha um paagbmoliferacdo de
células T, diferenciacéo e producao de IL-2.

Os sinais de estresse sdo transmitidos a essatagsias pequenas proteinas
GTPases da familia Rho (Rac, Rho, Cdc42). RaclodZhedeiam a estimulagcédo de
MEKKs e MLKs. Alternativamente, MKK4-7 podem serivatlas por uma via
independente de GTPases, via estimulacdo de um mesabfamilia quinase centro
germinal (GCK_grminal_enter knase) (KYRIAKIS, 1999).

1.8 Interleucina-8

Uma infeccdo ou um dano no organismo sempre gesult inflamacao, cuja
principal caracteristica € o recrutamento de nélgsdodo sangue para o tecido onde
ocorreu 0 dano. Esse processo € direcionado pireptideos quimiotaticos de 8 a 14
kDa, conhecidos como quimiocinas. Aproximadametileguimiocinas sdo conhecidas
hoje em dia (ZLOTNIK & YOSHIE, 2000). A IL-8 foi ehtificada em 1987 como um
novo tipo de citocina ativadora de neutrofilos etasude suas propriedades, incluindo
sua estrutura tri-dimensional, receptores, mecassde sinalizacdo e funcdes
adicionais na angiogénese, progressao de tumoitesene remodelamento tissular, séo
bem conhecidas (BAGGIOLINI & CLARK-LEWIS, 1992). Wande suas principais
propriedades é a variacdo nos niveis de expreblsimalmente, a IL-8 é fracamente
secretada em células ndo-induzidas, mas sua pweugipidamente induzida por uma
grande variedade de estimulos, que abragem agaeisoaré-inflamatérias, como TNF-
a ou IL-1 (KASAHARA et al., 1992; BRASIERet al., 1998), bactérias (AIHARAst
al., 1997; HOBBIE et al., 1997), produtos virais (MURAYAMAet al., 1997,
MASTRONARDE et al., 1998) e estresse celular (DEFORGEHI., 1993; SHAPIRO
& DINARELLO, 1995; LEEet al., 1997; SONODAet al., 1997). Entretanto, alguns
estimulos, como IL-1 e TNE; aumentam a expressao de IL-8 em mais de 100 vezes
(KASAHARA et al., 1992; MURAYAMA et al., 1997; SONODAet al., 1997,
BRASIER et al., 1998), enquanto outros, como certas bactérias BGF, causam um
aumento mais moderado, de 5 a 10 vezes, na seded&e3 (AIHARA et al., 1997;
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HOBBIE et al., 1997; HOLTMANN et al., 1999). Os niveis maximos de IL-8 séo
gerados pela combinacéo de trés diferentes mecastgin a desrepressao do fator de
transcricao, (ii) a ativacédo transcricional do gpeto NFKB e pela proteina quinase
JNK e, (iii) pela estabilizacdo do mRNA pela MAPR8(HOFFMANN et al., 2002)
(Figura 8).

Em células ndo estimuladas, o fator de repressad®diEikB (NRF, NF-kB
repressing_dctor) previne a transcricdo de IL-8 (NOURBAKHS# al., 2001). A
ligacdo de IL-1 ou TNF+ a superficie celular resulta na formacdo de coxagle
receptores multiméricos que recrutam as proteinkptadoras TRAF6 e TRAF2,
respectivamente (MALININt al., 1997; BAUDet al., 1999; NINOMIYA-TSUJlet al.,
1999). A oligomerizagédo de TRAF provoca a ativaci@ MAPKKK, assim como
TAK1, NIK1 ou MEKK1, por mecanismos ainda desconties (MALININ et al.,
1997; BAUD et al., 1999; NINOMIYA-TSUJlet al., 1999). TAK1 ou MEKK1 ativa
MKK7-JNK e a via IKKf/-y (CHU et al., 1999; HOLTMANN et al., 1999;
SCHMIDT-SUPPRIANEt al., 2000; HOLTMANNEet al., 2001; NOURBAKHSHet al.,
2001). Os alvos diretos de JNK, assim como as imatdigadoras para o local de AP-
1, ainda nao foram identificadas, enquanto IKKda&d IkB, permitindo a liberagcédo de
NF-kB (ZANDI & KARIN, 1999). A subunidade p65 do NéB transloca para o nucleo
e se liga ao local do promotor de IL-8 (CHENal., 1998, NOURBAKHSHEet al.,
2001), onde interage com NRF e fatores de traré&ce AP-1 (HOLTMANNEet al.,
1999; NOURBAKHSH et al., 2001). Modificagbes pOs-transducionais, como
fosforilacdo dos dominios de transativacdo de ARHIITMARSH & DAVIS, 1996) e
NF-kB (SCHMITZ et al., 2001), recrutamento do coativador (CBP/p300) N\NA&N
BERGHESet al., 1999) e fosforilacdo ou acetilacdo de histoWadsNDEN BERGHE et
al., 1999; ASHBURNERet al., 2001; WEN & WU, 2001), resultam na remodelagem
da cromatina e numa forte transcricdo de IL-8. [@mentoscis para AP-1, NFB e
NRF ndo podem ser alterados sem diminuirem JNK warscricdo de IL-8 mediada
por NFKB (HOLTMANN et al., 1999; NOURBAKHSHet al., 2001), favorecendo um
modelo onde todas as proteinas envolvidas na tra@iscinterajam para formar um
complexo multi-protéico. Essa estrutura favorece aontato maximo com a RNA
polimerase Il, que se auto-fosforila (NISSEN & YAMKOTO, 2000). Os novos
transcritos sintetizados séo rapidamente estatddsz@ela MAPK p38, que tem como
alvo elementos ARE (elementas ricos em unidades de absorbéancia, “absorbance unit
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(AU)-rich cis-elements”) no mRNA para IL-8, por um mecanismo aiddaconhecido

gue pode envolver proteinas que se ligam ao AREIAKN et al., 1999).

-1 THF

MAPKKK? TAK1, MEKK1, NIK

@‘ ®/®¢\‘®

MIKK1,2 MKK3, 6 MHKH4,7  IKK[Py

Figura 8. Esquema mostrando as vias de transducao do ss&l@ais para a regulacao
do gene para IL-8. ApdOs ativadas por diversos edbisn as proteinas adaptadoras,
TRAF 6 e TRAF 2, ativam as vias das MAPKs, assima@dosforila kB. O NF«B
transloca-se para o nucleo onde, junto com a mat&P-1, ativada pela MAPK JNK,
ativam a transcricdo do gene para IL-8. O mRNAesizado € rapidamente estabilizado
pela MAPK p38. (HOFFMANNtt al., 2002).
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1.9 O modelo animal gnotobidtico

Uma importante estratégia experimental para estaslaelacbes que ocorrem
entre os microrganismos e seus hospedeiros ézagéib de um modelo animal isento
de germes (IG). Neste caso, deve-se, primeironidefs funcdes celulares na auséncia
de microrganismos e, depois, avaliar os efeitoadigdo de um Unico microrganismo
ou de uma populagéo definida de microrganismosigg&o de animais sob condi¢des
isentas de germes tem desenvolvido um campo dgentffara este proposito, a
gnotobiologia. O termo gnotobidtico foi propostorgadesignar o campo de
investigacdo interessado na criacdo de animaisurggs que estdo livres de todos os
microrganismos, ou associados somente a espéaibeaidas (TREXLER, 1978). A
palavra gnotobiologia € derivada do grego onde tawgioe “biota” significam,
respectivamente, conhecida e vida (GUSTAFSSON, )1938 animais IG sao, de um
certo modo, uma extensdo do conceito de cultura, ppermitindo o estudo das
interacbes do hospedeiro com 0s microrganismos,aserterferéncia dos organismos
associados (GORDON & PESTI, 1971; TREXLER, 1978).

A tecnologia da gnotobiologia depende da habikdael controlar a composicao
do ambiente no qual o organismo se desenvolve eciu@m O uso combinado de
organismos geneticamente manipulados e gnotobst&m o potencial de fornecer
novas e importantes informacdes sobre como umarmafeta o desenvolvimento
normal, o estabelecimento e a manutencdo do sisteoree associado a mucosa e as
fungBes célula-epitélio. Além do mais, a gnotolgaopode ajudar no estudo sobre as
etiologias de doencas infecciosas, condicbes imrflérias agudas e cronicas
(FEDORAK, 1995; SARTOR, 1995) e, possivelmente,tamorigénese (GORBACH
& GOLDIN, 1990).

Desde a década de 1950, quando a producdo desragmsundongos isentos de
germes foi estabelecida, o uso desse modelo amasakiéncias biomédicas vem se
expandindo. Entretanto, o estado IG da origem a wadedade de aspectos
fisioldgicos, morfologicos e imunoldgicos diferemtgaqueles encontrados na presenca
da microbiota normal. Esses animais possuem undgranmento do ceco, devido, em
grande parte, ao acumulo de muco, que ndo € delgradaauséncia dessas bactérias
(GUSTAFSSONEet al., 1970). As vilosidades do intestino delgado s@ores e as
criptas sdo mais curtas e contém menos células KAlefal., 1994). As diferencas

entre 0s animais convencionais e 0s animais isel@a@germes sdo maiores nas regioes
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do trato digestivo onde as densidades microbiaiasermalmente maiores (FAL&
al., 1998).

Além das diferencas na arquitetura geral do tdigestivo, os animais IG
apresentam diferencas na motilidade intestinal, difarenciacdo epitelial e na
imunologia. A distribuicdo espacial e temporal domplexos motores que migram no
intestino delgado desses animais € mais restritmaes lenta que em animais
convencionais (STRANDBER@: al., 1966). Estudos em camundongos IG mostraram
que a morfogénese de unidades de vilosidades @& quode ser completada na
auséncia de microrganismos. Entretanto, comparagddie esses animais e 0s
convencionais revelaram que componentes da mideopmdem diferenciar linhagens
intestinais epiteliais durante a morfogénese (FALH., 1998).

Os camundongos IG representam um sistema expdaim@ara simplificar o
fendbmeno de resisténcia a colonizacdo e os mecasisnvolvidos nesse fenémeno e,
também, para testar a capacidade de uma terapiseade probidticos, para prevenir ou
impedir a colonizagdo por patdgenos. Muitos estudostram que os animais IG,
quando infectados por patdégenos, podem, em alqass cse mostrar mais resistentes
e, em outros, mais susceptiveis aquele patégeriRAl et al., 1998).

O experimento gnotobidtico oferece consideraveltempgal como uma
ferramenta no estudo das relacdes hospedeiro-m@remo porque: retrata o
hospedeiro quando livre de germes, ou quando noadifi por microrganismos
conhecidos ou outras associacdes; permite o esidelacao inter-microbiana dentro
do organismo do hospedeiro; pode ser usado nocestedalgum fator exdégeno ou
enddgeno, em que as acgdes isoladas de tais fatdetsgdas ou ndo pela microbiota
associada ao hospedeiro, seja de interesse (GORDPHSTI, 1971). Esses modelos
S840 necessarios, pois o estudo das interacdesliahigens bacterianaa vitro nem
sempre pode ser extrapolado para o que realmeoteeda vivo, no tubo digestivo de
animais gnotoxénicos (DUCLUZEAU, 1989). Esses arsmsdo, também, uma
excelente ferramenta para avaliar as mudancasnaitas fisiologicas e imunoldgicas
induzidas pela microbiota autoctone e aldctone neosa intestinal (NICOLI, 1995).

Inimeras tentativas vém sendo feitas para sisiegnat terminologia usada em
gnotobiologia, mas nenhum sistema é universalmaceéo. A nomenclatura usada é
limitada a termos que, por uso geral, é familiacompreendida pela maioria dos
pesquisadores da area. Animal isento de germes &Kghico ou “germ-free” (GF) &

um animal livre de toda forma demonstravel de vidando criado e mantido
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continuamente em isoladores. O animal gnotobidfgN) ou gnotoxénico € aquele
inicialmente axénico, mantido em isoladores, eno@agdo intencional com um ou
mais tipos microbianos conhecidos. Animal heterm@m® um animal inicialmente

isento de germes, mantido em isoladores, em agd&oct@m uma microbiota complexa
conhecida ou ndo e que nado é da propria espéarin@al holoxénico ou convencional
(CV) apresenta uma microbiota complexa e descodaeta sua totalidade e é criado
sem precaucdes especiais desde o nascimento. @laminvencionalizado é o animal
ex-isento de germes que foi associado com uma biteo normal de animais CV

(GORDON & PESTI, 1971; GUSTAFSSON, 1984; ANDREMOMTal., 1985).

Os equipamentos e procedimentos correntemente samque permitem a
manutencdo do “status” gnotobiotico de animais Bxmntais incluem, em esséncia,
equipamentos para transferéncia do feto maduroteto para o interior de isoladores
de plastico, estéreis, supridos com filtros de arvas de borracha. Procedimentos de
rotina incluem criagdo e manutengcdo de animais ofpnaticos em isoladores,
esterilizagdo de dietas, 4gua, cama e outros litesngior autoclavacao, irradiacdo ou
filtracdo, quando aplicavel (DUCLUZEAU, 1989).

Como os animais gnotobioticos permitem o estutkpeoducéo de mecanismos
de interagdo entre microrganismos e hospedeiro, nge observados por meio de
experimentosin vitro (GORDON & PESTI, 1971), eles constituem um exdelen
modelo na avaliacdo do potencial probiético deoserhicrorganismos (NICOLI &
RAIBAUD, 1990; NARDI et al., 1991; RODRIGUES al., 1996; NEUMANNEet al.,
1998; PERET FILHOet al., 1998; SILVA et al., 1999; LIMA FILHO et al., 2000;
RODRIGUESet al., 2000; MAIAet al., 2001).

.10 O modelo de células T84

A linhagem celular epitelial T84 é derivada de adenocarcinoma do colon
humano e ja foi extensivamente estudada, tanto ahgitamente quanto
funcionalmente (DHARMSATHAPHORNet al., 1984). Essas células crescem
confluentemente como uma monocamada, com a memimasaateral atachada a
superficie da placa de cultura e, a membrana apimal todas as suas microvilosidades,
em contato com o meio. As juncdes serreadas esnsodsomos ja foram demonstrados

entre as células adjacentes, tornando este umeexeehodelo, também, para o estudo
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dessas juncbes. As monocamadas confluentes condamaem transporte vetorial de
eletrélitos, similar a um tecido epitelial do irttes. Isso faz dessa célula um excelente
modelo de estudo em processos de transporte deliedst e sua regulagdo por
horménios, peptideos e neurotransmissores (DHARMB¥THORN et al., 1984).

Essa linhagem apresenta as caracteristicas ded@ttie maduros, quando
cultivada sobre filtros: ha a formac¢do de uma manada de células polarizadas que
exprimem as junc¢des celulares. A infeccdo destalacgbor EPEC induz uma
diminuicdo das funcdes de barreira, seguida dopdeseimento da proteina ZO-1
(PHILPOTT et al., 1996), a formacao de lesbes do tipo A/E e agadude certas vias
de sinalizacdo, como a ativacdo de PKC e a foafdd de MLCK (ROBERt al.,
1997). Este modelo é, também, extremamente utdizemh infecgbes poSalm.
Typhimurium (MCCORMICKEet al., 1993; MCCORMICKet al., 1995; MCCORMICK
etal., 1998; MAet al., 2004; HUANGet al., 2005; RAFFATELLUet al., 2005),E. coli
(CZERUCKA et al., 2000; CZERUCK-Aet al., 2001; DAHANEet al., 2002; DAHAN et
al., 2003; DALMASSO et al., 2006), Salm. dublin, Shigella dysenteriae, Yersinia

enterocolitica, Listeria monocytogenes (JUNGet al., 1995).
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A salmonelose é um dos principais problemas ddespublica e representa um
custo significativo para a sociedade em muitosegaiem especial naqueles sub-
desenvolvidos e em desenvolvimento. MilhGes descago relatados a cada ano, em
todo o mundo, e a doenca resulta em milhares déemoktualmente, mais de 2500
sorotipos deSalmonella sdo conhecidos e, os problemas relacionados abasgaria,
aumentaram significativamente, tanto em termosnd&éncia, quanto em termos de
gravidade da doenca. Desde o comeco da década9@e lithagens dé&almonella
resistentes a diversos antimicrobianos vém aumeatanum dos grandes problemas
atuais da medicina € a alta resisténcia bacterea®a antibioticos disponiveis no
mercado (WHO, 2007).

Poucos paises relatam os gastos com essa doerga&dthdos Unidos, uma
estimativa de 1,4 milhdes de infeccbes faimonella néo tiféide resulta em 168.000
consultas a hospitais, 15.000 internacdes e 58@emanuais. O custo associado com
salmoneloses é estimado em $ 3 bilhGes anuaisstadds Unidos. Na Dinamarca esse
custo é de $ 15,5 milhdes por ano (WHO, 2007).

Nas ultimas décadas, muita atencédo tem sido dadadalacdo da microbiota
intestinal normal por adjuvantes microbianos vivesnhecidos como probiéticos. O
interesse no uso destes agentes microbianos iveo@ropoésito de beneficiar a saude
do hospedeiro e prevenir ou tratar doencas tem esxgorado nesses ultimos anos.
Esses organismos vém sendo propostos como meditmmeara prevencao ou
tratamento de um grande numero de desordens destimais. A grande vantagem da
terapia com os probidticos € a auséncia de efsgosindarios, como a selecédo de
bactérias resistentes. Os efeitos benéficos desita®rganismos sdo basicamente os
mesmos da microbiota normal do corpo humano. O spidaz, neste caso, € a
utilizacdo, em grande quantidade, daqueles quaipwssficacia comprovada, podendo
ser constituintes normais da microbiota, como éasocdas bifidobactérias e dos
lactobacilos, ou n&o, como da leved8raoulardii.

Atualmente, a Unica levedura disponivel no mergaala uso como probiotico
em seres humanos, e com eficacia comprovada,Sébaulardii (nome comercial
Floratild). Como é um medicamento patenteado pelos Laborat@iocodex (Paris,
Franca), e comercializado no Brasil pela MERCK SRio de Janeiro, RJ), por um
valor elevado e, levando-se em consideracao gperaspais casos de diarréia ocorrem
em pessoas de baixa renda, seria de grande iexressdecdo de uma nova levedura de

origem nacional, a custos mais acessiveis. Alémndos, uma das principais
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preocupacdes da Organizacdo Mundial da Saude @lanmantacdo de novas terapias
que ndo atuem como uma forte pressédo seletivajcango a geracdo de patdgenos
cada vez mais agressivos e resistentes.

Resultados prévios em nosso laboratério mostraraareS. cerevisiae linhagem
UFMG 905 foi capaz de reduzir a acdo de algunsra@magdgenos. Os resultados
mostraram que a levedura foi capaz de diminuir galidade associada a um desafio
com Salm. Typhimurium (15% de sobrevivéncia no grupo cdetroontra 55% no
grupo tratado com a levedura) e os dados histajgatols mostraram que a levedura
apresentou protecdo contra o desafio oral cGm difficile em camundongos
gnotobiodticos e preservacdo do figado de animaisveswionais tratados com a
levedura e desafiados coBalm. Typhimurium, sugerindo que a levedura diminai,
vivo, a translocacéo deste patégeno (MARTESE!., 2005a).

Uma vez evidenciada a protecdo conferida peladieee testada em alguns
casos, € interesse do grupo prosseguir com ososstuetificando 0os mecanismos pelos
quais a levedura exerceu seu efeito benéfico, camps resultados com aqueles ja
descritos para & boulardii, e tentar esclarecer se 0s mecanismos describoessa
mesmos para as duas leveduras ou se existem oogcaEnismos de acdo ainda nao
descritos para os efeitos protetores das levedumasa a acdo de alguns patégenos.
Além do mais, para que possa ser liberada a @ilzale um microrganismo para uso
como probiodtico, sdo necessarios dados cientificastrando a protecdo e o0s
mecanismos de acao, além de testedyo, em cobaias, e ensaios clinicos.

Espera-se, com essa tese, dar mais um importasse pesta linha de trabalho,
num projeto que integra a competéncia e a infratesa da UFMG com aquelas de
uma reconhecida instituicdo estrangeira. Numa prametapa de experimentos,
realizada no Laboratorio de Ecologia e FisiologgaMicrorganismos do Departamento
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologiada Universidade Federal de Minas
Gerais, mostrou-se o efeitim vivo, da levedura no sistema imune do hospedeiro, pela
dosagem de imunoglobulinas, além da capacidadevedura de proteger um ambiente
conturbado pelo enteropatogesam. Typhimurium.

Na segunda etapa dos experimentos, realizadoabwoatorio da Dra. Dorota
Czerucka (Laboratoire de Gastroentérologie et Naori Faculté de Médecine,
Université de Nice-Sophia Antipolis, Nice, Francayostrou-se alguns sinais
intracelulares induzidos pelo enteropatégeno, dtareude células do célon humano, e

o efeito de duas leveduras boulardii e S. cerevisiae UFMG 905) nos diferentes sinais
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induzidos pela agéo da bactéria, como a inducdb-8¢ NF-kB, ativacdo de proteinas
quinases ativadas por mitégenos (ERK1/2, p38, JHl€n do efeito na invasao celular

pela bactéria.
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Il - OBJETIVOS




62

1.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos da levedufa cerevisae UFMG 905 no sistema imune de
camundongos NIH, isentos de germes e convencianais,efeitos d&. boulardii e S
cerevisae UFMG 905 na sinalizacao celular induzida em célul&4, apos infeccéo

pelo enteropatéger® Typhimurium.

[ll.2 Objetivos especificos

[1.2.01 Determinar a translocacdo da leved8raerevisae UFMG 905 para as
placas de Peyer, linfonodos mesentéricos, figadoag de camundongos NIH,

gnotobidticos e convencionais.

11.2.02 Determinar a translocacdo d&alm. Typhimurium para as placas de
Peyer, linfonodos mesentéricos, figado e baco daeuedongos NIH, gnotobidticos e

convencionais, na presenca e na auséncia da le@aderevisiae UFMG 905.

111.2.03 Determinar e comparar o efeito da levedsreerevisiae UFMG 905 nas
células de Kupffer em camundongos NIH, gnotobi&tieoconvencionais, controles e

experimentais.

[11.2.04 Determinar e comparar o efeito da levedBraerevisiae UFMG 905 no
sistema fagocitico de camundongos NIH, gnotobidtieoconvencionais, controles e

experimentais, quando do desafio endovenosoEaoli By;.

111.2.05 Determinar e comparar os niveis de imunoglobulsesetadas do tipo
A (slgA) total, IgA, IgG e IgM, no conteudo intesl e no soro de camundongos NIH,
gnotobidticos e convencionais, controles e experiaig, monoassociados ou tratados

com a levedur&. cerevisiae UFMG 905, respectivamente.

[11.2.06 Verificar o efeito deS boulardii e S cerevisae UFMG 905 na
integridade epitelial de células T84, apods infecg@@o enteropatogendsalm.
Typhimurium ATCC 14028.
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11.2.07 Verificar o efeito deS boulardii e S cerevisae UFMG 905 sobre a
resposta inflamatoéria (producdo de IL-8), em célulB84, apds infeccdo pelo
enteropatogen8alm. Typhimurium 14028.

111.2.08 Mostrar o efeito de&s. boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 nas vias de
sinalizacao celular (fosforilagdo de MAPKS), fodtardo de kB e ativacdo de NKB,

envolvidas na inducéo de IL-8, em células T84, Sala. Typhimurium 14028.

111.2.09 Mostrar o efeito do sobrenadante de cultura Sieboulardii e S
cerevisae UFMG 905 nas vias de sinalizacdo celular (foshgéb de MAPKS),
induzidas em células T84, p&alm. Typhimurium 14028.

[11.2.10 Verificar o efeito deS boulardii e S cerevisae UFMG 905 no
crescimento, adeséo e invasao celular, em célubds pelo enteropatdogensalm.
Typhimurium 14028.

1.2.11 Verificar o efeito deS. boulardii e S. cerevisae UFMG 905 nas vias

Racl e Cdc42, envolvidas na invasao celular gala. Typhimurium 14028

.2.12 Verificar, utilizando técnicas de microscopia dlaica e confocal, a
capacidade d&alm. Typhimurium 14028 de se ligar @& boulardii e S cerevisiae
UFMG 905.

11.2.13 Verificar o efeito deS boulardii e S. cerevisae UFMG 905 na ativacdo
da via AKT pelaSalm. Typhimurium 14028.
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IV - MATERIAIS E METODOS
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Parte I: Efeitos deS. cerevisiae UFMG 905 no sistema imune de camundongos

NIH, isentos de germes e convencionais

IV.1 Animais

IV.1.1 Animais isentos de germes (IG)

Foram utilizados camundongos IG de 21-23 diasldeéd, de ambos os sexos, da
linhagem NIH (Taconic, Germantown, USA). Os aninfaram propagados no biotério
de Gnotobiologia do Departamento de Bioquimica eniologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Mi@arais, mantidos em isoladores
flexiveis do tipo Trexler (Standard Safety Equiptm@ompany, McHenry, USA) e
manuseados de acordo com técnicas ja estabeldBIHBASANTS, 1974) e adaptadas
as nossas condi¢des (SILVA, 1986). Os animais exaeb uma racdo soélida (Nuvilab
Nuvital, Curitiba, PR) e agua, esterilizados polorcaimido, ad libitum. Para os
experimentos, o0s camundongos foram mantidos em oimitadores (UNO
Roestvaststaal B.V., Zevenaar, The Netherlands)bintério do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicaa tniversidade Federal de Minas

Gerais. Um ciclo diurno/noturno de 12 h foi mantidobiotério.

IV.1.2 Animais convencionais (CV)

Foram utilizados animais CV da linhagem NIH, de231dias de idade, de

ambos os sexos. Estes animais foram obtidos a partsegunda geracdo de animais

derivados por convencionalizagdo dos animais IGasticios em biotério aberto, onde

receberam a mesma racado comercial (Nuvilab Nuiaditiba, PR) e aguad libitum.

IV.1.3 Manejo dos animais

A manutencdo e o0 uso dos animais nos experimefmi@n conduzidos

respeitando o “Guide for the care and use of erparial animal”, da Canadian Council
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on Animal Care, vol. 1, 1993. O projeto foi encansido ao Comité de Etica para
Experimentacdo Animal da Universidade Federal deabliGerais (CETEA/UFMG) e
aprovado com a referéncia 075/04 em 03/11/2004exXperimentos foram iniciados

somente apos a autorizacao do CETEA.

IV.2. Microrganismos

IV.2.1 Linhagens bacterianas

A linhagem deSalmonella enterica subsp.enterica sorovar Typhimurium, de
origem humana, que foi utilizada nos experimenfositence ao Laboratério de
Ecologia e Fisiologia de Microrganismos do Depadatm de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidadeddfal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG, Brasil.

A linhagem desalmonella enterica subspenterica sorovar Typhimurium ATCC
14028 foi cedida pelo Laboratério de Materiais adelRéncia, do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundé&gsiealdo Cruz (FIOCRUZ),
Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

A linhagem deEscherichia coli Bs; (K99, F41), de origem humana, cedida pelo
Dr. Moon, é proveniente do National Animal Disedssboratory (NADL), lowa,
Estados Unidos.

As linhagens bacterianas foram conservadas emmlOg2 glicerina, esterilizada
por calor seco, com 1ml da cultura de 18h, creseithacaldo BHI (Brain Heart
Infusion, DIFCO, Detroit, USA), a 37°C e estocada86°C.

Para todos os experimentos, as bactérias forascidas em caldo BHI ou LB
(Luria Bertani), a 37°C, durante 18 horas, semag§i.

IV.2.2 Leveduras

A leveduraS. cerevisiae linhagem UFMG 905, isolada da fermentagéo artésana
de cachaca, foi gentilmente cedida pelo Prof. @rldS Augusto Rosa, do Laboratério

de Ecologia e Biotecnologia de Leveduras do Depwit#o de Microbiologia do
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Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidadeddfal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG, Brasil. A linhagem foi identificadaclassificada com®&. cerevisiae,
segundo meétodos descritos em KURTZMAN & FELL (1998)YARROW et al.
(1998). A identidade da levedura foi confirmada lizahdo o programa
YEASTCOMPARE (CIRIELLO & LACHANCE, 2001).

O probidticoS. boulardii foi gentilmente cedido por Laboratoires Biocodex,
Paris, Franca (Ultra-levur® e pelo Laboratério MERCK, Rio de Janeiro, RJ,sBra
(Floratil(d).

A leveduraS cerevisiae “wild type” W303 (MATak trpl ade2 his3 leu2 ura3)
foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. leso de M&anCastro, do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular, do Nucleo de Pesaisan Ciéncias Bioldgicas do
Departamento de Farméacia da Escola de Farmaciandeersidade Federal de Ouro
Preto.

As linhagens foram mantidas em meio contendo 1%xtlato de levedura, 2%
de peptona e 25% de glicerol e conservadas a -&i@bos criogénicos de 2 ml.

Para todos os experimentos, as leveduras forasuidas em meio YPG (1% de
extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicas8Y°C, por 24 h, sob agitacao
constante (150 rpm) e concentradas para obter uargtidade de FaOUFC/m.

IV.3 Tratamento e desafio dos animais
IV.3.1 Tratamento

Quando tratados com a levedura (grupos experimgnts camundongos dos
grupos IG receberam um inéculo Gnico (monoasson)adé 16 células (0,1 ml de uma
cultura contendo OUFC/ml), por inoculacdo intragastrica, dez diatesro desafio
com a bactéria patogénica. Os animais experimerdas grupos CV, receberam um
indculo diario de 1®células por inoculacao intragastrica, dez diassadb desafio com
a bactéria patogénica. Os animais IG e CV, dosagrepntrole, receberam inéculos de
agua destilada estéril, de acordo com o0 esquenaitdepara 0s respectivos grupos
experimentais, conforme descrito por RODRIGWESI. (1996). Apds o desafio com a
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bactéria patogénica, apenas os animais CV do gexperimental continuaram a

receber indculos diarios da levedura.

IV.3.2 Desafio

Os in6culos d&alm. Typhimurium foram preparados a partir da seletgioma
colonia lisa crescida em agar MacConkey (DIFCO,rdgtUSA) e, posteriormente
repicada para caldo BHI (ou LB) e mantida a 37°@, 18-24h. A cultura pura foi
submetida a diluicdes sucessivas em PBS (Phosphdfter Saline) esterilizado, para
obtencao da concentracdo de células desejada.fincagio da viabilidade do indculo
e as contagens bacterianas foram feitas em agacdnéey, apos 24h, de incubacéo, a
37°C. Os camundongos GN (controle e experimenég@lreram inéculos de 0,1 ml,
contendo 1OUFC, por via oral, utilizando uma agulha de inagéb intragastrica. Para
os animais CV, foram realizados in6culos de 0,tantendo 1HUFC.

Para determinacédo do experimento de clareamesrmfinoculados 0,2 ml de
uma suspenséo contendd® LIFC/ml em PBS d&. coli Bay, crescida em caldo BHI, a

37°C, por 18-24 h, por injecao, na veia da caudeadaindongo.

IV.4 Determinacdo da translocacdo dé&. cerevisiae UFMG 905 para as placas de
Peyer (PP), linfonodos mesentéricos (LM), baco egfdo de camundongos

gnotobioticos e convencionais

Para determinacdo da translocacdo da leveslwaevisae UFMG 905 para as
placas de Peyer, linfonodos mesentéricos, baggaddi grupos de cinco camundongos
GN e CV foram monoassociados, ou tratados, duddhtias, com a levedura. Ao final
desse periodo, eles foram sacrificados, por deskece cervical, e as PP, os LM, o
baco e o figado foram coletados sob condicfes @sa®@Em uma capela de fluxo
laminar (VECCO, Campinas, SP). Apdés a coleta, aggas foram imediatamente
pesados, triturados com maceradores, homogeneizadeabmetidos a diluigcbes
decimais em PBS estéril. Aliuotas de 10D das diluicbes adequadas foram

incorporadas em agar Sabouraud (DIFCO, Detroit, Jj$#a os grupos GN, ou agar
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Sabouraud contendo 0,1% de cloranfenicol, parawgsg CV, e incubadas a 37°C, por

48h, para enumeracgao das leveduras.

IV.5 Determinacao do efeito des. cerevisiae UFMG 905 na translocacao dé&alm.

Typhimurium em camundongos gnotobidticos e convermnais

Para determinacdo do efeito 8ecerevisiae UFMG 905 na translocacédo de
Salm. Typhimurium para as PP, LM, baco e figado, grujmgés a cinco camundongos
GN e CV foram monoassociados, ou tratados, dutshtsias, com a levedura, ao final
dos quais foram desafiados c&@idm. Typhimurium (3 dias para os animais GN e 5 e
10 dias para os animais CV). Ao fim do periodo d@safio, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e as PPL.Mso baco e o figado foram
coletados sob condi¢cfes assépticas em uma capélaxddaminar (VECCO). Apds a
coleta, os orgdos foram imediatamente pesadogjraniits com maceradores,
homogeneizados e submetidos a diluicdes decimaiRBBEestéril. Aliquotas de 1Q0
das diluices foram semeadas em agar MacConkeyC@)Fe incubadas a 37°C, por

24h, para a enumeracao bacteriana.

IV.6 Efeito de S. cerevisae UFMG 905 na quantidade de células de Kupffer em

camundongos gnotobidticos

Para determinar a quantidade de células de Kugffecamundongos, grupos de
12 camundognos GN foi monoassociado, durante H) clien a levedura. Um grupo de
12 animais IG foi utilizado como controle. Ao findb periodo, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Os figaftmam retirados e fixados em
formaldeido a 4%, durante 24h, e processados parelasdo e microtomia em
parafina. Foram executados cortes de 3 a 5 micromee espessura, posteriormente
corados pela Hematoxilina-Eosina (HE). Para o exam&omeétrico, foram obtidas
imagens utilizando uma microcamera JVC TK-1270/R&8 programa analisador de
imagens KS 300 Software da Kontron Elektronick/CZeiss image analyzer
(Oberkohen, Germany). As células de Kipffer foramntadas e expressas por cem

hepatocitos, em 12 campos diferentes.
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IV.7 Determinacdo do efeito deS. cerevisae UFMG 905 no clareamento deE.

coli B4; em camundongos gnotobidticos

Para determinacédo do efeito 8ecerevisiae UFMG 905 no clareamento de
coli B41 da circulacéo sistémica de camundongos GN e @ogrde 11 animais foram
monoassociados com a levedura ou receberam o méasolo de agua estéril,
respectivamente. Ao final de dez dias, os animass giupos controle e experimental
foram inoculados com 200 da bactéria. coli B4y), diluida em PBS (FOUFC/mI),
pela veia caudal, conforme descrito por NEUMAMNNaIl. (1998). Nos tempos 0, 15,
30, 60 e 90 min, apds a injecao, amostras de sdogam@ coletadas pelo plexo retro-
orbital, submetidas a diluicbes seriadas em PBSikgtlaqueadas em dgar MacConkey
(DIFCO) e incubadas a 37°C, por 24h. Os resultafimam expressos como
porcentagem do numero de células bacterianas sigeeiml de sangue em relacdo ao
tempo 0 (100%).

IV.8 Determinagcdo do efeito de S. cerevisae UFMG 905 no nivel de
imunoglobulina secretada do tipo A (slgA) total noconteddo intestinal de

camundongos gnotobidticos e convencionais

Para determinacdo do efeito d& cerevisae UFMG 905 no nivel de
imunoglobulina secretada do tipo A (slgA) total, mmntetudo intestinal dos
camundongos GN e CV dos grupos controle e expetahhenam grupo de cinco
camundongos controles e um grupo de cinco camuwdoegperimentais GN e CV
foram sacrificados, por deslocamento cervical, 18 dapdés a monoassociagcdo ou
tratamento com a levedura, e o intestino delgadeoefoovido, pelo corte nas juncdes
gastroduodenal e ileocecal. O conteudo foi retirgoesado e lavado com salina
fosfatada, pH 7,2, na propor¢do de 500 mg do cdoté(®,0 ml de PBS. Depois de
centrifugado a 2000 g, por 30 min, a 4°C, o solitante foi recolhido e congelado a -
86°C, para posterior dosagem de imunoglobulinadet®rminacédo dos nivel de sIgA
total foi realizada pelo método de ELISA. O prooeeito de coleta do contetudo
intestinal foi uma modificagdo do método descrits PADER DE MACIAS et al.
(1992) e modificado por RODRIGUES (1995). As anesside fluido intestinal foram

inicialmente diluidas 1:10 em PBS e, em seguiddyices foram realizadas e
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adicionadas, em triplicata, nos pocos das placakELd8A. A slgA total do fluido

intestinal foi determinada utilizando anticorpos ti4gA de camundongos
desenvolvidos em cabra (M-8769, SIGMA Chemical C&t, Louis, USA), para
revestimento das placas e, anticorpos desenvolvidos cabra, anti-IgA de
camundongo, conjugados com peroxidase (A-4789, $GMNMemical Co., St. Louis,
USA) para deteccdo. A concentracdo de sIgA totald&serminada utilizando um
padrédo de IgA purificado (0106-01, Southern Biotetbgy Associates, Birmingham,
USA). A leitura foi feita, a 492 nm, em um leitoe glacas (ELISA READER, 2550,

BioRad Laboratories, Hercules, USA).

IV.9 Determinacéo do efeito deS. cerevisiae UFMG 905 nos niveis de IgA, IgG e
IgM totais no conteudo intestinal e no soro de canmdongos gnotobidticos e

convencionais

Para determinacado do efeito Secerevisae UFMG 905 nos niveis de IgA, 1gG
e IgM totais no conteudo intestinal e no soro dawalongos GN e CV dos grupos
controle e experimental, um grupo de cinco camugdsrcontroles e um grupo de
cinco camundongos experimentais, GN e CV, foramaassociados ou tratados com a
levedura. Ao final de 10 dias, os animais foramstasados com éter e 0 sangue
retirado do plexo axilar e, a seqguir, centrifuga@acsoro foi recuperado e congelado a -
86°C para posterior dosagem das imunoglobulinasfidad da coleta de sangue, os
animais foram sacrificados por deslocamento cdrvecao intestino delgado foi
removido pelo corte nas juncdes gastroduodenaoeekcal e o conteudo foi retirado,
processado e armazenado conforme descrito ndWf&nA determinacdo dos niveis de
IgA, 1gG e IgM totais foi realizada pelo método @tISA de captura. Para
revestimento das placas, foram utilizados anticorpmti-lgA (M-8769, SIGMA
Chemical Co., St. Louis, USA), anti-IgG (M-5899,GBIA Chemical Co., St. Louis,
USA) e anti-IgM (M-6274, SIGMA Chemical Co., St. wis, USA) de camundongo,
desenvolvidos em cabra. Utilizou-se os anticordesenvolvidos em cabra, conjugados
com a peroxidase, anti-IgA (A-4789, SIGMA Chemi€al., St. Louis, USA), anti-IgG
(A-3673, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA)aati-IgM (A-8786, SIGMA
Chemical Co., St. Louis, USA) de camundongo pataatéo das IgA, IgG e IgM. As
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unidades de densidade Optica foram determinadd92aam, em um leitor de placas
(ELISA READER, 2550, BioRad Laboratories, HerculdSA).

IV.10 Exame anatomopatoldgico

Amostras das visceras (baco e figado) e de podmasto digestivo (ileo, ceco
e colon) dos camundongos GN e CV, controles e ewrpatais, sacrificados no final
dos experimentos, foram submetidos a exame anatiniégico. As amostras foram
fixadas em formaldeido 4% e processadas para asawle microtomia em parafina.
Foram executados cortes de 3 a 5 micrometros des&s@, posteriormente corados
pela Hematoxilina-Eosina HE. Para o exame morfaotgtiforam obtidas imagens
utilizando uma microcamera JVC TK-1270/RGB e o paotp analisador de imagens
KS 300 Software da Kontron Elektronick/Carl Zeissage analyzer (Oberkohen,
Germany). Os fragmentos das amostras codificadamfobservados sequencialmente,
por uma mesma patologista (Profa. Dra. Rosa MasiaVié Arantes, do Laboratorio de
Neuro-Imuno Patologia Experimental, NIPE, do Degragnto de Patologia Geral do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidadeldfal de Minas Gerais), que néo
teve acesso ao significado dos codigos. As amadstras) decodificadas somente apos

o laudo ter sido emitido pela patologista.

Parte II: Efeitos de S. boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 na sinalizacdo celular
induzida, em células T84, apods infeccao pelo ent@atdégenoSalm. Typhimurium
14028

IV.11 Culturas celulares

A linhagem celular T84, do célon humano, foi ohtith European Collection of
Animal Cell Culture (Salisbury, England) e cultizadm frascos de 75 épa 37°C, em
atmosfera Umida contendo 5% de ££@m meio completo, constituido dos meios
Dulbecco-Vogt modified Eagle e Ham’s F-12 (DMEM-FISIGMA, Saint Quentin



73

Fallavier, France), na proporcao de 1:1, suplendentam glutamina, 5% de soro fetal
bovino (HYCLONE, Bezons, France), 50g/ml de penicilina e 50ug/ml de
estreptomicina (SIGMA, Saint Quentin Fallavier, @), conforme descrito por
CZERUCKA et al. (2000). O meio foi trocado a cada 48 horas e, apafiuéncia de
aproxidamente 80-90%, as células foram tripsinigatam uma solucdo de 0,2% de
tripsina (SIGMA) contendo 0,5 mM de EDTA e, cultils em placas de 6 pocos para
0s experimentos de infecgéo.

IV.12 Tratamento das monocamadas de células T84 coas levedurasS. boulardii

ou S. cerevisiae UFMG 905 e infec¢ao consalm. Typhimurium 14028

As células cultivadas nas placas de 6 pocos, apogirem 80-90% de
confluéncia, foram lavadas trés vezes, com PBSilest&7°C, e o meio foi trocado por
DMEM-F12, contendo glutamina e 0,1% de soro albantiovina (BSA), desprovido
de antibioticos e soro fetal bovino, antes da igdec(“overnight”). Para as células preé-
tratadas “overnight” conS boulardii ou S. cerevisae UFMG 905, uma aliquota
contendo 10 UFC/poco (aproximadamente 10 leveduras por céliéajevedura foi
adicionada a superficie apical da monocamada déas€él84 e incubadas a 37°C, em
uma atmosfera de 5% de €ONo momento da infeccdo, 4 QUFC de Salm.
Typhimurium 14028/poco (aproximadamente 100 baatéuor célula) foi adicionada a
superficie apical da monocamada de células T84ubadas a 37°C, em uma atmosfera
de 5% de C@ Quando o tratamento foi feito no mesmo momentmf@gcédo, a mesma
quantidade de leveduras (10FC/poco) e de bactérias {10FC/poco) foi adicionada,
conforme descrito acima. Esta propor¢cao de levedu@® modifica a viabilidade das
células intestinais (CZERUCK# al., 1989b).

IV.13 Medidas da resisténcia elétrica transepitelia (RTE), em células T84,
infectadas comSalm. Typhimurium 14028, pré- e co-incubadas (ou naoxom S.
boulardii ou S. cerevisiae UFMG 905

Para o experimento de RTE, as células foram da@s@m membranas de filtro

porosas de 4,6 cnfporos de 0.4 um; Nunc, Poly Labo Paul Block &,(S&asbourg,
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France). Nessas condi¢des, uma elevada RTE € attmrap fim de 20-30 dias. As
membranas foram divididas em 8 grupos: grupo 1 ¢sdenas células T84), grupo 2
(células infectadas co®alm. Typhimurium 14028, por 8 h), grupo 3 (célulasathdas
com Salm. Typhimurium 14028 &. boulardii a0 mesmo tempo, durante 8 h), grupo 4
(células pré-tratadas con®& boulardii, “overnight”, e infectadas comSalm.
Typhimurium 14028, por 8 h), grupo 5 (células apanatadas cor8. boulardii), grupo

6 (células infectadas co®alm. Typhimurium 14028 €& cerevisiae UFMG 905 ao
mesmo tempo, durante 8 h), grupo 7 (células ptadas con®. cerevisae UFMG 905,
“overnight”, e infectadas cor8alm. Typhimurium 14028, por 8 h) e grupo 8 (células
apenas tratadas co®cerevisae UFMG 905). A RTE foi medida com o equipamento
Millicell-ERS (Millipore, Molsheim France), conforme o método descrito por FINLAY
& FALKOW (1990), durante um periodo de 8h, com imabos de 2h, conforme
descrito por CZERUCK At al. (2000).

IV.14 Efeito de S. boulardii ou S. cerevisae UFMG 905 na resposta inflamatoria,

em células T84, apos infeccao p&@alm. Typhimurium 14028

IvV.14.1 Dosagem de IL-8

Para avaliar a expressdo da citocina pro-inflanaatth-8, foram utilizadas
células com 80-90% de confluéncia, em placas de¢é9 Apos infecgdo cor®alm.
Typhimurium 14028, durante 3 horas, na presengaacauséncia d& boulardii ou S
cerevisae UFMG 905, pré- ou co-incubadas, o sobrenadante rémuperado,
centrifugado por 10 minutos, a 10.000 g, a 4°C,o#aina foi dosada, pelo método
ELISA, no sobrenadante da cultura celular utilizasd o kit Quantikine human IL-8
immunoassay (R&D System, Abington, United Kingdompnforme descrito em
DAHAN et al., 2003.

IV.14.2 Expressao de IL-8 por PCR em tempo real (‘®al time PCR”)

Para avaliar a expressdao do mRNA para IL-8, fousiizadas células com 80-

90% de confluéncia em placas de 6 pocos. AposgatecomSalm. Typhimurium
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14028, durante 1h, 2h e 3h, na presenca, ou n& bdalardii, pré- ou co-incubada, o
sobrenadante foi retirado e as células lavadasve®as com PBS estéril, a 4°C. As
células foram rapidamente congeladas em nitrodémiido e mantidas a -86°C até o
momento de extracdo do RNA total. A extracdo do RdlAl foi realizada nas células
T84 pelo método do tiocianato de guanidina-fenotafbrmio (CHOMCZYNSKI &
SACCHlI, 1987). O RNA foi convertido em cDNA, utidimdo-se oligo (d&} em 20ul

de solucédo de reacao para transcricao reversa ¢htag) e depois usada para a reacao
em cadeia da polimerase. O cDNA foi amplificadtizando-se o kit SYBR Green para
PCR (Eurogentec), em placas Opticas de microtéidlade 96 pocos (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France), em um sistemaledeccdo ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems)ad®do com as instru¢cées do
fabricante. Os sinais de fluorescéncia foram geyadocada ciclo de PCR, pela
incorporacao direta do SYBR Green na dupla fitdD8&\, para gerar as informacdes
do PCR quantitativo em tempo real. As condic6e® @& foram: 10 min a 94°C e 40
ciclos de 30s a 94°C, 30s a 60°C e 30s a 72°C qata amplificacdo, num volume
final de 20 pl. Os primers usados foram: IL-8 senso, 5-
AAGGAACCATCTCACTGTGTGTAAAC-3’; IL-8 antisenso, 5'-
ATCAGGAAGGCTGCCAAGAC-3. O gene de referéncia RPLP§ue codifica a
fosfoproteina ribossomal acida humana PO) foi ugsda todos os célculos, uma vez
que ele ndo apresenta mudanca na sua expressatedurmatamento das células. Os

valores foram expressos como “fold increased” dacé® ao controle negativo.

IV.15 Efeito de S. boulardii e S. cerevisae UFMG 905 nas vias de sinalizacao

celular induzidas, em células T84, infectadas p&@alm. Typhimurium 14028

Para avaliar os diferentes sinais induzidos nk8aseT84 infectadas pefBalm.
Typhimurium 14028 e os possiveis efeitos das |lensedti boulardii ou S. cerevisiae
UFMG 905 nesses sinais, utilizou-se a técnica destéfn Blotting”. As células foram
tratadas e/ou infectadas conforme descrito no irh2 e foi avaliado o efeito das
leveduras pré- e co-incubadas em células infectamiealm. Typhimurium 14028. Em
tempos pré-determinados (1h, 2h e 3h apos a irdgced células infectadas foram
lavadas com PBS estéril e solubilizadas em tampdisel (50 mM de Tris-HCI, pH 7,5;
150 mM de NaCl; 1% de Nonidet P-40 [NP-40]; 2 mMNigVO,4, 1 mM de EDTA; 1
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UM de aprotinina; 25 UM de leupeptina; 1 uM de pps; 1 mM de AEBSF; 10 mM
de NaF; 5 mM de sédio RRL0O mM dep-glicerofosfato). O lisado foi solubilizado por
30 min, a 4°C, e depois centrifugado a 14.000 g,200min, a 4°C. O conteudo de
proteina presente no sobrenadante foi determintilitando-se reagentes da Bio-Rad
DC (“Detergent Compatible”). O “Western Blottingbdifrealizado de acordo com o
método descrito por BOCCIARDH al. (1997). Cinquentaug de cada amostra foram
aplicados e corridos em SDS-PAGE (eletroforese ehg poliacrilamida e dodecil
sulfato de sodio), utilizando 12% de poliacrilamide proteinas foram transferidas
para uma membrana de difluorido de polivinilideR¥PD) (Hybond-P; Amersham) e
incubadas, “overnight”, a 4°C, com anticorpos app32 (Caspase-3/CPP32, BD
Transduction Laboratories), anti-fosfo-ERK1/2 [Pblos-p44/42 Map Kinase
(Thr202/Tyr204) Antibody, Cell Signaling Technolgdwc.], anti-fosfo-p38 [Phospho-
p38 MAP Kinase (Thr180/Tyrl82) Antibody, Cell Sidging Technology, Inc.], anti-
fosfo-JNK  [Phospho-SAPK/IJNK  (Thrl83/Tyrl85) Antibgd Cell Signaling
Technology, Inc.]Jpu anti-fosfo-kB-a [Phospho#B-a (Ser32/36) (5A5) Mouse mAb,
Cell Signaling Technology, Inc.], anti-fosfo-AkthBspho-Akt (Ser473) Antibody, Cell
Signaling Technology, Inc.]; anti-ERK2 (Santa Cr@rotechnology, Santa Cruz,
California, USA),anti-p38 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruzjf@aia, USA),
anti-JNK (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruzjf@alia, USA), anti-kB-a (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Califérnia, USA9gsidos de uma incubagdo com o
anticorpo secundario conjugado com peroxidase &padp (Anti-rabbit IgG, HRP-
linked Antibody, Cell Signaling Technology, Inc. Anti-mouse 1gG, HRP-linked
Antibody, Cell Signaling Technology, Inc.). A presa de anticorpos foi revelada
utilizando-se um sistema de detecgdo por quimialesgéncia ECL (Amersham
Hyperfilms, Orsay, France), conforme recomendag@efabricante, como descrito por
DAHAN et al. (2003).

IV.16 Efeito de S. boulardii e S. cerevisae UFMG 905 na ativacdo de NFB,

induzido por Salm. Typhimurium 14028

Para avaliar a ativacdo de NMB- induzido nas células T84 pel&lm.

Typhimurium 14028, e os possiveis efeitos das lesast. boulardii ou S. cerevisiae
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UFMG 905 nessa ativacao, utilizou-se a técnicamaid® de Mudanca de Mobilidade
Eletroforética (“Electrophoretic Mobility Shift Aag” - EMSA). As células foram
tratadas e/ou infectadas conforme descrito no iérh2 e foi avaliado o efeito das
leveduras pré- e co-incubadas com células infestadenSalm. Typhimurium 14028.
Em tempos pré-determinados (1h, 2h e 3h ap0s eciud¢, as células infectadas foram
lavadas com PBS estéril e suspendidas epd 88 tampéao TOTEX (20 mM de HEPES
pH 7,9, 350 mM de NaCl, 20% de glicerol, 1% de NP4tOM de MgCj, 0,5 mM de
EDTA, 0,1 mM de EGTA, 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF @@ml de aprotinina),
para preparacdo dos extratos celulares totais. #hasode 10ug de proteinas foram
incubadas por 10 min, a 4°C, comuRde poli-didC 15ug/ml, 5 pl do tampéo de
ligagdo (NF5X) e 121 de HO. Logo apos, adicionou-se a sonda marcada e astraso
foram incubadas por 25 min, a 25°C, com oligonu@deos de dupla fita (marcados
com*?P) contendo os sitios de ligacdo peBa(5'-GATCCAAGGGGACTTTCCATG-
3’). A especificidade do complexo foi analisadaap@hcubacdo com excesso de
oligonucleotideos deB ndo marcados. Os complexos foram separados gooferese
em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 6%]J BB 0,5X. Os géis foram secos e
radiografados (Amersham Hyperfilms, Orsay, France).

IV.17 Efeito de S. boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 no crescimento, adesao e
invasdo celular induzidos, em células T84, infectad por Salm. Typhimurium
14028

Para avaliar o efeito d& boulardii ou S. cerevisiae UFMG 905 na adeséo e
invasao celular, as células T84 foram tratadas iefeatadas conforme descrito no item
IV.12 e foi avaliado o efeito das leveduras pré- e cotiadas em células infectadas
com Salm. Typhimurium 14028, apdés 3h. A adesdo bacteriamaéulas T84 foi
quantificada usando-se o método de diluicdo emradROSENSHINEet al., 1992). Ao
final da infeccdo, as células foram tripsinizadds@&das em &gua contendo 0,1% de
BSA. Os lisados celulares, contendo bactérias st as células, correspondem as
bactérias aderentes e intracelulares. Para a det&do da invasao, apos as lavagens
com PBS, as monocamadas foram incubadas, por lhme&m novo (DMEM-F12)

contendo 10Qug/ml de gentamicina. Uma vez que a gentamicinasedconcentra nas
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células epiteliais, as bactérias intracelularesesaeram a incubacdo, enquanto as
bactérias aderidas e dispersas no meio foram m@asKOW et al., 1987). As
monocamadas foram lavadas com PBS estéril e amgdpiteliais com as bactérias
intracelulares foram separadas, utilizando-seitgp<e lisadas, conforme descrito por
ROSENSHINEet al. (1992). As células foram diluidas, plaqueadas emdagens
bacterianas foram realizadas em agar MacConkeg, 24it, a 37°C. A porcentagem de
invasao celular foi calculada do seguinte modocg@atiagem de invasao = (numero de
bactérias intracelulares) / [nUmero de bactérismo@adas as células (aderentes e
intracelulares)], conforme descrito por CZERUCHKAal. (2000).

IV.18 Efeito de S. boulardii e S. cerevisae UFMG 905 nas vias Rac e Cdc42
induzidas, em células T84, infectadas pd@alm. Typhimurium 14028

O método de “Pull-Down” para ativacdo de proteifdm, utilizando GST-
PAK"%% foi previamente descrito por MANSERal. (1998) e RENet al. (1999). As
células cultivadas nas placas de 60 mm, apoés emg80-90% de confluéncia, foram
lavadas trés vezes com PBS estéril, a 37°C, e o mmiado por DMEM-F12 contendo
glutamina e 0,1% de BSA, desprovido de antibiétieosoro fetal bovino, antes da
infeccao (“overnight”). As infec¢cbes cofialm. Typhimurium 14028 foram conduzidas,
nesse meio, com 3 x dMactérias, na presenca (ou ndo) de 3 XléGeduras %
boulardii ou S cerevisae UFMG 905), “overnight”. Em tempos indicados, as
monocamadas foram lavadas com PBS estéril, a 4i€adas com tampao de lise (25
mM de Tris-HCI, pH 7.5; 150 mM de NaCl; 5 mM de Mg®,5% de Triton X100; 4%
de glicerol; 10 mM de NaF) suplementado, no momeietextracdo, com 1 mM de
PMSF, 2 mM de N&/O4, 2 mM de DTT e 20 mMB- glicerofosfato. Os lisados foram
centrifugados, durante 10 min, a 10.000 g, a 4°@aldliquota de 5Qg foi coletada
(proteina Rho total) e misturada com o tampé&o dammali. O restante de cada lisado
foi incubado com 3Qug de GST-PAK* ™ |igados a pérolas de vidro de agarose-
glutationa (Sigma-Aldrich), durante 45 min, a 4%0p agitacdo. As pérolas de vidro
foram lavadas duas vezes com 1 ml de tampao dé\ksgérolas foram misturadas com
30 pl do tampéo de Laemmli e as proteinas foram amEa&in SDS-PAGE utilizando-
se 12% de poliacrilamida e transferidas para umebrena de PVPD (Hybond-P;
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Amersham Biosciences). Os “imunoblottings” foraralimados utilizando-se anticorpos
monoclonais, incubados a 4°C, “overnight”, na d¢déia de 1:250 para o anticorpo anti-
Cdc42 (clone 44; Transduction Laboratories), oé I&mperatura ambiente, na diluicdo
de 1:1000, para anti-Racl (clone 102; Transdudtianoratories), seguidos de uma
incubacdo com o anticorpo secundario conjugado qmemoxidase apropriado
(Amersham Biosciences) (DOYd al., 2006). Os imunocomplexos foram visualizados

utilizando-se o sistema de ECL, conforme descntereormentel/.15).

IV.19 Analise da capacidade dé&alm. Typhimurium 14028 de se ligar as células
de S. boulardii e S. cerevisiae UFMG 905

Para avaliar a capacidade $¢m. Typhimurium 14028 de se ligar as células de
S boulardii e S. cerevisiae UFMG 905, as células T84 foram cultivadas em @atz
35 mm, tratadas “overnight” e/ou infectadas, camfdescrito no itenvV.12 e, apds
3h de infeccéo, as células foram fixadas em glideido a temperatura ambiente, por
1h, enviadas ao Centro de Microscopia da UnivedgtdNice-Sophia Antipolis, Nice,
Franca, para fotografia em microscopia de varre(B840F; Jeol), utilizando-se técnica
padrdao (ARNOLD & BOOR, 1986). As amostras foranofpafadas e retornadas para
analise.

Para o experimento de microscopia confocal, asaplale 6 pocos, foram
adicionadas laminulas, previamente esterilizadest@das, por 30min, com 1ml de uma
solucado de gelatina (Sigma-Aldrich) a 0,2%. Ap@xoesso de gelatina ser retirado, as
células foram cultivadas até se obter 50% de céntlia. As células foram tratadas e/ou
infectadas, conforme descrito no itévh12, e foi avaliado o efeito da pré-incubacédo da
levedura em células infectadas c@um. Typhimurium 14028 transformada com o
plasmideo pMW221 - Ds-Red (que deixa a bactériadaode vermelho).

Para a transformacdo daalm. Typhimurium 14028, utilizou-se 0 mesmo
protocolo para marcacao &ecoli, conforme descrito por HANAHANNt al. (1991). A
insercdo do plasmideo na bactéria foi feita porod@tquimico utilizando o CaglA
Salm. Typhimurium 14028 DsRed marcada foi obtida pedmgformacdo da bactéria
com o plasmideo pMW221 (gentilmente cedido peloAdtur Altenhoefer, University
of Wuerzburg), um derivado do plasmideo colE1, gupressa uma proteina DsRed

variante e confere resisténcia a ampicilina. A gmea do plasmideo foi determinada
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pela contagem de UFCs em agar LB suplementado domgiiml de ampicilina,
conforme descrito por LEMONNIER al. (2008).

Para marcacgéo da levedura, utilizou-se um anticanti-S. boulardii (anti-Sb2),
obtido a partir da fracdo F2, desenvolvido em amelbonforme descrito por
CZERUCKAZ et al. (1994), na diluicdo de 1/100.

Apé6s 3h de infeccdo, as células foram lavadas &BS, fixadas com
paraformaldeido a 4%, por 30min, e permeabilizaaas Triton X-100 a 0,1%, por
5min, e depois lavadas novamente com PBS. Logo, aidigou-se um anticorpo
(cyan-5) anti-coelho, na diluicdo de 1/500, panaca levedura em azul. A laminula foi
retirada da placa e fixada, “overnight”, a 37°C, @ma caixa escura. As laminas foram
observadas em microcopio confocal (TCS-SP; Leiea),um aumento de 63X, e as
imagens foram analisadas utilizando-se o softwara analises de imagens MetaMorph

2.0 (Invitrogen).

IV.20 Andlise estatistica

Os significados estatisticos dos resultados obtiftvam avaliados com a
utilizacdo do testet™ de Student. Na realizacdo dos testes descritogjtilizado o
programa SIGMASTAT (Jandel Scientific Software, s& 1.0, San Rafael, USA),
utilizando-se 0,05 como limiar de confianca.
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V - RESULTADOS E DISCUSSAO
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Parte I: Efeitos deS. cerevisae UFMG 905 no sistema imune de camundongos NIH

isentos de germes e convencionais

V.1 Determinacao da translocacao da levedur&. cerevisiae UFMG 905 para as
placas de Peyer, linfonodos mesentéricos, figadobaco de camundongos NIH,

gnotobioticos e convencionais

Resultados prévios obtidos em nosso laboratoristraa@m que uma linhagem
de S cerevisiae, isolada da fermentacdo de cana de agucar, fazodg reduzir a agédo
de alguns enteropatégenos. Os resultados mostrqueema levedura foi capaz de
diminuir a mortalidade de animais desafiados c8am. Typhimurium (15% de
sobrevivéncia no grupo controle, contra 55% no grtratado com a levedura) e o0s
dados histolégicos mostraram que a levedura cenferia protecdo contra o desafio
oral comC. difficile, em camundongos gnotobidticos e, também, presiEovdg figado
de animais convencionais tratados com a leveduralesafiados comSalm.
Typhimurium (MARTINS, 2004). O menor numero de fedonflamatoérios no figado de
animais previamente tratados cons.acerevisae UFMG 905 sugeriu que a levedura
diminui, in vivo, a translocagéo dalm. Typhimurium.

A translocacdo de um microrganismo € definida comopassagem de
microrganismos viaveis através da barreira mucesa jpcais extra-intestinais, como
linfonodos mesentéricos, figado, baco, rim e saiBERG & GARLINGTON, 1979).
Como primeiro experimento, avaliou-se a capaciddel& cerevisiae UFMG 905 se
translocar do intestino. Para isso, apos 10 diamna®associacdo ou tratamento com a
levedura, placas de Peyer, linfonodos mesentéitians) e figado foram assepticamente
retirados, macerados, diluidos em PBS e plagueadiodagar Sabouraud, durante 48
horas, a 37°C. A Figura 9A mostra que, nos camug@®monoassociados, a levedura
foi detectada apenas nas placas de Peyer. Em angoavencionais (Figura 9B), a
levedura foi detectada também nos linfonodos méseas, além das placas de Peyer.
Nas placas de Peyer, foi observado que os nivelisvadura variavam entre 46 16
UFC por grama de 6rgéo, nos animais monoassoci&ipsra 9A) e, entre e 16
UFC por grama de 0rgdo, nos animais convenciomaiados (Figura 9B). Nos
linfonodos mesentéricos, os niveis populacionaitededura flutuaram entre 1@ 16

UFC por grama de 6rgdo, nos animais convencioraizdios (Figura 9B) e ndo houve
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translocacao para este 6rgdo, nos animais mondadssdFigura 9A). A presenca da
levedura nestes 6rgéos nao resultou em um aumanmdatdo do peso do 6rgéo / peso
corporal nos animais monoassociados ou trataddegd#io mostrados).

Resultados prévios (MARTINSet al.,, 2005a) mostraram que nem a
monoassociacdo nem o tratamento dos animais cexwedura acarreta qualquer tipo de
alteracdo morfologica considerada patolégica, nogdas analisados (estdmago,
intestino delgado, intestino grosso, baco e figado)

Trabalhando con%. boulardii, RODRIGUESEt al. (2000) observaram que, em
animais monoassociados, os niveis populacionasadesedura flutuaram entre*1@
10° UFC por grama de placas de Peyer e entfee I UFC por grama de linfonodos
mesentéricos. Uma possivel explicacdo para a lea&lcerevisae UFMG 905 nao
translocar para os linfonodos mesentéricos em ami@®l pode ser a alta capacidade
de floculagdo apresentada por ela, o que difialp@ssagem das placas de Peyer para
os linfonodos, fenbnemo que ndo ocorre com a leaetitboul ardii.

O processo de translocacdo estd envolvido na @ateg de infeccdes
bacterianas intestinais tanto enddgenas (infecgpestunisticas) quanto exdgenas
(BERG & GARLINGTON, 1979). BERG (1995) prop6s quermalmente, ocorre uma
translocacao fisioldgica e esta seria responsé&ial podulacdo da resposta imune do
hospedeiro pela microbiota indigena. A translocag@oum probidtico para 6érgaos
linféides, como as placas de Peyer e linfonodosentédcos, poderia ativar eventos de
apresentacao de antigenos, respostas imormsgs e sistematicas. Somado a isso, antes
do desenvolvimento de respostas mediadas por sélylaventos de imunidade inata
poderiam ser ativados na presenca do probibticdesidos linféides associados ao
trato digestivo, como os efeitos locais e sistémicabservados em animais
monoassociados cof boulardii (RODRIGUESEet al., 2000). Consequentemente, 0s
baixos niveis de translocacdo observados Bacarevisae UFMG 905 poderiam ser
benéficos, no sentido de preparar a resposta idarf@spedeiro na defesa contra um

patogeno.
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Figura 9. Translocacdo d&. cerevisiae UFMG 905 para o figado, baco, linfonodos
mesentéricos (LM) e placas de Peyer (PP) em animmsoassociados (A) e

convencionais (B). N = 5.
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V.2 Determinacdo da translocacdo dé&alm. Typhimurium para os linfonodos
mesentéricos, figado e baco de camundongos NIH, goloioticos e convencionais,
na presencga e na auséncia da levedugacerevisiae UFMG 905

Para avaliar o efeito da levedusacerevisae UFMG 905 na translocacao de
Salm. Typhimurium em camundongos gnotobidticos, os afgrforam monoassociados
com a levedura, durante 10 dias, e desafiadosSatrm Typhimurium. Ao final de trés
dias de desafio, os animais foram sacrificados é&néenodos mesentéricos, baco e
figado foram assepticamente retirados, maceradogjas em PBS estéril e plaqueados
em &gar MacConkey, durante 24h, a 37°C. A Figuramidstra que o0s niveis
populacionais d&lm. Typhimurium nos linfonodos mesentéricos e no tfacam os
mesmos nos camundongos monoassociados ou nao lewedara. Entretanto, @alm.
Typhimurium foi detectada apenas no figado de asimae nao foram previamente
monoassociados com a leved@acerevisae UFMG 905. Este fato sugere que essa
levedura retarda a translocacaoSaém. Typhimurium, e esse fato pode ser explicado
pela capacidade da levedura em estimular o aundasteélulas de Kipffer (Figura 12
e Tabela 2).

Para avaliar o efeito da levedusacerevisae UFMG 905 na translocacao de
Salm. Typhimurium em camundongos convencionais, 0s aisinforam tratados,
durante 10 dias, com a levedura e desafiadosSm Typhimurium (18 UFC). Ao
final de 5 e 10 dias de desafio, os animais foraurifcados e os linfonodos
mesentéricos, bacgo e figado foram assepticametitads, macerados, diluidos em
PBS estéril e plagueados em agar MacConkey, duihtl, a 37°C. A Figura 11
mostra que o tratamento com a levedura impedenalt@acédo d&lm. Typhimurium
para todos os orgaos analisados, apos 5 (Figurael1A dias (Figura 11B) de desafio.
Estes resultados sugerem que a levedura, em paedanqicrobiota normal, impede a
translocacao d&lm. Typhimurium, o que pode ser explicado pelo efedoreira ou
pela resposta imune da mucosa. Um resultado muitecigo foi observado por
RODRIGUES (2000) com o probidtic® boulardii, quando do desafio com uma dose
10 vezes menor da mesma bactéria. Entretanto,llieatlp com a mesma dose de
patégeno, ndo foi observada uma diminuicdo na lbeagdo entre os dois grupos,
sugerindo que o probidtico testado pela autora imgmediu, com a dose testada, a

translocacao d&alm. Typhimurium em animais.
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A reducdo da translocacdo @lm. Typhimurium observada nos animais
tratados comS cerevisiae UFMG 905 poderia explicar o baixo numero de focos
inflamatorios hepaticos nesses animais, apds 28ddialesafio enteropatogénico, como
observado em nossos resultados prévios (MARTEN&., 2005a). A translocacdo de
Salm. Typhimurium para o figado e baco de animais cbmtrsem deteccdo do
patdégeno nos linfonodos (Figura 11A) poderia s@liexda por um maior dano fisico
no epitélio intestinal desse grupo. Como desciaoBERG (1995), a translocacéo para
o figado poderia ser feita por passagem intrage(obda linfatica, via linfonodos) ou
passagem extracelular (rota vascular, devido asdisicos no epitélio intestinal). Uma
diminuicdo na translocagdo também foi observada \@mos modelos animais
submetidos a queimaduras, danos hepaticos, imymessao experimental e infeccao
abdominal, usando probioticos bacterianos (CHiAl., 2002; GUNet al., 2005) e
leveduras (BERG@t al., 1993; PERET FILH@t al., 1998; HEREKet al., 2004).

Parece que todos os componentes da resposta imactiindo imunidades
mucosa, mediada por células, e humoral - estdovedes no controle da translocacao
bacteriana. Acredita-se que a sIgA iniba a assaciagima do patdbgeno com a mucosa
epitelial, reduzindo, desse modo, a penetracdcetach. A imunidade mediada por
células na lamina prépria e em Orgaos linfoidesa@x@ma segunda linha de defesa
contra a translocacdo bacteriana. As imunoglobsiliséricas agem, provavelmente,
como opsoninas para aumentar a efetividade deifage@or macréfagos e leucécitos
polimorfonucleares e, subsequentemente, matamcé&riaa que translocaram. No caso
de uma translocacéo efetiva, o sistema reticuldehdb (RES, “eticuloendothelial
system”) desempenha um papel importante na remogiomdrorganismos da
circulacdo. A fagocitose hepatica pelas célulaKidgpfer é responsavel por mais de
80% da funcédo do RES (SABA, 1970). Glicanos e summdutos dé&accharomyces
sdo importantes estimuladores do RES. A proliferagde células tronco
hematopoiéticas pluripotentes (células formadoras cdlénia de macréfagos e
granuldcitos e as células formadoras de coloni@rdgdcitos), na medula éssea de
murinos, foi demonstrada apds administracdo damis (PATCHEN & MCVITTIE,
1982). Aléem do mais, ap0s a administracao de glichéd um aumento na producéo de
interleucina-1, por um efeito direto nos macréfagms indireto, por um aumento na
producdo de fatores estimulantes do célon de &lulaestimuladas por glicano
(HAMURO et al., 1982).
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Figura 10. Translocacdo d&alm. Typhimurium, para o figado, baco e linfonodos
mesentéricos (LM), em camundongos gnotobioticasyipmente monoassociados com

S cerevisiae UFMG 905 (experimental), ou ndo (controle). N = 5.
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Figura 11. Translocacdo d&alm. Typhimurium, para o figado, baco e linfonodos
mesentéricos (LM), em camundongos convencionaiyigmente tratados cor8
cerevisiae UFMG 905 (experimental), ou ndo (controle), apd@pe 10 (B) dias de
desafio. N = 5.
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V.3 Efeito da leveduraS. cerevisae UFMG 905, nas células de Kipffer, em

animais gnotobioticos

A contagem do numero de células de Kupffer fdafem 12 campos aleatorios.
A Figura 12 mostra o aspecto histolégico do figddacamundongos, corado por HE,
mostrando o numero de células de Kipffer em anirmais germes (Figura 12A) e
animais monoassociados com a levedura (Figura ¥2Bpabela 2 mostra o nimero de
células de Kupffer (por 100 hepatécitos) em camuogds sem germes (controle) e
camundongos monoassociados, durante 10 dias, dewedura. O namero de células
de Kupffer foi significantemente maioP (= 0,013) no grupo experimental (animais
monoassociados) (529 15,7 células de Kupffer por 100 hepatdcitos) elacé® ao
grupo de animais isentos de germes (controle) B&D células de Kipffer por 100
hepatdcitos). No grupo experimental, o material teosraros mononucleares intra-
parenquimatosos e aumento da relacdo nucleo atoplica das células de Kipffer,
além de maior hipertrofia e hiperplasia das célde¥Upffer, em relacdo ao controle.
O aumento do numero de células de Kupffer ndotmseim um aumento da relacéo do
peso do 6érgdo / peso corporal nos animais monadasescdados ndo mostrados).

Os mononucleares nao sao freqientes no paréndpeipddico normal; em geral,
aparecem em pequeno numero nos espacos porta, conjumtivo peri veia central.
Destaca-se que, nos resultados encontrados, angsesk mononucleares intra-
parenquimatosos, mesmo em pequenas quantidades,asnfileiras de hepatdcitos,
refletem um aumento da migracdo destas célulado eis indicio de que ha resposta
inflamatoria e aumento de fendbmenos migratériosipkertrofia (aumento do tamanho
das células, que indica, em geral, um aumento dadade metabdlica, de
processamento de antigenos) vem acompanhada daimente da taxa de divisdo
celular e aumento do numero de células (hiperpldB@GLIOLO & BRASILEIRO
FILHO, 2004).

O aumento do namero de células de Kupffer, em aisignotobioticos, também
ja foi observado em animais monoassociados taatobacillus delbrueckii UFV-
H2B20 (NEUMANNEet al., 1998) €S. boulardii (RODRIGUESet al., 2000).
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Figure 12. Aspecto histolégico do figado de camundongos asadr HE, mostrando
0 numero de células de Kupffer em animais isentesgdrmes (A) e animais
monoassociados com a levedura (B). Observe o aontntnimero de células de
Kupffer (setas) no figado de animais monoassociadosS. cerevisae UFMG 905.

Aumento: objetiva de 20X.
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Tabela 2. Numero de células de Kupffer (por 100 hepatociems)camundongos sem
germes (controle) e camundongos monoassociadatdutO dias, com a levedusa
cerevisiae UFMG 905 (experimental)P(= 0,013; N = 12).

Controle Experimental

NUmero de células de
Klpffer (por 100 38,1+ 9,0 52,9+ 15,7*

hepatocitos)

*Indica diferenga significativa.
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V.4 Efeito da levedura S. cerevisiae UFMG 905 no sistema fagocitico de
camundongos NIH gnotobioticos, controles e experim&ais, quando do desafio
endovenoso cont. coli Ba;

Como os macréfagos desempenham um papel importantesposta imune do
hospedeiro, e devido ao aumento observado do nudessas células nos figados dos
animais monoassociados, foi avaliada a influénaaasisociagcdo com a levedura no
clareamento sistémico de uma bactéria na corramgusnea. Para isso, um grupo de
animais IG foi monoassociado com a levedura e utroa@rupo, inoculado com uma
dose unica de PBS estéril. Ap6s 10 dias, os dajgogrde animais foram inoculados, na
veia da cauda, com uma dose de pO@ontendo 1 UFC/mI deE. coli Bs; e, nos
tempos 0, 15, 30, 60 e 90 min apos a injecdo, aasode sangue foram coletadas pelo
plexo retro-orbital, plaqueadas, em agar MacCon&eycubadas, durante 24 h, a 37°C.
A porcentagem de bactérias encontradas em cada deupamundongos, em relacéo ao
tempo zero, determinada por diluicdes decimaisa espresentada na Figura 13. A
capacidade de clareamento (clearance) no grupaiergreal foi maior que a observada
em animais do grupo controlP € 0,05). Este aumento na capacidade de clareamento
nao foi devido a um aumento no tamanho do figadoaddmais experimentais, uma vez
qgue nao foi observada hepatomegalia (dados nagados).

Apo6s 30 minutos de desafio endovenoso, 0 grupanii@ais monoassociados
apresentou um clareamento mais rapido em relacédgrigm controle e, apdés 75
minutos, um clareamento total foi observado apeoagupo experimental (Figura 13).

E bem conhecido que as células de Kippfer repi@senma das maiores
populacdes de macrofagos em tecidos e, junto conewisofilos, tém sido implicadas
como responsaveis pelo clareamento de patdgenstsria monocytogenes, E. cali,
Klebsiella pneumoniae e Trypanosoma musculi) na corrente sanguinea (KONGSHAVN
etal., 1990; HIRAKATAet al., 1991; GREGOR¥t al., 1996).

O aumento das células de Kippfer (Tabela 2) foukineo com um aumento
do clareamento de uma bactéria patogénica injetigttanicamente (Figura 13). Nosso0s
resultados mostram que a capacidade de clareandenta coli Bs; da corrente
sanguinea em animais gnotobioticos experimentaism&or que aquela observada no
grupo controle. Juntos, esses resultados sugeremngste modelo experimental, um
maior namero de células de Kippfer em animais éxgetais foi responsavel por um

melhor clareamento observado, quando comparad@aoomnais controle.
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Figura 13. Clareamento d&. coli B4; do sangue de camundongos isentos de germes
(@) ou monoassociados caicerevisiae UFMG 905 (). Os resultados sao expressos
como porcentagem de bactérias vidveis em relacaterapo 0 (100%) por ml de
sangue. Cada ponto representa a média de 11 animaisdois experimentos
independentes. As barras verticais representane®sas-padrdo das médias. *Indica
diferenca estatisticamente significativa entre @8pgs controle e experimental,
avaliados pelo testede StudentK < 0,05).
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V.5 Niveis de imunoglobulinas secretadas do tipo AslgA), 1IgG e IgM no
conteudo intestinal e no soro de camundongos NIHngtobidticos e convencionais,
controles e experimentais, monoassociados ou tra@slcom a levedurs. cerevisiae

UFMG 905, respectivamente

A superficie mucosa do trato gastrintestinal fornma importante 6rgdo de
defesa do hospedeiro. Somado as suas principagddsanfisiologicas - digestdo e
absorcéo de nutrientes - a mucosa intestinal sEnv® uma interface protetora entre o
ambiente interno e os antigenos presentes nosmatimme microrganismos vindos do
ambiente externo. O hospedeiro é protegido comssaseagentes nocivos por diversos
fatores ndo imunoldgicos, incluindo saliva, acidastgco, peristaltismo, muco,
protedlise intestinal, microbiota indigena e a mema celular com suas juncdes
intercelulares (ISOLAURI, 1999). O sistema imunendiécosas apresenta duas armas
de defesa: (i) exclusdo imune, desempenhada pslens de imunoglobulinas
secretadas (slg) e, (ii) regulacdo imune, que étade de hiporesposta induzida por
uma administracéo oral de antigenos (BRANDTZAE®@5)9

A Figura 14 mostra a influéncia &cerevisae UFMG 905 nos niveis de IgA,
IgG e IgM produzidas no conteldo intestinal e steocamundongos IG (controle) e
camundongos monoassociados c8&mcerevisiae UFMG 905 (experimental). Uma
diferenca estatisticamente significativ&® (< 0,05) entre os grupos controle e
experimental foi observada apenas nos niveis detdtgg no soro (24 3 ng ml* de
soro de animais IG contra 2#5164ng mI* de soro de animais monoassociados om
cerevisae UFMG 905.P = 0,002. N = 8 animais em cada grupo) (Figura 14/0A
(52 + 41ng g* de contetdo intestinal de animais |G contra#£@2ng g* de contetido
intestinal de animais monoassociados &erevisiae UFMG 905.P = 0,0002. N = 8
animais em cada grupo) (Figura 14B) e IgM no s68¥8+ 1342ng mI* de soro de
animais IG contra 1045% 666 ng mi* de soro de animais monoassociados &m
cerevisae UFMG 905.P = 0,014. N = 4 animais em cada grupo) (Figura 1&&s
outras dosagens, apenas uma discreta diferencabk®rvada, mas que nao foi
estatisticamente significativa: 1gG sérica (16&38060ng mI* de soro de animais IG
contra 20278 8670ng ml* de soro de animais monoassociados roerevisiae
UFMG 905.P = 0,32. N = 9 animais em cada grupo) (Figura 14g5; intestinal (225
+ 86ng g* de fluido intestinal de animais IG contra 2688ng g* de fluido intestinal
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de animais monoassociados c8nterevisae UFMG 905.P = 0,32. N = 6 animais em
cada grupo) (Figura 14D) e IgM intestinal (686ng g* de fluido intestinal de animais
IG contra 69+ 3 ng g* de contetdo intestinal de animais monoassociados &
cerevisae UFMG 905.P = 0,21. N = 4 animais em cada grupo) (Figura 14F).

Em animais CV (Figura 15), um aumento nos niveisg® (Figura 15A) e IgM
(Figura 15B) foi observado apenas no fluido intest{lgG (123+ 6 ng ¢* de fluido
intestinal de animais CV contra 18123 ng g* de fluido intestinal de animais CV
tratados con®. cerevisiae UFMG 905.P = 0,16. N = 4 animais em cada grupo); IgM
(12 + 2 ng g* de fluido intestinal de animais CV contra 219 ng g* de fluido
intestinal de animais CV tratados cdsncerevisae UFMG 905.P = 0,38. N = 4
animais em cada grupo)], mas essa diferenca naestatisticamente significativa.
Nenhuma alteracéo foi observada nos niveis de iglabolinas séricas nos animais
convencionais (dados n&do mostrados).

Assim comoS. boulardii (RODRIGUESet al., 2000),S. cerevisiae UFMG 905
aumenta tanto a producado local de IgA (no fluidestinal) como a sua producéo
sistémica (no soro). slgA representa uma barr@manoldgica contra a adesdo de
patdgenos a mucosa intestinal, ligando-se a soeffiacteriana e prendendo-a na
camada mucosa do epitélio intestinal, ou as maécdh superficie bacteriana que
medeiam a adesdo as ceélulas epiteliais, prevenasdim, a translocacdo para 6rgaos
internos (HAJISHENGALLISet al., 1992). Essa habilidade de estimular a produgdo d
sIlgA ndo € a mesma para os diferentes microrgasisepoem camundongos GN,
bactérias Gram-negativo e leveduras, geralmerdezem uma maior estimulacdo que
bactérias Gram-positivo (MOREAUet al., 1982; NEUMANN et al., 1998;
RODRIGUESet al., 2000).

O complicado papel da mucosa intestinal em absomwiientes e, a0 mesmo
tempo, proteger contra agentes infecciosos eskgtidef no tamanho de seu sistema
imune. Existem mais células linféides no trato diy® que no baco, glandulas
linfaticas periféricas e sangue juntos. Isso ptaimbém, refletir o fato que a mucosa
intestinal, com sua superficie de 200-306, mepara as 19 células eucaritticas
humanas das ibbactérias residentes no trato digestivo (HANS®A!., 1999).

O sistema linféide associado ao intestino pode diidido em dois
compartimentos funcionais: um indutor e um efetoterligados pelas vias hemo-

linfaticas. Podemos distinguir, em primeiro lugas, 6rgdos linféides organizados (as



96

placas de Peyer e os ganglios mesentéricos), epel g organizar uma resposta imune
especifica. O compartimento efetor € formado potesito linféide difuso, constituido
de linfécitos T e de plasmacitos (CELLIERal., 2000). A inducdo da resposta imune é
efetuada mais particularmente nas placas de PEy&s. contém as células M que
asseguram o transporte, por pinocitose, de micnisgens e de macromoléculas até as
células apresentadoras de antigenos e os linfoBitesT. ApGs estimulacdo por um
antigeno, os linfécitos das placas de Peyer migedrayés dos ganglios mesentéricos,
onde se diferenciam e se multiplicam e, em seg@dapntram a mucosa, apos um
transito pela circulacdo geral. Essa domiciliac&peeifica é assegurada pelas
moléculas de adesdo expressas na superficie das oegtulas endoteliais e dos
linfécitos. O sistema linféide difuso participa amente da defesa do intestino,
notavelmente via linfocitos T intra-epiteliais, ge@&o células diferenciadas, ricas em
perforina e granzima. Estes linfécitos exercem paignte atividade citotoxica contra
alvos infectados por virus ou parasitas. Enfinirdécitos T secretam linfocinas, como
IL-5 e IL-6, que favorecem a diferenciagéo de pldsitos a IgA e, estes, participam da
inducdo local de producdo de anticorpos protetarestra diversos patdgenos
(CELLIER et al., 2000).

O sistema linféide do trato digestivo € bem diféeedaquele de outros tecidos.
Enquanto na imunidade sérica e imunidade teciduahiia predominancia de IgG sobre
IgA e IgM, na lamina propria do trato digestivo sggm mais de 20 imundcitos
produtores de IgA para cada célula produtora de(@GLDBLUM et al., 1996). Além
do mais, as moléculas de IgA e IgG séricas sdo merds, mas 0s anticorpos IgA
produzidos na mucosa intestinal sdo dimeros de ¢ghA) uma cadeia J _@ining”)
extra. Essa cadeia permite a sua ligacdo a umtogaegpecial, 0 componente secretado
(SC, “secretory_omponent”), também chamado receptor poli Ig, nadmrmasal do
epitélio intestinal. A ligacdo ao SC € seguida pgedosporte através da célula epitelial
pelo complexo dimero J de IgA-SC, que é chamadanteorpo IgA secretada (slgA).
A slgA, que é mais estavel a mudancas de pH e aszproteoliticas que anticorpos
séricos, aparece na superficie da mucosa integtimalconcentracdes relativamente
altas. A sIgA funciona neutralizando virus e tosinenas também pode se ligar a
bactérias, prevenindo a aderéncia bacteriana ataséhtestinais (HANSOMt al.,
1999).

slgA esta envolvida, principalmente, na protegéorie especifica da superficie

da mucosa intestinal. Ela € resistente a protetiisgluminal e ndo ativa o sistema de
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complemento ou a resposta inflamatodria. Isso adeal para desempenhar sua funcéo
na primeira linha de defesa, em combinacdo com esanismos de defesa nao
imunologicos. Um homem adulto saudavel, com peso e kg, produz
aproximadamente 3 g de anticorpos diariamente. €@is ter¢cos desta quantidade sao
formados por IgA, produzida pelas células B, nagges dos tratos gastrintestinal e
respiratorio, e transportada ativamente para a Auzgrande quantidade de IgA
produzida reflete a grande area de superficie seSggfos. ApOs a exposicdo ao
antigeno, a maior parte da resposta dos anticogoosre nos tecidos linféides,
principalmente no baco, nos linfonodos e no tetidfdide associado as mucosas, mas
células produtoras de anticorpos de longa durag@em persistir em outros tecidos,
especialmente na medula 6ssea (ABBAS & LICHTMAN)Z0
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Figura 14. Niveis de IgA (A), slgA (B), IgG (C-D) e IgM (E-Fproduzidas no
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Parte II: Efeitos de S. boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 na sinalizacdo celular
induzida, em células T84, apos infeccdo pelo entpatdgenoSalm. Typhimurium
14028

V.6 Efeito deS. boulardii e S. cerevisae UFMG 905 na integridade epitelial de
células T84, apds infeccdo pdgalm. Typhimurium 14028

Para determinar o efeito das duas leveduaso(lardii e S. cerevisiae UFMG
905) na diminuic&o da resisténcia transepitelidlERinduzida poSalm. Typhimurium
14028, as células T84 foram cultivadas sobre §jtro que permite delimitar um
compartimento superior (apical) e um compartimanterior (basal), e infectadas na
porcao apical com a bactéria, na presenca e nac@aste uma das duas leveduras. A
RTE foi acompanhada durante 8 horas e os resuls&fosnostrados nas Figuras 16 e
17.

A Figura 16 mostra qu& boulardii impede a queda da RTE induzida galm.
Typhimurium 14028. Ao final de 8 horas, a RTE c&ilf6 nas células infectadas
apenas conalm. Typhimurium 14028, enquanto nas células pré-iadab comS
boulardii e infectadas consalm. Typhimurium 14028, a RTE se assemelha a das
células controle (sem infeccéo). Em células infdm$aconmSalm. Typhimurium 14028 e
S boulardii ao mesmo tempo, a RTE permanece semelhante &ldEsaontrole até 7
horas, quando, ao final de 8 horas, a RTE comegaira A presenca isolada &
boulardii ndo interferiu na RTE, conforme observado na Rigi8. Os resultados
encontrados corf. cerevisae UFMG 905 (Figura 17) sdao muito semelhantes aqueles
encontrados par& boulardii (Figura 16). Entretanto, ao contrario do que asued
com S boulardii, quandoS. cerevisiae UFMG 905 é incubada ao mesmo tempo com
Salm. Typhimurium 14028, a RTE cai a niveis préximos aas células infectadas
apenas conmSalm. Typhimurium 14028, mostrando que o efeito preivende S
cerevisae UFMG 905 é melhor que o efeito curativo, no queefere a RTE (Figura
17).

Essa queda na RTE de enterdcitos induzidaSabm. Typhimurium, ja havia
sido observada (BERTELSEH al., 2004); entretanto, o efeito & boulardii e S
cerevisae UFMG 905 nessa queda da RTE, induzida $g@m. Typhimurium, n&o
havia sido, ainda, demonstrado. CZERUCHKAal. (2000) e DAHANEet al. (2003) ja
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haviam observado o efeito protetor 8leboulardii na queda da RTE em infec¢des por
EPEC e EHEC.

As células epiteliais servem de barreira seletivtie dois ambientes distintos.
Para isso, existem as juncdes serreadas, situadpélm apical, que limitam o fluxo
paracelular. Essas juncdes sdo compostas de divprsteinas e o fechamento dos
espacos paracelulares é feito por proteinas adsscés membranas, as ocludinas e as
claudinas, que interagem com seus homoélogos estreélalas vizinhas. Ao lado,
encontramos as proteinas periféricas, ndo memlmanam especial ZO-1, ZO-2 e ZO-
3, que sdo as mais bem estudadas e caracteriZsgasciado a essas proteinas, o
citoesqueleto de actina tem um papel importanteonirole da permeabilidade das
juncdes serreadas. De fato, a contracdo do citekdqupossibilita a abertura dessas
juncdes. Essa contracdo esta intimamente ligadafarilacdo da MLC (cadeia leve de
miosina, “nyosin ght chain”), fosforilacdo esta que é feita por duas gs&s: a MLCK
(MLC quinase) e a PKC (proteina quinase Gotgin knase C) (NISHIKAWA et al.,
1983). A ruptura das junc¢les serreadas esta indpliean diversas doencas, uma vez
que ela aumenta a permeabilidade intestinal, faeoo a passagem de substancias
toxicas presentes na luz intestinal. Essa desks#aidio pode ser verificad& vitro,
medindo-se a resisténcia transepitelial de célaldvadas em monocamadas. A
ativacdo de MLCK esta diretamente implicada na gudRTE, apos infec¢des cédmn
coli enteropatogénicas e enterohemorragicas (YUHARN., 1997; PHILPOTTet al.,
1998; CZERUCKAEet al., 2001), assim como em infec¢des [@atm. Typhimurium
(BERTELSENEt al., 2004).
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Figura 16. Efeito deS. boulardii (Sb) na diminuicdo da Resisténcia Trans-Epitelial
(RTE) induzida poiSalm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. A RTE it
progressivamente em células infectadas &im. Typhimurium 14028 4), quando
comparadas com o controll) ou em células infectadas na presenca simultéa&a d
boulardii (A), ou em células pré-incubadas c@rboulardii e infectadas consalm.
Typhimurium 14028 @). A presenca dé&. boulardii, apenas, néo interfere na RTE
(LJ). ON, “overnight”.
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Figura 17. Efeito deS cerevisae UFMG 905 (905) na diminuicdo da Resisténcia
Trans-Epitelial (RTE) induzida p&alm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. A
RTE diminui progressivamente em células infectamam Salm. Typhimurium 14028
(A), quando comparadas com o contrdi) (cu em células infectadas na presenca
simultanea deS. cerevisiae UFMG 905 (A\), ou em células pré-incubadas c@n
cerevisae UFMG 905 e infectadas coBalm. Typhimurium 14028@). A presenca de

S cerevisiae UFMG 905, apenas, néo interfere na RTH.(ON, “overnight”.
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V.7  Efeito deS. boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 na resposta inflamatoria, em

células T84, apds infeccdo pdgalm. Typhimurium 14028

Em resposta a infeccdo p&ilm. Typhimurium, as células secretam IL-8
(HOBBIE et al., 1997). Para verificar o efeito &boulardii e S. cerevisiae UFMG 905
na secrecdo de IL-8, induzida p8lm. Typhimurium, as células foram infectadas,
durante 3 horas, co®alm. Typhimurium 14028, na presen¢a ou ndo de umaldas
leveduras, e a concentracéo de IL-8 presente nersatante das culturas celulares foi
analisada pelo método de ELISA (Figuras 18 e 2Q)résenca d&lm. Typhimurium
14028 induz um aumento de, aproximadamente, 5Gvexeniveis de IL-8, em relagéo
as células controle (de 564,5 pg/ml para 26& 41,3 pg/ml). Na Figura 18, podemos
observar que a presenca da levedutzoulardii diminui drasticamente os niveis de IL-
8 induzidos poGalm. Typhimurium 14028. Quando pré-incubaBaboulardii provoca
uma diminuicdo de mais de nove vezes nos nivelk-8e2, quando co-incubada, uma
diminuicao de trés vezes. A presenca da leveSuraulardii, apenas, ndo acarretou um
aumento significativo nos niveis de IL-8. Essa dingéo foi, também, observada na
expressdo do mRNA para IL-8 (Figura 19), pela e PCR em tempo real. Nesse
caso, em que foi realizada uma cinética de infecg@aliou-se o efeito d& boulardii
nos niveis de IL-8 mMRNA, induzidos p8alm. Typhimurium 14028, em células T84,
por PCR quantitativo, apos 1h, 2h e 3h de infeagfo a bactéria, na presenca da
levedura pré- e co-incubada. Foi observado qudp tpré- quanto co-incubada, a
levedura diminui os niveis do mRNA para IL-8, mageréncas estatisticamente
significativas foram encontradas apenas duranteéanpubacdo com a levedura,
independentemente do tempo de infeccéo.

A Figura 20 mostra os mesmos resultados utilizemdeveduraS. cerevisiae
UFMG 905 como probiotico. Assim cont® boulardii, ela foi capaz de diminuir os
niveis de IL-8 induzidos pofalm. Typhimurium 14028. Tanto pré- quanto co-
incubada, foi, também, capaz de promover uma digawousignificativa nos niveis de
IL-8 (9,3 e 3,2 vezes menos, respectivamente).sbEEseiltados mostram que as duas
leveduras $ boulardii e S. cerevisae UFMG 905) exercem um efeito preventivo na
secrecdo de IL-8 durante a infeccdo falm. Typhimurium 14028, em células do
colon.

DAHAN et al. (2003) ja haviam observado o efeito anti-inflafniat de S

boulardii em infeccbes por EHEC. Trabalhando com culturas lat#obacilos,
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NEMETH et al. (2006) mostraram um efeito anti-inflamatorio dolpotico mediado
diretamente pela cultura probidtica ou via secred@&oprodutos anti-microbianos.
Trabalhando com bifidobactérias, RIEDEL al. (2006) observaram um efeito anti-
inflamatdrio devido a inibi¢cdo da ativagdo de iB-induzida pelo LPS bacteriano.

O'HARA et al. (2006) demonstraram qie infantis e L. salivarius diminuiam a
secrecdo de IL-8 em células infectadas cgalm. Typhimurium e queB. infantis
também limitava a secre¢do de IL-8 induzida pedgdlina deSalm. Typhimurium.
Trabalhando com umB&. coli enterotoxigénica, ROSELIg al. (2006) observaram que
B. animalis MB5 e L. rhamnosus GG diminuiam a resposta inflamatoria causada pelo
patogeno, devido a uma diminuicdo da adesao darimetpela regulacdo da expressao
de quimiocinas e citocinas.

MA et al. (2004) também observaram uma inibicdo da simtedé-8 induzida
por Salm. Typhimurium, em culturas celulares pré-incubadasy L. reuteri, e esse
efeito foi atribuido a inibicdo da translocacdoNiekB para o nucleo, assim como a
prevencéo da degradacéo &B.I

Todo enteropatdégeno, apoOs atingir seu local de® agh hospedeiro, precisa
competir com a microbiota presente no trato digegiara poder se estabelecer e causar
infeccdo. A maioria destes patdgenos, como é odaSalmonella e algumas linhagens
deE. coli, causa infecgdo em um processo que envolve t&gies adesdo, inducdo de
sinais nas células do hospedeiro e entrada darldadé de suas toxinas) na célula
(SCALETSKY et al., 1984). Todo este processo leva a inducdo desvéespostas,
dentre elas a resposta imune, via producdo de ighoimalinas e citocinas. Estudos
prévios, utilizando ensaids vitro e in vivo, mostraram que uma linhagem de EHEC
induzia uma potente resposta pré-inflamatéria ibarbcdo de IL-8 em células T84
infectadas (DAHANet al., 2002), que € um dos principais produtos secrstguo
células epiteliais infectadas (ECKMAN# al., 1993).

A expressdo do gene que codifica a IL-8 é regufaitavarias vias. A regiao
promotora do gene para IL-8 contem sequUéncias as ge ligam varios fatores de
transcri¢ao, incluindo NF-IL-6, NKB e AP-1 (MUKAIDA et al., 1994). ELEWAUT
et al. (1999) mostraram que NEB é o regulador central da resposta imune inata
epitélio-célula a infecgbes por bactérias entemmsivas, como é o caso do género
Salmonella e algumas linhagens descherichia. Além do mais, respostas imunes e

inflamatdrias no intestino envolvem a transcric@ofator NFkB (NEURATH et al.,
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1998). Na maioria das células, o MB-se encontra no citoplasma na sua forma inativa
pela ligacdo de uma proteina inibitoria, kB, que oculta o sinal para localizagéo
nuclear no NFB e impede a sua translocacdo para o nucleo. Alteecdo do NikB
requer a fosforilacdo dexB e, uma vez fosforiladokB é ubiquitinilado e, depois,
degradado pela subunidade 26S do proteasoma (BR&@WN 1995).

A ativacdo de AP-1 é dependente de MAPKs que demenam um papel
central em muitas respostas do hospedeiro, inauiedposta a citocinas, respostas a
estresses e reorganizacédo do citoesqueleto (DAMIS3; DAVIS, 2000). As vias de
MAP quinases formam um grupo de proteinas quinasegadas por sinal extracelular
(ERK1/2) e duas proteinas quinases ativadas passstchamadas p38 e JNK. Muitos
receptores de superficie de eucariotos utilizanlg peenos, uma dessas cascatas de
MAPK, altamente conservadas para sinalizacao eluiter (ROBINSON & COBB,
1997).

DAHAN et al. (2002), utilizando EHEC como modelo, demonstraram
habilidade desta bactéria em induzir uma respastanflamatoria em células T84 e
viram que esta resposta envolvia vias sinalizaddeadFkB, AP-1 e MAPK. Este tipo
de infeccéo € capaz de alterar, também, a perrdzatsl intestinal (PHILPOTE al.,
1998).
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Figura 18. Efeito de S boulardii (Sb) nos niveis de IL-8, induzidos p&alm.
Typhimurium 14028 (ST), em células T84. A IL-8 famalisada no sobrenadante de
células T84, por ELISA, apos 3 horas de infeccdm 8alm. Typhimurium 14028, na
presenca d&. boulardii pré- ou co-incubada. *Diferenca estatisticameigrificativa
entre as células infectadas @atm. Typhimurium 14028 e células infectadas Salm.
Typhimurium 14028, na presenca d& boulardii. **Diferenca estatisticamente
significativa entre as células infectadas $am. Typhimurium 14028 e o control®

0,05, n = 8). C, controle; ON, “overnight”.
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Figura 19. Efeito deS. boulardii (Sb) nos niveis de IL-8 mRNA, induzidos fsaim.
Typhimurium 14028 (ST), em células T84. IL-8 mMRN& &nalisado nas células T84,
por PCR quantitativo apds 1h, 2h e 3h de infecg@o $alm. Typhimurium 14028, na
presenca d&. boulardii pré- ou co-incubada. *Diferenca estatisticameiggificativa
entre as células infectadas @atm. Typhimurium 14028 e células infectadas Salm.
Typhimurium 14028, na presenca 8eboulardii. (P < 0,05, n = 6). C, controle; ON,
“overnight”.
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Figura 20. Efeito deS. cerevisae UFMG 905 (Sc-905), nos niveis de IL-8, induzidos
por Salm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. IL-8 fainalisado no
sobrenadante de células T84, por ELISA, ap6s 3shde infeccdo contalm.
Typhimurium 14028, na presenca 8ecerevisae UFMG 905 pré- ou co-incubada.
*Diferenca estatisticamente significativa entre eélulas infectadas poiSaim.
Typhimurium 14028 e células infectadas falm. Typhimurium 14028, na presenca de
S cerevisae UFMG 905. **Diferenca estatisticamente signifieatientre as células
infectadas po&alm. Typhimurium 14028 e o control® < 0,05, n = 8). C, controle;
ON, “overnight”.
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V.8 Efeito de S. boulardii e S. cerevisae UFMG 905 nas vias de sinalizacao

celular, induzidas em células T84, posalm. Typhimurium 14028

Diversos trabalhos ja mostraram que a secrecdlo-8& dependente de fatores
de transcricdo, como NKB e AP-1, assim como das MAP quinases (p38, ERI€1/2
JNK) (HOBBIE et al., 1997; CZERUCKAEet al., 2000; GEWIRTZet al., 2000;
CZERUCKAEet al., 2001; DAHANEt al., 2002; HOFFMANNEet al., 2002; DAHANet
al., 2003). Para avaliar o efeito 8eboulardii e S cerevisiae UFMG 905 na inducéo da
fosforilacdo de MAP quinases (p38, ERK 1/2 e JNK)afalm. Typhimurium, as
células foram cultivadas em placas de 6 pocosctafias conmSalm. Typhimurium
14028, na presenca ou ndo Sléoulardii ou S cerevisiae UFMG 905 e, ao final da
infeccdo, as proteinas foram extraidas, corridas S&%-PAGE e analisadas por
“imunoblotting” com anticorpos anti-fosfo-p38, afiisfo-ERK1/2 ou anti-fosfo-JNK.

A Figura 21 mostra o efeito d& boulardii na inducéo de fosforilacdo de MAP
quinases induzidas pefalm. Typhimurium 14028, apos 1h, 2h e 3h de infecgin a
bactéria. ASalm. Typhimurium 14028 ativa a fosforilagdo de todast@s MAP
quinases, em todos os tempos, sendo a ativacao a@is 3 horas de infeccdo. A
leveduraS. boulardii, quando incubada ao mesmo tempo c8m. Typhimurium
14028, nédo inibe as MAPKs ativadas p&am. Typhimurium 14028; entretanto,
quando pré-incubada toda a noite, ela diminui éfidacdo de p38, apos 1h e 2h de
infeccd@o e bloqueia apds 3h de infec¢cdo &im. Typhimurium 14028 (Figura 21A).
Além disto, bloqueia completamente a fosforilac@&ERK1/2 e JNK, em todos os
tempos (Figuras 21B e 21C). Um resultado idéntatahcontrado com a leveduga
cerevisae UFMG 905 (Figura 22). A presenca 8eboulardii (Figura 21) ou de&s
cerevisae UFMG 905 (Figura 22) apenas, nao ativa a fosipditade nenhuma das
MAPKSs.

Para avaliar o efeito de unsacerevisiae de laboratorio @ cerevisiae W303)
nessa inibicdo de fosforilagdo de MAPKSs, induzigdasSalm. Typhimurium 14028, o
mesmo experimento foi realizado corB. @erevisiae W303, no lugar d&. boulardii ou
S cerevisiae UFMG 905, e, observou-se que, ao contrario daa®uluas leveduras,
cerevisiae W303 néo foi capaz de inibir o efeito 8am. Typhimurium 14028, mesmo
guando pré-incubada, mostrando que o efeito benéfio foi devido simplesmente a
presenca de uma levedura (Figura 23). Todos essekbados mostram que as leveduras
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S boulardii e S cerevisiae UFMG 905 previnem a ativacdo de MAPKSs, induzidas p
Salm. Typhimurium 14028, em enterocitos.

Muitas vezes a infeccdo por enteropatdgenos lenarte programada celular ou
apoptose. As caspases sao proteases que desempanhaapel-chave na iniciacdo e
execucao da apoptose. Entre elas, a caspase-3Zr@pa mais bem estudada. Esta €
sintetizada como uma pré-enzima inativa de 32 kipee é clivada em células em
processo de apoptose em duas formas ativas, unik® déa e outra de 20 kDa
(ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997).

Para mostrar que nenhuma das células estava grtosppavaliou-se, também
por “imunoblotting”, a clivagem da caspaseSlmonella Typhimurium 14028, na
presenca ou na auséncialeoulardii (Figura 24) oS cerevisiae UFMG 905 (Figura
25), ndo ativa a apoptose em células T84. E salpétm literatura, queSalm.
Typhimurium ativa a apoptose; entretanto, quandatar NFkB é ativado, ele inibe a
apoptose celular. Aalm. Typhimurium é uma bactéria que, a0 mesmo tempaj@n
ativa vias que levam a morte celular, também atiés que impedem a apoptose
celular, como a via PI3K/Akt (phosphatidyl-inosi®kinase) e o fator de transcricdo
NF-kB (ZYCHLINSKY & SANSONETTI, 1997).

Trabalhando com EHEC, DAHANt al. (2003) também observaram o efeito
protetor deS. boulardii na ativacdo de vias sinalizadoras induzidas peat esctéria.
Este tipo de mecanismo de protecdo ja foi, tambdescrito para um probidtico
bacteriano. Estudos utilizando a linhagem celulaacd=2/TC7 mostrou qud..
acidophilus LB possui um efeito antimicrobiano em infeccOesisealas porSalm.
Typhimurium (COCONNIERet al., 2000). Este probidtico induziu uma diminuicdo do
rearranjo dos filamentos de actina nos sitios aséau deSalm. Typhimurium e uma
diminuicdo do numero de bactérias aderentes, indozuma menor resposta pro-
inflamatoria pela secrecao de IL-8. Além disst, acidophilus permitiu, igualmente, a
diminuicdo do numero de células 8&m. Typhimurium intracelulares e do numero de
bactérias translocadas.

Estudos recentes mostraram que probidticos deeraripacteriana podem,
igualmente, intervir em etapas posteriores a adés8almonella e modificar a resposta
dos enterocitos a infeccdo (OTTE & PODOLSKI, 2004).

Como descrito para os colibacilos enteropatogénicgorocesso infeccioso da
Salmonella é composto de trés etapas: 1) adesdo das bactsiastlulas (M,

enterdcitos); 2) formacdo de um sistema de secrelgdipo Ill, que permite a
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translocacao de proteinas dentro do citoplasmaldéachospedeira, e 3) inducéo, por
fosforilagcdo, de vias de sinalizagdes intracelsldf@RASSL & FINLAY, 2008). Nos
enterqdcitos, a translocacdo de proteinas bacterigela célula do hospedeiro tem, por
consequéncia, um acumulo de actina nos sitios elsiadbacteriana, com formacao de
vacuolos de macropinocitose e internalizacdo ddébas. Estas modificacdes do
citoesqueleto da célula hospedeira estdo intimanetécionadas as modificacbes do
metabolismo de fosfo-inositol induzidas pelas béad§HOBBIEet al., 1997).

As MAPKs ja foram associadas a patogenia de bhasténteroinvasivas, como a
Salm. Typhimurium e alisteria monocytogenes. No caso de&&alm. Typhimurium, a
ativacdo de MAP quinases do tipo ERK 1/2, p38 e JHKlo fator NF-kB, estdo
implicados na sintese de IL-8, em resposta a iGte¢tlOBBIEet al., 1998). A MAP
quinase p38 esta envolvida na estabilizacdo do mB&iA IL-8, ERK1/2, na invasao e
na inducdo de respostas inflamatérias e, JNK eatsrels NF«B e AP-1 estéo
envolvidos na sintese de IL-8, em resposta a iatedOFFMANNEet al., 2002).

Como o fator de transcricdo NdB € um dos principais responsaveis pela
sintese de IL-8, em resposta a diversos fatoregredeles uma resposta a infeccéo,
avaliou-se a ativagdo desse fator, assim comofarilagdo de sua proteina inibidora
(IkB). Para se avaliar o efeito @eboulardii e S. cerevisiae UFMG 905 na inducao da
fosforilagcdo da proteina inibidora pefalm. Typhimurium, as células T84 foram
cultivadas em placas de 6 pocos, infectadas &lm. Typhimurium 14028, na
presenca ou ndo d& boulardii ou S. cerevisiae UFMG 905 e, ao final da infeccéo, as
proteinas foram extraidas, corridas em SDS-PAGBEadisadas, por “imunoblotting”,
com anticorpo anti-fosfokB-a. Para se avaliar o efeito @&eboulardii e S. cerevisiae
UFMG 905 na ativacdo do fator NdB pela Salm. Typhimurium, as células foram
cultivadas em placas de 6 pocos, infectadas &lm. Typhimurium 14028, na
presenca ou ndo d& boulardii ou S. cerevisae UFMG 905 e, ao final da infeccéo, as
proteinas totais foram extraidas, incubadas congomlicleotideos, marcados
radioativamente, que reconhecem o sikB®. Os complexos foram separados por
eletroforese em gel de retardamento, analisadasresoltados estdo apresentados nas
Figuras 26 e 27.

A Figura 26 mostra o efeito d& boulardii na fosforilagdo dekB-a (Figura
26A) e na ativacdo do fator NdB (Figura 26B) induzidas pdsalm. Typhimurium

14028. Salmonella Typhimurium promove a ativacdo deBla, que € a proteina
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inibidora que impede que o fator MB- transloque para o nucleo e ative 0s genes
responsaveis pela ativacdo de diversas citocinasnflfamatorias, como a IL-8. A
presenca dé& boulardii, incubada ao mesmo tempo c@dm. Typhimurium 14028,
nao promove uma diminuicdo da ativacaowd®-é&. Quando pré-incubad§, boulardii
promove uma pequena diminuicdo na fosforilacdo i&-d (Figura 26A) e essa
diminuicdo ndo é responsavel por uma diminuicdoatigacdo do fator NkB,
conforme pode ser observado na Figura 26B. Um teeBul muito parecido foi
encontrado quando se utiliz&ucerevisiae UFMG 905, no lugar d& boulardii (Figura
27).

Uma vez que foi observada uma grande diminuic&ondieeis de IL-8, induzida
por Salm. Typhimurium 14028, na presenca$doulardii e S. cerevisiae UFMG 905
(Figuras 18, 19 e 20), e nao tendo sido observadadiminui¢cdo da ativacao do fator
NF-kB (Figuras 26 e 27), uma explicacdo plausivel mamsa diminuicdo de IL-8 se
encontra no fato de as duas leveduras diminuirésfarilacdo de p38 (Figuras 21A e
22A), que é a MAPK responsavel pela estabilizaghmBNA para IL-8, induzida pela
Salm. Typhimurium, e também pelo fato de as duas lena=dterem bloqueado a
fosforilacdo de JNK (Figuras 21C e 22C), que jurdm o fator NF«B, € responsavel
pela indugdo de IL-8. Assim, o gene para IL-8 é&mdo pelo NFkB, mas o mRNA
nao € estavel, uma vez que p38 néo é fosforiladqowesenca das leveduras. Uma outra
explicacéo é o fato de as leveduras inibirem aofdatdo da MAPK JNK, uma vez que
AP-1, um outro fator de transcricdo para IL-8, @eatalente da fosforilagdo dessa
proteina. Como as duas leveduras inibem a fosfa@olalessa MAPK, essa poderia ser
uma outra explicacado para a diminuicdo dos niveisLeB observados. A dimunicao
dessa citocina pro-inflamatdria também poderia restalacionada a uma
imunomodulagdo, como a producao de IL-10, umaici¢oanti-inflamatoria; entretanto,
essa hipétese néo foi testada nesse trabalho.

A interacao de proteinas com o DNA é um ponto-ehay controle de diversos
processos celulares, incluindo a replicacdo, recwmgBo e reparo do DNA e a
transcricdo. Uma técnica extremamente util no estdd regulacdo génica e da
interacdo proteina-DNA é o EMSA _(&etrophoretic _robility shift assay”). Essa
técnica € baseada na observacdo de que o complexeinp-DNA migra mais
lentamente que moléculas de DNA livres, quando stidims a géis de poliacrilamida

ndo desnaturantes. Como a taxa de migracdo de DMAd&da ou retardada quando
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este aparece ligado a complexos de proteinas,amefisambém referido como ensaio
de mudanca em gel ou ensaio de retardamento (FRREBROTHERS, 1981;
GARNER & REVZIN, 1981). No EMSA, um oligonucleotimlele DNA, dupla fita, que
contém sitios especificos de ligacdo de¥-¢ marcado radioativamente e incubado
com células ou extratos nucleares de tecidos. édrede ligacéo adiciona-se poli-didC
para prevenir ligacbes inespecificas de proteirmsolggonucleotideo marcado e,
também, para reduzir o “background”. Essa incubag8olta na ligacdo de NEB ao
nucleotideo e em uma mudanca da mobilidade eleétafa do nucleotideo no gel de
poliacrilamida, sendo que, apOs separacdo das m@®osis bandas podem ser
visualizadas por fosfo-imagem ou radiografia (VAENDBERGet al., 2001).

O método mais amplamente utilizado para deternanativacdo de NkB € o
EMSA. Com essa técnica molecular, é possivel datedierencas nas concentracdes de
NF-kB que se translocaram para o nucleo. Essa técogsibilitou 0 uso de NkB
como um biomarcador funcional de estresse inflaritagim diversos estudos) vitro e
in vivo. O EMSA ¢, também, amplamente aplicado em engdiloigos, uma vez que
pode ser usado em células sanguineas humanassfhitidgicos, bidpsias de tecidos,
etc (ZINGARELLI, 2005).

Varios estimulos e agentes patogénicos provocsecracao basolateral de IL-8
pelos enterdcitos (JUNG al., 1995; YANGet al., 1997). A expresséao de IL-8 esta sob
o controle de NKB, assim como das proteinas da familia das MAPKdE. F
demonstrado que essas intervém na expressao deenb-8iversos niveis como, por
exemplo, na estabilizagdo dos mRNAs (HOFFMANNal., 2002). Além disso, o
emprego de inibidores farmacolégicos de MAPKSs, efacicbesjn vitro, por diversas
bactérias patogénicas, se traduz em uma importhmi@uicdo da secrecao de IL-8,
confirmando a importancia dessas quinases na piioddessa citocina em condicoes
patolégicas (SAVKOVIC al., 2001; BERINet al., 2002; DAHANEet al., 2002).

A ativacdo da via NkB ja foi observada por diversos autores, em varias
infeccdes bacterianas, envolvendo, por exenfidbn. Typhimurium (HOBBIEet al.,
1997; GEWIRTZet al., 2000),E. coli enteropatogénica (SAVKOVI& al., 1997) eE.
coli enterohemorragica (DAHAIM al., 2002). Uma relacéo entre a ativacao da via NF-
KB e a producdo de IL-8 ja foi estabelecida paragoessas bactérias. De fato, as
linhagens celulares epiteliais de origem intestimmahsfectadas com o potente repressor

IKK(3 ou kB-a impedem toda a ativacdo de MB; ndo secretando mais IL-8 em
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resposta as infec¢cdes bacterianas (ELEWAd L., 1999). A IL-8 secretada pelos
enterdcitos desempenha um papel importante na adefes organismo contra as
bactérias patogénicas, uma vez que permite o eoautto e a transmigracdo de
neutréfilos polimorfonucleares (PMN) através dotém, que se encarregam da
destruicdo dos patdgenos (SAVKOWECal., 1996). Em diversas bactérias patogénicas,
um dos principais fatores responsaveis pela ativagiNFkB e da potente resposta
inflamatdéria € uma proteina derivada dos flagetodtagelina (BERINet al., 2002;
TALLANT etal., 2004).

De uma maneira interessante, a ativacdo dexBifpor EPEC e EHEC é
transitoria. A inibicdo de NEB foi atribuida a proteina bacteriana EspB. De,fato
linhagens deficientes para EspB sao incapazes dar ilNF-kB (HAUF &
CHAKRABORTY, 2003). Esses autores avangcaram natégedde que essa inibicdo
poderia ser um meio de defesa das bactérias parmuili a quantidade de IL-8
secretada, limitando, assim, a eliminacéo bactarian

O epitélio esta em contato direto com a microbiottestinal e varios
mecanismos de controle sdo encontrados para ewmtarprocesso patogénico. O
glicocalice, que cobre todo o epitélio, limita otaio entre as células e as bactérias; as
células de Paneth, no fundo das criptas, secretanfefensinas. Mas o controle da
inflamacdo é feito, também, pelas células epiglid?or exemplo,Bacteroides
thetaiotaomicron, uma bactéria da microbiota normal, exerce um Ipagdi-
inflamatorio sobre as células epiteliais intesspampedindo a ativagdo do fator de
transcricdo NB. Esta bactéria induz a relocalizacé@o citoplastaatia sub-unidade
p65 do NFkB, impedindo a sua ativacao (KELL& al., 2004). Uma outra alternativa
para manter a tolerancia enterocitaria consisténerferir na via de ubiquitinacdo que
conduz a degradacédo das proteinas pelo proteagoexposicdo dos enterdcitos a uma
espécie ndo virulenta de salmonehalifr. pullorum) previne a ubiquitinacdo d&B,
impedindo, assim, a ativacdo do fator de transzrigg«B (NEISH et al., 2000).
Algumas bactérias comensais, cofaocoli MG1655, sdo capazes de induzir uma
resposta inflamatéria nas células intestinais (BAMBet al., 2004) e, nesses casos, 0
glicocalice limita o contato entre as células ititeds e as bactérias da microbiota, o
qgue previne a resposta inflamatdria provocada palséria ou por alguns de seus

constituintes.
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Uma vez que o efeito d& boulardii e S cerevisiae UFMG 905 sobre as
MAPKs é verificado somente quando as leveduras pséencubadas toda a noite
(Figuras 21 e 22), foi hipotetizado que as leveslgecretam alguma(s) substancia(s)
que impede(m) a fosforilacdo das MAPKs pedm. Typhimurium 14028. Para avaliar
isso, as leveduras foram crescidas no mesmo meirateimento das células T84
(DMEM/F12), na presenca e na auséncia das celypeis crescimento por toda a noite,
o meio foi centrifugado e filtrado em membrana® @2 um, para eliminar as leveduras
e, entdo, incubado com as células intestinaisresepca ou ndo dalm. Typhimurium
14028. Apds 3h de infeccdo com o patdégeno, asaselhadram lavadas, congeladas,
lisadas e as proteinas extraidas foram corridasS&8-PAGE e analisadas, por
“imunoblotting”, com anticorpos anti-fosfo-p38 etigiosfo-ERK1/2. Os resultados séo
mostrados nas Figuras 28 e 29.

A Figura 28 mostra o efeito do sobrenadant8. deulardii (SbS) na inducéo da
fosforilacdo de MAPKs (p38 e ERK1/2) pe&falm. Typhimurium 14028. Assim como
S boulardii pré-incubada inibe a fosforilacdo das MAPKs, Sr8ktem apresenta um
efeito similar. A presenca da levedura aderideéadas (representada pelas células pré-
incubadas cont. boulardii e lavadas trés vezes para retirar o SbS boulardii
presente no sobrenadante) por si s6 ndo € suécigata inibir os efeitos d&
Typhimurium, indicando que a levedura secreta a&i{shsubstancia(s) que inibe(m) a
ativacdo das MAPKSs. Esse efeito é verificado inddpatemente de a levedura estar
em contato com as células intestinais, uma vezegsge efeito foi observado mesmo
quandoS. boulardii foi crescida em meio na auséncia das células in8&ando que
a(s) substancia(s) é secretada pela levedura, epeldaélula, em resposta ao contato
com a levedura. Um efeito semelhante foi observadando se trabalhou com a
leveduraS. cerevisiae UFMG 905 (Figura 29).

Trabalhando com o SbS, CHENal. (2006) observaram que este era capaz de
inibir a producé&o de IL-8 induzida por I3 pela toxina A d€. difficile, e, que essa ,
era dose dependente. Observaram, também, que iniBlaSas MAPKs ERK1/2 e JNK
induzidas por IL-B e pela toxina A d€. difficile, mas n&o p38. Nesse mesmo trabalho,
observaram quen vivo, SbS inibiu, significantemente, ERK1/2, assim caiminuiu
a secrecao de fluidos e os danos histologicos dassgela toxina A d&. difficile.
SOUGIOULTZIS et al. (2006) também observaram que SbS era capaz bie ani

producdo de IL-8, assim como prevenir a degraddea®B e reduzir a ativagao de
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NK-kB induzidas por IL-B e TNF@. Andlises mais detalhadas mostraram que esse
efeito era devido a um fator anti-inflamatorio denos de 1 kDa, termoestavel e
solavel em agua.

Outros autores ja mostraram a capacidadg teulardii em liberar substancias
anti-inflamatorias. BUTSt al. (2006) observaram qu& boulardii libera uma fosfatase
de 63 kDa, que é capaz de inibir os efeitos de temoi@as deE. coli, devido a uma
grande capacidade de defosforilagdo. CASTAGLIUOEDO al. (1996 e 1999)
demonstraram qu& boulardii libera uma protease de 54 kDa, que cliva as texina
B de C. difficile, assim como o receptor intestinal da toxina A. REEKA et al.
(1994) e CZERUCKA & RAMPAL (1999) demonstraram daieboulardii libera uma
proteina de 120 kDa, que reduz os niveis intestid@iAMPc induzidos pela toxina do

coOlera.
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Figura 21. Efeito deS. boulardii (Sb) na inducdo da fosforilagdo de MAP quinases
(p38, ERK1/2 e JNK) pel&alm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. As c&ula
foram lisadas apos 1h, 2h e 3h de infeccdo &im. Typhimurium 14028 e as
amostras foram corridas em SDS-PAGE e analisadas,“ipunoblotting”, com
anticorpos anti-fosfo-p38 (A), anti-fosfo-ERK1/2 )(Bou anti-fosfo-JNK (C). C,

controle; ON, “overnight”.
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Figura 22. Efeito deS. cerevisiae UFMG 905 (905) na inducéo da fosforilagdo de MAP
quinases (p38, ERK1/2 e JNK) pe&falm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84.
As células foram lisadas apés 1h, 2h e 3h de iBecomSalm. Typhimurium 14028 e
as amostras foram corridas em SDS-PAGE e analisapdas‘imunoblotting”, com
anticorpos anti-fosfo-p38 (A), anti-fosfo-ERK1/2 )(Bou anti-fosfo-JNK (C). C,

controle; ON, “overnight”.
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Figura 23. Saccharomyces cerevisiae W303 (W303) nao diminui a fosforilagdo de
MAP quinases (p38 e ERK1/2), induzidas [@im. Typhimurium 14028 (ST), em

células T84. As células foram lisadas apds 1h, 2Bhede infeccdo congalm.

Typhimurium 14028 e as amostras foram corridas &8-BAGE e analisadas, por

“imunoblotting”, com anticorpos anti-fosfo-p38 (Au anti-fosfo-ERK1/2 (B). C,

controle; ON, “overnight”.
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Figura 24. Salmonella Typhimurium 14028 (ST), na presenca ou ausénciéS.de
boulardii (Sb), ndo ativa a apoptose em células T84. Adastforam lisadas ap6s 1h,
2h e 3h de infecgdo coalm. Typhimurium 14028 e as amostras foram corridas em
SDS-PAGE e analisadas, por “imunoblotting” com @mpo anti-caspase-3. C,

controle; ON, “overnight”.
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Figura 25. Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (ST), na presenca ou auséheS.
cerevisae UFMG 905 (905), ndo ativa a apoptose em células P8 células foram
lisadas apos 1h, 2h e 3h de infeccdo &am. Typhimurium 14028 e as amostras
foram corridas em SDS-PAGE e analisadas, por “irblatting” com anticorpo anti-

caspase-3. C, controle; ON, “overnight”.
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Figura 26. Efeito deS boulardii (Sb) na fosforilacdo dexB-a (A) e na ativacao do
fator NFKB (B), induzidas pofSalm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. As
células foram lisadas ap6s 1h, 2h e 3h de infecg&oSalm. Typhimurium 14028 e as
amostras foram corridas em SDS-PAGE e analisadas,“ipwunoblotting”, com
anticorpo anti-fosfodB-a. A ligacdo do fator NiB ao DNA foi examinado pela

técnica de EMSA. C, controle; TNi{controle positivo); ON, “overnight”.
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Figura 27. Efeito deS cerevisiae UFMG 905 (905) na fosforilagdo deB-a (A) e na
ativacao do fator NkB (B), induzidas poBalm. Typhimurium 14028 (ST), em células
T84. As células foram lisadas ap6s 1h, 2h e 3mfeg¢do conSalm. Typhimurium
14028 e as amostras foram corridas em SDS-PAGRlsaatas, por “imunoblotting”,
com anticorpo anti-fosfokB-a. A ligacdo do fator NiB ao DNA foi examinado pela

técnica de EMSA. C, controle; TNd{controle positivo); ON, “overnight”.
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Figura 28. Efeito deS boulardii (Sb) e do sobrenadante &eboulardii (SbS) na
inducdo da fosforilacdo de MAP quinases (p38 e HRKfelaSalm. Typhimurium
14028 (ST), em células T84. As células foram lisaalads 3h de infeccdo cogalm.
Typhimurium 14028 e as amostras foram corridas &8-BAGE e analisadas, por
“imunoblotting”, com anticorpos anti-fosfo-p38 (A anti-fosfo-ERK1/2 (B). ON:
“overnight”. Controle: células sem infeccdo; ST 3IElulas infectadas corBalm.
Typhimurium 14028 por 3h; SbON + ST 3h: célulasipstibadas cons. boulardii e
infectadas, por 3 h, co®alm. Typhimurium 14028; SbS + ST 3h: meio Sldoulardii
crescida em DMEM/F12, durante 12 horas, centrifogéitirado e colocado nas células
na proporcdo de 1:1 (1 de DMEM/F12 e 1 de SbS) fectmdas comSalm.
Typhimurium 14028, por 3h; SbS (T84) + ST 3h: SSSdboulardii crescida em
presenca de células T84, durante 12 horas, cagadfy filtrado e colocado nas células
na proporcdo de 1:1 (1 de DMEM/F12 e 1 de SbS-Té84hfectadas congalm.
Typhimurium 14028 por 3h; Sb (3X PBS) + ST 3h: &dupré-incubadas coi&
boulardii e lavadas 3X com PBS a 37°C, antes da infec¢c&a, glaninar todas as
leveduras no sobrenadante e, também, qualquervpbssibstancia secretada pela
levedura, e infectadas coBalm. Typhimurium 14028, por 3h. Obs: apds lavagem com
PBS, restam 93,17) x 18 UFC/poco dé. boulardii.
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Figura 29. Efeito deS cerevisae UFMG 905 (905) e do sobrenadanteSleerevisiae
UFMG 905 (905S) na inducédo da fosforilacdo de MAiIhagses (p38 e ERK1/2) pela
Salm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. As cd&ularam lisadas apos 3h de
infeccdo conBalm. Typhimurium 14028 e as amostras foram corridaS88-PAGE e
analisadas, por “imunoblotting”, com anticorpos i-foéfo-p38 (A) e anti-fosfo-
ERK1/2 (B). ON: “overnight”. Controle: células senfieccdo; ST 3h: células infectadas
com Salm. Typhimurium 14028 por 3h; 9050N + ST 3h: célyas-incubadas cor8.
cerevisiae UFMG 905 e infectadas, por 3 h, c&@udm. Typhimurium 14028; 905S + ST
3h: meio deS cerevisae UFMG 905 crescida em DMEM/F12, durante 12 horas,
centrifugado, filtrado e colocado nas células rapercao de 1:1 (1 de DMEM/F12 e 1
de SbS) e infectadas cdgalm. Typhimurium 14028, por 3h; 905S (T84) + ST 3h530
de S cerevisiae UFMG 905 crescida em presenca de células T84 nthurE2 horas,
centrifugado, filtrado e colocado nas células rapercéo de 1:1 (1 de DMEM/F12 e 1
de 905S-T84) e infectadas cdaalm. Typhimurium 14028 por 3h; Sb (3X PBS) + ST
3h: células pré-incubadas c@ncerevisiae UFMG 905 e lavadas 3X com PBS a 37°C,
antes da infeccao, para eliminar todas as levedurasbrenadante e, também, qualquer
possivel substancia secretada pela levedura, etadfes comSalm. Typhimurium
14028, por 3h. Obs: ap6s lavagem com PBS, restadn®1,37) x 18 UFC/poco d&s
cerevisae UFMG 905.
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V.9 Efeito de S. boulardii e S. cerevisae UFMG 905 na invasao celular, em

células T84, infectadas poSalm. Typhimurium 14028

Para explicar o modo de acéo das leved8rasulardii e S. cerevisiae UFMG
905, levantou-se a hipotese de que elas poderiatifiocan o crescimento bacteriano de
Salm. Typhimurium durante a infec¢do. Para verificasaebipotese, as células foram
infectadas na presenca ou ndo de uma das duasilasedo- e pré-incubadas e, ao final
de 3 horas de infec¢do, uma aliquota do sobreradaintetirada, diluida e plagueada
em agar MacConkey (Tabelas 3 e 4). O resultadoodtagem de bactérias totais no
sobrenadante permite descartar-se a hip6tese &&lsgnttima vez que o numero de
bactérias ndo foi modificado de uma maneira etitatimente significativa, tanto na
presenca dé&. boulardii (Tabela 3), quanto na presencaSleerevisae UFMG 905
(Tabela 4), independentemente de a levedura ter @ié-incubada ou incubada no
momento da infec¢ao bacteriana.

Ao contrario do que foi observado nos resultados as MAPKs (Figuras 28 e
29), as substancias secretadas pelas levedurasio&ficazes a ponto de impedir um
crescimento bacteriano. Trabalhando caénboulardii e EHEC, e utilizando o mesmo
modelo celular, DAHANet al. (2003) encontraram resultados semelhantes ag®3)0s
mostrando que a levedui@d boulardii ndo é capaz de influenciar o crescimento
bacteriano. Nossos resultados vao ao encontro dsqdescritos por RODRIGUES
al. (1996). Trabalhando com animais isentos de geresses autores mostraram que a
levedura$S. boulardii ndo € capaz de inibir o crescimento Sm. Typhimurium, S
flexneri e nem dée. coli. MARTINS (2004), trabalhando coB cerevisiae UFMG 905
e 6 diferentes bactérias patogénic&alrt. Typhimurium, S flexneri, E. coli, V.
cholerae, C. difficile e C. perfringens) demonstrou que essa levedura nao era capaz de
inibir, in vivo, o crescimento de patégenos.

PECQUETet al. (1991), também trabalhando cdsncerevisiae, observaram
que a levedura néo era capaz de inibir o crescora=iE. coli, Saphylococcus aureus,
V. parahaemolyticus, V. cholerae e C. difficile, em camundongos GN. Apesar de ser
muito bem descrito na literatura que a leved&aboulardii ndo exibe, como
mecanismo de acao, a inibicdo do crescimento dggabsjn vivo, SCEVOLAEet al.
(2003) demonstraram que uma linhagem Slecerevisiae conseguia diminuir a
populacdo deCandida spp. em alguns voluntarios humanos. DUCLUZEAU &
BENSAADA (1982) observaram qu& boulardii foi capaz de diminuir os niveis



128

populacionais de algumas espéciedadida, tanto curativa quanto preventivamente
e, que este antagonismo desaparecia quando a teverduinativada por calor.

Uma vez que a adesdo celular é a primeira etappattyenia de bactérias
entero-aderentes, como é o cas&@aan. Typhimurium e das EHEC, avaliou-se o efeito
das leveduraS boulardii e S cerevisiae UFMG 905 na adeséo e na invasao bacteriana.
Para isso, utilizou-se o método de protecdo peitagecina. Apos 3 horas de infeccéo,
metade das células foram lavadas com PBS, pardnatinbodas as bactérias néo
aderidas, lisadas, vortexadas, diluidas e plagseada agar MacConkey. A outra
metade foi tratada com meio contendo gentamicina gatibidtico que ndo entra nas
células), durante uma hora, para eliminar todabaasérias exteriores, deixando as
bactérias intracelulares vivas. Ap6s esse tempo, caklas foram lavadas
extensivamente com PBS, para eliminar todo o atitdo residual, lisadas com
tripsina, vortexadas, diluidas e plaqueadas em kigaConkey. A porcentagem de
invasdo celular foi calculada do seguinte modoc@miagem de invasdao = numero de
bactérias intracelulares / nimero de bactériascestas as células (aderentes e
intracelulares), conforme descrito por FALKO® al. (1987). Os resultados estéo
mostrados nas Tabelas 3 e 4.

A Tabela 3 mostra que ndo houve uma diferencaistgtamente significativa
no nuamero de bactérias aderidas as células, nange@esou ndo d&. boulardii;
entretanto, o niamero de bactérias intracelularesafwoximadamente, 19 vezes menor
e, a porcentagem de invaséo, 32 vezes menor, po gné-tratado cord. boulardii e
infectado comSalm. Typhimurium 14028, em relagcdo ao grupo que cbatiapenas
Salm. Typhimurium 14028. A Tabela 4 mostra que també&m Inouve uma diferenca
estatistica no numero de bactérias aderidas asasélna presenca ou ndo &e
cerevisae UFMG 905. O numero de bactérias intracelularesdproximadamente, 21
vezes menor e a porcentagem de invasao foi 8,4 weeaor, no grupo pré-tratado com
S cerevisiae UFMG 905 e infectado corBalm. Typhimurium 14028, em relacdo ao
grupo que continha apenas a bactéria.

A porcentagem de invasdo dalm. Typhimurium encontrada em nossos
resultados v@o ao encontro daqueles descritos pdfFRTELLU et al. (2005).
RODRIGUES (2000) ja& havia mostrado o efeitoRiIdoulardii na invasdo dé&alm.
Typhimurium em camundongos. Resultados encontradoprimeira parte do nosso
trabalho mostraram qu&. cerevisiae UFMG 905 é capaz de diminuir ou inibir a

translocacao dg8alm. Typhimurium, em camundongos gnotobidticos e cooimais.
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Para tentar explicar a modulacdo exercida pelas deveduras nas vias de
sinalizagdo celular, RTE, niveis de IL-8 e demagsultados encontrados, varias
hipoteses podem ser levantadas. Uma primeira ex@lc poderia ser o efeito das
leveduras no crescimento bacteriano, o que, pe&ssltados obtidos, foi descartada.
Entretanto, como as leveduras influenciam a quadédie bactérias intracelulares, duas
hipoteses foram, a principio, levantadas. Uma prankipétese, € que a levedura
influenciaria nos mecanismos de invasédo bactegan@a segunda hipétese, é que, ao
se ligarem as células intestinais, as leveduragndiram a quantidade de receptores
livres para as bactérias e, parte dessas bacsériggaria as leveduras, e ndo as células,
0 que diminuiria o nimero de bactérias internabizashs células intestinais.

Para testar a primeira hipétese, avaliou-se aénflia das leveduras na ativagédo
de duas proteinas regulatorias (Racl e Cdc42)s@oaesponsaveis pelos rearranjos
dos filamentos de actina que possibilitam a inleragéo bacteriana. Para isso, as
células foram infectadas, na presenca ou ndo de damaleveduras. Ao final da
infeccdo, as células foram lisadas, as proteinaaragas por SDS-PAGE, transferidas
para as membranas e incubadas com anticorpodpsfttitCdc42 e anti-fosfo-Racl, e
reveladas. A Figura 30 mostra o efeitoSlboulardii na ativacéo das vias Rac e Cdc42
induzidas peld&alm. Typhimurium 14028. Pelos resultados, podemosreasegueS
boulardii foi eficaz ao inibir a fosforilacdo da proteinacRzelaSalm. Typhimurium
14028. Entretanto, o0 mesmo resultado ndo foi obslervwara Cdc42. Quando se
utilizou a levedur&. cerevisiae UFMG 905 no lugar d&. boulardii, ndo foi observada
a inibicdo da fosforilacdo de nenhuma das duasimad (dados ndo mostrados). Os
resultados sugerem que o mecanismo de diminuic&avesédo dé&alm. Typhimurium
14028 pela levedur@ boulardii pode estar relacionado com a inibicdo da ativaigio
Rac pelaS boulardii. Para a levedur& cerevisiae UFMG 905, um outro mecanismo
pode estar implicado na diminuicdo da invasdo Sdem. Typhimurium 14028,
sugerindo que os mecanismos de acao das duasflasedesse caso, sejam distintos.

A infeccdo porSalm. Typhimurium envolve invasdo das células epiteliai
intestinais, inducdo de um infiltrado inflamatégauma eventual erosdo da arquitetura
da mucosa (SANTOS®t al., 2001). Analises genéticas mostraram que a esgwede
SPI1-TTSS e a translocacdo de proteinas efetomases@eridas para o processo de
invasdo bacteriana de celulas epiteliais, assimbcmroducéo de enterite em modelos
animais (GALAN, 2001; ZHANGet al., 2002). A retirada dSalmonella pelas células

nao fagociticas do epitélio intestinal envolve uségie de mudancas complexas no
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citoesqueleto de actina, que é induzida pelas ipageefetoras translocadas. Trés
processos bioquimicos podem ser citados: (1) aagi#tv de pequenas proteinas
regulatérias do citoesqueleto: Cdc42 e Racl; (Rjtexacdo dos efetores bacterianos
com a actina promovendo a polimerizacdo e empaent@nde filamentos de actina; e
(3) a restauracéo do citoesqueleto, apds a in@s&eriana.

A invasdo pelaSalmonella é caracterizada pela formacdo de “ruffles” na
membrana, levando a macropinocitose e engolfamgatbactéria, numa espécie de
vacuolo conhecido como SVC. Os efetores SopB, So®pE2 estdo envolvidos na
ativacdo das GTPases da familia Rho, Cdc42 e R#ARDT et al., 1998; ZHOUet
al., 2001). As proteinas G especificas requeridas panvasao ddalmonella parecem
se diferenciar, dependendo do tipo e da orienteg@pB é uma inositol 3-fosfato que
aumenta os niveis de (1,4,5,6)P4, levando a ativdedCdc42 (ZHOUt al., 2001).
SopE e SopE2 sao fatores de troca de nucleotideasing para Cdc42 e Racl
(HARDT et al., 1998; STENDERet al., 2000). SopE é codificado em um fago
lisogénico e esta presente apenas em algumas amatdr serovar Typhimurium,
engquanto SopE2 esta presente em todo o g&abronella (STENDEREet al., 2000). A
ativacdo de Cdc42 e Racl leva ao recrutamentovacadt das familias de proteinas
WASP e Scar/WAVE, que, juntas com o complexo Arp2&ao envolvidas no inicio
da polimerizagdo de actina (CRISS & CASANOVA, 2008) perda das funcgdes
combinadas de SopB e SopE/E2 resulta em danosogegso de invasdo. Junto com a
ativacdo da proteina G,Salmonella transloca duas proteinas ligadoras de actina, SipA
e SipC (MCGHIEet al., 2001; HAYWARD & KORONAKISS, 2002). SipC é também
requerido para a funcdo de translocacdo de SPIBTE$ inserido na membrana da
célula alvo. Sua localizacdo na membrana podeiditaca formacao de filamentos de
actina, em locais apropriados, em posicao adjaéehs&etéria invasora (HAYWARD &
KORONAKIS, 1999; MCGHIEet al., 2001). O papel exato da atividade de ligacdo de
SipC a actina ainda nao foi descoberto geneticamenta vez que mutantes para SipC
nao conseguem transportar todo o aparato efet8Pile TTSS. Estudos mostraram que
SipA se liga a subunidades de actina, formandmélatos estaveis (LILIEt al., 2003).
Tudo indica que SipA e SipC agem em parceria, pvemdo a polimerizacdo de actina
e 0 empacotamento de F-actina, nos locais de iovbaéteriana. Dessa maneira, o
recrutamento da maquinaria Arp2/3, mediado pelé&epra G, junto com a ligacdo de
actina localizada mediada por SipA e SipC, resn#apolimerizacdo de actina, que

conduz ao engolfamento da bactéria.
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A Salmonella também transporta a proteina SptP, que é respalresawreverter
os rearranjos do citoesqueleto induzidos duraitigasdo (GALAN, 2001). SptP é uma
proteina bi-funcional com um dominio ativador de Rase (GAP), na regido N-
terminal, e atividade tirosina fosfatase na regiterminal (FU & GALAN, 1999;
MURLI et al., 2001). A funcdo GAP reverte a ativacéo das prageG, Cdc42 e Rac, e
€ responsavel por restaurar a arquitetura normeitdesqueleto, logo apds a invaséo da
Salmonella (FU & GALAN, 1999). A fosforilacdo de tirosina dasroteinas do
hospedeiro também parece estar envolvida na invas®m como a transducédo de
sinais nucleares na expresséo de genes inflama(®idRLI et al., 2001). Todos esses
processos sao revertidos pela atividade tirosiatafase presente na regiao C-terminal
do SptP (KUBORI & GALAN, 2003).

Para testar a segunda hipoétese, de ligac&ald®nella em sitios das leveduras
S boulardii e S cerevisae UFMG 905, foram utilizadas técnicas de microscopia
confocal e microscopia eletronica. Os resultadogisdstrados nas Figuras 31, 32 e 33.

As Figuras 31 e 32 apresentam fotos de microscelptadnica de varredura
mostrando a ligacdo dg&alm. Typhimurium 14028 em células d& boulardii e S
cerevisae UFMG 905, respectivamente. A Figura 33 mostra @mb@ de microscopia
confocal, onde podemos observar a ligacaoSden. Typhimurium 14028 enf
boulardii.

GEDEK & AMSELGRUBER (1990) e GEDEK (1999) ja hawvianostrado a
adeséo dé&. coli 0157 e de&salm. Typhimurium DT 104 a superficie & boulardii.
PEREZ-SOTELOet al. (2005) mostraram que bactérias patogénicas, denuoli e
Salmonella spp., foram capazes de se ligar a uma linhageg abeevisiae utilizada em
nutricdo animal, sugerindo que esse pode ser uwapeb mecanismo pelo qual os
animais tratados com essa levedura se tornem esigentes as infeccdes por essas
bactérias.

Resultados de outros autores (BRAND/A&Dal., 1998, NEVESet al., 2002)
sugerem qué&. boulardii também possui receptores para toxinas bacteri@#aELEY
et al. (2000) e GRATZt al. (2005) mostraram que a aflatoxina B1 foi capagedbgar
em bifidobacteria e eactobacillus e Propionibacterium.

Bactérias do géner@lmonella desenvolveram diversos mecanismos anti-
inflamatdrios, como a via PI3K/Akt (phosphatidybaitol-3-kinase), que podem

contribuir para a manutencédo da infeccdo, uma wezagbactéria foi englobada pela



132

célula, via TTSS (HUANGet al., 2005). As Figuras 34 e 35 mostram que as duas
leveduras s&o capazes de inibir essa via ativdd&geonella.

Akt, também conhecido como PKB ou Rac, desempenhamportante papel
no controle do balanco entre a sobrevivéncia eaptape. Essa proteina quinase é
ativada por insulina e por diversos fatores decomento e sobrevivéncia e, promove a
sobrevivéncia celular, inibindo a apoptose, devadsua habilidade em fosforilar e
inativar diversos alvos, incluindo caspase-9, c-R&ad. Uma vez estimulado, Akt é
recrutado do citosol, em uma conformacédo inativaapas membranas celulares.
Entretanto, sua atividade n&do é estimulada apeoassym translocacdo, mas sim,
dependente, também, da fosforilagdo em dois residdtr308 e Ser473). A
fosforilacdo e ativagdo de Akt p8alm. Typhimurium é absolutamente dependente da
secrecdo de SopB (também conhecido por SipD) pdtl-BTSS (STEELE-
MORTIMER et al., 2000). Essa proteina efetora desfosfoforila wadedade de
inositol-fosfatos soluvéis, assim como inositolffdipideos, e converte inositol
1,3,4,5,6-pentafosfato [Ins(1,3,4,5,8)Bm inositol 1,4,5,6-tetrafosfato [Ins(1,4,5,9)P
KNODLER et al. (2005) observaram que, em células epiteliaisctattas por
Salmonella, a apoptose foi bloqueada, e demonstraram que Bog&ii uma atividade
anti-apoptética dependente da atividade fosfataseSapB e da presenca de Akt.
HUANG et al. (2005) observaram que a inibicdo da via PI3K/Ath células T84,
resultava em um aumento dos niveis de IL-8, emlaglinfectadas poiSalm.
Typhimurium, indicando que a ativacdo dessa viamaam sinal anti-inflamatério,

pode contribuir para o estabelecimentddianonella no intestino.
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Média+ Desvio-padrao

Tratamento celular Bactérias associadas  Bactérias Bactérias totais no % Invasao
as células intracelulares sobrenadante
(x 10° UFC/pogo)  (x 10° UFC/poco)  (x 1¢° UFC/poco)
Salm. Typhimurium 14028 2,25+ 0,21 3,0Gt 0,30 1,62t 0,79 11,78 0,90
S boulardii + Salm. Typhimurium 14028 3,80+ 0,52 2,00+ 0,13 1,88t 0,51 5,12+ 0,64*
S boulardii (ON) +Salm. Typhimurium 14028 4,56+ 0,10 0,16t 0,07 1,85: 0,42 0,3* 0,20*

As células foram infectadas durante 3h, co8alan. Typhimurium 14028 (~100 bactérias/célula), nasenga ou auséncia &eboulardii (~10

leveduras/célula), co- e pré incubada. O testevieséo foi realizado pelo método de protecdo patgagicina. *P < 0,05. ON, “overnight”.
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Tabela 4.Efeito deS. cerevisiae UFMG 905 na adeséao e invasaoSdem. Typhimurium 14028, em células T84.

Média+ Desvio-padrao

Tratamento celular Bactérias associadas ~ Bactérias Bactérias totais no % Invasao
as células intracelulares sobrenadante
(x 10’ UFC/pogo)  (x 10° UFC/pogo)  (x 10° UFC/pogo)
Salm. Typhimurium 14028 2,61+ 0,32 5,7Gt 0,10 1,62+ 0,79 2,16t 0,46
S cerevisiae 905 +Salm. Typhimurium 14028 2,30+ 0,21 3,85+ 0,75 1,79 0,40 1,68t 0,51
S cerevisiae 905 (ON) +Salm. Typhimurium 14028 1,15+ 0,25 0,2# 0,11 1,81+ 0,18 0,26t 0,18*

As células foram infectadas durante 3h, coiBalan. Typhimurium 14028 (~100 bactérias/célula), naspnga ou auséncia & cerevisiae
UFMG 905 (~10 leveduras/célula), co- e pré incub&lseste de invasao foi realizado pelo métodordeepéo pela gentamicina.P< 0,05.

ON, overnight.
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Figura 30. Efeito deS. boulardii (Sb) na ativacdo das vias Rac e Cdc42 induzidas pe
Salm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. As c&uiaram lisadas, apos 3h de
infeccdo conmSalm. Typhimurium 14028, e as amostras foram corricdasS®S-PAGE

e analisadas, por “imunoblotting” com anticorposi-&ac (A) ou anti-Cdc42 (B). ON,

“overnight”.
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Figura 31. Microscopia eletronica de varredura mostrando gacho deSalm.
Typhimurium 14028 em células @&boulardii. (A) Controle (apenas células T84); (B)
Células contendo apen&sboulardii; (C) Células contend8alm. Typhimurium 14028;
(D, E, F) Células mostrando ligacaoSim. Typhimurium 14028 erfs. boulardii.
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Figura 32. Microscopia eletronica de varredura mostrando gacho deSalm.
Typhimurium 14028 em células d& cerevisiae UFMG 905. (A) Controle (apenas
células T84); (B) Células contendo aperascerevisiae UFMG 905; (C) Células
contendoSalm. Typhimurium 14028; (D, E, F) Células mostrandgatido deSalm.
Typhimurium 14028 en%. cerevisiae UFMG 905.
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Figura 33. Microscopia confocal mostrando a ligagdo Sm. Typhimurium 14028

(vermelho) em células d& boulardii (azul).
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Figura 34. Efeito deS boulardii (Sb), na indugdo da via PI3K-Akt (phosphatidyl-
inositol-3-kinase) pelé&alm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84. As cd&ula
foram lisadas apos 1h, 2h e 3h de infeccdo &im. Typhimurium 14028 e as
amostras foram corridas em SDS-PAGE e analisadas, “imunoblotting” com

anticorpo anti-fosfo-Akt. C, controle; ON, “overhig.
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Figura 35. Efeito deS. cerevisiae UFMG 905 (905) , na inducdo da via PI3K-Akt
(phosphatidyl-inositol-3-kinase) pefalm. Typhimurium 14028 (ST), em células T84.
As células foram lisadas apés 1h, 2h e 3h de idtecomSalm. Typhimurium 14028 e
as amostras foram corridas em SDS-PAGE e analisadas‘imunoblotting” com

anticorpo anti-fosfo-Akt. C, controle; ON, “overhig.
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VI - SINTESE DOS RESULTADOS
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Os resultados obtidos podem ser resumidos coraguars

VI.01 A leveduraS. cerevisae UFMG 905 é capaz de translocar, em niveis baixos,
para as placas de Peyer, em animais GN, e pardaeaspde Peyer e linfonodos
mesentéricos, em animais CV, apos 10 dias de meociasdo ou tratamento,

respectivamente.

VI.02 Saccharomyces cerevisiae UFMG 905 diminui a translocacdo d&alm.
Typhimurium para o baco e linfonodos mesentéricagtarda a translocacdo dessa
bactéria para o figado, em animais GN, e inibeaastocacdo para os linfonodos

mesentéricos, baco e figado, em animais CV, agos®bdias de desafio.

VI.03 Saccharomyces cerevisae UFMG 905 estimula o aumento de células de

Kipffer, em animais GN, apds 10 dias de monoasgéaia

VI.04 Saccharomyces cerevisiae UFMG 905 estimula o sistema fagocitico de
camundongos GN, o que é comprovado pelo aumentagicidade de clareamento do

sangue, quando do desafio endovenoso com umaibaétém-negativo.

VI.05 Saccharomyces cerevisae UFMG 905 estimula o aumento dos niveis de sigA,
no fluido intestinal, e de IgA e IgM, no soro deimaais GN, apds 10 dias de

monoassociacao.

VI.06 Saccharomyces boulardii e S cerevisae UFMG 905 mantém a integridade das

células do epitélio intestinal, apos infeccao &ahm. Typhimurium 14028.

VI.07 Saccharomyces boulardii e S cerevisae UFMG 905 exercem um efeito
preventivo na producao de IL-8, durante uma infequér Salm. Typhimurium 14028,

em células do colon.

VI.08 Saccharomyces boulardii e S. cerevisae UFMG 905 diminuem e/ou bloqueiam
as MAPKs ativadas em células epiteliais, apos géegorSalm. Typhimurium 14028,
sendo esse efeito das duas leveduras, uma vez dubagem de laboratorioS.

cerevisiae W303, néo foi capaz de exercer esse mesmo efeito.
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VI.09 Saccharomyces boulardii e S cerevisae UFMG 905 n&o diminuem a ativacao

do principal fator de transcri¢cdo para IL-8, o KIB-

VI.10 O efeito benéfico d&. boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 pode ser devido a
producdo de substancia(s) anti-inflamatéria(s), wea que o sobrenadante das

leveduras foi capaz de bloquear a ativacado das MAF38 e ERK1/2.

VI.11 Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 diminuem a porcentagem
de invasao celular peBalm. Typhimurium 14028 e essa diminuicao esta reladamna
diminuicdo da via Rac-1 (paf&a boulardii) ativada pelé&alm. Typhimurium 14028 e a
capacidade da bactéria em se ligar as levedures3aoulardii e S. cerevisiae UFMG
905), ao invés de se ligar a célula epitelial.

VI.12 Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae UFMG 905 inibem a ativacdo da via
PI3K/Akt, que é uma via ativada pelgalm. Typhimurium 14028, apds a sua

internalizacao e que contribui para a manutencéofdecao.
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VIl - CONCLUSOES
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Sustentado pelos resultados encontrados, podemokic que:

VII.1 Tanto S boulardii quantoS. cerevisae UFMG UFMG 905 sao capazes de
reduzir os efeitos patogénicos 8®m. Typhimurium, durante infeccbes experimentais,

em camundongos e em culturas celulares.

VII.2 Essa reducao dos efeitos patogénicoSatian. Typhimurium parece resultar de
uma estimulacdo do sistema imune e supressao dis siracelulares gerados pela
infeccao.
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VIII - PERSPECTIVAS
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Apos todos os resultados obtidos, temos como pelisps:

VII.L1 Uma vez que a levedur& cerevisae UFMG 905 possui um efeito
imunomodulador e um efeito benéfico em camundondesafiados comSalm.
Typhimurium, seria interessante verificar esset@fem outras infec¢cdes bacterianas,
além de estudar os outros mecanismos de ac¢ao uaigriormente, passarmos para

ensaios clinicos.

VII.2 Como as duas leveduraS bpoulardii e S. cerevisiae UFMG 905) possuem um
efeito na inflamacéo e nas vias envolvidas nedtamacao desencadeada p&m.
Typhimurium em células do epitélio intestinal, agnteressante verificar se todos esses

mecanismos se repetem num modeghavo.

VIII.3 Uma vez que a levedur@ boulardii est4 envolvida na inibicdo da via Rac
ativada pelaSalm. Typhimurium, € de interesse verificar se a levadesta implicada

em outros mecanismos de invasao utilizados pelziac

VIIl.4 Evidenciado o efeito anti-inflamatério das duasetiwas pela producdo de
substancias que inibem a ativacdo de MAPKSs $alla. Typhimurium, pode-se estudar
o efeito desse sobrenadante das leveduras, nanagfée e na invasdo, além de

identificar quais sdo as substancias responsaveisge efeito.

VIII.5 Além de todas as perpectivas citadas, também sgdrtante verificar outros
mecanismos de acédo das leveduras responsaveidip@taicdo da inflamacéo, como

uma imunomodulacao, via producédo de citocinasiafiimatorias, como a IL-10.

VIII.6 Apos o estudo dos mecanismos de acdo da lev&lgepevisiae UFMG 905,

realizar ensaios clinicos.
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MARTINS, F.S.; LAGADEC, P. PEYRON, J-F; NICOLI, J.R.; RAMPAL, P.
CZERUCKA, D. The probiotic yeas$accharomyces boulardii preventsSalmonella
Typhimurium infection of T84 cells. 15th United Bpean Gastroenterology Week. Le
Palais des Congreés de Paris, Paris, France. 2@-8lutlibro de 2007.
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X.6  Prémios recebidos

Trabalho selecionado para apresentacdo &acharomyces cerevisiae strain 905
reduces the translocation ofSalmonella enterica serovar Typhimurium in mice,
XXl CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 2005%antos/SP, 22 a 25
de Novembro de 2005.
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X.7 Autorizacdo do Comité de FEtica para Experimentgdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO
ANIMAL (CETEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o prctocolo n® 075/04 relativo ao projeto intitulado “Sinalizagdo
intracelular e imunomodulagao induzidas por Saccharomyces cerevisiae linhagem
UFMG905 como mecanismos de agdo na prote¢do contra enteropatégenos”, que tem
como responsavel Jacques Robert Nicoli, esta de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagéo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEAJUFMG), tendo sido aprovado em reuniéo de 03.11.2004.

Este certificado expira-se em 03.11.2009
CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 075/04 related to the project entitled “Intracellular
signalling and immunomodulation induced by sacchoromyces cerevisae
(UFMG905) as the mechanims of protection against enteropathogens’, under the
supervision Jacque‘s' FloLert Nicoli, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG) and was approved in 03.11.2004.

This certificate expires in 03.11.2009.

Belo Horizonte, 03 de novembro de 2004

oy
Dra. CLEVUijﬁ ARIA F. REZENDE
Presidente’do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais -Reitoria — Campus Pampulha
Avenida Antdnio Carlos 6627-7 Andar CEP: 31270-901 - Belo Horizonte MG-Brasil
Telefone: (31) 3499-4031 — Fax: (31) 3499-4027 — Home page: www. ufmg.br/prpg/cetea
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Certificado de realizacdo de estagio na Univeté de Nice, Franca

Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Ministério da Educacdo - Anexos I e II - 2° Andar

Caixa postal 365

70359-970 - Brasilia, DF

Brasil

A QUEM INTERESSAR POSSA

Declaramos, para os devidos fins, que of(a)
interessado(a) abaixo, foi bolsista da Capes e realizou
Estagio de doutorando no Exterior, por meio do Programa
de Doutorado no Pais com Estdgio no Exterior - PDEE.

Bolsista: FLAVIANO DOS SANTOS MARTINS

Periodo da bolsa:09/2005 a 08/2006
Instituigdo:UNIVERSITE DE NICE

Pais:FRANCA

Area:BIOLOGIA E FISIOLOGIA DOS MICROORGANISMOS.

Brasilia, 27 de Outubro de 2006

@TL@

Sandra Lopes Hugo de Jesus
Coordenacdo de Bolsa no Exterior

Capes/CGPE - BRnexo I - 2° andar - sala 209 - cgpelcapes.gov.br -

Fone:

(61) 2104-8862 - Fax: (61) 322-9470 e (61) 322 15 80.



