
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Instituto de Ciências Biológicas 

Departamento de Microbiologia 

Programa de Pós-Graduação em Microbiologia 

 

 

 

 

 

Lara de Lima Campos 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO PROBIÓTICO DE Saccharomyces cerevisiae CNCM I-

3856 NA RESPOSTA INFLAMATÓRIA INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE POR 

Salmonella enterica SUBSP. enterica SOROVAR Typhimurium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2022 



 

 

Lara de Lima Campos 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO PROBIÓTICO DE Saccharomyces cerevisiae CNCM I-

3856 NA RESPOSTA INFLAMATÓRIA INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE POR 

Salmonella enterica SUBSP. enterica SOROVAR Typhimurium 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Microbiologia da 
Universidade Federal de Minas Gerais, 
como requisito parcial à obtenção do 
título de Mestra em Microbiologia. 
 

 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Flaviano dos Santos 
Martins 
Co-orientadora: Dra. Éricka Lorenna de 
Sales Souza e Melo 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2022  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha Catalográfica elaborada pela bibliotecária Fabiane C M Reis -  CRB 6 2680 

           

 

043 

 

       Campos, Lara de Lima. 
          Avaliação do efeito probiótico de Saccharomyces cerevisiae CNCM I- 3856  
      na resposta inflamatória induzida experimentalmente por Salmonella enterica  
      subsp. enterica sorovar Typhimurium [manuscrito] / Lara de Lima Campos. –  
      2022. 
          92 f. :  il. ; 29,5 cm.         

          Orientador: Prof. Dr. Flaviano dos Santos Martins. Co-orientadora: Dra.  
       Éricka Lorenna de Sales Souza e Melo. 
          Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de    
       Ciências Biológicas. Programa de Pós-Graduação em Microbiologia.  

 
   1. Microbiologia. 2. Probióticos. 3. Saccharomyces cerevisiae. 4. Salmonella 
typhimurium. 5. Inflamação. I. Martins, Flaviano dos Santos. II. Melo, Éricka 
Lorenna de Sales Souza e. III. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto 
de Ciências Biológicas. IV. Título.                                                                                              

 

                                                                                                  CDU: 579 



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MICROBIOLOGIA

ATA DE DEFESA DE DISSERTAÇÃO

ATA DA DEFESA DE DISSERTAÇÃO DE LARA DE LIMA CAMPOS

Nº REGISTRO: 2020713149

Às 13:30 horas do dia 16 de maio de 2022, reuniu-se, por via remota, a Comissão Examinadora composta
pelos Drs. Mônica Larucci Vieira (Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG), Nalu Teixeira de Aguiar
Peres (Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG), o Prof. Dr. Flaviano dos Santos Mar�ns  – Orientador
e a Dra. Éricka Lorenna de Sales Souza e Melo – Coorientadora, para julgar o trabalho final "Avaliação do
efeito  probió�co  de  Saccharomyces  cerevisiae  CNCM  I-3856  na  resposta  inflamatória  induzida
experimentalmente por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium", da aluna Lara de
Lima  Campos,   requisito  final  para  a  obtenção  do  Grau  de  MESTRA  EM  CIÊNCIAS  BIOLÓGICAS:
MICROBIOLOGIA. Abrindo a sessão, o  Presidente da Comissão, Prof. Dr. Flaviano dos Santos Mar�ns -
orientador, após dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final,
passou  a  palavra  à  candidata,  para  a  apresentação  de  seu  trabalho.  Seguiu-se  a  arguição  pelos
Examinadores, com a respec�va defesa da candidata. Logo após, a Comissão se reuniu, sem a presença da
candidata e  do público,  para julgamento e expedição de resultado final.  A candidata foi  considerada
APROVADA.  O resultado final foi comunicado publicamente à candidata pelo Presidente da Comissão.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunião e lavrou a presente ata, que será assinada
por todos os membros par�cipantes da Comissão Examinadora. A candidata tem 60 (sessenta) dias, a
par�r  desta  data,  para  entregar  a  versão  final  da  dissertação  ao  Programa  de  Pós-graduação  em
Microbiologia da UFMG e requerer seu diploma.

Belo Horizonte, 16 de maio de 2022

Membros da banca:

Profa. Dra. Mônica Larucci Vieira

Profa. Dra. Nalu Teixeira de Aguiar Peres

De acordo:

Prof. Dr. Flaviano dos Santos Mar�ns

(Orientador)

SEI/UFMG - 1414270 - Ata https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_we...

1 of 2 19/10/2023, 09:13



Dra. Éricka Lorenna de Sales Souza e Melo

(Coorientadora)

Profa. Dra. Daniele da Glória de Souza

(Coordenadora do Programa de Pós-graduação

em Microbiologia)

Documento assinado eletronicamente por Flaviano dos Santos Mar�ns, Professor do Magistério
Superior, em 17/05/2022, às 08:46, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º
do Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Nalu Teixeira de Aguiar Peres, Professora do Magistério
Superior, em 17/05/2022, às 10:04, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º
do Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Éricka Lorenna de Sales Souza e Melo, Usuária Externa,
em 17/05/2022, às 12:22, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do Decreto
nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Monica Larucci Vieira, Professora do Magistério Superior,
em 17/05/2022, às 12:29, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do Decreto
nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Daniele da Gloria de Souza, Coordenador(a) de curso de
pós-graduação, em 18/05/2022, às 09:47, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no
art. 5º do Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A auten�cidade deste documento pode ser conferida no site h�ps://sei.ufmg.br
/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o
código verificador 1414270 e o código CRC EBEEA89E.

Referência: Processo nº 23072.230940/2021-16 SEI nº 1414270

SEI/UFMG - 1414270 - Ata https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_we...

2 of 2 19/10/2023, 09:13

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0


 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a todos aqueles que 

estiveram presentes durante a minha 

formação. 

  



 
 

AGRADECIMENTOS 

 Agradeço, primeiramente, a Deus, que me deu saúde e força para superar 

todos os momentos difíceis e desafiadores. 

 Ao meu orientador, Prof. Dr. Flaviano dos Santos Martins, pelo acolhimento 

no Laboratório de Agentes Bioterapêuticos, paciência e confiança no meu trabalho. 

À minha coorientadora, Dra. Éricka Lorenna de Sales Souza e Melo, por todo 

incentivo e disponibilidade. 

Aos familiares e amigos, em especial: aos meus pais, Janete, Cristiano e 

Valquíria (in memoriam); minhas irmãs, Ana Clara e Laila; meus avós, Maria Rita, 

Arcízio e Norma (in memoriam); tios e tias; primos e primas; aos pequenos, 

Bernardo, Alice, Maria Rita e Helena; aos meus parceiros de vida, Marcus, Gabriel, 

Cíntia e Fábio. Obrigada pelo afeto, conselhos, momentos e conversas. Vocês são 

minha base! 

À Mel, Malu e Amora, pelo amor incondicional e companheirismo de todas as 

horas. Vocês são os raios de sol que iluminam meus dias!  

Aos meus amigos e colegas da UFMG: Maisa, Samantha, Bruno, Aline, 

Fernanda, Ramon, Vivian, Júlio, Karen e Gabrielle, por todas as risadas, 

solidariedade e ensinamentos. Sem vocês, eu não teria conseguido. 

Aos órgãos financiadores deste trabalho, em especial a CAPES. 

Finalmente, a todos aqueles que embora não citados aqui, contribuíram de 

alguma forma para realização deste trabalho, minha eterna gratidão! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Por vezes sentimos que aquilo que 

fazemos não é senão uma gota de água 

no mar. Mas o mar seria menor se lhe 

faltasse uma gota” (Madre Teresa de 

Calcutá). 



 
 

RESUMO 

As salmoneloses estão associadas a altos índices de morbidade e mortalidade em 

humanos, sobretudo em países em desenvolvimento. Anualmente, infecções 

causadas por Salmonella são responsáveis por cerca de 2,8 bilhões de casos, que 

variam desde uma gastroenterite leve (Salmonella não-tifoide) até uma doença 

sistêmica grave (Salmonella tifoide). Classicamente, a salmonelose pode ser tratada 

com antibióticos. Nas últimas décadas, porém, esse padrão-ouro de tratamento tem 

se mostrado menos eficaz, devido ao aumento alarmante de linhagens resistentes 

aos antibióticos, aos efeitos desses fármacos na microbiota intestinal do hospedeiro, 

além da diarreia associada ao uso de antibióticos. Neste contexto, a busca por 

novas alternativas terapêuticas é de grande importância. Devido ao papel 

desempenhado pela microbiota intestinal na manutenção da homeostase do corpo, 

os probióticos têm sido apontados como uma potencial alternativa terapêutica, uma 

vez que são capazes de modular o sistema imune e conferir proteção contra a 

invasão de microrganismos patogênicos. Investigações in vitro e in vivo 

demostraram a eficácia profilática e terapêutica de algumas linhagens probióticas 

frente ao desafio por Salmonella. Embora a linhagem Saccharomyces cerevisiae 

CNCM I-3856 tenha demonstrado eficácia no controle e tratamento de algumas 

doenças, como a síndrome do intestino irritável e a candidíase vulvovaginal, não há 

dados científicos que evidenciem seu efeito probiótico no controle da salmonelose, o 

que a torna um objeto de estudo inédito e altamente promissor. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar o efeito probiótico de S. cerevisiae CNCM I-3856 na resposta 

inflamatória induzida experimentalmente por Salmonella enterica subsp. enterica 

sorovar Typhimurium. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento oral com a 

levedura foi capaz de reduzir a taxa de mortalidade, translocação bacteriana para o 

fígado e baço, permeabilidade intestinal, níveis de sIgA e recrutamento de 

neutrófilos e eosinófilos para os sítios de infecção, além de atenuar as lesões na 

mucosa intestinal e fígado dos animais. Diante do exposto, concluímos que a 

levedura S. cerevisiae CNCM I-3856 tem potencial para ser considerada como uma 

nova abordagem terapêutica/adjuvante para o tratamento da salmonelose.  

 

Palavras-chave: probióticos; Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856; Salmonella 

Typhimurium; inflamação intestinal. 

  



 
 

ABSTRACT 

Salmonellosis are associated with high morbidity and mortality rates in humans, 

especially in developing countries. Salmonella infections are responsible for 

approximately 2.8 billion cases annually, ranging from mild gastroenteritis (non-

typhoidal Salmonella) to severe systemic disease (typhoidal Salmonella). Classically, 

salmonellosis can be treated with antibiotics. In recent decades, however, this gold 

standard of treatment has shown to be less effective, due to the alarming increase in 

antibiotic-resistant strains, the effects of these drugs on the host's intestinal 

microbiota, in addition to the diarrhea associated with the use of antibiotics. In this 

context, the search for new therapeutic alternatives is of great importance. Due to the 

role played by the intestinal microbiota in maintaining the homeostasis of the body, 

probiotics have been identified as a potential therapeutic alternative, since they are 

able to modulate the immune system and provide protection against the invasion of 

pathogenic microorganisms. In vitro and in vivo investigations have shown the 

prophylactic and therapeutic efficacy of some probiotic strains compared to the 

challenge by Salmonella. Although the Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856 

strain has shown efficacy in the control and treatment of some diseases, such as 

irritable bowel syndrome and vulvovaginal candidiasis, there is no scientific data to 

evidence its probiotic effect on the control of salmonellosis, which makes it an 

unprecedented and highly promising object of study. The aim of this work was to 

evaluate the probiotic effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 on the inflammatory 

response experimentally induced by Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium. The results showed that the oral treatment with the yeast was able to 

reduce the mortality rate, bacterial translocation to the liver and spleen, intestinal 

permeability, sIgA levels and recruitment of neutrophils and eosinophils to the sites of 

infection, in addition to attenuating the damage to the intestinal mucosa and liver of 

animals. In view of the foregoing, we conclude that the yeast S. cerevisiae CNCM I-

3856 has the potential to be considered as a new therapeutic approach for the 

treatment of salmonellosis. 

 

Keywords: probiotics; Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856; Salmonella 

Typhimurium; intestinal inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Epitélio Intestinal 

A superfície mucosa que reveste o trato intestinal representa a principal e 

mais extensa área corporal, aproximadamente 400 m2, em contato com fatores 

ambientais e antígenos (MCCRACKEN; LORENZ, 2001; NEUDECKER et al., 2017). 

A barreira epitelial intestinal protege a mucosa do intestino e desempenha um papel 

fundamental na manutenção da homeostase do hospedeiro, uma vez que evita a 

entrada de macromoléculas e microrganismos potencialmente patogênicos, além de 

garantir a absorção de nutrientes e o monitoramento do conteúdo luminal (TURNER, 

2009; FRANCE; TURNER, 2017). 

 O epitélio intestinal consiste em uma camada única de células, constituída por 

vários elementos físicos (epitélio), bioquímicos (muco, peptídeos antimicrobianos – 

AMPs) e imunológicos (imunoglobulina do tipo A secretória – sIgA) altamente 

integrados, que agem em sinergia para garantir a saúde do hospedeiro (LIEVIN-LE 

MOAL; SERVIN, 2006; ALLAIRE et al., 2018). Cada célula epitelial mantém 

associação íntima com suas células vizinhas e sela a superfície do intestino com 

junções firmes – do inglês tight junctions (TJ) (BROZ; OHLSON; MONACK, 2012). O 

comprometimento da integridade dessa barreira pode impossibilitar o desempenho 

de suas funções usuais, levando à ativação imune crônica e ao desenvolvimento de 

doenças locais e sistêmicas, incluindo doença celíaca, câncer colorretal, doença 

inflamatória intestinal (DII), além de distúrbios metabólicos, como obesidade e 

diabetes (FASANO et al., 2000; GRIVENNIKOV et al., 2012; HE et al., 2017; 

ARAÚJO et al., 2017). 

O epitélio intestinal é exposto diariamente a diversos materiais, como 

componentes da dieta, antígenos e microrganismos, o que resulta na perda de 

células e na deterioração desse tecido (MONTGOMERY; MULBERG; GRAND, 

1999). Devido ao elevado trânsito de material intestinal, essa camada apresenta 

uma taxa de renovação tissular constante. Regiões especializadas das criptas 

intestinais abrigam as células-tronco epiteliais intestinais (ISCs), que são 

responsáveis pela renovação periódica do epitélio intestinal (SEISHIMA; BARKER, 

2019). 

A constituição dessa camada epitelial é baseada em algumas linhagens 

celulares e teciduais características (Figura 1A-B): (i) enterócitos, células 
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especializadas que apresentam microvilosidades organizadas na membrana apical, 

que possibilitam a absorção de nutrientes (MCCONNELL et al., 2009; GEHART; 

CLEVERS, 2019); (ii) células enteroendócrinas, que contêm pequenos grânulos com 

diferentes hormônios, responsáveis pela regulação da ingestão de alimentos, 

modulação das funções motoras do intestino, regulação da secreção de órgãos e 

estimulação da secreção de insulina induzida por glicose (PLOVIER; CANIS, 2017); 

(iii) células caliciformes, responsáveis pela produção de muco e pela secreção de 

quimiocinas e citocinas, além da formação de passagens associadas às células 

caliciformes (GAPs), que direcionam substâncias do lúmen para as células 

apresentadoras de antígeno (APC) situadas na lâmina própria (LP) (KNOOP; 

NEWBERRY, 2018); (iv) células de Paneth, responsáveis pela produção de AMPs, 

que auxiliam na regulação da microbiota intestinal (HU et al., 2015); e (v) células M 

(Microfold), presentes no epitélio associado ao folículo (FAE), que auxiliam na 

captura e no direcionamento de antígenos do lúmen para as células do sistema 

imune presentes na LP, para que sejam apresentados e processados, sendo este 

processo facilitado pela proximidade entre estas células e as placas de Peyer (PPs), 

massa de tecido linfoide disposta ao longo do intestino delgado. As PPs facilitam a 

indução de defesa contra patógenos ou tolerância imunológica como resultado da 

complexa interação entre as células imunes localizadas nos folículos linfoides e o 

FAE, que circunda as PPs e forma a interface entre o tecido linfoide associado ao 

intestino (GALT) e o microambiente luminal. O GALT abriga linfócitos T e B, 

macrófagos e células dendríticas, que regulam as respostas inflamatórias a 

patógenos e antígenos que violam a barreira intestinal, protegem a mucosa contra 

microrganismos nocivos e eliminam células mortas e detritos estranhos (BROZ; 

OHLSON; MONACK, 2012; BEREK; BELLER; CHU, 2016; KIMURA, 2018). 
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Figura 1. Anatomia da mucosa intestinal. (A) Intestino delgado; (B) Cólon. 

 

Fonte: Adaptado de Allaire et al., 2018. 
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A imunidade inata e imunidade adaptativa, juntamente com o tecido epitelial, 

protegem o hospedeiro contra possíveis infecções por patógenos. O sistema imune 

inato confere uma ação rápida, porém inespecífica, e é mobilizado nos primeiros 

dias, a fim de controlar a infecção. Em contraste, a resposta imune adaptativa é 

observada 4 a 7 dias após a infecção e é caracterizada pela formação da memória 

imunológica (MEDZHITOV, 2001; YAMASHITA, 2017). As células epiteliais, por sua 

vez, são responsáveis pela secreção de diversas substâncias – muco, defensinas, 

peptídeos antimicrobianos – que inibem a adesão e previnem o crescimento 

microbiano indesejado (MAGNUSSON; STJERNSTROM, 1982; LU et al., 2017). O 

intestino do hospedeiro é capaz de diferenciar a microbiota normal dos 

microrganismos enterovirulentos, por meio de receptores altamente especializados 

de detecção de antígenos, denominados PAMPs (pathogen-associated molecular 

pattern). Tais receptores distinguem padrões associados à microbiota indígena 

(próprio) daqueles relacionados às estruturas moleculares encontradas nos 

patógenos (não próprio) (DIDIERLAURENT et al., 2002; ALDRIDGE et al., 2005; 

BIERSCHENK; BOUCHER; SCHRODER, 2017). Os receptores de reconhecimento 

Toll-like (TLRs) e as proteínas NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) são 

vias clássicas de reconhecimento de moléculas associadas aos patógenos 

(ECKMANN, 2005; KAWAI; AKIRA, 2005). 

 

1.2 Microbiota do Trato Intestinal 

O trato intestinal humano alberga uma população dinâmica e complexa de 

microrganismos, a microbiota intestinal, que atua diretamente na manutenção da 

homeostase corporal e na proteção contra patógenos invasores. Além dessas 

funções primárias, esses microrganismos também podem atuar na síntese de 

vitaminas (B e K), na sinalização endócrina e na estimulação do desenvolvimento do 

sistema imunológico do hospedeiro (DONALDSON; LEE; MAZMANIAN, 2016). A 

microbiota pode ser classificada em autóctone (residente, indígena ou normal) ou 

alóctone (transitória ou residual), sendo que esta última somente passa pelo 

intestino, mas não o coloniza como faz a autóctone (SUÁREZ, 2015). 

O estabelecimento da microbiota comensal inicia-se logo após o nascimento e 

pode ser influenciado por diversos fatores (Figura 2), como: tipo de parto, uma vez 

que o recém-nascido é inicialmente exposto à microbiota vaginal (parto pélvico) ou à 

microbiota da pele da mãe (parto via cesariana); aleitamento materno; interação com 
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animais de estimação, além da exposição constante aos microrganismos presentes 

no ambiente (GREENHALGH et al., 2016; KORPELA et al., 2018; SPROCKETT; 

FUKAMI; RELMAN, 2018).  

 
Figura 2. Fatores que influenciam a microbiota do trato intestinal de acordo 
com as diferentes fases da vida. 

Fonte: Adaptado de Greenhalgh et al., 2016. 

 

A faixa etária do hospedeiro também influencia diretamente na colonização 

microbiana do intestino. Nos primeiros dias de vida, a microbiota dos neonatos é 

preponderantemente composta por microrganismos aeróbios. Com o passar dos 

anos e a associação a fatores genéticos e ambientais como a localização 

geográfica, contexto social, dieta e uso de antibióticos, a microbiota sofre processos 

de maturação que favorecem a colonização por populações anaeróbias obrigatórias 

e atinge um maior grau de estabilidade, quando comparada aos primeiros anos de 

vida (Figura 2) (HOOPER, 2004; WALKER et al., 2005; GREENHALGH et al., 2016; 

KUNDU et al., 2017).  

Estudos sugerem que a microbiota intestinal de indivíduos adultos saudáveis 

é majoritariamente composta por quatro filos bacterianos, sendo que Firmicutes e 

Bacteroidetes estão presentes em maior quantidade, e Actinobacteria e 
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Proteobacteria, em menor número (LEY et al., 2008; TAP et al., 2009). Devido à 

presença abundante de microrganismos comensais, estimativas recentes apontam 

que a colonização microbiana do intestino apresenta uma relação de 1:1 quando 

comparada ao número de células do hospedeiro, sendo que fatores como ácido 

gástrico, nutrientes, oxigênio e peptídeos antimicrobianos influenciam na densidade 

e na diversidade desses microrganismos (SENDER; FUCHS; MILO, 2016). 

Sabe-se que a microbiota intestinal afeta diversos aspectos fisiológicos do 

hospedeiro, incluindo digestão, metabolismo, imunidade e até mesmo o 

comportamento do indivíduo (SOMMER; BÄCKHED, 2013; DONALDSON; LEE; 

MAZMANIAN, 2016). Dessa forma, a disbiose intestinal tem sido associada à 

patogênese de muitas doenças inflamatórias e infecções, como aquelas causadas 

por Salmonella e outras bactérias enteropatogênicas (LAWLEY; WALKER, 2013). 

 

1.2.1 Proteção da microbiota intestinal contra infecções diarreicas 

 Estudos realizados em animais isentos de germes, que não possuem 

microbiota, e em animais tratados com antibióticos, que tiveram sua microbiota 

afetada pela ação dos fármacos, sugerem que uma microbiota intestinal saudável 

confere resistência contra a colonização por patógenos geralmente associados a 

alimentos, como Clostridium difficile, Salmonella enterica e Escherichia coli 

diarreiogênica (YURIST-DOUTSCH et al., 2014; KEENEY et al., 2014). No caso de 

infecção por Salmonella enterica sorovar Typhimurium, observou-se que o desafio 

oral com 10 UFC/mL foi letal para camundongos isentos de germes, ao passo que 

doses de 103-109 UFC/mL foram necessárias para causar a morte de 50% dos 

animais convencionais cuja microbiota intestinal estava intacta (CARTER; COLLINS, 

1974a; NARDI et al., 1989). Em animais submetidos ao tratamento com antibióticos, 

demonstrou-se que o pré-tratamento com estreptomicina levou ao aumento da 

colonização e inflamação por Salmonella no intestino grosso, aumento da eliminação 

fecal do patógeno em relação aos animais não tratados e permanência da 

susceptibilidade à reinfecção pelo patógeno até 21 dias após a suspensão dos 

antimicrobianos, o que sugere que a colonização por Salmonella pode ser 

potencializada quando a microbiota hospedeira se encontra em estado de 

desequilíbrio (BARTHEL et al., 2003; CROSWELL et al., 2009). 

Os mecanismos pelos quais a microbiota intestinal fornece resistência (Figura 

3) à colonização por microrganismos patogênicos podem ser genericamente 
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agrupados em duas grandes categorias: inibição direta de patógenos e inibição 

indireta de patógenos, por meio de efeitos no hospedeiro (VOGT; FINLAY, 2017). 

 

Figura 3. Inibição de patógenos diarreicos pela microbiota intestinal.  

 Fonte: Adaptado de Vogt & Finlay, 2017. 

 

A microbiota do hospedeiro pode inibir os patógenos de forma direta, via 

competição por nutrientes. Muitas bactérias comensais utilizam carboidratos 

produzidos pelo hospedeiro como fonte de carbono, como os glicanos ligados 

covalentemente à proteína mucina do cólon (MUC2) (JOHANSSON; SJÖVALL; 

HANSSON, 2013). Para tanto, algumas espécies da microbiota intestinal secretam 

sialidases, enzimas que clivam os resíduos de ácido siálico terminais das mucinas 

glicanas, disponibilizando moléculas de ácido livre, que podem ser consumidas por 

qualquer bactéria próxima que possua o maquinário genético necessário para 

transporte e catabolismo desse composto (LEWIS; LEWIS, 2012). Em estudos 

preliminares, observou-se uma elevação significativa dos níveis de ácido siálico livre 

no ceco de camundongos, um dia após o tratamento com antibióticos, o que 

aumentou a suscetibilidade desses animais à infecção por Salmonella e C. difficile, 

que são capazes de consumir ácido siálico, mas não possuem a enzima necessária 

para liberar esse composto do muco (HOYER et al., 1992; NG et al., 2013). 
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Certas espécies da microbiota intestinal produzem metabólitos que inibem o 

crescimento ou reduzem a virulência de patógenos. Essa inibição do crescimento 

pode ocorrer por meio de mecanismos variados, como: secreção de peptídeos 

antimicrobianos (bacteriocinas), secreção de metabólitos de moléculas pequenas 

(ácidos biliares secundários) ou por meio de estruturas inibitórias do contato celular 

(sistema de secreção do tipo VI) (RUSSELL et al., 2014; BUFFIE et al., 2015; 

KOMMINENI et al., 2015). Somado a isso, alguns microrganismos comensais 

também podem produzir moléculas que reduzem a virulência dos patógenos, 

interferindo na sua capacidade de expressar genes necessários para colonização e 

invasão de células epiteliais, por exemplo. A produção de metabólitos antivirulência 

também foi observada em quadros de infecção por Salmonella (ANTUNES et al., 

2014). 

A promoção de efeitos benéficos no hospedeiro, como a manutenção da 

barreira intestinal por meio da secreção de mucina, por exemplo, também é uma 

estratégia utilizada para impedir a colonização por patógenos diarreicos 

(JOHANSSON; SJÖVALL; HANSSON, 2013). O epitélio colônico é protegido por 

uma camada de muco interna (mais próxima da superfície epitelial e livre de 

microrganismos) e por uma camada externa de muco (mais próxima ao lúmen do 

cólon e colonizada por uma variedade de espécies microbianas), que agem como 

uma barreira física na superfície epitelial, além de serem capazes de reter fatores 

antimicrobianos, como AMPs e sIgA (JOHANSSON et al., 2015; JOHANSSON, 

HANSSON, 2016). Em camundongos tratados com antibiótico, o afinamento da 

camada protetora de muco interno foi associado a uma inflamação mais grave em 

casos de infecção por Citrobacter rodentium, o que evidencia a importância da 

integridade dessa camada (WLODARSKA et al., 2011). 

Somado a isso, a microbiota intestinal também é conhecida por estimular 

tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo, alterando a suscetibilidade do 

hospedeiro a patógenos variados (HONDA; LITTMAN, 2016; THAISS et al., 2016). 

Em um estudo que analisou o resultado da infecção por C. rodentium em 

camundongos C3H/HeJ e NIH/Swiss, observou-se que as diferenças na composição 

da microbiota entre as linhagens contribuíram para a variação de suscetibilidade ao 

patógeno, o que foi vinculado à produção de interleucina (IL)22 pelo hospedeiro, 

cuja principal função é aumentar a produção AMPs nas células epiteliais intestinais. 

Níveis mais elevados de IL22 foram identificados no intestino de camundongos 
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resistentes (NIH/Swiss), ao passo que uma menor quantidade da citocina foi 

encontrada no intestino de camundongos suscetíveis (C3H/HeJ), evidenciando o 

importante papel desempenhado pela IL22 na proteção contra a infecção causada 

pelo patógeno (VALLANCE et al., 2003; SATOH-TAKAYAMA, 2008; ZHENG et al., 

2008; WILLING et al., 2011). 

 

1.3 Samonella enterica 

Espécies de Samonella foram inicialmente isoladas e descritas pelo 

microbiologista americano Daniel Elmer Salmon, no final do século XIX (BRENNER 

et al., 2000). Trata-se de bacilos flagelados, Gram-negativo, móveis e anaeróbios 

facultativos, pertencentes à classe γ-Proteobacteria, família Enterobacteriaceae. Em 

relação às características bioquímicas, sabe-se que fermentam glicose, são 

negativos para oxidase e indol, reduzem nitrato a nitrito e produzem sulfeto de 

hidrogênio. Todos esses aspectos, associados à capacidade de crescer em 

condições aeróbias e anaeróbias, facilitam a identificação laboratorial desses 

microrganismos (FRAMER, 1995). Dentre os fatores de virulência expressos por 

Salmonella, pode-se destacar o lipopolissacarídeo (LPS) – componente da 

membrana externa –, que constitui um forte ativador da resposta imune inata e 

desempenha um papel importante nas interações hospedeiro-patógeno (NEEDHAM; 

TRENT, 2013). Embora essas moléculas estejam ancoradas na membrana externa 

bacteriana, elas são liberadas espontaneamente durante o crescimento do patógeno 

ou após a exposição da bactéria a antibióticos. Dessa forma, o LPS é responsável 

por muitos dos sintomas clínicos observados, já que estimula monócitos e 

macrófagos a produzir grandes quantidades de mediadores pró-inflamatórios, como 

fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (BENDER et al., 2013). 

A espécie S. enterica compreende diversos patógenos de importância 

médica, que são frequentemente associados a doenças transmitidas por alimentos 

(DTAs) em todo o mundo (DOUGAN; BAKER, 2014; EFSA; ECDC, 2017; CDC, 

2020). Casos anuais de infecção por Salmonella são relatados em diversas matrizes 

alimentares, incluindo produtos de origem animal – laticínios e produtos cárneos –, 

bem como em alimentos de origem não animal – cereais, frutas e vegetais (BALK, 

2011; HUANG et al., 2018). Os surtos de salmonelose são mais comuns em 

derivados do leite e de aves domésticas, uma vez que o trato intestinal desses 

animais é considerado reservatório natural dessas bactérias, devido à sua 
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alimentação rica em proteínas. A gastroenterite pode ser derivada do cozimento 

inadequado de ovos e carnes de aves domésticas ou da contaminação cruzada de 

outros alimentos (SALYERS; WHITT, 1994). Usualmente, S. enterica infecta o 

hospedeiro pela via oral. Já no intestino, a bactéria invade as células M e coloniza as 

PP, ganhando acesso ao GALT. Atingindo o tecido linfoide associado, Salmonella 

invade os fagócitos, nos quais sobrevive e se replica. Além disso, essas células-alvo 

também atuam como veículo de disseminação do patógeno para outros sítios 

corporais (FINLAY et al., 1992; RAUPACH; KAUFMANN, 2001; GUT et al., 2018). 

As salmoneloses estão associadas a altos índices de morbidade e 

mortalidade em humanos, sobretudo em países em desenvolvimento, sendo que a 

gravidade da doença depende do estado de saúde do indivíduo, bem como dos 

sorotipos que causam a infecção (BERGEY, 1994; ENG et al., 2015). Anualmente, 

infecções causadas por Salmonella são responsáveis por cerca de 2,8 bilhões de 

casos de gastroenterites e diarreias (BRENNER et al., 2000; LYNCH et al., 2009). A 

maioria dos pacientes é acometida por náusea, diarreia, febre e cólicas abdominais, 

dentro de 12-72 horas após a ingestão de água ou alimentos contaminados, sendo 

que o quadro infeccioso pode perdurar por uma semana (CDC, 2020). Após o final 

dos sintomas, o indivíduo pode continuar excretando a bactéria por um determinado 

período, que pode variar de três meses a mais de um ano. Estudos indicam que a 

gastroenterite pode se agravar e evoluir para infecções sistêmicas em crianças com 

menos de cinco anos de idade, idosos e pacientes imunodebilitados (MEADOW; 

SCHNEIDER; BEEN, 1985; SALYERS; WHITT, 1994). O quadro constitui um grave 

problema de saúde pública e econômico, especialmente em locais onde o acesso a 

água potável é escasso e a qualidade desta é insatisfatória (SCALLAN et al., 2011).  

Entre as manifestações clínicas associadas à infecção por S. enterica, a 

salmonelose não-tifoide (gastroenterite aguda) e a febre tifoide (doença sistêmica) 

são as mais frequentes (LAYTON; GALYOV, 2007; KEESTRA-GOUNDER; TSOLIS; 

BÄUMLER, 2015). As doenças causadas por Salmonella não-tifoide estão 

relacionadas a 90 milhões de casos, com estimativa de 155.000 mortes em todo o 

mundo anualmente, ao passo que as infecções por S. enterica subespécie enterica 

sorovar Typhi e S. enterica subespécie enterica sorovar Paratyphi, agentes 

causadores da febre tifoide em seres humanos, são relatados como causa de 16-33 

milhões casos de infecções, com aproximadamente 600.000 mortes associadas 

(BULA-RUDAS; RATHORE; MARAQA, 2015). Salmonella Typhimurium, S. enterica 
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subsp. enterica sorovar Enteriditis e outros sorotipos da espécie S. enterica 

possuem um amplo espectro de hospedeiros – camundongos, aves, humanos, 

anfíbios, répteis –, e geralmente causam gastroenterites que podem ser facilmente 

tratadas com antibióticos (TSOLIS et al., 2011; SALEZ; MALO, 2014; WHO, 2020). 

 

1.3.1 Salmonella Typhimurium 

Em camundongos, a infecção por S. Typhimurium desencadeia uma doença 

sistêmica com características semelhantes à febre tifoide causada por S. Typhi em 

humanos. Cineticamente, a infecção do animal pode ser dividida em quatro fases: (i) 

eliminação rápida de bactérias séricas; (ii) replicação ativa do patógeno no interior 

das células fagocitárias do hospedeiro, na semana seguinte à infecção; (iii) 

reconhecimento dos patógenos invasores pelas células mononucleadas da linhagem 

fagocitária, resultando na produção de várias citocinas (TNF, IL1, IL6, IL8, IL12, 

IFNγ) e na infiltração massiva de células de defesa, como monócitos e neutrófilos 

polinucleados, nos focos de inflamação; e (iv) defesa inflamatória adquirida, com 

ação de células B e T, além dos fatores humorais que delas resultam (SALEZ; 

MALO, 2004; CHAKROUN et al., 2017). 

Os mecanismos pelos quais o patógeno age são complexos e muito 

diversificados. Neste contexto, as ilhas de patogenicidade (PAIs), presentes na 

superfície da parede celular bacteriana, desempenham um papel importante na 

infecção, sobrevivência intracelular e disseminação desses microrganismos 

patogênicos (HACKER; KAPER, 2000). As PAIs são adquiridas por meio da 

transferência horizontal de genes durante a evolução bacteriana e codificam 

diversos fatores de virulência – adesinas, toxinas, invasinas e sistemas de captação 

de ferro – que contribuem diretamente para a patogenicidade de uma série de 

microrganismos, incluindo Salmonella. Nessas bactérias, essas ilhas são conhecidas 

como SPI (Salmonella pathogenicity islands) (PRADHAN; NEGI, 2019). Além das 

ilhas, a virulência do patógeno também é regulada por um sistema regulador de 

genes, composto por quinases sensoriais e reguladores transcricionais, 

responsáveis pela expressão de genes necessários à invasão, sobrevivência no 

interior de macrófagos e resistência a peptídeos antimicrobianos (LUCAS et al., 

2000; TANG et al., 2013). 

 Após a ingestão, Samonella passa por uma série de barreiras – pH gástrico, 

mucosa intestinal e camada de células epiteliais intestinais – até atingir o intestino 
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do hospedeiro. A bactéria, então, invade as células hospedeiras por meio de dois 

mecanismos principais (Figura 4): (i) via células M presentes nas PPs, por um 

processo passivo denominado transcitose, pelo qual os patógenos conseguem 

transpor as células do lúmen e atingir o lado basolateral da membrana (BROZ; 

OHLSON; MONACK, 2012; MABBOTT et al., 2013); ou (ii) por meio da indução de 

sua própria fagocitose a partir da secreção de proteínas efetoras (SPI-I e SPI-II), que 

ativam a via de transdução de sinal e desencadeiam a reconstrução do citoesqueleto 

da célula hospedeira, resultando na extensão externa ou ondulação da membrana 

da célula epitelial para engolfar a bactéria (FRANCIS; STARNBACH; FALKOW, 

1992; VELGE et al., 2012). Somado a isso, as células dendríticas apresentadoras de 

antígeno enviam sinais para o lúmen, via células epiteliais, que auxiliam no 

reconhecimento do patógeno pelo linfonodo mesentérico proximal (MLN), onde a 

resposta imunológica é amplificada (BROZ; OHLSON; MONACK, 2012). 

A invasão celular é seguida pela inflamação e infiltração de células imunes – 

neutrófilos, células T, células B, células dendríticas e macrófagos – no local da 

infecção (GRASSL; FINLAY, 2008; KAUR; JAIN, 2012). As proteínas efetoras 

codificadas por SPI-II auxiliam na sobrevivência dessas bactérias no interior das 

células infectadas (HURLEY et al, 2014). Utilizando as células M como veículo, 

essas bactérias se translocam para os enterócitos próximos (Figura 4), cruzando a 

barreira do epitélio intestinal (VELGE et al., 2012). Quando engolfados por células 

do sistema imune do hospedeiro, esses patógenos alcançam o MLN via corrente 

sanguínea e sistema linfático, podendo ser disseminados para órgãos como o baço 

e o fígado, onde residem no interior dos macrófagos, em compartimentos 

endossômicos especializados, denominados vacúolos contendo Salmonella (SCV) 

(Figura 4) (KAUR; JAIN, 2012). O patógeno pode permanecer nos tecidos por anos, 

fato este que pode estar relacionado à recorrência da infecção observada em alguns 

hospedeiros (HURLEY et al., 2014). 
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Figura 4. Etapas básicas da patogênese de Salmonella.  

               
 Fonte: Adaptado de Pradhan & Negi (2019). 

 

 Estudos preliminares mostraram que o sítio primário de colonização por S. 

enterica em camundongos inoculados via intragástrica é o íleo terminal (CARTER; 

COLLINS, 1974b) e que as bactérias interagem rapidamente com as células das 

PPs (HOHMANN et al., 1978). Além disso, a bactéria invade as células M do epitélio 

associado aos folículos linfoides e essa entrada é precedida da morte e eliminação 

das células infectadas (JONES; GHORI; FALKOW, 1994). Com o tempo, as células 

bacterianas movem-se ao longo da LP ou invadem os folículos, onde ocorre a 

multiplicação. À medida que a infecção evolui, ela pode afetar os linfonodos, o 

fígado e o baço do hospedeiro (CARTER; COLLINS, 1974b; NARDI et al., 1991). Em 

camundongos, Salmonella se desenvolve em macrófagos residentes do fígado e do 

baço. 

 O estudo da salmonelose em modelo murino utilizando S. Typhimurium como 

agente patogênico é amplamente aceito, uma vez que provoca sintomas muito 

semelhantes aos causados por S. Typhi em humanos (SALYERS; WHITT, 1994). Os 

resultados obtidos auxiliam na compreensão e entendimento de vários aspectos 

relacionados à etiologia e patogenicidade da doença (CARTER; COLLINS, 1974b). 

Classicamente, o tratamento de salmoneloses envolve a utilização de 

antimicrobianos pertencentes à classe das fluoroquinolonas. Entretanto, o uso 

terapêutico e como promotor de crescimento em animais de produção, têm 
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comprometido a eficiência desses fármacos. Somado a isso, constatou-se o 

surgimento de linhagens resistentes, o que vem limitando as opções de tratamento 

disponíveis (KLEMM et al., 2016). Neste contexto, o uso de probióticos tem sido 

apontado como uma alternativa terapêutica promissora, devido ao efeito protetor 

conferido por algumas linhagens probióticas (Saccharomyces boulardii, 

Saccharomyces cerevisiae, E. coli, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis, 

Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium e Lactobacillus bulgaricus) frente ao 

desafio por Salmonella e outros patógenos em experimentos in vitro e in vivo 

(RODRIGUES et al., 1996; FILHO-LIMA et al., 2000; MAIA et al., 2001; VIEIRA et al., 

2008; MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2010; MARTINS et al., 2011; MULAW 

et al., 2020). 

A proteção proporcionada pelos probióticos em modelo experimental de 

salmonelose pode estar associada à combinação de alguns mecanismos de ação, 

como: produção de substâncias antibacteridas contra Salmonella e modulação da 

resposta imune do hospedeiro contra a infecção, observada pelo aumento da 

produção de anticorpos IgA patógeno-específicos na mucosa intestinal e pelo 

aumento da atividade de células de defesa (PERDIGÓN et al., 1990a; BERNET-

CAMARD et al., 1997). A associação entre Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus 

casei (atualmente Lacticaseibacillus casei) reduziu a translocação de bactérias para 

o fígado e o baço dos animais, resultando na sobrevivência de todos os 

camundongos desafiados (PERDIGÓN et al., 1990b). Resultados similares foram 

obtidos em outro estudo, onde o pré-tratamento com Lactobacillus rhamnosus 

HN001 (atualmente Lacticaseibacillus rhamnosus) e Bifidobacterium lactis HN019 

conferiu proteção contra o desafio oral de camundongos por Salmonella (GILL et al., 

2001). Martins e colaboradores (2013) demonstraram que o tratamento com S. 

boulardii aumentou a taxa de sobrevivência, inibiu a translocação bacteriana, 

protegeu contra danos histológicos e reduziu os níveis de citocinas inflamatórias e a 

ativação de proteínas quinases ativadas por mitógenos nos camundongos 

desafiados com Salmonella. Os autores também revelaram que os efeitos 

probióticos da levedura eram devidos, pelo menos em parte, à ligação Salmonella-

probiótico, que resultou na diminuição da ativação das vias de sinalização que levam 

à inflamação intestinal observada em modelo murino de salmonelose. Em outro 

trabalho, Tiago et al. (2012) mostraram que algumas bactérias enteropatogênicas (E. 

coli e Salmonella) foram capturadas na superfície de S. boulardii, S. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/enteritis
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cerevisiae UFMG 905 e S. cerevisiae BY4741, sugerindo que este pode ser um 

mecanismo pelo qual as leveduras probióticas impedem a adesão de patógenos a 

receptores específicos no epitélio intestinal, evitando, consequentemente, a invasão 

do hospedeiro pelo patógeno.  

 

1.4 Probióticos 

 Devido à íntima associação entre o trato intestinal e a manutenção da 

homeostase corporal, o microambiente entérico tem sido amplamente estudado nos 

últimos anos (BARBARA et al., 2016). Evidências recentes apontam que a 

microbiota intestinal pode estar associada ao desenvolvimento de alguns distúrbios 

metabólicos, como obesidade e diabetes, além de doenças como ansiedade, 

depressão, câncer de cólon e Alzheimer (QUIGLEY, 2017; FLEMER et al., 2018). O 

fato de a microbiota intestinal ser capaz de influenciar atividades fisiológicas e 

metabólicas do organismo tem estimulado pesquisas baseadas na modulação desse 

microambiente, incluindo intervenções baseadas no uso de probióticos (TONUCCI et 

al., 2017). 

 Os primeiros relatos dos efeitos benéficos das bactérias na alimentação 

humana e animal fazem menção à versão Persa do Antigo Testamento (Gênesis 

18:8), onde consta que Abraão relacionou o consumo de leite azedo à sua 

longevidade. Em 76 a.C. Plínio, um filósofo romano, sugeriu o uso de leite 

fermentado para o tratamento de doenças intestinais (TEITELBAUM; WALKER, 

2002). A palavra probiótico origina-se do grego e significa “a favor da vida”. 

Inicialmente, o termo foi usado para descrever suplementos alimentares microbianos 

que estimulavam o crescimento de animais domésticos em fazendas (GALDEANO et 

al., 2009). Atualmente, os probióticos são definidos como “microrganismos vivos 

que, quando administrados em quantidades adequadas, exercem influências 

positivas sobre a saúde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002; HILL et al., 2014). 

 As bactérias produtoras de ácido lático (BAL) estão entre os microrganismos 

mais estudados como potenciais probióticos e podem ser encontradas em altas 

quantidades no intestino de homens e animais saudáveis. Grande parte das 

bactérias utilizadas em preparações probióticas são Gram-positivo e pertencem aos 

gêneros Lactobacillus (L. lactis, L. acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, 

L. casei, L. bulgaricus, L. rhamnosus, L paracasei, L. jensenii, L reuteri, L. johnsonii, 

L. helveticus, L. gasseri), Bifidobacterium (B. bifidum, B. longum, B. breve, B. 
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infantis, B. animalis, B. adolescentis), Streptococcus (S. salivarius e S. thermophilus) 

e Lactococcus (L. lactis). Além desses microrganismos, algumas linhagens de 

leveduras (S. boulardii e S. cerevisiae) e de bactérias Gram-negativo (E. coli EM0 e 

E. coli Nissle 1917) também estão sendo utilizadas (NISSLE, 1959; NAIDU; 

BIDLACK; CLEMENS, 1999; SCHULTZ et al., 2004). Culturas simples ou mistas de 

microrganismos probióticos, em diferentes formulações tecnológicas, estão sendo 

incluídas na dieta humana e animal (BERG, 1998; VAUGHAN; MOLLET; VOS, 

1999). 

 A classificação de uma dada linhagem microbiana como um bom probiótico 

depende de uma série de fatores, como: ser capaz de conferir efeitos benéficos ao 

hospedeiro; modular a resposta imune do intestino, sem modificar a homeostase 

desse ecossistema; não apresentar toxicidade nem patogenicidade; conter um 

grande número de células viáveis; ser capaz de sobreviver à passagem pelo trato 

gastrointestinal superior, ou seja, deve ser tolerante ao pH ácido do estômago e 

resistente à ação das enzimas digestivas e dos sais biliares; permanecer viável no 

intestino; apresentar atividade antagonista contra patógenos; e permanecer viável no 

produto a ser consumido, durante o período de estocagem até o seu consumo 

(PEARCE, 1974; FULLER, 1989; GONZALEZ et al., 1995; DUNNE et al., 2001; 

GALDEANO et al., 2007). 

 A Legislação Brasileira determina que a quantidade mínima viável de 

microrganismos probióticos deve estar situada entre 107 e 109 UFC/dose diária do 

produto consumido (BRASIL, 2007). Para que uma quantidade mínima de 107 UFC 

chegue viável ao intestino, é necessário que o indivíduo consuma uma quantidade 

ainda maior do probiótico, uma vez que muitos microrganismos não resistem à 

passagem pelo trato gastrointestinal. Para proteger os microrganismos probióticos 

da ação de enzimas e do ácido gástrico, a associação entre um prebiótico – 

açúcares, fibras – e um probiótico é muito comum: os simbióticos. A ingestão diária 

desses microrganismos é essencial para manter seus níveis artificialmente elevados 

no ecossistema intestinal, permitindo, desta maneira, a promoção da saúde do 

hospedeiro (GILLILAND, 1989; SELLARS, 1991). A busca por formulações 

farmacêuticas ou terapêuticas que garantam a viabilidade dessas células 

microbianas por um maior período é um dos maiores desafios enfrentados pelos 

pesquisadores da área de alimentos funcionais (LEE; SALMINEN, 1995). 
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 Entre os mecanismos propostos para explicar os efeitos benéficos dos 

probióticos (Figura 5), pode-se citar: (i) exclusão competitiva, na qual os 

microrganismos probióticos competem com patógenos por sítios de fixação e 

nutrientes, inviabilizando sua adesão e sobrevivência (OUWEHAND et al., 1999; 

CALLAWAY et al., 2008); (ii) modulação do sistema imune, atuando na prevenção 

de distúrbios, como reações alérgicas e desordens intestinais (MATSUZAKI; CHIN, 

2000; ASHRAF; SHAH, 2014); (iii) produção de substâncias antimicrobianas, 

estimulando a síntese de muco, ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio e 

bacteriocinas, responsáveis pela inibição do crescimento de vários patógenos 

(VILLANI et al., 1995; LIAO; NYACHOTI, 2017); e (iv) neutralização de toxinas, onde 

os probióticos impedem que o patógeno produza suas toxinas ou as anulam, antes 

que elas possam causar danos aos tecidos do hospedeiro (BRANDÃO et al., 1998; 

HUANG et al., 2017; VIECO-SAIZ et al., 2019). 
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Figura 5. Mecanismos de ação dos probióticos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Adaptado de Vieco-Saiz et al., 2019. 

 

1.5 A levedura S. cerevisiae CNCM I-3856 

 Sabe-se que a exposição contínua e prolongada aos antibióticos está 

diretamente relacionada ao surgimento de patógenos resistentes (AMINOV, 2009; 

DODDS, 2017). Em vista disso, o emprego de microrganismos probióticos como 

alternativa de tratamento para uma grande variedade de doenças está sendo cada 

vez mais estudado (LEE et al., 2018). A levedura S. cerevisiae CNCM I-3856 é uma 

linhagem de fermento probiótico, comercializada como Lynside® Pro GI+ (Lesaffre 

Human Care, Milwaukee, USA), registrada na Coleção Nacional Francesa de Cultura 

de Microrganismos (CNCM) sob código I-3856 (BLANQUET-DIOT et al., 2012). A 

espécie foi determinada usando métodos fenotípicos (API® ID32C, Biomerieux 

Marcy-l'Étoile, França) e genotípicos referenciados (amplificação genética e 

sequenciamento de DNA 26S) (KURTZMAN; ROBNETT, 1997; 1998). 

 A levedura foi utilizada como terapia complementar para síndrome do 

intestino irritável (SII) em um estudo randomizado, que contou com a participação de 

100 indivíduos previamente diagnosticados com a doença. Ao final do trabalho, 

observou-se uma melhora no desconforto abdominal e na consistência das fezes 

dos pacientes. Esses achados podem estar associados ao fato da levedura 

probiótica secretar enzimas sacarolíticas que estimulam a produção de ácidos 

graxos de cadeia curta e álcoois, que exercem um efeito procinético – modulação da 

motilidade – no intestino delgado (KAMATH; PHILLIPS; ZINSMEISTER, 1988; 
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MUZNY et al., 2019; GAYATHRI et al., 2020). Além disso, o aumento da expressão 

e da ativação local do PPARα (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha) 

nas células epiteliais intestinais proporciona uma ação analgésica e anti-inflamatória 

no intestino, atingindo eficiência máxima com o consumo de uma dose de 1010 

UFC/dia (ROUSSEAUX et al., 2010; CHAMBRUN et al., 2015; SPILLER et al., 

2017). 

 A administração oral da levedura probiótica como terapia adjuvante em 

mulheres acometidas pela candidíase vulvovaginal demonstrou fortes propriedades 

antimicrobianas – interferência com a adesão do patógeno às células epiteliais 

vaginais, inibição da atividade da sialidase e redução da esfoliação epitelial vaginal – 

contra Candida albicans e Gardnerella vaginalis, bem como um potencial para 

reduzir a inflamação local causada por esses patógenos. Além disso, o probiótico foi 

eficiente no controle da proliferação do patógeno, limitando a recorrência da doença 

(CAYZEELE-DECHERF; PÉLERIN; JÜSTEN, 2017; GABRIELLI et al., 2018; 

SABBATINI et al., 2020).  

 Em outro estudo, S. cerevisiae CNCM I-3856 também demonstrou efeito 

protetor contra a infecção causada por E. coli enterotoxigênica H10407 (ETEC), 

agente etiológico da diarreia do viajante em seres humanos (ROUSSEL et al., 2018). 

Experimentos in vitro e in vivo mostraram que o probiótico pode exercer uma 

atividade anti-infecciosa contra o patógeno por meio de uma abordagem 

multidirecionada, incluindo a redução do crescimento do patógeno em meios de 

cultura, via antagonismo direto (ROUSSEL et al., 2018); redução da adesão às 

mucinas e células epiteliais intestinais (OGAWA et al., 2001); e supressão da 

inflamação induzida por ETEC (MATSUZAKI; CHIN, 2000). Etienne-Mesmin e 

colaboradores (2011) também avaliaram o efeito do probiótico na sobrevivência de 

outra linhagem de E. coli (O157:H7) em modelo TIM (TNO; Zeist, Holanda), que 

mimetiza os processos fisiológicos que ocorrem no trato gastrointestinal humano in 

vitro, e observaram que a administração da levedura levou a uma alta mortalidade 

bacteriana no estômago e duodeno. O efeito antagônico observado in vitro poderia 

ser explicado por alguns mecanismos, como: (i) competição por nutrientes; (ii) 

modificação das condições físico-químicas do ambiente digestivo (potencial redox); 

ou (iii) produção de substâncias inibitórias, como proteases ou etanol. No caso, os 

autores observaram que a levedura foi capaz de produzir etanol diretamente no 
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ambiente digestivo humano, sendo letal ao patógeno devido ao rompimento de sua 

membrana e consequente repressão de seu crescimento celular.   
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

 Apesar dos avanços na área da saúde, no que diz respeito ao diagnóstico e 

tratamento de enfermidades, as doenças infeciosas ainda são responsáveis por um 

elevado índice de morbidade e mortalidade em escala mundial, especialmente em 

locais onde o acesso à água potável e ao saneamento básico são escassos ou até 

mesmo inexistentes. A espécie S. enterica compreende diversos patógenos de 

importância médica, que são frequentemente vinculados a doenças transmitidas por 

alimentos em todo o mundo, via contaminação fecal-oral. Entre as manifestações 

clínicas associadas à infecção por Salmonella, a salmonelose não-tifoide 

(gastroenterite aguda) e a febre tifoide (doença sistêmica) ganham destaque, uma 

vez que são responsáveis por mais de 2 milhões de mortes anuais e constituem um 

grave problema de saúde pública a nível mundial. O tratamento clássico das 

salmoneloses envolve a utilização de antibióticos pertencentes à classe das 

fluoroquinolonas. Nas últimas décadas, porém, o uso terapêutico excessivo desses 

fármacos tem atuado como uma forte pressão seletiva nesses microrganismos, 

estimulando a seleção de patógenos cada vez mais agressivos e resistentes, 

comprometendo, assim, a eficiência do tratamento convencional. Neste contexto, a 

busca por novas alternativas terapêuticas é de grande importância. Devido à 

compreensão do papel que a microbiota intestinal desempenha na manutenção da 

homeostase fisiológica e metabólica do corpo, uma maior atenção foi despendida 

aos probióticos, uma vez que agem modulando o ecossistema intestinal e 

estimulando o sistema imune do hospedeiro. Dessa forma, o tratamento das 

salmoneloses baseado em adjuvantes microbianos tem sido apontado como uma 

alternativa terapêutica potencial, devido ao efeito protetor conferido por algumas 

linhagens probióticas frente ao desafio por Salmonella em modelo murino. Embora a 

linhagem S. cerevisiae CNCM I-3856 tenha demonstrado eficiência no controle e 

tratamento de algumas doenças, como a síndrome do intestino irritável e a 

candidíase vulvovaginal, por exemplo, ainda não há relatos científicos que 

comprovem seu efeito protetor no controle da salmonelose, o que a torna um objeto 

de estudo inédito e promissor. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito probiótico da levedura S. cerevisiae CNCM I-3856, na 

resposta inflamatória induzida experimentalmente por S. Typhimurium em modelo 

murino. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar o efeito probiótico de S. cerevisiae CNCM I-3856 na mortalidade de 

camundongos da linhagem NIH/Swiss desafiados com S. Typhimurium. 

• Verificar o efeito protetor avaliando parâmetros microbiológicos, imunológicos 

e histológicos dos tecidos inflamados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais 

A manipulação e manutenção dos animais nos experimentos foram realizadas 

conforme as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal – CONCEA (BRASIL, 2008).  

 

4.1.1 Animais convencionais (CV) 

Foram utilizados camundongos da linhagem NIH/Swiss, de ambos os sexos, 

convencionais, de três a quatro semanas de idade, provenientes do Centro de 

Bioterismo (CEBIO) do ICB/UFMG. Durante o período experimental, os animais 

foram mantidos em mini-isoladores ALE.MIL.01.03 (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), 

no biotério do Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG, nível de biossegurança 2 

(NB2). Os camundongos receberam ração sólida (Nuvital, Nuvilab, Curitiba, PR, 

Brasil) esterilizada por calor úmido e tiveram acesso a água filtrada ad libitum. Um 

ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no biotério, assim como o controle de 

aeração, umidade (60-80%) e temperatura (22±1°C). Os animais foram sacrificados 

por deslocamento cervical, sendo este procedimento precedido por anestesia geral 

com solução de cetamina/xilazina (80 mg/kg de cetamina e 10 mg/kg de xilazina, 

administrado via intraperitoneal – i.p.) (WIRTZ et al., 2007). Os experimentos 

propostos foram previamente aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFMG) (Anexo 7.1), sob número 224/2019. 

 

4.2 Microrganismos 

4.2.1 Linhagem bacteriana 

 A linhagem S. Typhimurium ATCC 14028 foi adquirida no Laboratório de 

Materiais de Referência, do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

(INCQS) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil. A 

bactéria foi conservada no volume de 0,2 mL de glicerol 80% estéril, com 0,8 mL da 

cultura de 24 h, expandida em caldo BHI (Brain Heart Infusion, DIFCO, Detroit, 

USA), a 37°C e estocada a -80°C. Para o desafio, o patógeno foi cultivado a 37°C 

durante 24 h, sem agitação. A concentração da bactéria foi ajustada para 106 

UFC/mL, e cada camundongo recebeu um volume de 0,1 mL dessa diluição, por 

gavagem, em inóculo único. 
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4.2.2 Probiótico 

 A levedura S. cerevisiae CNCM I-3856 foi adquirida no Laboratório Life 

Extension Magazine®, Florida, USA. Essa linhagem de fermento probiótico é 

comumente utilizada na indústria alimentícia e tem a função de equilibrar e reduzir a 

pressão do trato intestinal. Uma amostra foi cultivada em caldo YPG (1% de extrato 

de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose), a 37°C, por 24 h, sob agitação 

constante (rotação de 150 rpm) e concentrada para obter uma quantidade de 109 

UFC/mL. Para o tratamento, os animais receberam, diariamente, 0,1 mL dessa 

concentração. 

 

4.3 Experimento 1: Avaliação do efeito protetor de S. cerevisiae CNCM I-3856 na 

mortalidade de camundongos desafiados com S. Typhimurium 

 A fim de verificar o efeito protetor de S. cerevisiae (I-3856) na sobrevida de 

camundongos desafiados com S. Typhimurium (Figura 6), foram utilizados 72 

animais convencionais, divididos em 4 grupos (n = 18 animais por grupo): (i) CT, 

controle, animais que receberam apenas salina, sem tratamento e/ou desafio; (ii) I-

3856, camundongos apenas tratados diariamente com S. cerevisiae CNCM I-3856, 

sem desafio; (iii) ST, camundongos recebendo solução salina 0,9% e desafiados 

com S. Typhimurium; e (iv) I-3856+ST, camundongos tratados diariamente com S. 

cerevisiae CNCM I-3856 e desafiados com S. Typhimurium. 

 A levedura probiótica foi administrada, via intragástrica e na concentração de 

108 células (0,1 mL de uma cultura contendo 109 UFC/mL), aos camundongos 

pertencentes aos grupos I-3856 e I-3856+ST. No 10° dia após o início do consumo 

do probiótico, o grupo I-3856+ST foi desafiado, juntamente com os animais do grupo 

ST, que foram gavados somente com solução salina durante esse período de tempo. 

Para a infecção, uma dose única e numa suspensão de 0,1 mL (106 UFC/mL do 

inóculo) de S. Typhimurium foi inoculada intragastricamente. Diariamente, após o 

desafio, realizou-se o acompanhamento da mortalidade dos animais. A eutanásia 

dos camundongos sobreviventes foi realizada no 38º dia do experimento, por meio 

de deslocamento cervical (MARTINS et al., 2013). 
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Figura 6. Desenho experimental da avaliação do efeito protetor de S. cerevisiae 
CNCM I-3856 na mortalidade de camundongos desafiados com S. Typhimurium. 

 

 

4.4 Experimento 2: Avaliação do efeito protetor de S. cerevisiae CNCM I-3856 na 

permeabilidade intestinal e nos parâmetros microbiológicos, imunológicos e 

histológicos de camundongos desafiados com S. Typhimurium 

 Vinte e oito animais foram divididos em 4 grupos (n = 7 animais por grupo): (i) 

CT, controle, animais que receberam apenas salina, sem tratamento e/ou desafio; 

(ii) I-3856, camundongos apenas tratados diariamente com S. cerevisiae CNCM I-

3856, sem desafio; (iii) ST, camundongos recebendo solução salina 0,9% e 

desafiados com S. Typhimurium; e (iv) I-3856+ST, camundongos tratados 

diariamente com S. cerevisiae CNCM I-3856 e desafiados com S. Typhimurium. No 

sétimo dia pós-desafio (pico da inflamação, e quando os animais começam a 

morrer), todos os camundongos foram anestesiados para coleta de sangue (para 

avaliação da permeabilidade intestinal). Após a coleta do sangue, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical. O fluido intestinal foi coletado para dosagem 

de sIgA. As fezes foram coletadas para avaliação da microbiota intestinal por 

método dependente de cultivo. Fígado e baço foram assepticamente coletados para 

avaliação de translocação bacteriana. Íleo e fígado foram coletados para análises 

histológicas e dosagens de mieloperoxidade (MPO) e peroxidase eosinofílica (EPO).  
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Figura 7. Desenho experimental da avaliação do efeito protetor de S. cerevisiae 
CNCM I-3856 na resposta imunológica de camundongos desafiados com S. 
Typhimurium. 

 

 

4.4.1 Determinação da permeabilidade intestinal 

A permeabilidade intestinal foi avaliada pela determinação da radioatividade 

no sangue após a administração oral de 99mTc-ácido dietilenoaminopentacético 

(DTPA). Após a indução da salmonelose, alíquotas de 0,1 mL de solução de DTPA 

marcado com 18,5 MBq de 99mTc foram administradas, por gavagem, a todos os 

animais. Quatro horas depois da administração, os camundongos foram 

anestesiados i.p. Em seguida, 500 μL de sangue foi coletado por punção cardíaca 

para determinação da radioatividade (VIANA et al., 2010; GENEROSO et al., 2011). 

Para os cálculos do percentual de dose, utilizou-se um padrão de dose contendo o 

mesmo volume de 99mTc-DTPA administrado aos animais, de acordo com a seguinte 

fórmula: 

% 𝒅𝒐𝒔𝒆 𝒏𝒐 𝒔𝒂𝒏𝒈𝒖𝒆 =  
𝐜𝐩𝐦 𝐝𝐨 𝐬𝐚𝐧𝐠𝐮𝐞 

𝐜𝐩𝐦 𝐝𝐚 𝐝𝐨𝐬𝐞 (𝐏𝐚𝐝𝐫ã𝐨)𝐚𝐝𝐦𝐢𝐧𝐢𝐬𝐭𝐫𝐚𝐝𝐚
 𝐱 𝟏𝟎𝟎 

                cpm = contagem por minuto 

 

4.4.2 Avaliação dos parâmetros microbiológicos 

4.4.2.1 Determinação da translocação bacteriana 

A translocação bacteriana foi avaliada no fígado e baço dos camundongos. 

Os órgãos foram coletados assepticamente, pesados e diluídos serialmente. 
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Amostras das diluições 10-2 a 10-5 foram plaqueadas em ágar MacConkey (Difco), 

incubadas em aerobiose (37ºC/24h). Após este período, as colônias foram contadas 

e os resultados expressos em Log10 UFC/g de tecido. 

 

4.4.2.2 Quantificação da microbiota intestinal  

Após a coleta das fezes, as amostras foram pesadas e homogeneizadas em 

função do peso, numa diluição 10-2, em PBS estéril. A partir dessa diluição, foram 

feitas novas diluições decimais no mesmo diluente. Alíquotas de 0,1 mL foram 

semeadas em placas de Petri contendo ágar sangue suplementado (AS-S) com 

0,1% de hemina, 0,1% de menadiona e 0,5% de extrato de levedura (HOLDMAN; 

CATO; MOORE, 1977), ágar MRS (De Man, Rogosa e Sharpe) (Merck) e ágar 

Bacteroides Bile Esculina (BBE) (Difco) (LIVINGSTON; KOMINOS; YEE, 1978), com 

incubação de até uma semana, a 37°C, em câmara de anaerobiose, com leituras 

intermediárias. As mesmas diluições foram usadas, também, para semear, em 

aerobiose, 0,1 mL em superfícies de placas de ágar sangue (AS), ágar MacConkey 

(Difco), ágar BHI (Brain Heart Infusion) (Difco) acrescido de 0,02% de azida sódica, 

ágar hipertônico manitol (HM) e ágar Sabouraud suplementado com 100 mg/L de 

cloranfenicol. As placas foram incubadas por 24 h, a 37ºC e 48 h, a 28°C (somente 

Sabouraud). Após a incubação e contagem das colônias crescidas, os dados foram 

apresentados em log10 UFC/g de fezes. A lista dos meios e condições de cultura e 

finalidades de cada um está apresentada na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Meios e condições de cultura para a análise qualitativa e quantitativa das fezes 
dos animais. 

Meio de cultura Atmosfera Tempo de incubação Microrganismos 

Ágar AS-S Anaerobiose 2-7 dias Anaeróbios totais 

Ágar BBE Anaerobiose 2-7 dias Bacteroides spp. 

Ágar MRS Anaerobiose 2-7 dias Bactérias ácido-láticas 

Ágar Sangue Aerobiose 2 dias Aeróbios totais 

Ágar MacConkey Aerobiose 1 dia Enterobactérias 

Ágar BHI azida Aerobiose 1 dia Enterococcus spp. 

Ágar Sabouraud Aerobiose 2-3 dias Leveduras 

Ágar HM Aerobiose 1 dia Staphylococcus spp. 
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4.4.3 Avaliação dos parâmetros imunológicos 

4.4.3.1 Medida da atividade de MPO  

A enzima mieloperoxidase (MPO) está presente nos grânulos dos neutrófilos 

e a dosagem de sua atividade é utilizada para estimar o índice de recrutamento de 

neutrófilos nos tecidos (SOUZA et al., 2000; NAUSEEF, 2007). Sumariamente, 

fragmentos de fígado e íleo dos animais foram removidos e congelados a -80ºC. 

Após o descongelamento, os tecidos foram homogeneizados em tampão com pH 4,7 

(0,1 M NaCl, 0,02 M NaH2PO4.1H2O, 0,015 M Na2-EDTA) (100 mg de tecido em 1,9 

mL de 10 tampão) com o auxílio de um homogeneizador de tecidos (TissueLyser LT, 

Qiagen, Hilden, Germany) e centrifugados a 10.600 rpm (Megafuge 8R, Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, United States) por 15 minutos a 4ºC. O 

precipitado obtido foi submetido à lise hipotônica (500 μL de solução de NaCl 0,2%, 

seguido de adição de igual volume de solução contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 

após 30 segundos) para lise de hemácias. Após nova centrifugação, o precipitado foi 

ressuspendido em tampão NaH2PO4 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (HTAB) 0,5% (Sigma) e rehomogeneizado. Alíquotas de 1 

mL da suspensão foram transferidas para tubos de microcentrifugação de 1,5 mL e 

submetidos a três ciclos de congelamento/descongelamento em nitrogênio líquido. 

Essas amostras foram, novamente, centrifugadas por 15 minutos a 10.600 rpm. O 

sobrenadante foi recolhido e a atividade da MPO no precipitado ressuspendido foi 

calculada pela medida das alterações na densidade óptica (DO) a 450 nm, utilizando 

tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) (Sigma) e H2O2 (0,5 mM). A leitura foi realizada 

em leitor de microplacas (Epoch, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) e os 

resultados foram expressos como unidades arbitrárias (UA). 

 

4.4.3.2 Medida da atividade de EPO 

A atividade da enzima peroxidase eosinofílica foi mensurada, por meio de 

testes enzimáticos, com a finalidade de indicar a quantidade relativa de eosinófilos 

presentes nos tecidos após o processo inflamatório (STRATH; WARREN; 

SANDERSON, 1985). Para tanto, a cada 100 mg de tecido pesado, adicionou-se 1,9 

mL de PBS 5X (pH 7,2), para homogeneização do tecido (TissueLyser LT). Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.600 rpm (Megafuge 8R) por 10 

minutos, desprezando-se o sobrenadante ao final do processo. O pellet recuperado 

foi submetido à lise hipotônica por adição de 500 μL de salina 0,2%, seguido pela 
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adição de 500 μL de salina 1,6%, suplementada com glicose 5%. Posteriormente, o 

material foi novamente centrifugado sob as mesmas condições anteriormente 

utilizadas e o, sobrenadante, desprezado. O pellet foi ressuspendido em 1,9 mL de 

PBS (pH 7,4), contendo HTAB 0,5% para cada 100 mg de amostra. Dessa solução, 

recolheu-se uma alíquota de 1 mL, que foi transferida para um microtubo de 1,5 mL, 

seguido de 3 ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogênio líquido. 

Essa amostra foi, então, centrifugada novamente a 10.600 rpm por 15 minutos a 

4ºC. Apenas o sobrenadante foi utilizado para quantificação da EPO. O ensaio foi 

realizado em placas de 96 poços, onde foi incubado, em cada poço, 75 μL de 

amostra ou branco (PBS/HTAB 0,5%) com 75 μL de substrato [1,5 mM de o-

fenilenodiamina, (OPD, Sigma) em tampão Tris-HCl - 0,075 μM pH 8,0 

suplementado de H2O2 6,6 mM]. A placa foi incubada a 20ºC, no escuro, por 

aproximadamente 30 minutos e a reação interrompida pela adição de 50 μL de 

H2SO4 1 M. A leitura ocorreu em leitor de microplacas (Epoch) com filtro de 492 nm, 

e os resultados foram expressos como UA. 

 

4.4.3.3 Dosagem de sIgA 

A determinação dos níveis de sIgA no fluido intestinal foi realizada pelo 

método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (MARTINS et al., 2007; 

PEDROSO et al., 2015). Após o sacrifício dos animais, removeu-se o intestino 

delgado pelo corte nas junções gastroduodenal e ileocecal. O conteúdo foi retirado, 

pesado e lavado com PBS, pH 7,2, suplementado com inibidores de protease (1 μM 

de aprotinina; 25 μM de leupeptina; 1 μM de pepstatina e 1 mM de PMSF), na 

proporção de 2,0 mL de PBS para cada 500 mg do conteúdo. Depois de 

centrifugado a 5.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e 

congelado a -80°C, para análises posteriores. Para a determinação de sIgA, utilizou-

se anticorpos anti-IgA (M-8769, Sigma) de camundongos desenvolvidos em cabra 

para revestir as microplacas. Para a detecção, utilizou-se um anticorpo conjugado a 

peroxidase anti-IgA de camundongo (A-4789, Sigma). A concentração de sIgA total 

foi determinada utilizando um padrão de IgA purificado (0106-01, Southern 

Biotechnology Associates, Birmingham, USA). As leituras foram realizadas a 492 

nm, em leitor de microplacas (Epoch), sendo que a concentração de sIgA foi 

expressa em μg/g de fluido intestinal. 
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4.4.4 Avaliação dos parâmetros histológicos 

Após o sacrifício, o lóbulo direito do fígado foi coletado e fixado por imersão 

em solução de formol a 4% por 24 h. O processamento do material biológico foi 

realizado de acordo com o método descrito por Calvert e colaboradores (1989) e 

modificado por Arantes & Nogueira (1997). Seguindo essa metodologia, os órgãos 

foram cortados separadamente e estendidos com a serosa em contato com o papel 

filtro e abertos pela borda anti-mesentérica, removendo-se todo o seu conteúdo sem 

danos à mucosa. Estes foram, então, transferidos para um recipiente contendo a 

solução de Bouin com 2% de ácido acético glacial por um período de 10 minutos 

para pré-fixação. Os órgãos, pré-fixados, foram colocados sobre uma superfície 

plana e enrolados em uma espiral com a mucosa voltada para dentro de modo a 

formar rolos (rocamboles), da porção distal em direção à proximal. Os rolos 

amarrados com linha foram fixados por imersão em solução de formol a 4% por 24h. 

As amostras foram, então, processadas rotineiramente para inclusão em parafina e 

submetidas à microtomia para obtenção de cortes histológicos de 4 μm de 

espessura. As lâminas foram coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) para 

interpretação histológica. 

 

4.4.4.1 Coloração HE 

Cortes de 4 μm dos órgãos de cada animal foram desparafinados em dois 

banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em soluções alcoólicas de 

concentrações decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%), por 3 minutos cada, e 

hidratados em água corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados 

por Hematoxilina de Harris por 50 segundos e lavados em água corrente durante 20 

minutos sendo, em seguida, corados por Eosina por 1 minuto e 30 segundos. Para 

finalizar, as lâminas foram desidratadas em concentrações crescentes de álcool e 

diafanizadas em xilol. Os cortes histológicos foram montados com Entellan (Merck) e 

lamínulas de vidro. 

 

4.4.4.2 Análise das lâminas e fotodocumentação 

Todas as lâminas codificadas foram observadas e analisadas 

sequencialmente pelas Profa. Dra. Rosa Maria Esteves Arantes (Laboratório de 

Neuro-Imuno-Patologia Experimental, Departamento de Patologia Geral, ICB, 

UFMG) e Profa. Dra. Samantha Ribeiro Béla (Laboratório de Imunoparasitologia e 
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Morfopatologia, DCB, UFOP), que não tiveram acesso aos códigos. As amostras 

foram decodificadas somente após o laudo ter sido emitido pelas patologistas. 

Imagens obtidas ao microscópio Olympus BX51 (Olympus, Tóquio, Japão) foram 

transferidas por meio de vídeo-câmera colorida Cool SNAP-10 Procf Color (Media 

Cybernetics, Bethesda, MD, USA) para um sistema de vídeo acoplado ao 

computador por meio do programa Image-Pro Express versão 4.0 para Windows 

(Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para documentação fotográfica. 

 

4.5 Planejamento estatístico 

O N calculado para cada grupo (como descrito a seguir) foi de 11 animais por 

grupo para o ensaio de mortalidade e 6 por grupo para as análises histológicas, 

microbiológicas e imunológicas. Como as análises histológicas para a salmonelose 

foram realizadas em todo o intestino, processado na forma de rolos (rocamboles), foi 

necessário dobrar o N calculado, pois metade dos animais foi utilizado para análises 

histológicas, e a outra metade teve o intestino coletado para dosagens de MPO e 

EPO. Para o ensaio de mortalidade utilizou-se 44 animais divididos em 4 grupos, 

enquanto para os ensaios de análises histológicas, microbiológicas e imunológicas 

48 animais separados em 4 grupos, totalizando 92 animais. 

Para os ensaios de sobrevivência após infecção por Salmonella e 

administração do probiótico, o cálculo do número de animais por grupo foi realizado 

segundo fórmula descrita por Charan & Kantharia (2013), que se aplica à 

comparação entre dois grupos, quando o resultado é qualitativo (no caso, morte ou 

sobrevivência): 

n = 2(Z α/2 + Zβ)2 P(1 - P)/ (p1 - p2)2 

onde: 

n= estimativa do tamanho de amostra desejada; 

Zα/2 = Z0,05/2 = Z0,025 = 1,96 (valor tabela – erro tipo I nível de significância de 

5%); 

Zβ = Z0,20 = 0,842 (valor tabela – poder de 80%); 

p1 – p2 = diferença na proporção de eventos esperados entre os dois grupos 

(sobrevivência de 40% dos animais no grupo controle e de 90% no grupo tratado 

com a linhagem com potencial probiótico) = 0,4 - 0,9 = -0,50; 

P (1-P) = prevalência combinada = p1(1-p1) + p2(-p2)/2 = (0,4x0,6) + (0,9x0,1)/2 = 

0,165 
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Então: 

n = 2 (1,96 + 0,842)2 x 0,165/(-0,5)2 

n = 10,36, ou seja, serão necessários 11 animais/grupo. 

 

Para os demais experimentos, o tamanho amostral foi calculado baseando-se 

no modelo de Cochran (amostragem aleatória simples) (Sing & Masuku, 2014), que 

sugere a seguinte fórmula: 

n = (Z.σ/e0)2 

onde: 

n= estimativa do tamanho de amostra desejada; 

Z = representa o valor sob a curva normal que se adota com determinado intervalo 

de confiança (1-α). Para o intervalo de confiança de 95%, Z será igual a 1,96 (Tabela 

Z); 

σ = desvio padrão; 

e0 = nível de precisão (significância) desejado. 

Considerando o nível de significância de 0,05 e desvio máximo de 6%: 

n = (1,96 x 0,06/0,05)2 

n = 5,531, ou seja, serão necessários 6 animais por grupo. 

 

Os significados estatísticos dos resultados obtidos foram avaliados utilizando 

o software GraphPad Prism versão 8.4.3 (GraphPad Software, San Diego, USA), 

com a utilização do teste ANOVA para análise de variância entre os grupos, seguido 

do pós-teste de Tukey. Os resultados com p < 0,05 foram considerados 

significativos. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Infecções causadas por Salmonella representam um grave problema de 

saúde pública, uma vez que estão relacionadas a milhares de mortes anualmente, 

sobretudo em países em desenvolvimento (MAJOWICZ et al., 2010; BUCKLE; 

WALKER; BLACK, 2012). Diante disso, investigamos, neste estudo, o efeito 

probiótico da levedura S. cerevisiae CNCM I-3856 no controle da resposta 

inflamatória frente à infecção induzida experimentalmente por S. Typhimurium em 

modelo murino de salmonelose.  

 

5.1 Avaliação do efeito protetor de S. cerevisiae CNCM I-3856 na mortalidade de 

camundongos desafiados com S. Typhimurium 

Todos os sorotipos de Salmonella compartilham a capacidade de induzir sua 

própria absorção nas células epiteliais do intestino do hospedeiro, o que os 

caracteriza como patógenos altamente invasivos e permite que algumas linhagens 

desenvolvam uma doença sistêmica, que pode, ou não, evoluir para quadros de 

septicemia e morte do hospedeiro (AMAVISIT, 2003; GALÁN; WOLF-WATZ, 2006; 

MARTINS et al., 2013). Decorrente disso, altas taxas de mortalidade costumam ser 

observadas em modelos experimentais de salmonelose e os probióticos vêm sendo 

propostos como potenciais alternativas terapêuticas para contornar essa situação.  

Conforme dados apresentados na Figura 8, o grupo infectado com S. 

Typhimurium e não tratado (ST) apresentou índice de mortalidade de 38,88% (n = 

7/18) e de sobrevivência de 61,12% (n = 11/18), sendo que as primeiras mortes 

começaram a ocorrer no 8º dia pós-desafio. Em contrapartida, o grupo desafiado e 

tratado, via oral, com S. cerevisiae (I-3856+ST) apresentou, respectivamente, índice 

de mortalidade de 5,55% (n = 1/18) e sobrevivência de 94,45% (n = 17/18), com 

apenas um óbito no 7º dia após a indução da infecção, período no qual a inflamação 

causada pelo patógeno é mais grave. Nossos achados mostram que a levedura 

probiótica foi capaz de aumentar a sobrevida dos camundongos infectados (p < 

0,001), apoiando resultados similares publicados em outros estudos. 

Segundo Moura e colaboradores (2001), o tratamento prévio de 

camundongos com Lactobacillus acidophilus UFV-H2B20 proporcionou um efeito 

protetor frente ao desafio experimental com S. Typhimurium, sendo que algumas 

propriedades como a competição por sítios de adesão e/ou estimulação do sistema 

imune do hospedeiro poderiam justificar tal resposta. Em estudo semelhante, 
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Martins et al. (2011) mostraram que a administração de S. cerevisiae UFMG A-905 

induziu uma menor taxa de letalidade (20%) no grupo tratado com o probiótico após 

o desafio patogênico quando comparado ao grupo não tratado (60%), o que foi 

associado a uma menor ativação das vias de sinalização inflamatórias, com 

consequente redução da inflamação, manifestações clínicas, danos teciduais e 

morte dos animais. A fim de investigar o potencial protetor de outra levedura, S. 

boulardii CNCM I-745, o mesmo grupo demonstrou que o tratamento com o 

bioterapêutico aumentou a taxa de sobrevivência, propondo que a ligação probiótico-

patógeno poderia ser responsável pela redução da ativação das vias de sinalização 

que resultam na inflamação intestinal em modelo murino de salmonelose (MARTINS 

et al., 2013).  

 

Figura 8. Avaliação do efeito protetor de S. cerevisiae CNCM I-3856 na mortalidade de 
camundongos desafiados com S. Typhimurium. ***indica diferença estatística entre os 
grupos com p < 0,001. CT (controle salina); I-3856 (controle probiótico); ST (salina + 
Salmonella); I-3856+ST (probiótico + Salmonella). 
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5.2 Avaliação do efeito protetor de S. cerevisiae CNCM I-3856 na permeabilidade 

intestinal e nos parâmetros microbiológicos, imunológicos e histológicos de 

camundongos desafiados com S. Typhimurium 

5.2.1 Determinação da permeabilidade intestinal 

A integridade da barreira epitelial intestinal é imprescindível para a 

manutenção da homeostase corporal, uma vez que previne a entrada de 

macromoléculas e patógenos, além de garantir a absorção de nutrientes da dieta 

(BRANDTZAEG, 2011). As adaptações especializadas da mucosa intestinal de 

mamíferos cumprem duas funções importantes: por um lado (i) permitem a 
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coexistência de simbiontes sem provocar quadros de inflamação crônica; e, por 

outro, (ii) fornecem uma resposta inflamatória e defensiva frente a potenciais 

agentes patogênicos, constituindo uma barreira física externa e uma barreira 

imunológica funcional interna. A interação dessas barreiras, por sua vez, permite o 

equilíbrio da permeabilidade intestinal (HOOPER; LITTMAN; MACPHERSON, 2012; 

MAYNARD et al., 2012; SCALDAFERRI et al., 2012).  

Alguns fatores podem alterar a permeabilidade do intestino e, 

consequentemente, resultar na translocação do conteúdo luminal para a corrente 

sanguínea e órgãos extraintestinais. Dentre esses fatores, pode-se citar: estilo de 

vida e dietética; modificações da microbiota intestinal; alterações da camada de 

muco e dano epitelial (MASSEY; ARTEEL, 2012; MOREIRA et al., 2012; 

PENDYALA; WALKER; HOLT, 2012). Considerando que o efeito da dieta na 

permeabilidade intestinal sofre a influência de fatores individuais, como a 

suscetibilidade genética e a composição da microbiota intestinal do hospedeiro, por 

exemplo, é válido supor que a inserção de probióticos na alimentação diária tem 

potencial para auxiliar no tratamento de doenças relacionadas à barreira intestinal 

(BISCHOFF et al., 2014). 

A infecção com S. Typhimurium induz inflamação grave, podendo resultar na 

disfunção da barreira epitelial intestinal. O comprometimento da integridade dessa 

barreira pode trazer riscos ao hospedeiro, como uma permeabilidade não seletiva, 

má absorção de nutrientes e aumento da translocação do patógeno a outros sítios 

do corpo. Conforme mostrado na Figura 9, a administração da levedura probiótica 

conferiu proteção à mucosa, reduzindo a permeabilidade intestinal no grupo tratado 

(I-3856+ST). Em comparação, o grupo desafiado e não tratado (ST) apresentou um 

agravamento significativo no quadro (p < 0,05). 
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Figura 9. Avaliação da permeabilidade intestinal por meio da medição da radioatividade no 
sangue após a administração oral de DTPA marcado com Tecnécio. Letras diferentes (a e b) 
indicam diferença estatística significativa (p ≤ 0,05). CT (controle salina); I-3856 (controle 
probiótico); ST (salina + Salmonella); I-3856+ST (probiótico + Salmonella). 
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O consumo de probióticos vem sendo associado à promoção da integridade e 

também à proteção contra a ruptura da barreira intestinal em modelos de 

experimentação in vivo. Wang e colaboradores (2018) observaram que Lactobacillus 

plantarum LTC-113 (atualmente Lactiplantibacillus plantarum) conferiu proteção 

contra a ruptura da barreira intestinal induzida por Salmonella, por meio da 

regulação da expressão de proteínas constituintes das junções firmes, influenciando 

também na secreção de mediadores inflamatórios e no escore de inflamação 

frequentemente associado ao patógeno. Em outro trabalho, Terciolo et al. (2019), 

também sugeriram que a levedura S. boulardii CNCM I-745 é eficaz na prevenção e 

tratamento da diarreia associada a antibióticos, desempenhando um papel crucial na 

preservação e/ou restauração da função da barreira intestinal em distúrbios 

múltiplos, por meio da preservação das junções firmes presentes na membrana 

celular. Nossos achados corroboram os estudos citados, já que a administração 

diária da levedura probiótica reduziu a permeabilidade intestinal nos camundongos 

tratados com o agente bioterapêutico (I-3856+ST). Com base no exposto, vale 

ressaltar que a inserção de probióticos na dieta tem notável potencial para atribuir 

benefícios à fisiologia do indivíduo, contribuindo positivamente para a manutenção 

da homeostase corporal. 
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5.2.2 Avaliação dos parâmetros microbiológicos 

5.2.2.1 Determinação da translocação bacteriana 

 Após a colonização primária do intestino, a infecção por S. Typhimurium pode 

evoluir, permitindo que o patógeno atravesse a barreira do epitélio intestinal – por 

meio de um processo denominado translocação –, forçando seu engolfamento por 

células do sistema imune do hospedeiro. Após a sua internalização, a bactéria 

patogênica passa a residir em compartimentos especializados de macrófagos, 

podendo alcançar a corrente sanguínea e se disseminar para órgãos como o baço e 

o fígado (CARTER; COLLINS, 1974b; NARDI et al., 1991; KAUR; JAIN, 2012; 

VELGE et al., 2012). 

 Em condições de homeostasia corporal, a translocação bacteriana não 

ocorre, ou ocorre em baixos níveis (translocação fisiológica), o que pode ser 

explicado pela ação de alguns mecanismos protetores, como: (i) presença de 

microbiota indígena, que evita a colonização por microrganismos indesejáveis; (ii) 

manutenção da integridade da barreira epitelial do intestino, que regula a 

permeabilidade e, consequentemente, a passagem de moléculas, microrganismos e 

seus produtos (peptideoglicanos, DNA, toxinas) para o meio extraintestinal; e (iii) 

defesa imunológica natural do corpo, que recruta células de defesa e estimula as 

vias de sinalização contra potenciais patógenos (DEITCH; BERG, 1987; BERG, 

1999). A infecção por Salmonella, no entanto, age como um agente estressor e pode 

resultar na interrupção ou no comprometimento desses mecanismos de proteção, 

levando a quadros de infecção sistêmica, como observado em nossos resultados, 

onde o grupo desafiado e não tratado (ST) evidenciou uma maior translocação do 

patógeno para o baço e fígado (p < 0,001 e p < 0,05, respectivamente) em 

comparação com os animais que consumiram o probiótico diariamente (I-3856+ST). 

A translocação bacteriana não foi detectada em animais não desafiados (Figura 10). 

Correlacionando o tratamento oral à base de probióticos com a ocorrência de 

translocação bacteriana, Generoso et al. (2010) demonstraram, em modelo murino 

de obstrução intestinal, que S. cerevisiae UFMG A-905 foi capaz de prevenir a 

translocação de microrganismos e possíveis perturbações da integridade da barreira 

intestinal, concluindo que a levedura probiótica age, provavelmente, por 

imunomodulação e pela preservação do epitélio intestinal. Martins e colaboradores 

(2013) observaram que a administração diária de S. boulardii evitou a translocação 

do patógeno por meio da interação Salmonella-probiótico. Os resultados sugerem 
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que tal ligação diminuiu o número de bactérias livres associadas ao epitélio e, 

consequentemente, também reduziu a migração do microrganismo patogênico para 

sítios extraintestinais, além de evitar a ativação das vias de sinalização envolvidas 

na resposta inflamatória. Em trabalho similar, Peng et al. (2020), avaliaram o efeito 

probiótico de duas linhagens de Lactobacillus fermentum – NCU3087 e NCU3088 – 

(atualmente Limosilactobacillus fermentum) na redução da translocação bacteriana 

em modelo in vitro. Ambas as linhagens apresentaram efeito inibitório significativo na 

translocação do patógeno, sugerindo a ação de múltiplos mecanismos, como a 

inibição da adesão do patógeno às células epiteliais, o antagonismo patógeno-

probiótico e a preservação da estrutura das junções firmes.  

 

Figura 10. Avaliação da translocação bacteriana para o baço (A) e fígado (B). Letras 
diferentes (a, b e c) indicam diferença estatística significativa (p ≤ 0,05). CT (controle salina); 
I-3856 (controle probiótico); ST (salina + Salmonella); I-3856+ST (probiótico + Salmonella). 
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5.2.2.2 Quantificação da microbiota intestinal 

A comunidade microbiana que compõe a microbiota do trato intestinal de um 

indivíduo adulto saudável é complexa, altamente diversificada e relativamente 

estável. Esses microrganismos desempenham um papel importante na manutenção 

da saúde do hospedeiro, já que realizam diversas funções, como: síntese de 

vitaminas, defesa contra potenciais patógenos, fermentação de componentes 

alimentares não digeríveis e modulação do sistema imunológico (CERF-

BENSUSSAN; GABORIAU-ROUTHIAU, 2010; RIEDER et al., 2017; FASSARELLA 

et al., 2020). Durante a infecção induzida por Salmonella, contudo, a inflamação da 

mucosa cria um nicho que favorece a expansão da bactéria patogênica sobre a 

microbiota, resultando em um quadro de disbiose intestinal (GILLIS et al., 2017; 

PRADHAN et al., 2019; ROGERS; TSOLIS; BÄUMLER, 2020). Diante disso, 
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analisamos a composição da microbiota por método dependente de cultivo, a fim de 

verificar se o probiótico administrado foi capaz de modular o ecossistema intestinal 

dos camundongos. 

Os meios sólidos MacConkey, BHI suplementado com azida e Hipertônico 

Manitol favorecem, respectivamente, o crescimento de Enterobacteriaceae, 

Enterococcus spp. e Staphylococcus spp. Os resultados indicaram (Figuras 11A, 

11B e 11C) uma maior concentração dessas bactérias no grupo desafiado e não 

tratado (ST) em relação ao grupo que recebeu o probiótico (I-3856+ST), embora o 

último meio não tenha apresentado diferença significativa. Foi observado que o 

aumento da concentração dessas bactérias poderia estar relacionado ao quadro 

disbiótico induzido pela salmonelose e que o tratamento com S. cerevisiae diminuiu 

a contagem bacteriana nos meios MacConkey (Enterobacteriaceae) e BHI com 

azida (Enterococcus spp.). 

Alterações na ecologia e nas funções da microbiota intestinal são traços 

comuns em quadros de disbiose. Neste contexto, um novo conjunto de dados 

emergente está expondo a ligação entre o desequilíbrio da comunidade microbiana 

do intestino e o aumento de infecções, especialmente por microrganismos Gram-

negativo, como os pertencentes à família Enterobacteriaceae (SERINO, 2018). 

Asahara et al. (2004) e Fukuda et al. (2011) demonstraram que algumas linhagens 

de Bifidobacterium – B. pseudocatenulatum DSM 20439, B. bifidum ATCC 15696 e 

B. catenulatum ATCC 27539T, B. longum JCM 1217T – apresentaram efeito protetor 

contra E. coli produtora de toxina Shiga. Aparentemente, essa proteção se deve, 

pelo menos em parte, à inibição da translocação da toxina secretada pelo patógeno 

e ao aumento da produção de acetato, um ácido graxo de cadeia curta (AGCC) que 

estimula o sistema imune do hospedeiro. Estudos realizados por Steck et al. (2011) 

e Maharshak et al. (2015), indicaram que, quando em disbiose, Enterococcus 

faecalis – bactéria comensal do trato intestinal de mamíferos – aumentava a 

permeabilidade intestinal em decorrência da expressão de gelatinases, enzimas 

pertencentes à família metaloproteinase zinco-dependente, que podem mediar 

processos fisiológicos e patológicos, como casos de inflamação crônica. Os autores 

associaram a expressão dessas proteinases à degradação de E-caderina, um tipo 

de proteína da zônula de oclusão que auxilia na manutenção da integridade da 

barreira epitelial e na promoção da adesão célula-célula. Kobayashi e colaboradores 

(2015) também documentaram a microbiota disbiótica como um fator patológico que 
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pode favorecer a colonização por Staphylococcus aureus e levar à inflamação 

eczematosa em camundongos, destacando o eixo da imunidade microbiota-

hospedeiro como um possível alvo para futuras terapêuticas na dermatite atópica. 

He et al. (2020), avaliaram os efeitos inibitórios de L. gasseri e L. crispatus na 

adesão de sete patógenos que causam infecção do trato genital inferior e 

constataram que as bactérias probióticas representam alternativas promissoras para 

a prevenção de infecções, agindo via antagonização da adesão do patógeno ao 

epitélio, por meio de exclusão e/ou inibição da competição microbiana. 

Os meios BBE (Figura 11D) e MRS (Figura 11E) são seletivos, sendo que o 

primeiro é favorável ao crescimento de Bacteroides spp. e o segundo viabiliza o 

crescimento de bactérias ácido-láticas (BAL). Uma alta contagem desses 

microrganismos foi observada em todos os grupos avaliados (CT, I-3856, ST, I-

3856+ST). 

Ao que tudo indica, o consumo diário de S. cerevisiae não influenciou a 

contagem de BAL e Bacteroides no presente estudo, embora outros autores tenham 

associado o tratamento com probióticos a uma maior colonização por esses 

microrganismos. Rodríguez-Nogales e colaboradores (2018), mostraram que S. 

boulardii foi capaz de conferir um efeito anti-inflamatório em modelo murino de colite, 

além de impactar na expressão de microRNAs e na composição da microbiota 

intestinal. Considerando as bactérias produtoras de ácido lático e acético (gêneros 

Lactobacillus e Bifidobacterium), os autores observaram que houve uma redução 

nessas populações bacterianas em camundongos colíticos ao passo que esse 

cenário foi revertido após o tratamento com a levedura probiótica. Esses gêneros 

bacterianos auxiliam na manutenção da homeostase do trato intestinal, uma vez que 

são capazes de produzir ácidos orgânicos a partir da fermentação de carboidratos, 

podendo interferir diretamente no crescimento de outros microrganismos no meio. 

Além disso, estima-se que também sejam capazes de ativar células do sistema 

imune inato e induzir a secreção de citocinas. Oba e colaboradores (2020), 

avaliaram a relação existente entre a manana – polissacarídeo encontrado na 

parede celular de leveduras – e supressão da produção de compostos putrefativos 

(fenóis, indóis e amônia) produzidos pela microbiota intestinal, já que essas 

substâncias podem desencadear efeitos potencialmente prejudiciais ao hospedeiro, 

como distúrbios dérmicos e hepáticos. Foi demonstrado que a manana aumentou a 

abundância de Bacteroides thetaiotaomicron, o que culminou na inibição do 
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crescimento de bactérias patogênicas e na redução da síntese de compostos 

putrefativos decorrentes da fermentação fecal in vitro. Provavelmente, isso se deve 

ao fato de B. thetaiotaomicron possuir um conjunto específico de genes envolvidos 

na degradação do polímero eucariótico citado. 

Os meios ágar sangue e ágar sangue suplementado são dotados de um 

grande suprimento de nutrientes e permitem o crescimento de diversos grupos 

bacterianos. Os meios foram incubados em atmosferas diferentes (aerobiose e 

anaerobiose, respectivamente) e também apresentaram alta contagem nos grupos 

controle e desafiados, conforme Figuras 11F e 11G. A alta contagem de anaeróbios 

totais pode estar relacionada ao fato de a mucosa intestinal ser desprovida de 

oxigênio, favorecendo o predomínio dos grupos microbianos capazes de crescer 

nessas condições. 

O meio Sabouraud, por sua vez, é destinado ao cultivo de fungos 

filamentosos e leveduras. Os dados (Figura 11H) mostraram uma maior frequência 

de colonização por leveduras nos grupos que receberam o probiótico (I-3856 e I-

3856+ST) em relação àqueles que receberam somente salina (CT e ST), o que pode 

ser explicado pelo fato de, geralmente, as leveduras não serem parte constituinte da 

microbiota comensal do intestino de camundongos, sendo, portanto, excretadas 

juntamente com o bolo fecal. A ingestão diária do probiótico, no entento, foi 

essencial para manter seus níveis artificialmente elevados no microambiente 

entérico. 

Embora muitos exemplos de influência bacteriana na saúde do hospedeiro e 

na modulação imunológica sejam relatados, pouco se sabe sobre o papel dos 

fungos comensais no ecossistema intestinal. Até o momento, a maioria das 

pesquisas com fungos baseava-se nas doenças oportunistas causadas por eles, 

deixando o possível papel desempenhado por esses microrganismos na microbiota 

pouco esclarecido (KAPITAN et al., 2018). Hoffmann e colaboradores (2013) 

identificaram 66 gêneros de fungos presentes em amostras de fezes humanas, 

sendo que os gêneros Saccharomyces, Candida e Cladosporium foram os mais 

abundantes. Estudos adicionais relataram que, embora a composição da 

comunidade bacteriana seja relativamente estável ao longo do tempo, a população 

de fungos que habita o intestino murino sofre mudanças significativas durante a vida 

do animal, sugerindo que as populações micobiontes intestinais são mais variáveis 
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do que as bacterianas e que sua composição pode ser influenciada por fungos 

ambientais (DOLLIVE et al., 2013; UNDERHILL; ILIEV, 2014). 

A notável capacidade fermentativa de algumas espécies fúngicas, sobretudo 

do gênero Saccharomyces, vem sendo explorada desde os primórdios na 

panificação e fermentação de bebidas alcoólicas (SICARD; LEGRAS, 2011). 

Atualmente, contudo, os conhecimentos sobre essa levedura têm se expandido, 

fazendo com que ela também seja empregada na produção de bioenergia e em 

campos biomédicos (MAGER; WINDERICKY, 2005; FUKUDA; KONDO; 

TAMALAMPUDI, 2009). Considerando seu nicho natural – o meio ambiente – e seu 

uso generalizado na produção de alimentos, é compreensível que essa levedura 

seja constantemente introduzida no trato intestinal humano, embora não esteja 

totalmente esclarecido se a ocorrência de S. cerevisiae nas fezes indica uma 

passagem transitória ou permanente no intestino. Devido a sua importância e 

constantes estudos acerca do genoma, mecanismos de ação e propriedades 

terapêuticas, linhagens de Saccharomyces foram “domesticadas” e vêm sendo 

utilizadas como terapia alternativa para várias doenças, apresentando resultados 

satisfatórios e promissores (MARTINS et al., 2007; TIAGO et al., 2012; 

RODRÍGUEZ-NOGALES et al., 2018; TERCIOLO; DAPOIGNY; ANDRE, 2019).  

Atualmente, o único organismo não bacteriano aprovado para o uso como 

probiótico em humanos é a levedura S. cerevisiae var. boulardii, comercializada no 

Brasil como Floratil®. Essa substância ativa é indicada para o tratamento de 

distúrbios gastrointestinais, com foco no restabelecimento da microbiota intestinal 

(KELESIDIS; POTHOULAKIS, 2012; KAPITAN et al., 2018). Embora muitos estudos 

venham demonstrando o efeito probiótico da levedura utilizada no presente trabalho 

– S. cerevisiae CNCM I-3856 –, esta ainda é vendida como suplemento dietético nos 

Estados Unidos, sem aprovação para prescrição médica até o momento, o que 

reafirma a necessidade de realização de mais estudos complementares em 

laboratório e ensaios clínicos em humanos (CAYZEELE-DECHERF; PÉLERIN; 

JÜSTEN, 2017; GABRIELLI et al., 2018; SNIFFEN et al., 2018; MUZNY et al., 2019; 

GAYATHRI et al., 2020; SABBATINI et al., 2020). 

Os resultados obtidos da análise da microbiota cultivável sugerem que o 

mecanismo pelo qual a levedura probiótica exerce um papel protetor contra a 

salmonelose não se deve à modificação da composição da microbiota. 

about:blank#B76
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Figura 11. Composição da microbiota intestinal por método dependente de cultivo, 
representada por Enterobactérias (A); Enterococcus (B); Staphylococcus (C); Bacteroides 
(D); Bactérias ácido-láticas (E); Aeróbios totais (F); Anaeróbios totais (G); e Leveduras (H). 
Letras diferentes (a e b) indicam diferença estatística significativa (p ≤ 0,05). CT (controle 
salina); I-3856 (controle probiótico); ST (salina + Salmonella); I-3856+ST (probiótico + 
Salmonella). 
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5.2.3 Avaliação dos parâmetros imunológicos 

5.2.3.1 Medida da atividade de EPO e MPO 

A indução da salmonelose em camundongos está associada à presença de 

algumas células de defesa imunológica nos órgãos mais afetados pela doença, no 

caso, o fígado e o íleo. Neutrófilos e eosinófilos desempenham um papel crítico na 

restauração da homeostase. Em situações de lesão tecidual, são recrutados para a 

área afetada a fim de neutralizar e/ou eliminar o estímulo potencialmente nocivo. O 

acúmulo desses leucócitos, entretanto, pode potencializar o dano e a disfunção 

tecidual, perpetuando a inflamação e suas complicações (SERHAN et al., 2007; 

LEONEL et al., 2012). As enzimas peroxidase eosinofílica (EPO) e mieloperoxidase 

(MPO) são proteínas liberadas após a degranulação de eosinófilos e neutrófilos, 

respectivamente, e têm sido utilizadas como marcadores para quantificação de 

infiltrado inflamatório nos tecidos e mensuração da resposta imune frente a 

infecções, uma vez que exercem importante função antimicrobiana no corpo do 

hospedeiro (STRATH; WARREN; SANDERSON, 1985; SOUZA et al., 2000; 

NAUSEEF, 2007). Nossos resultados mostram que o tratamento oral com S. 

cerevisiae reduziu significamente, no íleo e no fígado, os níveis de EPO e MPO no 

grupo tratado (I-3856+ST) em comparação ao grupo desafiado e não tratado (ST), 

como visualizado na Figura 12. Esses achados condizem com dados apresentados 

em trabalhos semelhantes. 

Uma característica comumente observada em biópsias de pacientes com 

doenças inflamatórias intestinais – como quadros de salmonelose –, são os 

infiltrados de eosinófilos (BARRIE et al., 2012; HOGAN et al., 2012; 

STASIKOWSKA-KANICKA et al., 2012). Esses leucócitos granulócitos 

desempenham papeis importantes tanto na defesa imune inata quanto na defesa 

imune adaptativa do hospedeiro, exibindo atividade citotóxica contra parasitas, 

bactérias e fungos (O’BRIEN, 2000; LLOYD et al., 2008). Essas células são capazes 

de promover a inflamação por meio da liberação de proteínas tóxicas e radicais 

livres e pela produção de diversos mediadores pró-inflamatórios, como, por exemplo, 

prostaglandinas, leucotrienos e citocinas. Além disso, também podem atuar na 

apresentação de antígenos e no recrutamento de células T (BARRIE et al., 2012). 

Geralmente, os eosinófilos estão presentes em baixas proporções nos infiltrados 

leucocitários, embora pareçam estar associados a alterações morfológicas, bem 

como à evolução das disfunções gastrointestinais (HOGAN et al., 2012). Diante 
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disso, o índice de recrutamento de eosinófilos foi mensurado por meio da 

quantificação da enzima peroxidase eosinofílica no fígado e íleo dos animais em 

teste, observando diferença significativa entre os grupos ST e I-3856+ST (p < 0,01 

para ambos os órgãos avaliados), conforme as Figuras 12A-B. Ao avaliar se a 

administração de um simbiótico (Simbioflora®), contendo um fruto-oligossacarídeo 

(FOS) como um prebiótico mais quatro linhagens de microrganismos probióticos 

(Lacticaseibacillus paracasei LPC-31, Lacticaseibacillus rhamnosus HN001, 

Lactobacillus acidophilus NCFM, Bifidobacterium lactis HN019) poderia auxiliar no 

controle da inflamação intestinal, Trindade et al. (2018) observaram um menor nível 

de EPO no intestino após o tratamento, indicando que o simbiótico preservou a 

integridade intestinal, atenuando o processo inflamatório caracterizado pela 

presença de eosinófilos no infiltrado celular. Porto e colaboradores (2019) relataram 

que o tratamento oral com S. cerevisiae UFMG A-905 reduziu o influxo de EPO e 

MPO para o intestino de animais durante a inflamação induzida pelo tratamento 

quimioterápico (mucosite), amenizando os danos causados na mucosa intestinal. 

Abrantes et al. (2019) também constataram que a administração de Bifidobacterium 

longum 51A resultou na redução da permeabilidade intestinal e níveis mais baixos de 

EPO e MPO em comparação com o grupo doente, em modelo de colite intestinal, 

sugerindo que houve migração controlada desses leucócitos para o sítio de 

inflamação.  

O lisossomo de neutrófilos e macrófagos contém peptídeos e proteínas 

antimicrobianas, como a mieloperoxidade (LLOYD et al., 2008; SERTEYN et al., 

2003). Essa enzima exibe atividade durante o processo inflamatório pós-infecção, já 

que é responsável pela produção de alguns compostos com ação bactericida, como 

o ácido hipocloroso e outras espécies reativas, que são capazes de oxidar grupos 

sulfídricos de aminoácidos e inibir processos enzimáticos vitais aos microrganismos 

patogênicos. MPO é uma peça-chave da defesa imune inata contra patógenos 

invasores, embora sua produção exacerbada possa promover dano tecidual e, 

consequentemente, a progressão da doença (FLOUDA et al., 2021). Além de atuar 

diretamente contra patógenos, a mieloperoxidade é um componente necessário para 

a formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), que são estruturas 

semelhantes a teias, aptas à captura e eliminação de agentes potencialmente 

nocivos (YANG et al., 2016; KHAN et al., 2018). Considerando que o recrutamento 

de neutrófilos no intestino e fígado é uma das características mais comuns da 
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infecção por S. Typhimurium, a atividade de MPO foi determinada (Figuras 12C-D). 

A comparação entre os tratamentos foi significativa para o fígado e íleo, onde 

observou-se uma redução do recrutamento de neutrófilos nos animais do grupo I-

3856+ST em relação àqueles pertencentes ao grupo ST, com valores de p < 0,001 

para ambos os órgãos analisados. Em um trabalho realizado por Smith et al. (2008), 

os autores inferiram que as propriedades antioxidantes de Limosilactobacillus 

fermentum BR11 foram responsáveis pela redução da atividade de MPO em modelo 

de mucosite intestinal. Philippe e colaboradores (2011) verificaram que a 

administração de Bifidobacterium bifidum S17 melhorou o escore histológico e 

reduziu os níveis de MPO, sugerindo que o probiótico foi capaz de inibir 

parcialmente a forte inflamação intestinal decorrente da indução de colite em modelo 

murino. Zacarias et al. (2017) revelaram que o tratamento oral com Bifidobacterium 

lactis foi capaz de reduzir significamente a atividade enzimática no íleo e fígado de 

camundongos desafiados com Salmonella. Coutinho e colaboradores (2021) 

também observaram que a levedura Rhodotorula mucilaginosa UFMGCB 18377 

protegeu os camundongos contra o desafio por Salmonella, apresentando maior 

sobrevida e redução da perda de peso, translocação bacteriana para o fígado, níveis 

intestinais de sIgA e atividades intestinais e hepáticas de MPO e EPO. 

Diante do exposto, é possível inferir que a levedura S. cerevisiae CNCM I-

3856 protegeu os animais desafiados com S. Typhimurium devido ao de seu 

potencial efeito imunomodulador.  
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Figura 12. Avaliação do infiltrado inflamatório por meio da quantificação da atividade de 
EPO no fígado (A) e íleo (B) e de MPO no fígado (C) e íleo (D). Letras diferentes (a, b e c) 
indicam diferença estatística significativa (p ≤ 0,05). CT (controle salina); I-3856 (controle 
probiótico); ST (salina + Salmonella); I-3856+ST (probiótico + Salmonella). 
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5.2.3.2 Dosagem de sIgA 

Tendo em vista que a maioria dos patógenos entra no hospedeiro por meio 

das superfícies mucosas, componentes como mucina e imunoglobulina secretória 

(sIgA) são muito importantes para manutenção da homeostase dessa barreira, além 

de constituir a primeira linha de proteção imunológica nessas portas de entrada 

(WIJBURG et al., 2006; CORTHÉSY, 2013). sIgA é um anticorpo estruturalmente 

programado para resistir à degradação química no ambiente hostil das superfícies 

mucosas e das enzimas do hospedeiro ou de origem microbiana (BOYAKA, 2017; 

PABST; SLACK, 2020). Na infecção por Salmonella, foi demonstrado que sIgA 

luminal pode bloquear a penetração do patógeno nos tecidos, provavelmente 

inibindo sua ligação às células epiteliais e células M (CORTHÉSY, 2007). 

sIgA é secretada por células plasmáticas encontradas na LP intestinal de 

membranas mucosas, sobretudo no intestino delgado (BRANDTZAEG et al., 1999; 

FAGARASAN; MACPHERSON, 2015). Com o propósito de controlar a relação 
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simbiótica existente entre comensais e o hospedeiro, além de evitar que patógenos 

oportunistas entrem e se disseminem no compartimento sistêmico, sIgA 

desempenha algumas funções neutralizantes nas superfícies da mucosa intestinal, 

como: (i) exclusão imunológica, promovendo aglutinação, aprisionamento no muco 

e/ou depuração do patógeno por atividades peristálticas e mucociliares; (ii) bloqueio 

do acesso aos receptores epiteliais, interferindo nas etapas iniciais do processo de 

infecção; e (iii) impacto direto na ativação ou expressão de determinantes de 

virulência, como a inibição da motilidade baseada em flagelos e a redução da 

atividade do sistema de secreção tipo III (PHALIPON et al., 2002; BRANDTZAEG, 

2003; MANTIS; FORBES, 2010; MANTIS; ROL; CORTHÉSY, 2011). 

Em nosso estudo, a quantificação de sIgA no fluido do intestino delgado 

indicou que o grupo desafiado por Salmonella e não tratado (ST) apresentou maior 

secreção do anticorpo, quando comparado ao grupo desafiado e tratado com o 

probiótico (I-3856+ST), o que pode ter ocorrido devido à eliminação do patógeno por 

aprisionamento na superfície da levedura, com conseqüente redução no nível da 

população de Salmonella no intestino (TIAGO et al., 2012). Os achados corroboram 

dados publicados em trabalhos similares, nos quais o tratamento com um 

bioterapêutico também foi capaz de reduzir a secreção dessa imunoglobulina. 

Conforme Steiberg e colaboradores (2014), esses níveis aumentados de sIgA 

podem estar relacionados à estimulação pelo lipopolissacarídeo (LPS) presente na 

membrana externa de S. Typhimurium. Além disso, os autores também indicaram 

que os níveis de sIgA no grupo desafiado e submetido ao tratamento com 

probióticos – L. salivarius L38 e L. acidophilus L36 – foi semelhante ao observado 

nos grupos controle e significamente diferente ao observado no grupo desafiado e 

não tratado. Os resultados sugerem que a administração dessas bactérias 

probióticas regulou negativamente a produção de anticorpos IgA, indicando um bom 

marcador imunológico para seleção de novos bioterapêuticos, além de explicar parte 

dos efeitos benéficos que eles conferem ao hospedeiro.  

Santarmaki et al. (2017), avaliaram o potencial probiótico de duas linhagens 

ácido-tolerantes previamente isoladas de laticínios – L. plantarum 2035 e L. 

plantarum ACA-DC 2640 – e observaram que ambas conseguiram sobreviver à 

passagem pelo trato gastrointestinal, demonstraram adesão transitória à mucosa 

intestinal (em um esquema de dosagem e de maneira dependente do tempo) e 

também foram capazes de reduzir os níveis séricos de IgA por meio da modulação 
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do sistema imune. Esses resultados sugerem que a estimulação de uma resposta 

imune pode ser um mecanismo geral para a eficácia dos probióticos, além de 

auxiliar na manutenção e no fortalecimento do sistema imunológico da mucosa. 

 

Figura 13. Determinação da concentração de sIgA no fluido intestinal. Letras diferentes (a e 
b) indicam diferença estatística significativa (p ≤ 0,05). CT (controle salina); I-3856 (controle 
probiótico); ST (salina + Salmonella); I-3856+ST (probiótico + Salmonella). 
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5.2.4 Avaliação dos parâmetros histológicos 

Cortes histológicos do intestino e fígado foram analisados, conforme disposto 

nas Figuras 14 e 15. As amostras dos grupos CT e I-3856 apresentaram-se dentro 

dos padrões de normalidade. O fígado dos animais estava íntegro, com espaços 

portais característicos, indicando a ausência de danos aos hepatócitos e focos 

inflamatórios no parênquima hepático (Figuras 14A-B e 14C-D, respectivamente). Na 

análise do íleo, observou-se que as vilosidades da mucosa intestinal estavam 

preservadas e o epitélio apresentava um aspecto contínuo, sem a presença de 

espaços que possam caracterizar edemas (Figuras 15A-B e 15C-D, 

respectivamente). Os achados sugerem que a levedura probiótica não atribuiu 

nenhuma alteração histopatológica aos órgãos avaliados.  

Os animais do grupo infectado e não tratado (ST) apresentaram lesões 

visíveis tanto no fígado quanto no intestino, o que é característico da inflamação 

induzida por Salmonella. No fígado (Figuras 14E-F), a infecção foi associada a 

presença de focos inflamatórios nas regiões periportais, além da existência de áreas 

de infiltrado inflamatório no parênquima hepático, com recrutamento de células de 

Küpffer e leucócitos mono e polimorfonucleares. Os resultados indicam 
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concordância com dados obtidos no experimento de translocação, onde os animais 

do grupo ST apresentaram uma maior migração do patógeno para órgãos 

extraintestinais, o que pode ser evidenciado pela presença de infiltrado inflamatório 

e intenso recrutamento de células de defesa. Na avaliação do íleo (Figuras 15E-F), 

observou-se a existência de necrose epitelial, intensa produção de exsudato 

decorrente do recrutamento de células de defesa – gerando focos inflamatórios e 

alterando a conformação das PP –, e alargamento da borda em escova que compõe 

o epitélio, sugerindo perda de função e alteração estrutural da barreira intestinal. 

Esses achados se correlacionam com os resultados obtidos anteriormente neste 

estudo, onde o grupo ST apresentou um aumento significativo da permeabilidade 

quando comparado ao grupo que foi infectado e tratado com o probiótico (I-

3856+ST). 

No tratamento com o probiótico, em contrapartida, observou-se dois cenários: 

(i) animais que apresentaram preservação do fígado e íleo, com histopatologia muito 

semelhante ao grupo CT; e (ii) animais que apresentaram algum dano hepático e 

intestinal, semelhante ao grupo ST. Em estudo similar, Cordeiro e colaboradores 

(2019) também observaram a manifestação característica da doença em 2 dos 5 

animais infectados com ST, enquanto os demais (n = 3) apresentaram um aspecto 

próximo ao normal. Os dados sugerem que, em geral, a administração do probiótico 

culminou na preservação do parênquima hepático e integridade do epitélio intestinal, 

com ausência de infiltrado inflamatório ou presença de alguns focos raros, evitando 

a translocação bacteriana, o recrutamento acentuado de células de defesa e o 

aumento da permeabilidade intestinal em pelo menos 50% dos camundongos 

pertencentes ao grupo (n = 9/18), conforme visualizado nas Figuras 14I-J e 15I-J. 

As Figuras 14E-F (grupo ST) e 14I-J (grupo I-3856+ST, com áreas 

representativas de lesão) mostram que houve um aumento intenso da população de 

células de Küpffer nos animais que foram desafiados pelo patógeno. Trata-se de 

macrófagos residentes no fígado, que desempenham um papel importante na 

resposta imune do hospedeiro e podem representar até 90% dos macrófagos 

teciduais que constituem o sistema de fagócitos mononucleares residentes no corpo 

(KOLIOS et al., 2006). Em condições de homeostasia, comumente se observa 

mononucleares no parênquima hepático em pequeno número. Nos resultados 

encontrados, entretanto, a presença desses macrófagos entre as fileiras de 

hepatócitos refletiu o aumento da migração dessas células, o que é indicativo de 
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uma resposta inflamatória, como aquela observada na infecção por S. Typhimurium 

(BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2004). A fim de avaliar o efeito probiótico de S. 

cerevisiae UFMG A-905, Martins (2008) observou que a levedura retardou a 

translocação de S. Typhimurium para o fígado, além de auxiliar no clearance de E. 

coli B41 da corrente sanguínea. Esses achados foram relacionados à capacidade da 

levedura de estimular o aumento da população de células Küpffer, reafirmando a 

importância desses macrófagos na defesa contra patógenos (RODRIGUES et al., 

2000). 

Vários trabalhos vêm sendo desenvolvidos com o propósito de avaliar o efeito 

probiótico de diferentes linhagens microbianas frente aos danos teciduais causados 

por doenças inflamatórias intestinais. Martins et al. (2010) observaram que a 

administração de S. boulardii foi capaz de conferir proteção frente ao desafio por S. 

Typhimurium, já que os animais tratados não apresentaram alterações inflamatórias 

significativas nos tecidos avaliados. Constatou-se que o grupo desafiado e tratado 

com a levedura probiótica apresentou preservação da arquitetura do intestino, 

atenuação da translocação bacteriana para o fígado e redução da permeabilidade 

paracelular de células expostas ao patógeno. Em trabalho similar, Jadhav e 

colaboradores (2013) demonstraram que a terapia com uma combinação de 

bactérias probióticas – L. acidophilus e B. bifidum – conseguiu reduzir o 

recrutamento de neutrófilos e atenuar a perda de integridade das estruturas que 

compõe o epitélio, controlando a resposta inflamatória no intestino. Abatemarco-

Júnior et al. (2018) revelaram que o tratamento com L. diolivorans 1Z – uma 

linhagem bacteriana isolada do Kefir – levou a um menor dano ao fígado e íleo dos 

animais. Esses achados foram acompanhados por uma maior taxa de sobrevivência 

e a menores índices de expressão de citocinas e de translocação do patógeno para 

o fígado. Abrantes e colaboradores (2020) também observaram lesões graves nos 

camundongos com colite ulcerativa – ulceração na camada epitelial, danos nas 

criptas, denso infiltrado inflamatório na mucosa, áreas de edema e necrose –, ao 

passo que a administração de B. longum 51A protegeu o intestino dos animais contra 

os danos acima citados, contribuindo para a redução da intensidade da inflamação 

observada no modelo experimental. 

O laudo emitido a partir da observação das lâminas coradas por HE 

evidenciou que o probiótico conferiu proteção contra os danos induzidos ao fígado e 

íleo de camundongos desafiados com Salmonella.  
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Figura 14. Análise histológica do fígado. Os parâmetros avaliados são evidenciados nas 
seções CT (A e B); I-3856 (C e D); ST (E e F); e I-3856+ST, indicando áreas sem lesão (G e 
H) e com lesão (I e J). As setas existentes nas figuras E, F, I e J mostram o intenso 
recrutamento das células de Kupffer presentes no fígado dos animais pertencentes aos 
grupos ST e I-3856+ST, com áreas representativas de lesão. As lâminas foram analisadas 
na objetiva de 4X (A, C, E, G e I), 20X (D, F, H e J) e 40X (B), coradas em HE. CT (controle 
salina); I-3856 (controle probiótico); ST (salina + Salmonella); I-3856+ST (probiótico + 
Salmonella). 
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Figura 15. Análise histológica do íleo. Os parâmetros avaliados são evidenciados nas 
seções CT (A e B); I-3856 (C e D); ST (E e F); e I-3856+ST, mostrando áreas sem lesão (G 
e H) e com lesão (I e J). As setas indicam, respectivamente: Placa de Peyer sem alterações 
visíveis (C); intensa produção de exsudato decorrente do recrutamento de monócitos, 
gerando quadros inflamatórios e alterando a conformação das Placas de Peyer (E); má 
conformação da lâmina em escova que compõe o epitélio intestinal, sugerindo perda de 
função e alteração estrutural (F); perda da camada mucosa, perda da conformação das 
estruturas, elevada produção de exsudato e a aumento da permeabilidade tecidual (I); e, por 
fim, alteração visível da Placa de Peyer (J). As lâminas foram analisadas na objetiva de 4X 
(A, C, E e I), 10X (G) e 20X (B, D, F, H e J), coradas em HE. CT (controle salina); I-3856 
(controle probiótico); ST (salina + Salmonella); I-3856+ST (probiótico + Salmonella). 
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6 CONCLUSÃO 

O presente estudo demonstrou que a administração oral de S. cerevisiae 

CNCM I-3856 exerceu um efeito protetor no controle da resposta inflamatória 

induzida experimentalmente por S. Typhimurium, uma vez que foi capaz de 

aumentar a sobrevivência dos camundongos desafiados, além de melhorar a maioria 

dos parâmetros microbiológicos, imunológicos e histológicos avaliados. Os dados 

disponibilizados podem contribuir para novas investigações, visando o 

desenvolvimento de alternativas terapêuticas que promovam o bem-estar e o alívio 

sintomático de pacientes acometidos por inflamações intestinais. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 Encontra-se em fase de análise: 

• Dosagem de citocinas (IL6, IL10, CXCL1/KC, TNF), para uma melhor 

compreensão da resposta imunológica dos camundongos frente à infecção 

com S. Typhimurium. 

• Análise, in vivo, da ligação patógeno-probiótico utilizando animais isentos de 

germes e técnicas de microscopia eletrônica de varredura. 
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