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Abstract

Probiotics are formulations containing viable manganisms that have some
beneficial influence on the maintenance of a badnmtestinal microbiota and on the
resistance to infections. It has been reported lthatobacillus delbrueckiUFV-H2b20, a
probiotic candidate, is able to protect againstdtibns by stimmulating the host’s immune
responses. In the present study we investigatedprittective effects df. delbrueckiion the
resistance td.isteria monocytogenemfection in gnotobiotic mice. SWISS germfree mice
received a single dose containing® Mable L. delbrueckii Control mice received saline
instead. Both groups were infected intraperitoyeain days later with fOlive L.
monocytogenesWe showed that.. delbrueckii colonized the gastrointestinal tract of
gnotobiotic mice and the number of viable cellgyeth18 to 17 cfu/g of feaces 10 days after
monoassociation. Survival data indicated a proteceffect of L. delbrueckii againstL.
monocytogenemfection. Monoassociation induced a faster cleegaofL. monocytogeneis
the spleen, liver and peritonal cavity 1, 3 andagsdafter infection. Also, production of TNF-
a in the serum, peritoneal cavity and digestivettrags augmented in monoassociated mice.
Levels of IFNy found on supernatants of spleen cells cultureseweigher after
monoassociation. In addition, increased productainnitric oxide in supernatants of
peritoneal cells cultures and in serum was obsenvedice that receivetl. delbrueckii We
also showed thak. delbrueckiiwas capable of inducing the production of IL-10tire
mucosal immune system, but not at the sistemic in@aystem. In conclusion, it was shown
that L. delbrueckiiis able to colonize the gastrointestinal tract anttance host resistance
againstL. monocytogenesnfection through stimulation of inflammatory andgulatory

mediators of immune responses.



Resumo

Probidticos sdo formulagBes contendo microrganismaésgeis que exercem algum
tipo de efeito benéfico sobre a manutencdo do ibgoil da microbiota intestinal e na
resisténcia a infec¢bes. Ja foi demonstrado lguetobacillus delbrueckiUFV-H2b20, um
candidato a probiotico, € capaz de estimular assdsfimunes do hospedeiro. No presente
trabalho, nés investigamos os efeitos protetored.ddelbrueckiina resisténcia contra a
infeccdo porListeria monocytogenemm camundongos gnotobidticos. Camundongos SWISS
isentos de germes receberam uma Unica dose’de di@lbrueckiiviaveis. Animais controle
receberam salina em lugar do probiético. Ambos asipas foram infectados
intraperitonealmente dez dias depois corhL1@nonocytogenesivas. Demonstramos qulie
delbrueckiicolonizou o trato intestinal dos animais e o nir células viaveis atingiu 48
10° ufc/g de fezes dez dias ap6s a monoassociacdmndassociacdo foi capaz de proteger
0S animais contra a morte causada pomonocytogeneg induziu o clareamento mais
eficiente da bactéria no baco, figado e cavidadiopeal apés 1, 3 e 5 dias de infeccéo.
Além disso, houve maior producdo de TR0 soro, cavidade peritoneal e trato intestinal
dos animais monoassociados. Os niveis deylleNeontrados no sobrenadante de cultura de
células esplénicas foram mais altos apdés a mondag8o. Também houve aumento na
producéo de 6xido nitrico no soro e sobrenadantailfiera de células da cavidade peritoneal
dos animais que receberdm delbrueckii N6s também mostramos que delbrueckiifoi
capaz de induzir a producdo de IL-10 ao nivel daasa intestinal, mas ndo a nivel
sistémico. Em resumo, nés demonstramos lqudelbrueckiié capaz de colonizar o trato
intestinal e aumentar a resisténcia contra a iafecgor L. monocytogenesitravés da

estimulacdo da producdo de mediadores pro e datiiaforios da resposta imune.



1. INTRODUCAO

1.1. AMICROBIOTA INTESTINAL

O trato gastrointestinal humano (TGI) é colonizgoar um grande ndamero de
microrganismos que habitam o trato intestinal eenggenham uma variedade de fungdes
fisiol6gicas. Esta microbiota fornece ndo s6 umpartante barreira entre o hospedeiro e o
ambiente, mas também sitios de contato entre o0$Obis e o0 sistema imune em
desenvolvimento (Salminem e Isolauri, 2006). O T@hporta uma flora complexa de mais
de 500 espécies bacterianas diferentes. Uma estimabstra que existem 10 vezes mais
células bacterianas que células eucaridticas npocdd trato gastrointestinal é estéril ao
nascimento, mas é colonizado por microrganismaseptes no meio ambiente imediatamente
apos o parto. Inicialmente, quando o espaco epawitsilidade de alimentos sdo abundantes,
as bactérias com altas taxas de multiplicacdo camegdominar. A partir do momento que o
namero bacteriano aumenta, a disponibilidade deealio e espaco diminui e os habitats
ficam ocupados por microrganismos mais especialz&da complexidade da biota aumenta
(Falk et al, 1998).

Uma vez estabelecida, a microbiota intestinal pasoa relativamente estavel por
toda a vida, mas varia quantitativamente e quisditatente dependendo da espécie animal a
qual estad associada, bem como de sua localizac&eesma. No homem, a cavidade oral
comporta mais de 200 espécies de microrganismest@nago e os dois ter¢os do intestino
delgado proximal (duodeno e jejuno) contém um nénpegueno de microrganismos {40
10* bactérias/ml de contetido gastrico ou intestinsi{ se deve ao baixo pH do estémago e
ao constante mobilidade (peristaltismo) nessassafem ratos, por exemplo, onde o pH

estomacal é relativamente alto, a densidade mmmebaumenta (2P bactérias/ml de

1C



conteddo gastrico). Os principais tipos de microig@aos encontrados sdo lactobacilos e
estreptococos, que ao contrario da maioria dosongianismos encontrados nos alimentos,
sobrevivem a passagem pelo estbmago. A parte distahtestino delgado é considerada
“zona de transicdo” entre o baixo nivel populacioth@ intestino delgado proximal e o
enorme numero de bactérias encontrados no integtogso. Tanto em roedores como em
humanos constata-se um aumento progressivo dois pimgulacionais ao longo do intestino
delgado. O intestino grosso (célon) € a regido mamsamente colonizada em animais e nos
humanos, provavelmente devido a sua baixa mot#idadaixo potencial redox. Logo, o
colon comporta um grande numero de microrganisrdestre 400 e 500 espécies (Berg,
1996). Anaerobios estritos conBacteroidese Bifidobacteriaconstituem o tipo microbiano
predominante (99,9%) presente no intestino grdSawgge, 1977).

Os microrganismos da flora intestinal estdo em tems movimento, ainda que em
namero pequeno, entre o TGI e os linfonodos mesgeose Este processo de passagem da
microbiota através da mucosa é chamado de tragdloc&m individuos saudaveis, essas
poucas bactérias translocadas sao mortas nosdiohisre ndo se espalham para outros locais
como bago, figado e corrente sangiinea. Na verdgutesenca destes poucos microrganimos
na lamina propria e linfonodos pode ser benéfiom pasistema imune do hospedeiro que
passa a ser capaz de responder mais rapidameati@gempos exdégenos (Berg, 1996).

De maneira geral a microbiota intestinal de humaeoanimais representa um
ecossistema complexo e em equilibrio. Os microsgaos presentes no trato gastrointestinal
podem ter papéis distintos na manutencao destdibegui Algumas bactérias intestinais
podem ser potencialmente patogénicas para o haspeestarem envolvidas na putrefagcéo
intestinal e na produgcdo de substancias téxicasiinogénicas e mutagénicas. Outros
componentes da microbiota, como lactobacilos ediifactérias podem conferir beneficios ao

hospedeiro através da diminuicdo de triglicéridiss estimulagdo imune ndo invasiva e da
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capacidade de inibicdo de microrganismos prejudicam individuos saudaveis existe um

balanco entre as populages bacterianas benéfiaaspetencialmente patogénicas. Fatores
como terapias antibioticas ou com radiacdo, estresmfeccdes podem levar a disturbios
neste equilibrio, aumentando a predisposicao aiseo maior de doencas (Isolaet al,

2004).
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1.2. O MODELO GNOTOBIOTICO ANIMAL

O modelo que mais tem fornecido valiosas informeac@ respeito do papel da
microbiota intestinal no desenvolvimento do hosped€ o modelo isento de germe
(McCracken e Lorenz, 2001). O animal isento de gsrou gnotobidtico, livre de qualquer
microrganismo ou associado somente com espéciéecioas, € o que se aproxima do ideal
quando da simulagéo das relacdes microecolégicamtmintestinal humano (Trexler, 1978).
Os estudodn vitro, apesar de fornecerem indicagbes do comportantensdggumas estirpes
no trato digestivo, raramente reproduzem a comgiéeld das interacdes ecoldgicas existentes
in situ, que podem ser ativamente influenciadas pelo liesgme (Fuller, 1991). Animais
isentos de germes tém sido ferramentas importaotestudo das relagdes entre hospedeiro e
sua microbiota, j& que permitem o estudo das ipfes entre um patégeno e o hospedeiro
sem a interferéncia de outros organismos assoc{¥ikisa, et al 1998).

Estudos comanimais isentos de germes tém demonstrado alteragée funcdes
imunes devido a auséncia da microbiota. O numelmffeitos na lamina prépria se mostra
reduzido, assim como o tamanho dos agregadosdeg&@omo placas de Peyer e linfonodos
mesentéricos, consequéncia da auséncia de ceemmoingtivos. Além disso, a quimiotaxia
de macrofagos e a atividade fagocitica e liticAcestibidas em animais isentos de germes e
os precursores de macrofagos derivados do bageegypaen-se em menor nimero. O ndmero
de linfécitos intraepiteliais TCRB+ é reduzido e estes apresentam-se com menoraatévid
citolitica (Johnson e Balish, 1980; Shroff e Celi&95).

Propriedades imunoestimulatérias de bactérias ceamesao mais bem estudadas em
modelos animais gnotobidticos os quais demonstissaneialmente que alguns aspectos do

sistema imune intestinal estdo subdesenvolvidosamimais isentos de germes, mas sao
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rapidamente restaurados com a introducéo de unta é@spécie bacteriana (Corthétyal

2007).
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1.3. LACTOBACILOS

Lactobacillusé o nome dado ao grupo de bastonetes gram positiilosesporulantes,
iméveis, anaerobios estritos, facultativos ou naerdfilos que obtém energia através da
conversdo da glicose em outro acglcar, a lactose. pddsuem catalase e apresentam
capacidade de sintese extremamente limitada, tgraftanto, um requerimento nutricional
complexo. Outra caracteristica marcante do grupséa tolerancia a acidos, o que permite a
essas bactérias sobreviverem & passagem pelo gst@nhegar as por¢des mais distais do
trato gastrointestinal.. Estas bactérias utilizambgidratos como fonte de energia e produzem
principalmente &cido latico ao final do processmfentativo.

Numerosas espécies de lactobacilos podem sertesdas no trato digestivo, mas sua
prevaléncia e distribuicdo variam com a espécienahia qual estdo associados. Os
lactobacilos estdo presentes em grande numero @éanacextensao do trato intestinal de
suinos e roedores, provavelmente devido a habdiddd certas estirpes aderirem e
colonizarem a superficie epitelial em regibes prais do trato digestivo desses animais. Em
humanos os lactobacilos habitam o trato intesénelvidade oral além do trato urogenital
feminino.

Os lactobacilos sado importantes na producdo deeatms que requerem fermentacéo
do acido latico, os produtos lacteos como ioguetegieijos, vegetais fermentados e carnes
fermentadas. O uso de lactobacilos na industriauera longa historia e sua funcao nesses
alimentos tem sido bem estudada e comprovada. Aln&m, as espécies habitantes normais
dos animais e do homem sdo bem menos conhecidesarago continuo interesse dos

cientistas (Tannock, 2004).
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1.4. PROBIOTICOS

Em 1908, o ganhador do prémio Nobel por sua obgs&ovgioneira do processo de
fagocitose, Ellie Metchnikoff (1845-1916), estamteressado no processo de envelhecimento.
Metchnikoff observou que os habitantes da Bulgapeesentavam elevada expectativa de
vida. Metchnikoff associou este fendbmeno ao altesamo de alimentos contendo bactérias
laticas e sugeriu que a ingestdo dessas bactérasapaz de diminuir a quantidade de
bactérias produtoras de toxinas no intestino, dmntrdo assim para a longevidade dos
habitantes daquele pais. Desde entdo o consuneitee fiermentados contendo lactobacilos
viaveis € recomendado devido aos efeitos teram@utie nutricionais que estes
microrganismos proporcionam no trato intestinal denanos e animais. (Teitelbaum e
Walker, 2002).

E a partir do estudo de Metchinikoff que surge nceito de probidticos (Tannock,
2004). O termo probidtico é definido como “micranganos viaveis, que quando
administrados em quantidades adequadas, confereefidies para a satude do hospedeiro”
(FAO/WHO, 2001). De acordo com Reid (1999) um mrigamismo deve possuir certos
requisitos bésicos para ser considerado um probi6Bao eles: ser capaz de resistir ao
estresse do ambiente gastrointestinal e se estabelpermanecer viavel no ambiente
intestinal; ser seguro, ndo invasivo e ndo pateagémiexercer algum tipo de beneficio através
dos seguintes mecanismos de agao:

a) Antagonismo direto contra microrganismos patmg@natravés da producéo de substancias
inibidoras do crescimento ou microbicidas. Vignad al. (1993) identificaram uma
substancia (bacteriocina) produzida por uma bactética [actobacillus cas@ique era

capaz de inibir o crescimento de microrganismosacbmmonocytogenes Staphylococcus
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aureus. Annuk et al. (2003) caracterizaram diversas estirpes de lactioacomo possiveis
candidatos a probiéticos por sua capacidade deipiroslibstancias microbicidas.

b) Competicdo por nutrientes e sitios de adesd mutosa com bactérias patogénicas. Por
exemplo, bactérias probibticas sdo capazes degerotélulas epiteliais contra a invasao por
Escherichia coli Salmonella enterica outros enteropatégen(@Resta-Lennet e Barret, 2003;
Servin e Coconnier, 2003).

c) Protecdo contra infec¢Bes através da estimuldgasistema imund.actobacillus casei
protege contrétreptococcus pneumonia¢ravés do aumento da capacidade fagocitica e da
producdo de citocina@Racedoet al, 2006). Além dissol.actobacillus rhamnosus Bifido
bacterium lactimumentam os niveis de anticorpos produzidos noesaracosa e a atividade
fagocitica de neutrofilos e macréfagos, protegeradmtra infeccdo porSalmonella

tiphymurium(Gill et al, 2001; Sheet al, 2000).
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1.5. PROBIOTICOS E O SISTEMA IMUNE

Um grande numero de evidéncias sugere que respostnes Thl geradas por
lactobacilos probiéticos na mucosa intestinal podestimular imunidade celular sistémica
necessaria para imunoterapia de cancer, para oolomte microrganismos intracelulares
patogénicos e para o combate do envelhecimentdstema imune em individuos idosos
(Cross, 2002).

Respostas imunes do tipo 1 envolvem estimulac&egfmstas efetoras da imunidade
celular como aumento da citotoxicidade e respost@sobicidas em macréfagos, células
natural killer (NK) e linfécitos T citotoxicos. Astocinas geradas pelas células Thl incluem
IL-2, fator de necrose tumoral beta (TIf)e interferon gama (IFN), sendo a Ultima capaz
de regular negativamente a expansdo de subtipos dliin@nte os estagios iniciais da
diferenciagdo de células T ativadas (Cross, 20B2judosin vitro recentes envolvendo
culturas de linfécitos humanos do sangue perifédem lactobacilos obtidos de iogurtes
indicam uma regulacao positiva da capacidade ddugém de IFNy, resposta que pensava-se
inicialmente ser dependente de citocinas derivdddmfocitos T CD4+ e CD8+, mas estudos
recentes tém demonstrado o importante papel déasdiK humanas (Hallest al, 2000).
Outros estudos envolvendo o consumo de suplemdatdi&ta contendo estirpes definidas de
lactobacilos probiéticos indicaram um aumento deeinde IFNy no sangue de doadores
voluntarios e o aumento da capacidade de producadive de IFNe e IFN+ por células
mononucleares do sangue (Halpetmal, 1991; Kishiet al, 1996).

As células que monitoram os sitios de entrada deongianismos patogénicos e que
coordenam a defesa inicial do sistema imune gastsiinal inato incluem os macrofagos,
neutréfilos, eosindfilos, células NK, células elitie e células M (Dugast al, 1999). As

células epiteliais intestinais protegem o hosped@iovendo forte barreira fisica e produzindo
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uma variedade de defesas inatas antimicrobicidaslefesas inatas incluem a producéo de
mucinas e outros compostos como lisozimas e de@@nsiEstas moléculas inibem
diretamente o crescimento bacteriano. Além disslojas epiteliais secretam varias citocinas
como IL-1o, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1, TNFe. e TGF-p (McCracken e Lorenz, 1999).

A barreira epitelial ndo é totalmente eficientelgumas vezes antigenos do limen podem
ganhar acesso aos tecidos. Isto acontece atrasésthldas M, tipo especializado de célula
epitelial, que transporta antigenos até as plaea®Payer onde ocorre a apresentacdo de
antigeno (Owen, 1999). Linfocitos antigenos-espxsfativados entram na circulacéo e
migram para os sitios efetores no intestino (Perd@89). Os principais sitios efetores no
intestino sdo a lamina propria e os espacos irtedi@gs. A lamina prépria contém células
imunes residentes incluindo células B secretorantieorpos, células T e macréfagos. Outro
caminho que os antigenos luminais podem tomargegar aos tecidos é através das células
apresentadoras de antigeno na lamina préopria gaenfa apresentacéo as células T da lamina
propria (McCracken e Lorenz, 1999). Devido a didade de resposta imunes ou
inflamatérias que podem ser produzidas no epibélestinal, a associacéo de probiodticos com
as células epiteliais deve ser suficiente parambeskear cascatas de sinalizacdo que ativardo
as células imunes na lamina prépria. Além dissopmbioticos podem secretar fatores
sollveis que ativariam as cascatas de sinalizag&dvel do epitélio ou do sistema imune
associado.

Apesar de ser um evento limitado, a translocagébad¢érias para a lamina prépria
pode afetar a imunidade inata e a imunidade adgtatravés da producdo de citocinas por
monaocitos/macréfagos. As células M das placas gerpmpturam os antigenos microbianos
que sao engolfados pelas células dendriticas denssimune inato que apresentam o0s
antigenos as células T naive nas placas de peayes énfonodos mesentéricos (Corthéty

al, 2007).
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Entender os mecanismos pelos quais 0S microrganjpn@sentes na microbiota
intestinal, incluindo aqueles com potencial prabmt modulam o sistema imune pode
facilitar a implementagdo de suplementos probiétimyapéuticos que tenham propriedades

imunoregulatérias individuais (Christensstral, 2002).
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1.6. Lactobacillus delbruecklVFV-H2b20:

O microrganismo selecionado para este estudajelbrueckiiUFV-H2b20, € um
potente candidato ao uso como probidtico, pois e os requisitos basicos que uma
estirpe microbiana necessita para ser classificagd® tal, a saber: a) habitar normalmente o
trato intestinal do hospedeiro; b) ser capaz désties condicdes de estresse no trato
intestinal e se estabelecdr. delbrueckii UFV-H2b20 € um habitante normal do trato
intestinal ja que foi isolado de fezes de uma caarecém-nascida na Universidade Federal
de Vigcosa, Minas Gerais (Sabiosi al, 1998). Agostinho (1988) demonstrou gue
delbrueckiié capaz de resistir e se manter viavel sob ooefleitcondicdes adversas do trato
gastrointestinal como pH é&cido, sais biliares,Ziism e antibioticos. Neumaret al, 1998
demonstrou que esta estirpe bacteriana é capazbdeviver as condigdes do trato intestinal
de camundongos gnotobidticos e se manter em nuelevado em todas por¢cdes do mesmo.
Neste mesmo trabalho, também foi demonstrada aickple de.. delbrueckiilUFV-H2b20
de estimular as defesas imunes do hospedeiro. ékepie trabalho procuramos confirmar
esta capacidade, mostrando que o probittico € cdpazonferir protecdo ao hospedeiro

infectado por uma bactéria patogénica, em nosspalasmonocytogenes

1.7. Listeria monocytogenes
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A L. monocytogened um bacilo gram positivo intracelular facultati&@dquirido por
via oral que sobrevive dentro de fagécitos monaarels e hepatécitos causando a listeriose.
A listeriose € uma doenca rara, mas séria, comnstdgamortalidade (20-30%), maiores do
que as da maioria das doencgas causadas por paquesentes em alimentos contaminados
como aSalmonella No Brasil e em outros paises em desenvolvimeéto hé estatisticas
oficiais de casos de listeriose, pois sua notificagdo € obrigatoria. Entretanto, um estudo
clinico realizado por Hofer e Reis (2006) acusgoresenca deéisteria em varios estados
brasileiros como S&o Paulo, Rio de Janeiro e MB&siis.

A Listeria € um patégeno oportunista que acomete principamertividuos em
condicbes de supressdo da resposta imune (tra@snémiunosupressivos, HIV/AIDS,
cirroses, etc), mulheres gravidas, recém-nasciddsses (WHO/FAO 2004).

As manifestacdes clinicas incluem meningite, meyengefalite, septicemia, abortos,
infecgbes perinatais e gastroenterites. A gravidddedoenca depende igualmente da
viruléncia bacteriana e da eficiéncia da imunideelelar do hospedeiro. Muitos adultos sem
nenhuma historia de listeriose possuem linfécitggimados especificamente para antigenos
delListeria Se, entretanto, o sistema imune esta comprometida doenca sistémica pode se
desenvolver (Baron, 1996).

A imunidade inata do hospedeiro é fase critica pasisténcia contra a infecgéo por
Listeriaa. Os macrofagos infectados cobisteria produzem TNFe e IL-12 que juntas
estimulam as células NK a produzirem IFNEmM conjunto com TNk, IFN-y leva a
ativacdo dos macrofagos. Os macréfagos ativadoartese listericidas através da producao
de radicais livres (Unanue, 1997). Os epitoposvddds de proteinas désteria processados
nos fagossomos e no citosol das APCs sdo apressrgad moléculas de MHC de classe | e

de classe Il aos linfocitos T CD4 + e CD8 +, que pamados resultando no clareamento

22



completo da bactéria no hospedeiro e em um pocktidas T de memoéria capazes de uma
resposta imune secundéaria mais rapida contra arim@t/nanue, 2000).

Existem controvérsias quanto ao papel da citocindOl na infecgdo potisteria
Entretanto, Daet al (1997) reportou que camundongos deficientes ettOlisdo altamente
resistentes a infeccdo porque produzem maior gleadei de citocinas pro-inflamatorias
durante as respostas primaria e secundaria. Deekeat (2001) mostraram que a IL-10
endogena € necessaria para prevenir a imunopaatagacterizada pela hiper-inflamacéo e
destruicdo do tecido cerebral murino durante agée polListeria

Os macrofagos ingeretisteria através da fagocitose enquanto que o microrganismo
€ capaz de invadir células epiteliais humanas édrala interacdo de proteinas chamadas
internalinas com as proteinas caderinas epitekmigetanto, no camundongo, estas caderinas
apresentam-se distintas das proteinas humanasiimpealinteragdo destas com as proteinas
de internalizacdo da bactéria. Por este motivo,atesdde infecgBes orais cdosteria ndo
sdo adequados. Infecgbes sistémicas comonocytogene®m sido usadas como modelos
otimos para o estudo da resisténcia do hospedéifec;des bacterianas (Lecattal.,1999).

Estudos recentes tém demonstrado a existéncia idielade antimicrobiana de
microrganismos considerados probioticos em relagBomonocytogened eite fermentado
com Lactobacillus acidophilusu Lactobacillus caseexibe atividade microbicida contta
monocytogene@lilette et al, 2007).Lactobacillus plantarunproduz uma bacteriocina capaz
de inibir o crescimento deisteria (Zou et al, 2007). Corret al. (2007) demonstraram que
algumas estirpes de lactobacilos sdo capazesidriksto sistema imune da mucasavitro
e proteger contra infecgdo pdisteria Satoet al. (1988) e de Waarcet al. (1999)
demonstraram que uma bactéria probidtica pode dorgeotecdo contra a listeriose em

modelos animais. A capacidade ldedelbrueckiilUFV-H2b20 proteger contra a infec¢ao por
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L. monocytogeneem modelo animal isento de germes ainda néo Isaltaavaliado, o que

justifica a realizagéo do presente trabalho.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar os efeitos protetores do probidtico delbrueckii UFV-H2b20 em
infeccbes experimentais cadosteria monocytogenemnalisando os possiveis mecanismos de
acédo do probiético.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

A) Determinar os efeitos da monoassociacdo tordelbrueckiiUFV-H2b20 sobre a
mortalidade de animais isentos de germes infectaoids monocytogenes

B) Avaliar a influéncia deL. delbrueckii UFV-H2b20 sobre o clareamento de
monocytogeneso bago, figado e cavidade peritoneal.

c) Estudar os possiveis mecanismos de acdo do pambiétraves da deteccdo de
citocinas pro e antiinflamatorias e 6xido nitricoieel local e sistémico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Para a realizagcdo do presente trabalho foram adiig camundongos isentos de
germes SWISS/NIH de 21 a 23 dias, de ambos os seltidos de nossa coldnia. Os animais
foram mantidos em isoladores do tipo Trexler (ClBggogically Clean, Madison, WI) no
Laboratério de Gnotobiologia e Imunologia do Degangnto de Bioquimica e Imunologia de
acordo com procedimentos descritos (Pleasants,19d#ante o periodo dos experimentos,
0S animais permaneceram em micro-isoladores (UNEsiRastaal BV, Zevenaar, Holanda)

recebendo 4gua e ragdo devidamente esterilizadas.

3.2. MICRORGANISMOS

O microrganismd_actobacillus delbrueckiUFV-H2b20 foi isolado na Universidade
Federal de Vigcosa (UFV) de fezes de criancas rew@suoidas e trazido para a UFMG em
meio LDR 12% (leite desnatado reconstituido). BEs&terial foi expandido em 1 L de LDR
12% e cultivado 18 horas a 37°C. Esta cultura liguatada e estas aliquotas foram usadas
como cultura estoque em nossos experimentos. Pasaogiacdo dos animais, L0desta
preparacao eram inoculados em 10 ml de caldo MBBl4d, Rogosa e Sharpe, Merck, Sao
Paulo) e cultivados por 24 horas a 37°C. ApoOs estibdo, a densidade éptica da suspenséo
era ajustada em espectrofotdbmetro a 550 nm a partima amostra de 1QQ A cultura era
centrifugada a 2000 g a 4°C, lavada duas vezes em salina tamponadd es&ssuspendida

em 1 ml de salina.
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A Listeria monocytogenes04035(fornecida pelo Dr. Daniel Portnoy, University of
Pennsylvania, Philadelphia, PA, EUA) é mantida eeionBH| (Brain Heart Infusion, Difco
Laboratories) contendo 10% de glicerol a tempesatle -70°C antes do uso. Para as
infeccdes, uma aliquota de 10D desta suspenséo era inoculada em meio BHI e deaptir
18 horas a 37°C. O in6culo era obtido através ldézdes sucessivas desta cultura em salina
tamponada estéril. A densidade Optica da suspeasrsdajustada em espectofotbmetro a 550
nm. Para confirmacdo, a suspensédo era plaqueaday@nBHI e incubada por 48 horas a

37°C para a contagem do nimero de unidades foramdercolonia por ml de cultura.

3.3. MONOASSOCIAGAO DOS ANIMAIS

Para a monoassociacdo, uma Unica dose de umaacalivada dd.. delbrueckii
ressuspendida em salina na concentracdo HeROmI era administrada aos animais por via
oral. A fim de checar o sucesso da monoassociagialséncia de contaminacéo, as fezes
desses animais foram coletadas por dez dias cdnae;ulogo apés receberem o
microrganismo. As fezes eram pesadas e diluicdeslas das amostras em salina tamponada
estéril eram plaqueadas em agar MRS para a contdgemmero de unidades formadoras de
colénia (UFC) apos 48 horas de incubacédo a 37°@s@tado foi expresso como logaritmo
do numero de unidades formadoras de colénias (Ue@)WelL. delbrueckiipor grama de

fezes.

3.4. AVALIACAO DA MORTALIDADE

Para a avaliagdo da mortalidade, os animais fond@ctados via intraperitoneal com

L. monocytogenesa concentracéo de “lOFC/100pl dez dias apés a monoassociagédo. Como
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controle de nosso experimento, um grupo de anireaibeu salina em lugar do probiético e
também foi infectado ao mesmo tempo em que o gnupooassociado. A mortalidade dos

animais foi observada até o 25° dia de infecgéo.

3.5. QUANTIFICACAO DEL. monocytogenddO BAGCO E FIGADO

Grupos de cinco animais monoassociados ou ndo fordgactados comlL.
monocytogene® sacrificados em diferentes tempos de infecgdo3 (&, 5 dias) para a
contagem do numero de unidades formadoras de eoffiori grama de 6rgdo. O baco e o
figado dos animais foram coletados, pesados e adaeisob condigbes estéreis. Diluigcbes
seriadas das amostras em salina tamponada estarii plagueadas em agar BHI e mantidas
a 37°C. A contagem do numero de UFC era realizada 48 horas de incubacgéo. O resultado
foi expresso como logaritmo do nimero de unidademddoras de colbénias (Log UFC) de

Listeriapor grama de 6rgéo.

3.6. QUANTIFICAGCAO DEL. monocytogendsA CAVIDADE PERITONEAL

Grupos de cinco animais monoassociados ou ndo fordactados comlL.
monocytogenes sacrificados em diferentes tempos de infecca® @5 dias). O peritdnio
dos animais foi lavado com 10 ml de salina tampanestéril. O material coletado era
centrifugado a 2000 xy a 4°C. Diluicdes seriadas do material coletad@nforentdo
plaqueadas em agar BHI e incubadas a 37°C. A camtalp nimero de UFC era realizada
apos 48 horas. O resultado foi expresso como kogarilo nimero de unidades formadoras

de colbnias (Log UFC) deisteriapor ml de material coletado.
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3.7. ANALISE HISTOLOGICA DE BACO E FIGADO

Por¢cbes do baco e figado dos animais foram re@dhifixados em formalina 4%,
embebidos em parafina, cortados em seccdes den5de espessura e corados com
hematoxilina-eosina (H&E). A medida da area deltmafiio inflamatério no figado foi
realizada utilizando-se do programa de analisevd®eéns KS 300-Zeiss. Foram analisados
dez campos (356.20@m?/campo) por animal em cada grupo nos diferentepasnte
infeccdo (1, 3 e 5 dias) na objetiva de 10x. Odigrs representam a razdo da area de

inflamac&o sobre a area total analisada.

3.8. CULTURA DE CELULAS DA CAVIDADE PERITONEAL E D@BACO

As células peritoneais foram coletadas por lavagengeritbnio com 10 ml de meio
RPMI 1640 (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, EUA3 células do bago foram obtidas
apos maceracdo do 6rgdo em meio RPMI 1640. As asdstram centrifugadas a 1000 x g
por 10 minutos. Apds descarte do sobrenadante¢latas foram ressuspendidas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal boiNatricell), 50 mM de B-
mercaptoetanol, 10.000 U/ml de penicilina/estrefptora e 200 mM de glutamina. As células
foram ajustadas para concentracéo final de 2°céMilas/ml para células peritoneais e 5 x
10P células/ml para células esplénicas.

As células da cavidade peritoneal receberam asrgeg estimulod.. monocytogenes
morta pelo calor na propor¢cdo de 1:10 (célulastéo@), IFNy (75 Ul/ml), ambos os
estimulos ou nenhum deles. Apds 18 horas de inéoba@7°C e 5% de GQuma amostra

do sobrenadante foi coletada para a dosagem deaT&lFapds 48 horas o restante do
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sobrenadante foi coletado para deteccdo de OxtdemiAs amostras foram mantidas a —
70°C até o momento da dosagem.

As culturas de células esplénicas receberam asndeg estimulod-. monocytogenes
morta pelo calor na proporgéo de 1:10 (célulastéo@a) ou nenhum estimulo. Apos 48 horas
de incubacao a 37°C e 5% de £O sobrenadante foi coletado para a dosagem de.|IAN

amostras foram mantidas a — 20°C até o momentosigdm.

3.9. DETECCAO DE OXIDO NIiTRICO

Amostras de sangue dos animais foram coletadasnomento do sacrificio e
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4° Cor® sbtido foi armazenado a — 70°C. As
amostras obtidas foram submetidas a ensaio enzon&bhm a enzima nitrato-redutase
(Sigma-Aldrich Inc.). Brevemente, 26 de uma solugéo contendo 1 U de nitrato-redutase e
2,5 mg/ml de NADPH (CALBIOCHEM, San Diego, CA, EYforam adicionados a 28 de
amostra ou padrdo nitrito de sédio 1mMolar (Signdridh Inc.) e incubados durante a noite
37°C. Apoés este periodo foram adicionados 50de Reagente de Griess (0,1% de
dihidrocloreto de naftiletilenodiamina, 1% de solfamida, 3% de acido fosférico) e
incubados por 10 minutos a temperatura ambients afa leitura da absorbancia em leitor de
ELISA (BIO-RAD, 2550) a 540 nm. A concentracdo deito foi calculada com base na
curva padréo obtida.

A concentracdo de nitrito no sobrenadante de eulte células peritoneais foi

determinada utilizando-se do ensaio descrito pdg@ae Pruett (1992).
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3.10. DETECCAO DE CITOCINAS NO TUBO DIGESTIVO

O terco distal do intestino delgado e o intestinasso foram coletados e 100 mg de
cada 6rgao foram homogeneizados em 1 ml de PBBc{dreto de sddio e 10 mM fosfato de
sédio) contendo inibidores de proteases (0.1 mM PN mM cloreto de benzeténio, 10
mM EDTA, e 20 Unidades Inibidoras de Calicreina-Wdi€aprotinina A) e 0,05% de Tween
20. As amostras foram entdo centrifugadas por Iutmé a 3000 g e 0 sobrenadante

imediatamente utilizado para a detec¢ao das cdscin

3.11. DETECCAO DE TNF

Para a deteccdo de TNF-as amostras de soro e de intestino foram subasetid
ELISA utilizando-se do Kit DuoSet para TNFmurino de acordo com procedimentos
fornecidos pelo fabricante (R&D Systems Inc., Miapelis, MN, EUA). O limite de detecgéo
foi de 7,8 pg/ml.

A dosagem de TNE-no sobrenadante de cultura de células peritofeaisalizada
por bioensaio utilizando a linhagem de células WIHttlada pela Dra. Claude Pirmez da
Fundacdo Oswaldo Cruz, RJ), segundo Latimal, 1988. O limite de deteccéo foi de 146

pg/ml.

3.12. DETECCAO DE IFN¢

A deteccao de IFN-em amostras de soro, de intestino e de sobremadartultura de
células esplénicas foi feita por ELISA de captukéo(so e Scott, 1993). Foi utilizado um
anticorpo monoclonal (R46A2) para cobertura, savbicipnal de coelho (obtido em nosso

laboratério) como segundo anticorpo, conjugado-la@i de coelho-peroxidase (Jackson
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ImmunoResearch Laboratories, Ireennsylvania, PA, USA) para detecgéo e ABTS (Sigma-
Aldrich Co.) para revelagdo. O limite de deteccaoapsobrenadante de cultura de células
esplénicas foi de 16,3 pg/ml. Os niveis desta ititopresentes em amostras de soro e

intestino ndo puderam ser detectados pela téctiizada.

3.13. DETECCAO DE IL-10

A dosagem de dos niveis de IL-10 produzidos no tligestivo e em sobrenadante de

cultura de células esplénicas foi realizada porSALutilizando-se do Kit DuoSet para IL-10

murino de acordo com procedimentos fornecidos pedwicante (R&D Systems Inc.). O

limite de detecgéo para esta citocina foi de 2énpg/

3.14. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas com xli@udo software Prism 4.0

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Ranaparacédo de médias entre 0s grupos

foi utilizado o Teste de Student. A diferenga foi considerada signifigatjuandd<0,05.
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4. RESULTADOS

Uma das principais caracteristicas de um microsgamiprobidtico é a capacidade de
resistir a condigdes de estresse e assim estabsoe trato intestinal (Saaredgal, 2000).
Portanto o primeiro objetivo do presente trabalbiocaivaliar a capacidade de delbrueckii
UFV-H2b20 de colonizar o trato gastrointestinal al@mais isentos de germes. No0sso0s
resultados mostram que, apos a administracado delnica dosel.. delbrueckiilUFV-H2b20
atinge niveis populacionais altos {10FC/g) nas fezes dos animais nas primeiras 24 horas
apos a monoassociacao (figura 1). Estes niveisgmaoem altos durante os proximos nove
dias, indicando quk. delbrueckilUFV-H2b20 é capaz de resistir ao ambiente gasasiimial
e se estabelecer.

Diversos estudos mostram a capacidade de algun®rgaaismos probidticos de
proteger contra infeccbes. Para avaliar esta mesapacidade de nosso candidato a
probiodtico, monoassociamos animais isentos de gewcoenl. delbrueckiiUFV-H2b20 e
avaliamos seu efeito frente a um desafio sistémicd.. monocytogeneg\nimais isentos de
germes sao modelos ideais, ja que permitem o estadocomportamento de uma estirpe
microbiana isoladamente, sem a interferéncia dem®womponentes da microbiota normal.
Os animais receberam delbrueckiiUFV-H2b20 e 10 dias mais tarde foram infectadas. U
grupo de animais recebeu salina em lugar do piobiét foi utilizado como grupo controle.
A figura 2 mostra que a monoassociacdo dandelbrueckii UFV-H2b20 foi capaz de
proteger os camundongos contra a morte causadal.panonocytogenesA taxa de
sobrevivéncia dos animais monoassociados (>80%gifmificativamente maior que a do
grupo que recebeu salina (10%).

O aumento da capacidade de clareamenta deonocytogengselos animais pode ser
um indicativo da protecdo conferida pelo probiatiEmtdo coletamos baco e figado dos
animais em diferentes tempos de infec¢@o parasaabiarga bacteriana presente. Os tempos
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Figura 1: Cinética de colonizagdo do microrganidmdelbrueckiiUFV-H2b20nas fezes
de camundongos gnotobidticos durante a monoasdacia®s animais foram
monoassociados com uma dose Unicé.daelbrueckiina concentracdo de %0fc/ml. As
fezes dos animais foram coletadas durante 10 diasecutivos apdés a monoassociacao.
Dilui¢cdes sucessivas foram plaqueadas em agar MiR&ibadas por 48 horas a 37°C para
a contagem do n° de UFC. Cada ponto da curva éardédiinco animais.
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia de animais serm@er() e animais monoassociados
(&) ambos infectados coin monocytogened.M). Os animais monoassociados receberam
uma Unica dose de. delbrueckiina concentracdo de °l@fc/ml. Os animais do grupo
controle receberam salina. Dez dias depois, osaside ambos os grupos foram infectados
com 1d¢ ufc/100 wl de LM. O resultado foi expresso como porcentag#manimais
sobreviventes até 25 dias apos a infeccdo. Difaresignificativa em relacdo ao grupo
controle: * £<0.001).
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escolhidos foram 1, 3 e 5 dias de infec¢éo. Intesvanaiores que 5 dias ndo puderam ser
avaliados pois os animais do grupo controle sucamdénfeccao em torno do 6° dia. Apos 1
dia de infeccdo, camundongos monoassociadod cal@lbrueckiilUFV-H2b20 apresentaram
niveis estatisticamente menoresLdenonocytogeneso baco e no figado, comparados com
0os animais do grupo controle (figura 3-A). Os rdvéiacterianos de ambos 0s grupos
diminuem apés 3 dias de infeccdo, porém o grupooamsociado continuou apresentando
menores quantidades tle monocytogeneesm ambos os 6rgaos avaliados (figura 3-B). Nao
foi possivel detectar a presengaLdenonocytogenesos animais monoassociados apos 5 dias
de infeccdo. Nos animais do grupo controle aindadesivel encontrar bactéria (figura 3-C).
Em resumo, os resultados sugerem que a monoassocaql. delbrueckiilUFV-H2b20
promove o clareamento mais eficienteldenonocytogeneaso baco e figado dos animais.

Uma hip6tese que poderia ser levantada € a de glileranca entre 0os grupos no
namero delL. monocytogenegncontrada no baco e figado seria devido a difarate
tamanho dos 6rgéos. Esta hipotese ndo se confidgngue ndo houve diferenca significativa
no peso dos 6rgdos entre o grupo controle e o isenoimdo. O peso do baco (figura 4-A) e
do figado (figura 4-B) dos animais do grupo comroiostrou-se semelhante ao peso dos
orgéos dos animais monoassociados ao longo do darsdeccao.

JA4 que o inéculo utilizado neste trabalho é intitmeeal, decidimos investigar
também a quantidade dle monocytogenegresente na cavidade peritoneal apés a infecgéo.
Apés 1 dia de infecgdo o nivel Hemonocytogenegncontrado na cavidade peritoneal dos
animais monoassociados coin delbrueckii UFV-H2b20 foi estatisticamente menor
comparado com os animais do grupo controle (fi§ufg. Assim como também foi menor a
quantidade de bactéria encontrada na cavidadepesitdos animais monoassociados apos 3
dias de infeccéo (figura 5-B). Nao foi possivekd#dr a presenca de. monocytogenes em

nenhum dos grupos apoés 5 dias de infec¢do. Osadsalmostram que a monoassociacao
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Figura 3: Quantificacdo de. monocytogeneso baco e figado de animais sem germes
(preto) e animais monoassociados cbmdelbrueckii(cinza) ambos infectados com
monocytogenef.M). A: 1 dia de infeccaddd: 3 dias de infecgédo €: 5 dias de infecgéo.
Os orgédos foram removidos, pesados, maceradosiiedéis sucessivas foram plaqueadas
em agar BHI seguindo-se incubacé@o a 37°C/ 48 h@ratado mostrado é a média de 15
camundongos (foram realizados trés experimentorda cinco animais em cada grupo).
O limite de deteccao foi de 100 UFCND: n&o determinado. Diferenga significativa em
relacdo ao grupo controle: * (Testde Student? < 0,05).
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Figura 4: Peso do baco e figado de animais semegefjreto) e animais monoassociat
com L. delbrueckii(cinza) ambos infectados colm monocytogenefM). A: baco eB:
figado. O dado mostrado é a média de nove camundofiigram realizados trés
experimentos contendo trés animais em cada griN#&0). houve diferenca significativa
entre 0Ss grupos.
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com L. delbrueckiiUFV-H2b20 também melhora o clareamentoldemonocytogenesa
cavidade peritoneal.

As andlises histopatoldgicas do figado acusaramesepca de processo inflamatério
mais acentuado no grupo controle comparado conupogmonoassociado. Apés 1 dia de
infec¢@o, os animais do grupo controle apresentamaior area de inflamagdo comparados
com 0s animais do grupo monoassociado, resultgatesentado pelo gréfico (figura 6). Ao
analisar as imagens dos cortes histologicos, posleohservar a presenca de infiltrado
inflamatério, com degeneracgéo vacuolar e necropatbeitaria em ambos os grupospoés 3
dias de infeccdo, podemos observar a presencafitteadto inflamatério contendo raros
eosinofilos em ambos o0s grupos. A necrose hepat@acito grupo controle esta bem evidente
(figura 7). O tamanho da é&rea de infiltrado inflabn@ também se mostra estatisticamente
maior no grupo controle, apesar desta diferencanseios acentuada em relagéo a 1 dia de
infecg@o. Apoés 5 dias de infeccdo, nota-se quesdes diminuem em numero e tamanho nos
animais monoassociados e tendem a se resolvera(#juNos aniamis sem germes persistem
alteragcbes degenerativas do parénquima hepétigoaf@@o ilustra bem a protecéo conferida
pela monoassociacdo. Os animais monoassociadosr raezed de infiltrado inflamatorio
correspondente quando comparado com o0s animais rdpo gcontrole. A andlise
histopatolégica do bago ndo acusou nenhuma diferemgre os grupos (figura 9). Os
resultados acima descritos confirmam a capacidageatecao dé. delbrueckilUFV-H2b20
contra a infecgdo pdr. monocytogenes

Estudos recentes mostram que a prote¢cdo confeddalguns probidticos contra
patégenos é devido a capacidade destes microrgamidenestimularem o sistema imune do
hospedeiro. Neumanret al, 1998 j4 havia demonstrado a capacidade. dkelbrueckiilUFV-
H2b20 estimular mecanismos de defesa imune. Dadggtas informacdes, decidimos avaliar

se a protecao conferida pela monoassociagad_caelbrueckiilUFV-H2b20 aos animais
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Figura 5: Quantificagdo dL. monocytogen: na cavidade peritoneal de animais sem ge
(preto) e animais monoassociados cam delbrueckii (cinza) ambos infectados coin
monocytogenes-oram realizadas diluicdes sucessivas em placaggde BHI do material
coletado a partir da lavagem do peritonio dos aisintem seguida as placas foram incubadas a
37°C por 48 horasA: 1 dia de infeccadB: 3 dias de infecgdo. O dado mostrado é a média de
15 camundongos (foram realizados trés experimaiondo cinco animais em cada grupos).
Limite de deteccédo: 100 UFC/Diferenca significativa em relagdo ao grupo cdetrd (Testet

de StudentP < 0,05)
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Figura 6: Andlise histologica do figado de anins&m germeslj e animais monoassociados
com L. delbrueckii(2) apésl dia de infeccdo comh. monocytogenesSetas finas pretas:
infiltrado inflamatdrio; setas finas vermelhas: elegracao vacuolar dos hepatdcitos e setas
largas: necrose hepatocitaria. A: objetiva 10xpBjetiva 20x, C: objetiva 40x. Coloracao:
H&E. O gréfico representa a razéo da ared ¢ inflamac&o sobre a area total analisada.
Cada barra € a média de trés animais. Foram amhadisED campos/animal no aumento de
10x. Diferenca significativa em relacéo ao grupotiae: * (P<0,05).
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Figura 7: Analise histologica do figado de animasm germes 1) e animais
monoassociados coin delbrueckii(2) ap6s 3 dias de infeccdo cdm monocytogenes
Setas finas: eosindfilo; setas largas: necrosetbeifaria A: objetiva 10x;B: objetiva
20x, C: objetiva 40x. Coloragdo: hematoxilina-eosina. Kafigo representa a razao da
area (&) de inflamacao sobre a area total analisada. Bada é a média de trés animais.
Foram analisados 10 campos/animal no aumento de Difarenca significativa em
relacdo ao grupo controle: P€0,05).
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Figura 8: Analise histologica do figado de anins@m germeslj e animais monoassociados
com L. delbrueckii(2) apds 5 dias de infeccdo cdmmonocytogened\: objetiva 10x;B:

objetiva 20x,C: objetiva 40x. Coloracdo: hematoxilina-eosina. r@figo representa a razao
da area (A) de inflamac&o sobre a area total analisada. Bada é a média de trés animais.
Foram analisados 10 campos/animal no aumento deDif&tenca significativa em relacao

ao grupo controle: *H<0,05).
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Figura 9: Analise hioldgica do baco de animais sem germes (1) e animamoassociadc
com L. delbrueckii(2) apos 5 dias de infecgcdo cammonocytogened\: objetiva 10x;B:
objetiva 40x. Coloragéo: hematoxilina-eosina.
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infectados conk. monocytogenetem relagdo com a modulagdo da resposta imune.i$%ar
avaliamos o perfil de resposta imune sistémicaal loestes animais. A producéo de TiNE-
IFN-y nas primeiras 48 horas de infeccdo é critica pagantrole da listeriose (Beckerman,
1993). Por esse motivo avaliamos a influéncia dagassociacao coin delbrueckiisobre a
producédo destas citocinas.

A producéo de IFN-no soro dos animais ndo atingiu niveis detectatisrelacao a
producdo de IFN- por células esplénicas, obsevamos maior produedta ctitocina nos
animais do grupo monoassociado cbndelbrueckii(figura 10). Ap6s 1 dia de infeccao os
niveis produzidos por células sem estimulo de amimmonoassociados foram maiores em
relagdo ao grupo controle (figura 10-A). Apds 3sdde infecgdo houve um aumento da
producdo em ambos os grupo em relacdo a 1 dia féecd#o, sendo que o0 grupo
monoassociado continuou produzindo mais que o gcoptrole (figura 10-B). Os niveis de
IFN-y ap0s 5 dias de infeccdo foram menores em relacédcésa dias. Os animais
monoassociados também produziram mais desta ctowste tempo de infeccdo avaliado
(figura 10-C). Os niveis de IFN-produzidos pelas células esplénicas dos animas na
infectados de ambos os grupos ndo puderam sertatiisec Esses resultados indicam que a
monoassocia¢cdo coin delbrueckiileva a um aumento da producdo de lFNe baco dos
animais.

A figura 11 mostra a produgdo de TNFRiao soro dos camundongos ao longo da
infecgdo. Os niveis de TNk-detectados no grupo monoassociado foram estatisticte
maiores comparados com os niveis do grupo coraymde 1, 3 e 5 dias de infeccdo. Nao foi
possivel detectar producédo de ThEntes da infeccdo em ambos o0s grupos.

Avaliamos também a producdo de TWFpor células da cavidade peritoneal dos

animais. N&do houve diferenga entre grupos nossbasais produzidos pelas células néo
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Figura 10: Producgdo de IFNpor células de baco de animais sem germes (pEeanjmais
monoassociados (cinza) ambos infectados tomonocytogene#\: 1 dia de infeccadd: 3
dias de infeccdoC: 5 dias de infeccdo. As células foram estimuladasdn comListeria
morta pelo calor na propor¢do de 1:10 (célula: @@t O sobrenadante coletado apds 48
horas de incubacdo foi mantido a —20°C até o maneéatdosagem por ELISA. O dado
mostrado é a média de 10 camundongos (foram rdalzaois experimentos contendo cinco
animais em cada grupo). Limite de deteccao: 30/mipdiferenca significativa em relacao
ao grupo controle: *RH<0,05). Diferenca significativa em relagdo as @ddem estimulo: #
(P< 0,05).
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Figura 11: Produgdo de TNF-no soro de animais sem germes (preto) e animais
monoassociados (cinza) ambos infectados tormonocytogeneD sangue foi coletado de
animais com 1, 3 e 5 dias de infeccdo. O soro oelfod mantido a — 70°C até o momento da
dosagem por ELISA. O dado mostrado € a média da@ndongos (foram realizados quatro
experimentos contendo cinco animais em cada grupb)mite de deteccdo: 7,8 pg/ml.
Diferenca significativa em relagéo ao grupo coetrdl(P<0,05).
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estimuladas.  Entretanto apds o acréscimo dasdses Listeria morta pelo calor (L) ou
IFN-y (G) ou ambos (L+G) detectamos maior produgés aoimais monoassociados em
comparacdo ao grupo controle (figura 12-A). Aposid de infeccdo observamos maior
producdo de TNIe-por células de animais monoassociados ndo estiasllem comparacao
ao grupo controle também sem estimulo. Os niveidyaidos pelos animais monoassociados
também foram maiores em comparagéo ao grupo cerdgpuls o acréscimo désteria morta
pelo calor ou IFN¢ (figura 12-B). Apds 3 dias de infeccdo as célulds estimuladas de
animais monoassociados continuaram produzindoseiores de TN-comparadas com
os animais do grupo controle. Ndo houve difererigaifgativa entre os grupos apds o
acréscimo dos estimulos (figura 12-C). Apos 5 diasnfeccdo houve maior producdo da
citocina por células de animais monoassociados amdps ao grupo controle na auséncia de
estimulo e quando estimuladas por lf-Nu pelos dois estimulos (figura 12-D). Os resuitad
de dosagem de TNé&-acima descritos indicam que delbrueckiié capaz de estimular o
sistema imune dos camundongos isentos de germes.

Um dos principais mecanismos microbicidas de maga¥ é a producdo de 6xido
nitrico. Verificamos entdo a produgdo deste mediddoresposta imune no soro dos animais
(figura 13). A producédo basal (antes da infecc@opxido nitrico s6 pode ser detectada no
grupo que recebeu delbrueckii Apos 1 dia de infecgcéo os niveis aumentaram eboaros
grupos, sendo estatisticamente maiores no grupooassnciado em relagdo ao grupo
controle. Os animais monoassociados continuaramibér @m perfil de maior producdo de
oxido nitrico apos 3 e 5 dias de infeccao.

Os animais monoassociados também apresentaram pegfibrde producéo de 6xido
nitrico de células da cavidade peritoneal (figuda Antes da infecg¢éo, a producédo de 6xido
nitrico por células peritoneais de animais monaa@ados mostrou ser estatisticamente maior

quando comparada a do grupo controle. Esta difarpdde ser detectada mesmo na auséncia
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Figura 12: Producdo de TNE-por células peritoneais de animais sem germegojpee
animais monoassociados (cinza) ambos infectadosLcanonocytogenesAs células foram
coletadas de animais néo infectada} ¢ animais com 1B), 3 (C) e 5 D) dias de infecgéo
através de lavagens peritoneais. As células inashamtam estimuladas cohisteria morta
pelo calor na proporcdo de 1 célula:10 bactétidog com 75 Ul/ml de IFN- (G) ou por
ambos os estimulos £G). Foi usado um controle ndo estimula®E), O sobrenadante
coletado apds 48 horas de incubacéo foi mantida2@°€ até o momento da dosagem. O
dado mostrado é a média de 10 camundongos (foraimados dois experimentos contendo
5 animais em cada grupo). Limite de deteccdo: 2@/nl. Diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle: P<€0,05). Diferenca significativa em relacdo as @dusem
estimulo: #P<0,05).
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Figure 13: Froducdo dedxido nitricono soro de animais sem germes (preto) e ani
monoassociados (cinza) infectados cbnmonocytogenesAs amostras de sangue foram
coletadas de animais néo infectados e de animaislcd3 e 5 dias de infecgdo. O soro
obtido foi mantido a — 70°C até o momento da dasager ensaio enzimatico. O dado
mostrado € a média de 20 camundongos (foram rdaBzquatro experimentos contendo
cinco animais em cada grupo). Os niveis de Oxittco dos animais sem germes antes da
infecgéo ficaram abaixo do limite de detecgao (B/8. Diferenca significativa em relagao
ao grupo controle: *H<0,05).
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Figure 14: Froducéo dedxido nitricopor células peritoneade animais sem germes (pretc
animais monoassociados (cinza) ambos infectadosLcanonocytogeneds células foram
coletadas de animais nao infectada} ¢ animais com 1B), 3 (C) e 5 D) dias de infecgéo
através de lavagens peritoneais. As células inashfatam estimuladas cohisteria morta
pelo calor na proporcdo de 1 célula:10 bactétidog com 75 Ul/ml de IFN- (G) ou por
ambos os estimulod {G). Foi usado um controle ndo estimula®E), O sobrenadante
coletado apds 48 horas de incubacgdo foi mantido2@°€ até o momento da dosagem. O
dado mostrado é a média de 10 camundongos (foralimados dois experimentos contendo
5 animais em cada grupo). Limite de detecgéo: AM5Diferenca significativa em relagéo
ao grupo controle: *H<0,05). Diferenca significativa em relacéo as @udem estimulo: #
(P<0,05).
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de qualquer estimulo. O acréscimo de estimulo bante Listeriamorta pelo calor) olFN-

vy ou ambos foi capaz de aumentar significativamessges niveis (figura 14-A). Ap6s 1 e 3
dias de infeccéo, a diferenca so6 foi observada ppEsenca de IFM-e dos dois estimulos
(figura 14-B e figura 14-C). A diferenca voltouex sletectada na auséncia de estimulo apos 5
dias de infeccdo, além de também ser estatistid@nuiferente na presenca do estimulo
bacteriano e dos dois estimulos (figura 14-D).

Como L. delbrueckiicoloniza e se estabelece no trato gastrointestioalanimais,
decidimos avaliar a capacidade de estimulacdo di®nsa imune intestinal. Para isso
estudamos o perfil de produgéo de E-TNF«a no intestino delgado e intestino grosso dos
animais. A figura 16 ilustra a producéo de TiRe intestino delgado (A) e intestino grosso
(B). A producéo de TNIe-no intestino delgado dos animais monoassociadosdiio maior
em comparacdo com o grupo controle. Os niveis tetes foram estatisticamente diferentes
em todos os tempos avaliados. No intestino graasthém se pode observar maior producao
de TNFa pelos animais monoassociados, apesar da difergéagaer tdo acentuada como no
caso do intestino delgado. No intestino grossosapea maior producdo de TNFo grupo
monoassociado observada apos 3 dias de infeccadfondmossivel observar diferenca
estatistica entre os grupos. A producdo de |FhBo pdde ser detectada. Todos esses
resultados confirmam a capacidadeldedelbrueckiiestimular o sistema imune a produzir
citocinas pro-inflamatdéria conferindo protecéo carat infecgcéo pdristeria.

Alguns estudos tém demonstrado a capacidade desaigicrorganismos probioticos
de estimularem a produgcdo de citocinas antiinflaneg. Esta caracteristica tem sido
empregada no tratamento de doencas inflamatori@sicas como doencgas autoimunes e
doencas inflamatdrias intestinais. Esta capacidddda ndo havia sido avaliada pdra
delbrueckij motivo pelo qual decidimos estudéa-la. A figurarh6stra a produgéo de IL-10

por células esplénicas. N&o houve difererstatistica entre os grupos em nenhum dos
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Figura 15: Producdo de TNEno tubo digestivo de animais sem germes (preto)imais
monoassociados (cinza) infectados cbmmonocytogenedPorg¢des do intestino delgado
(A) e intestino grossoB)) foram coletadas de animais ndo infectados (&.lde animais
com 1, 3 e 5 dias de infeccdo, homogeneizadas émgasocontendo anti-proteases e
mantidas a — 70°C até o momento da dosagem porAEIDSIado mostrado é a média de
10 camundongos (foram realizados dois experimeotmséendo cinco animais em cada
grupo). O limite de deteccéo foi de 21 pg/ml defef@inca significativa em relacdo ao
grupo controle: *P<0,05).
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Figura 16: Producado de IL-10 por células esplénimmanimais sem germes (preto) e
animais monoassociados (cinza) infectados tomonocytogene#\s células do baco
foram coletadas de animais nao infectadds € com 1 B), 3 (C) e 5 D) dias de
infecc@o e incubadas na presenca ou naadisteria na proporgdo de 1:10 (células:
bactérias)O sobrenadante foi coletado apds 48 horas de ig@oba mantido a —20°C
até o momento da dosagem por ELISA. O dado mos&admédia de 10 camundongos
(foram realizados dois experimentos contendo camimais em cada grupo). O limite
de deteccéo foi 21 pg/ml. Nao houve diferenca Baativa entre os grupos analisados.
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Figura 17: Producéo de IL-10 no tubo digestivo denais sem germes (preto) e animais
monoassociados (cinza) infectados darmonocytogene$or¢des do intestino delgad®) (e
intestino grossoR) foram coletadas de animais nédo infectados e meagcom 1, 3 e 5 dias
de infec¢do, homogeneizados em solugdo contendpratéases e mantidas a — 70°C até o
momento da dosagem por ELISA. O dado mostrado €diande 10 camundongos (foram
realizados dois experimentos contendo 5 animaisagta grupo). O limite de deteccéo foi de
68 pg/ml. Diferenca significativa em relacdo ao pgrucontrole: * P<0,05). Diferenca
significativa em relacdo aos animais néo infectaid8<0,05).
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tempos avaliados. Além disso, o acréscimaidteriamorta pelo calor ndo levou ao aumento
da produgéo de IL-10 assim como foi observado [fd¥ay. Entretanto, ao avaliar a produgéo
de IL-10 no tubo digestivo, foi possivel detectaaion producéo desta citocina no intestino
delgado dos animais monoassociados (figura 17-8)ni@eis detectados parecem nao sofrer
influéncia da infeccdo ja que permaneceram os mesmotodos os tempos avaliados. No
intestino grosso, a diferenca entre grupos so6 pédebservada apos 1 dia de infec¢do onde
0s niveis de IL-10 no grupo monoassociado sofrawamaumento em relacdo aos animais
monoassociados néo infectados (figura 17-B). Apéss3dias a producéo de IL-10 voltou a
ser a mesma quando comparada com o controle néouksto e continuou ndo sendo
diferente entre os dois grupos. Esses resultadagrano quel. delbrueckiié capaz de

estimular a producao de IL-10 a nivel local e n&dval sistémico.
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5. DISCUSSAO

Desde o inicio do século XX varios efeitos bergsitém sido atribuidos ao consumo
de produtos contendo bactérias probidticas (Sangbsal, 2006). Algumas espécies de
lactobacilos tém sido largamente utilizadas conabigticos ja que possuem caracteristicas
essenciais para serem consideradas como tal. Usedesjuisitos basicos é a capacidade de
resistir ao ambiente gastrointestinal e se estadeleNeumannet al. (1998) havia
demonstrado a capacidade He delbrueckii UFV-H2b20 colonizar o trato intestinal de
animais isentos de germes apds uma Unica dosadacEm nosso estudo, os animais isentos
de germes também s&o colonizados ap0s receberemsapma Unica dose tle delbrueckii
comprovando esta capacidade (figura 1). A colo@diaasd é possivel devido a auséncia da
microbiota intestinal. Em camundongos convencignp® exemplo, a colonizagdo néo
acontece porquk. delbrueckiiUFV-H2b20, assim como outros probiéticos, ndo éazate
competir com a microbiota intestinal normal e septar ao novo ambiente (De La
Cochetiére,et al, 2005). As doses devem ser reforcadas para quevess bacterianos
permanecam altos no trato intestinal.

Estudos recentes mostram a capacidade de algwisdtmwos de conferirem
resisténcia contra infeccbes em modelo animal eseiet germe. Camundongos BALB/c
isentos de germes monoassociados com uma baét&icalforam capazes de um clarearento
mais eficiente da bactéridelicobacter pilory(Kabir et al. 1997). A monoassociagdo com
Lactobacillus acidophiluprotegeu camundongos C3H/He/Oujco isentos de gecowtra a
infeccdo por Salmonella entericavar. Typhymurium (Bernet-Camaret al 1997). L.
delbrueckiiUFV-H2b20 também é capaz de proteger co8tranterica Tanto a mortalidade
dos animais como a capacidade de clareament®atinonellasdo afetadas beneficamente

pela monoassociacdo (Mouea al, 2001; Silvaet al 2004). Quanto a protecdo contra
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monocytogensonferida por microrganismos probioticos, um estrgidizado por de Waard
et al (2002) mostrou a capacidade de antagonismo dogpien Lactobacillus casetontra a
listeriose em ratos livres de patégenos especifis®$). O envolvimento de. delbrueckii
UFV-H2b20 na protecdo contta monocytogenesm modelo murino isento de germe ainda
nao havia sido avaliado. Os modelos animais isei¢ogermes sao ideais para entender o
impacto de um microrganismo sobre seu hospededadamente, sem a interferéncia de
outros componentes da microbiota normal (Vietral, 1998).

Nossos resultados mostram que delbrueckii UFV-H2b20 é capaz de proteger
animais isentos de germes da morte causadaigteria (figura 2). Além dissal... delbrueckii
UFV-H2b20 induziu o clareamento mais eficiente dtdgeno, refletido nos niveis reduzidos
de Listeria encontrados no baco, figado e cavidade peritaf@abnimais monoassociados e
na reduzida area de injaria no figado quando coagwacom o grupo controle (figuras 3-8)
Johnson e Balish (1980) reportaram que os macrsfalgp animais isentos de germes
respondem mais lentamente aos sinais quimiotaticesplicacdo para isto poderia ser que a
apresentacdo eventual de antigenos provenientemictabiota intestinal serve para a
manutencdo de um estado de prontiddo, seja inflaimabu regulatério dependendo da
natureza do microrganismo e de seus produtos nietaddevando a respostas imunes mais
rapidas (Schiffrin e Blum, 2002). A resposta maistd dos animais isentos de germes pode
explicar a capacidade de clareamento reduzida \@m@rem nossos resultados. Além disso,
Neumannet al, (1998) observou o aumento do numero de célulasugder, responsaveis
pelo clareamento da bactéria circulante, ap6s aoassmociacdo corh. delbrueckilUFV-
H2b20. O papel destas células fagociticas no denti®L. monocytogeneso figado ja esta
bem definido (Mitsuyamat al, 1978) e seu aumento poderia explicar a maiostérsiia dos
animais monoassociados na infecgdo. A maior praduagh quimiocinas como a proteina

quimiotética para macréfagos 1 (MCP-1), por exemmelos animais monoassociados
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atrairia maior nimero de células para 6rgdos iaters e também poderia explicar o
clareamento mais eficiente. Seria necesséaria zaeab de experimentos para verificarmos
esta hipotese.

Varios estudos tém demonstrado a capacidade de ommdulagdo dos
microrganismos probidticos tanto a nivel localtérantestinal) como sistémico (Perdigén
al., 1988; Cross, 2002; Ibnou-Zelat al, 2003). A estimulacdo do sistema imune € um dos
principais mecanismos de acao postulados paracexg@liprotecdo contra infec¢des atribuida
a microrganismos probioticos (Liet al, 2007). De acordo com nossos resultados,
delbrueckiiestimula o sistema imune dos animais isentos deegee assim confere prote¢céo
contra a infeccdo pdr. monocytogenesSatoet al (1984) avaliou o0 aumento da resisténcia
contra a infeccdo pdr. monocytogenesonferida porLactobacillus caseiNeste trabalho a
administragdo do probiético suprime o crescimemd.idteria no figado dos camundongos.
Além disso, a injecdo intraperitoneal disteria morta por radiagdo UV leva ao aumento da
acumulac@o de macrdfagos peritoneais nesses animdisando que a prote¢cdo é mediada
por macréfagos que migram da corrente sanglinea @digado e cavidade peritonehl.
delbrueckii UFV-H2b20 também é capaz de estimular as defesamesndo hospedeiro,
aumentando a atividade fagocitica de células mareares e assim promovendo a
eliminacao eficiente de uma bactéria Gram-negativeulada intravenosamente (Neumatn
al., 1998).

O papel de TNF, IFN-y e 6xido nitrico no controle da listeriose j& dstén descrito
(Rotheet al 1993; Leeneret al, 1994). Alguns estudos mostram que 0S Mmicrorgargsm
probidticos possuem a capacidade de induzir a géaxdesses trés mediadores da resposta
imune. Ishida-Fujiet al (2007) mostraram que macrofagos peritoneais e eimentados
com L. caseie infectados intraperitonealmente cdmscherichia coliapresentavam maior

producdo de TNF- e tiveram sua atividade fagocitica aumentada cowli@ protecdo aos
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animais Em outro estudo, macro6fagos peritoneais murinosdyzicam quantidades
substanciais de citocinas pro-inflamatérias comoF-#tiNe IFN+y, espécies reativas de
oxigénio e 6xido nitrico em resposta a estimulagéo diferentes estirpes de lactobacilos
(Marcinkiewiczet al, 2007). J&a foi demonstrado que célulad akelbrueckiividveis, mortas
pelo calor ou inativadas estimulamvitro a producao de TNE-por células peritoneais e de
IFN-y por células esplénicas de camundongos isentosedeeg. Em nosso estudb,
delbrueckii estimulouin vivo a maior produgdo de TN&- IFN-y e oOxido nitrico, o que
contribuiu para o aumento da resisténcia contrafexg¢éo (figura 10 a 14). A producgéo de
TNF-o. e IFNy est4 de acordo com o reportado por varios aui@ascroftet al, 1991,
Dunn e North, 1991; Kauffman, 1993). E provavel guaaior producéo IFN-pelos animais
monoassociados esteja relacionada com a maior godde citocinas pré-interferon como
IL-12 e IL-18 (Cross, 2002a). Neumann (1998) mastjoeL. delbrueckiié capaz de induzir
in vitro a producao de IL-12 por células de animais iset¢ogermes.

Macphersoret al. (2005) ao revisarem as respostas imunes que adaptaucosa
intestinal & microbiota reportaram que apesar dhdas dendriticas das placas de Peyer
reconhecerem bactérias comensais vivas, estaagdichm geralmente restritas ao sistema
imune da mucosa. Entdo, respostas imunes sistémstiasuladas por microrganimos vivos
da microbiota séo relativamente raras. Entretgomtodutos sollveis da degradacdo destas
bactérias alcangam a circulagdo sistémica e sfjonséveis pelas diferencas na organizagéo
e estrutura de tecidos linfoides e na diversidadereentracdo de mediadores da resposta
imune entre animais isentos de germes e animaisE#REs dados explicam a capacidade de
L. delbrueckiiestimular o sistema imune sistémico dos camundodgmonstrado aqui em
nosso trabalho. Estudos futuros deveréo focar-ddemdificacdo dos antigenos provenientes
da degradacéo deste microrganismo que séo capazds/ar respostas imunes nos animais

isentos de germes. Além disso, estudos tém deradisérimportancia dos receptores do tipo
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Toll (TLR) no reconhecimento destas bactérias (Rekahoum et al, 2004). Seria
interessante estudar também as vias de sinalizzpaavidas na imunomodulagéo exibida
por L. delbrueckilUFV-H2b20.

O transporte transepitelial de antigenos por celillano epitélio associado com
foliculos linféides no intestino leva imundégenogethmente para os tecidos linféides
organizados da mucosa que constituem os sitiosdigdo para respostas imunes (Neutra e
Kraehenbuhl, 1993). Perdig@n al, 2002 ja haviam avaliado a influéncia de diveestspes
de lactobacilos sobre o sistema imune intestinataieundongos. Neste estudo, os animais
que receberam os probidticos apresentaram maioemide células produzindo citocinas
como TNFe, IFN-y e IL-10 na lamina prépria do intestino. Este esttainbém mostrou que
as principais células responsaveis pela secreg@gasieitocinas foram macréfagos e células
dendriticas. Outro estudo mostrou que algumas kspéde lactobacilos modulam
diferentemente a expressdo de citocinas e marcadimeativacdo em células dendriticas
(Christensenet al, 2002). A translocacdo de bactérias comensais parinfonodo
mesentérico tem sido largamente demonstrada e epaec um evento central para o
desenvolvimento e ativagdo do sistema imune im@s(Berg, 1999). A translocacdo de
delbrueckiiUFV-H2b20 para os linfonodos mesentéricos de cawngus apds 7 dias de
monoassociacdo ja foi demonstrada por Neumann J1®¥&es dados da literatura e a
comprovada capacidade de translocacéb. akelbrueckilUFV-H2b20 para sitios de inducéo
de respostas imunes fornecem suporte para explicaaior producdo de TNk-observada
em nosso estudo no tubo digestivo dos animais nssnoedos (figura 15).

Wagner ¢ al. (1994) reportaram que a citocina regulatoria ILpb@le ter um papel
benéfico ou um papel prejudicial na listeriose.uNg estudos tém demonstrado que bactérias
probioticas sdo capazes de exercer efeitos aatimafioérios em regibes distantes do local de

administracdo, sugerindo o envolvimento e migrad@aélulas T regulatérias (Sheti al,
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2004). Nossos resultados mostram fueelbrueckiindo interfere com a producéo de IL-10
por células esplénicas (figura 16). A producdoalegibcina ao longo do curso de infecgédo
estd de acordo com o descrito na literatura. Fles¢taufmann (1994) mostraram que a
producédo de IL-10 no baco é detectada no 1° diafdegdo pori.. monocytogengsem um
pico em torno do 4° dia e dai em diante declinta poducéo de IL-10 no inicio da infecgéo
se deve as células da resposta inata, em espesiahacrofagos. Suffi@t al. (2006)
reportaram que, em infeccbes pbeishmania majar as células T regulatorias (Treg)
especificas para o parasito ficam restritas a® slé infeccdo e sua sobrevivéncia é
dependente da persisténcia do parasito. Esta @lgservpoderia explicar porque a
estimulacdo das células esplénicas dasteria morta pelo calor ndo levou ao aumento da
producéo de IL-10, como foi observado nas dosadgensSN+y.

Mostramos, ainda, nesse estudo Queelbrueckiié capaz de estimular a producao de
IL-10 na mucosa intestinal (figura 17). Estudos tmaws que as células dendriticas da mucosa
intestinal tém papel chave no processo de estidola@ mucosa (Suvas e Rouse, 2006).
Essas células migram da corrente sanglinea paracasa intestinal atraidas por sinais
quimiotaticos. As células dendriticas imaturas,sapépturarem o antigeno, migram para o
linfonodo mesentérico e placas de Peyer, onde fazapresentacdo antigénica. As principais
células produtoras de IL-10 na mucosa sdo as sé€lulegulatérias CD4+ CD25+, que se
encontram em maior quantidade na mucosa em condmaregm outros tecidos, e 0s
linfocitos T CD8+ intra-epiteliais (Schenk e Mue)l@007). Esta caracteristica exibida por
delbrueckiide ser um bom indutor da producao de IL-10 ncstitte poderia ser Util para o
tratamento de doencas inflamatorias. Varios trafzathostram que a microbiota e a producgéo
de IL-10 em conjunto sdo essenciais para a regulded respostas imunes da mucosa

intestinal e prevencdo das colites (Kutnal, 1993; Assemaset al, 1999; Foligneet al,
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2007). Entretanto a também capacidade de induc&utatgnas pro-inflamatorias por este

candidato a probidtico poderia tornar esta posdéak inviavel.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, os resultados mostram que a monoasdoaiagnL. delbrueckiiUFV-
H2b20protege animas isentos de germes contra a infgu@élo. monocytogeneatravés da
estimulacdo do sistema imune, induzindo a produgé@omediadores pro-inflamatorios
importantes para o controle da infeccdo. O micmuigyao L. delbrueckii UFV-H2b20
também € capaz de induzir a producdo de IL-10cicdoimportante para a regulacdo das
respostas imunes. Os dados apresentados aqui sufyetemente qué. delbrueckiiUFV-
H2b20 pode ser utilizado como probiético. Entretaainda sdo necessarios muitos estudos
para o melhor entendimento dos mecanismos de difidados por este microrganismo para
conferir resisténcia a infecgdes. ldentificar eliavaos componentes de delbrueckiilUFV-
H2b20 responsaveis pela sua capacidade de imundegédualém de estudar os mecanismos
pelos quais estes componentes ativam o0 sistemajrdaxerdao ser 0os proximos passos para a

continuagéo deste trabalho.
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