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1. INTRODUCAO

Probioticos podem ser definidos como microrganismos, bactérias ou
leveduras, que ao serem ingeridos em quantidades adequadas, trazem beneficios
a saude do hospedeiro (VANDENPLAS et al., 2008). Existem alguns critérios a
serem considerados para qualificarmos um microrganismo como probidtico. A
tolerancia ao baixo pH, enzimas digestivas e sais biliares sdo pré-requisitos
fundamentais para a sobrevivéncia do microrganismo a passagem através do
trato gastrointestinal (TGI). Além disso, a capacidade de se aderir a superficie da
mucosa intestinal € uma caracteristica recomendada para assegurar a
permanéncia do probidtico por longos periodos no TGI (OUWEHAND et al.,
1999). Outro critério importante para que um microrganismo apresente potencial
probiotico é o efeito protetor direto ou indireto contra enteropatégenos.
Mecanismos de acgéo direta incluem a producéo de substancias antimicrobianas,
que apresentam efeito inibitério ou letal para o patégeno (VANDENBERGH,
1993); inibicdo da adesdo dos patégenos a mucosa intestinal, seja devido a co-
agregacao entre probiotico e patdbgeno ou por competicdo pelos sitios de adesao
(CZERUCKA & RAMPAL, 2002); competicdo por nutrientes e inibicdo da
producdo ou acdo de toxinas microbianas (BRANDAO et al., 1998).

Bactérias do género Salmonella estdo entre o0s principais agentes
causadores de doencas de origem alimentar no mundo. Dentre os mais de 2500
sorovares identificados pertencentes a esse género, Salmonella Typhimurium é
um dos mais envolvidos em casos de salmonelose humana (VUGIA et al., 2004).

Pichia pastoris € uma levedura da familia Saccharomycetaceae, género
Pichia, utilizada como sistema de expresséo de proteinas recombinantes em larga
escala. E capaz de alcancar altos niveis celulares de expressdo e de realizar
modificacdes pods-traducionais (CREGG, 2008). Estudos iniciais demonstraram
que P. pastoris X-33 € inGcua e capaz de resistir a passagem através do TGI de
mamiferos e de inibir o crescimento de S. Typhimurium e E. coli em cultivos. Por
esses motivos, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade da
levedura P. pastoris X-33 inibir ou reduzir a adesdo de S. Typhimurium a células
intestinais HCT-116.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Microrganismos e condic¢des de cultivo

Para utilizacdo nos experimentos, colénias de P. pastoris cepa X-33 e
Saccharomyces boulardii (controle positivo) isoladas em Agar Yeast Peptone
Dextrose (YPD) foram cultivadas em 3 mL de caldo Luria Bertani (LB) e incubadas
overnight a 30°C em agitador orbital (150 rpm). Uma col6nia isolada de S.
Typhimurium foi cultivada em 3 mL de caldo LB, a 37° C, overnight, 200 rpm. Em
seguida, 0,5 mL dos cultivos foram adicionados a tubos contendo 9,5 mL dos
respectivos meios (YPD e LB). Os tubos contendo cultivos das leveduras e S.
Typhimurium foram incubados sob agitagdo por 24 h a 30°C e a 37°C,
respectivamente.

2.2 Efeito de P. pastoris X-33 sobre a adeséo de S. Typhimurium a células
HCT-116

Para avaliar a capacidade de P. pastoris X-33 inibir a adesdo de S.
Typhimurium a células intestinais HCT-116, os enterécitos foram cultivados em
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), em placas de 12 cavidades, na concentracdo de 1 x 10°
células/cavidade. As placas foram incubadas a 37°C com 5% CO, até as células
atingirem confluéncia total. A bactéria e as leveduras foram cultivadas conforme
descrito anteriormente, lavadas duas vezes em PBS e ressuspensas em meio
RMPI com 10% de SFB. S. Typhimurium (3 x 10° UFC por cavidade) foi
adicionada a trés cavidades isoladamente ou em combinacdo com 3 x 10° UFC
por cavidade de P. pastoris X-33 ou de S. boulardii (controle positivo). Apés 1 h
de incubacdo com as células, o meio de cultura foi removido, as cavidades foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 137 mM NaCl, 54 mM KCI, 3,5 mM
Na;HPO,, 4,4 mM NaH,PO, e 11 mM glicose (cell-PBS, pH 7,2) e incubadas com
100 pL de cell-PBS contendo Triton X-100 0,1% por 5 min a 37°C. Finalmente, os
100 pL foram removidos, diluidos em série decimal e a quantificacdo da adesao
da bactéria foi realizada utilizando agar XLD. Os resultados foram expressos em
porcentagem de adesao as células.

As anadlises estatisticas foram realizadas através do pacote estatistico
Statistix 9, utilizando o teste ANOVA. Foram considerados niveis de significancia
de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada uma reducao significativa, de aproximadamente 50% (de
7,6 para 4,0%), na porcentagem de adesdo de S. Typhimurium as células
intestinais HCT-116, quando incubada por 1 h com P. pastoris X-33, em
comparacdo com a bactéria incubada isoladamente (p < 0,05) (Figura 1).
Reducao semelhante (42%) na porcentagem de adesao foi observada quando a
bactéria foi incubada com S. boulardii (de 7,6 para 4,8%), utilizada como controle
no presente trabalho, e por MARTINS et al. (2010), ao avaliar a capacidade de S.
boulardii inibir a adesédo e invasao de S. Typhimurium a células intestinais T84
(50%).
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Figura 1. Percentual de adeséo de S. Typhimurium a células intestinais HCT-116
apos 1 h de incubacdo a 37°C isoladamente (3 x 10° UFC por cavidade) ou com
P. pastoris X-33 ou S. boulardii (ambas a 3 x 10° UFC por cavidade). Letras
diferentes representam diferenca estatistica (p < 0,05).

A inibicdo da adesdo de S. Typhimurium as células HCT-116 é um indicio
de que a acao probiodtica de P. pastoris se assemelha a de S. boulardii, ou seja,
que seu efeito esteja ligado ao bloqueio fisico da adeséo de patégenos ao epitélio
intestinal. Apesar dos bons resultados, ainda sdo necessarias repeticdes desse
experimento para que, posteriormente, possa ser feita uma andlise com maior
confiabilidade. Caso o resultado se confirme, ele comprova os dados ja descritos
para S. boulardii quanto a diminui¢cdo do efeito patogénico de S. Typhimurium em
animais e que provam o efeito direto dessa levedura na adesédo do patdgeno na
parede intestinal (MARTINS et al., 2010).

4.CONCLUSAO

A levedura P. pastoris X-33 reduziu a adesdo da bactéria patogénica S.
Typhimurium as células intestinais HCT-116.
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	 Para avaliar a capacidade de P. pastoris X-33 inibir a adesão de S. Typhimurium a células intestinais HCT-116, os enterócitos foram cultivados em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), em placas de 12 cavidades, na concentração de 1 x 106 células/cavidade. As placas foram incubadas a 37°C com 5% CO2 até as células atingirem confluência total. A bactéria e as leveduras foram cultivadas conforme descrito anteriormente, lavadas duas vezes em PBS e ressuspensas em meio RMPI com 10% de SFB. S. Typhimurium (3 x 106 UFC por cavidade) foi adicionada a três cavidades isoladamente ou em combinação com 3 x 105 UFC por cavidade de P. pastoris X-33 ou de S. boulardii (controle positivo). Após 1 h de incubação com as células, o meio de cultura foi removido, as cavidades foram lavadas três vezes com PBS contendo 137 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 3,5 mM Na2HPO4, 4,4 mM NaH2PO4 e 11 mM glicose (cell-PBS, pH 7,2) e incubadas com 100 µL de cell-PBS contendo Triton X-100 0,1% por 5 min a 37°C. Finalmente, os 100 µL foram removidos, diluídos em série decimal e a quantificação da adesão da bactéria foi realizada utilizando ágar XLD. Os resultados foram expressos em porcentagem de adesão às células.
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