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RESUMO 
 
 
 
 
Os probióticos são capazes de equilibrar a microbiota residente e 
modular a resposta imune aos diferentes estímulos microbianos, 
entretanto, seus efeitos imunomoduladores ainda não estão claramente 
elucidados. O presente estudo avaliou o efeito imunomodulador de 
Lactobacillus rhamnosus ou seus produtos sobre macrófagos (RAW 
264.7) ativados por lipopolissacarídeo (LPS), ácido lipoteicóico 
(LTA) ou manana, pela análise da produção de citocinas pró e anti-
inflamatórias (TNF-α, IL-1 β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12). Foi utilizada a 
cepa padrão de L. rhamnosus ATCC 7469, semeada em Ágar Man-
Rogosa-Shape (MRS) e cultivada a 37ºC/5% CO2 por 24 h. Foram 
empregadas três diferentes preparações de probióticos: 1) L. 
rhamnosus vivo (LV) na concentração de 2,5 x 107 células/mL; 2) L. 
rhamnosus morto (LM) obtido por autoclavagem da preparação 
anterior a 121°C/15 min; 3) Sobrenadante da suspensão de L. 
rhamnosus (SL), resultante da centrifugação da suspensão LM a 8300 
xg/10min. Foram utilizados macrófagos de camundongos (RAW 
264.7), cultivados em meio DMEM completo (suplementado com 
10% de soro fetal bovino) foram distribuídos em microplacas de 
poliestireno na concentração de 5 x 105 células viáveis/poço/mL de 
meio DMEM completo. Após 24 h de incubação (37°C/5% CO2) para 
adesão celular, as placas foram lavadas com PBS estéril e apirogênico 
e as células foram estimuladas com LPS de Escherichia coli, LTA de 
Streptococcus faecalis ou manana de Saccharomyces cerevisiae na 
concentração de 1 µg/mL, na presença ou ausência das diferentes 
preparações dos probióticos por 2,5h. Em seguida as placas foram 
lavadas com PBS, tiveram seu meio trocado e foram incubadas por 16 
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h (37°C/5% CO2). Os sobrenadantes das culturas foram coletados para 
a detecção e quantificação das citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-6, 
IL-10 e IL-12) pelo método imunoenzimático ELISA. Os resultados 
foram avaliados estatisticamente pelos testes ANOVA e Tukey 
(p≤0,05). Com exceção da IL-4 (citocina anti-inflamatória), a 
produção de todas as demais citocinas foi estimulada pelas moléculas 
microbianas com diferença estatisticamente significante entre os 
grupos tratados com as diferentes preparações de L. rhamnosus 
(p<0,001) e o controle negativo da cultura celular. LPS foi o indutor 
antigênico mais potente, seguido de manana e LTA. Concluiu-se que 
as diferentes preparações de L. rhamnosus foram capazes de modular 
a resposta de macrófagos frente aos desafios das moléculas 
microbianas (LPS, LTA, manana), regulando a produção de todas as 
citocinas avaliadas, com excessão da IL-4, de acordo com a força do 
estímulo microbiano. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Probióticos. Imunomodulação. Ativação de 
macrófagos. Citocinas. 
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ABSTRACT 

 
 
 
 
Probiotics are able to balance the resident microbiota and modulate 
the immune response to different microbial stimuli, however its 
immunomodulatory effects are not clearly understood. This study 
intends to evaluate the immunomodulatory effect of Lactobacillus 
rhamnosus or its products on macrophages (RAW 264.7) activated by 
lipopolysaccharide (LPS), lipoteicoic acid (LTA) or mannan through 
the analysis of the production of pro and anti-inflammatory cytokines 
(TNF-α, IL-1 β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12). It was used the standard 
strain of L. rhamnosus ATCC 7469, seeded on Agar Man-Rogosa-
Shape (MRS) and grown at 37°C/5% CO2 for 24 h. Three different 
preparations of probiotics were prepared: 1) L. rhamnosus solution at 
a concentration of 5 x 107 cells/mL; 2) Heat-killed L. rhamnosus, 
obtained by autoclaving previous preparation at 121°C/15 min, 3) 
Supernatant of L. rhamnosus suspension, obtained through 
centrifugation of the suspension with heat-killed probiotic at 8300 
xg/10 min. Mouse macrophages (RAW 264.7) grown in complete 
DMEM medium (supplemented with 10% fetal bovine serum) were 
distributed in polystyrene microplates at a concentration of 1 x 106 
viable cells/well/ml complete DMEM medium. After 24 h incubation 
(37°C/5% CO2) for cell adhesion, plates were washed with sterile-
apirogenic physiologic saline and cells were stimulated with 
Escherichia coli LPS, Enterococcus faecalis LTA or Saccharomyces 
cerevisiae mannan at a concentration of 1 µg/mL, in the presence or 
absence of the different preparations of probiotics at the same time for 
2,5 h. Then the plates were washed, had its medium traded and were 
incubated for 16 h (37°C/5% CO2). Culture supernatants were 
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collected for the detection and quantification of cytokines (TNF-α, IL-
1β, IL-4, IL-6, IL-10 and IL-12) by ELISA immunoenzymatic method. 
The results were statistically analyzed by ANOVA and Tukey tests 
(p≤0,05). With the exception of IL-4 (anti-inflammatory cytokine), the 
production of all other cytokines was stimulated by microbial 
molecules with statistically significant difference among the groups 
treated with different preparations of L. rhamnosus (p <0.001) and 
negative cell culture control. LPS was the strongest antigenic inducer, 
followed by mannan and LTA. It was concluded that different 
preparations of L. rhamnosus could modulate macrophages response 
against microbial challenges (LPS, LTA, mannan), regulating the 
production of all the tested cytokines, with the exception of IL-4, 
according to the strength of microbial stimulation. 
 
 
 
 
Keywords: Probiotics. Immunomodulation. Activation of 
macrophages. Cytokines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

Probióticos são preparações microbianas, 

preferencialmente de origem humana, que quando consumidas como 

suplemento alimentar são capazes de sobreviver no trato 

gastrointestinal humano e modular os sistemas fisiológicos do 

hospedeiro, incluindo o sistema imune, conferindo benefícios à saúde 

do mesmo (Mercenier et al., 2003; Reid et al., 2003; Caselli et al., 

2011). A definição internacional de probióticos é dada pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS): são micro-organismos vivos, 

que quando administrados em quantidades adequadas, conferem 

benefícios à saúde do hospedeiro (Food and agriculture organization 

of the United Nations). 

São muitos os micro-organismos que podem ser 

aplicados como probióticos. Dentre elas temos as bactérias ácido-

lácticas como os gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium, bactérias 

não ácido-lácticas como algumas cepas das espécies Escherichia coli 

e Bacillus cereus e leveduras, como o Saccharomyces boulardii 

(Coppola, Turnes, 2004; Williams, 2010). 

Os efeitos salutares dos micro-organismos probióticos 

no hospedeiro se dão por incremento das propriedades da microbiota 

pré-existente (nativa), entretanto, os mecanismos com que exercem 

sua função ainda não foram completamente elucidados. Alguns 
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processos, independentes ou associados, têm sido citados por alguns 

autores. Em um deles ocorre uma competição entre probióticos e 

patógenos por nutrientes e sítios de fixação, impedindo 

transitoriamente a ação deste último (Cross, 2002). Outro processo é 

transcorrido por síntese, pelos probióticos, de substâncias como: 

bacteriocinas, peróxido de hidrogênio e algumas enzimas atuantes 

(Coppola, Turnes, 2004). 

Para serem bem sucedidos em suas funções, os 

probióticos devem possuir determinadas características que resultem 

em efeitos benéficos mensuráveis na saúde do hospedeiro. Para tal, os 

probióticos devem ser específicos e compatíveis com o hospedeiro, 

com um histórico sem patogenicidade e com segurança para uso 

humano; devem ser capazes de resistir ao meio físico quando da 

passagem pelo tubo digestivo, quanto ao pH ácido e à ação biliar; 

devem estar aptos a aderir e colonizar a mucosa intestinal 

rapidamente, interagindo com outras espécies; devem ser 

metabolicamente ativos no intestino, capazes de estimular o sistema 

imune e produzir substâncias antimicrobianas, ao mesmo tempo que 

primam pela ausência de genes determinantes na resistência aos 

antibióticos (Saad, 2006). 

Estudos demonstram que os probióticos são capazes de 

modular a resposta imune induzida por antígenos provenientes dos 

constituintes da parede celular de micro-organismos (Thomas et al., 

2009; Liu et al., 2010). Os probióticos participam na imunomodulação 

da resposta imune de várias maneiras, seja favorecendo a atividade 

fagocítica inespecífica por meio da ativação dos macrófagos (Cross, 
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2002; Jain et al., 2008) ou alterando o equilíbrio de citocinas (Amital 

et al., 2007). 

Sendo assim, torna-se importante analisar os efeitos 

imunomoduladores de Lactobacillus rhamnosus quando as células de 

defesa são estimuladas por importantes constituintes de bactérias 

Gram-negativas, como lipopolissacarídeo (LPS), de bactérias Gram-

positivas, como ácido lipoteicóico (LTA) e de leveduras, como a 

manana (MAN), a fim de compreender melhor os benefícios dos 

probióticos bem como melhorar sua indicação terapêutica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

2.1 Probióticos e resposta imune 

 

 

Os probióticos tem se tornado, cada vez mais, um 

assunto de grande relevância dentro do meio científico. Procurando 

esclarecer os mecanismos pelos quais eles agem na microbiota 

residente ou na resposta imunológica do hospedeiro, alguns autores 

têm utilizado em seus estudos tanto os micro-organismos probióticos 

vivos, como somente alguns de seus componentes isolados (Gilbert et 

al., 2013; Ganguli et al., 2013; Habil et al., 2011; Miyazawa et al., 

2011). 

Veckman et al. (2004) analisaram a capacidade de 

bactérias Gram-positivas, Streptococcus pyogenes (patogênico) e 

Lactobacillus rhamnosus (não patogênico) de induzirem a maturação 

de células dendríticas derivadas do monócito humano. A estimulação 

das células dendríticas com S. pyogenes induziu produção de 

Interleucina-2 (IL-2) e Interleucina-12 (IL-12), além de algumas 

subunidades das interleucinas IL-23 e IL-27. Em contraste, o estímulo 

de L. rhamnosus sobre as células dendríticas produziu baixos níveis de 

citocinas e quimiocinas. Além disso, não houve produção de IL-2 ou 

IL-12. A maturação das células dendríticas e produção de citocinas e 
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quimiocinas induzida por bactérias foram reduzidas quando as 

bactérias foram inativadas pelo calor, demonstrando a propriedade 

imunomoduladora presente nos probióticos. 

Ryu et al. (2009) avaliaram os efeitos 

imunoestimulatórios de três bactérias Gram-positivas: Staphylococcus 

aureus (patogênico), Bacillus subtilis (não patogênico) e Lactobacillus 

plantarum (probiótico) sobre macrófagos de camundongos da 

linhagem RAW 264.7. Quando os macrófagos foram estimulados com 

uma suspensão de S. aureus ou B. subtilis mortos pelo calor houve 

uma produção de óxido nítrico dose dependente enquanto no caso de 

L. plantarum, houve uma produção mínima deste mediador 

inflamatório. Já LTA purificado de S. aureus ou B. subtilis induziu a 

produção de óxido nítrico e TNF-α, o que não aconteceu com LTA 

purificado de L. plantarum, que apresentou uma fraca indução dessas 

substâncias. 

Liu et al. (2011) investigaram a atividade antioxidante 

e imunomoduladora dos exopolissacarídeos de Lactobacillus 

paracasei subespécie paracasei NTU 101 e Lactobacillus plantarum 

NTU 102 sobre células RAW 264.7. Os exopolissacarídeos 

apresentaram potencial antioxidante e induziram a produção de IL-6, 

IL-1β e TNF-α, os quais variaram de acordo com a dose utilizada, 

podendo ser utilizados como um imunomodulador benigno para os 

macrófagos.  

Embora os estudos de Veckman et al. (2004), Ryu et 

al. (2009) e Liu et al. (2011) tenham sido feitos com diferentes cepas 

bacterianas, todos rumam na direção dos mesmos resultados: a 
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indução de citocinas e outros mediadores das células avaliadas na 

resposta imune, frente ao estímulo probiótico, atinge níveis mais 

equilibrados. Ryu et al. (2009), no entanto, embasam a sua 

argumentação no fato de que as diferentes bactérias apresentam 

diferenças na constituição do seu LTA, o que propicia diferentes 

respostas do sistema imune, enquanto Liu et al. (2011) apontam os 

exopolissacarídeos como outro promotor dessa atividade 

imunomoduladora benéfica. 

Muito comum também são os estudos feitos em 

modelos animais, saudáveis ou com doenças induzidas. Em 2012, 

Smelt et al. investigaram os efeitos imunomoduladores de duas cepas 

de lactobacilos tidos como probióticos, L. plantarum WCFS1 e L. 

salivarius UCC118, e uma cepa não probiótica, Lactococcus lactis 

MG1363, em ratos saudáveis. Todas as três cepas bacterianas 

reduziram a produção de citocinas por linfócitos T auxiliares do baço, 

após reestimulação ex vivo. O efeito sobre a produção de IFN-γ, IL-5, 

IL-10 e IL-17 por linfócitos T CD4+ e CD8+ foi dependente da cepa 

administrada. A imunomodulação sistêmica também foi observada, 

não só após tratamento com bactérias probióticas, mas também após o 

tratamento com bactérias não probióticas. Assim, os autores 

concluíram que em ratos saudáveis, os lactobacilos podem ajustar a 

imunidade de células T em favor de um estado que favoreça a defesa 

do hospedeiro. 

Oliveira et al. (2011), Philippe et al. (2011), Jeon et al. 

(2012) e Zhao et al. (2013) investigaram o papel de vários probióticos, 

Lactobacillus paracasei (CNCM I-2116), Bifidobacterium lactis, 
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Bifidobacterium breve, e Bifico (uma mistura de bifidobactérias, 

lactobacilos e enterococos) na inflamação intestinal usando o modelo 

de colite experimental em ratos. Como resultados foram obtidos 

redução significante na perda de peso dos animais, no infiltrado de 

neutrófilos e na expressão de IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α e IFN-γ e 

aumento de IL-2, IL-4 e IL-10, concluindo-se que a administração 

desses probióticos foi segura e teve efeito preventivo contra a colite. 

Villena et al. (2012) demonstraram que a administração 

via oral de Lactobacillus rhamnosus foi capaz de aumentar os níveis 

de IFN-γ, IL-6 e IL-10 no trato respiratório de ratos expostos a uma 

molécula viral, modulando de modo benéfico a imunidade da mucosa 

respiratória. 

Além disso, os probióticos podem apresentar papel 

regulador na microbiota oral, defendendo-a contra agentes infecciosos 

ou até mesmo oportunistas. Riccia et al. (2007) analisaram os efeitos 

anti-inflamatórios de L. brevis em pacientes com doença periodontal, 

os quais inibiram a produção de óxido nítrico. Iniesta et al. (2012) 

investigaram os efeitos de probióticos administrados via oral na 

microbiota oral e concluíram que houve redução no número de 

patógenos periodontais Porphyromonas gingivalis e Prevotella 

intermedia. Dos Santos et al. (2009) avaliaram se o consumo de 

probióticos seria capaz de influenciar a resposta imunológica 

específica contra Candida e a presença dessas leveduras na cavidade 

bucal. Foi constatado que o uso de probióticos reduziu a contagem de 

Candida na cavidade bucal, principalmente devido a concorrência 

entre os micro-organismos e não tão somente devido a secreção de 
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fatores específicos da estimulação da resposta imune. Mendonça et al. 

(2012) avaliaram se o consumo do probiótico Yakult LB® 

(Lactobacillus casei e Bifidobacterium breve) foi capaz de influenciar 

a resposta imunológica contra Candida em indivíduos idosos. Os 

resultados mostraram que houve redução significativa na prevalência 

de Candida e um aumento significativo dos níveis de IgA anti-

Candida. Matsubara et al. (2012) analisaram os efeitos de probióticos 

(Lactobacillus acidophilus ou L. rhamnosus) em comparação com a 

nistatina em ratos imunossuprimidos, que foram submetidos a 

inoculação oral com Candida albicans. Os grupos dos probióticos 

apresentaram menos colonização por C. albicans na mucosa oral 

quando comparado com o grupo não tratado ou tratado com nistatina. 

Burton et al. (2013) constataram que a ingestão regular do probiótico 

Streptococcus salivarius M18 pode proporcionar benefícios a saúde 

oral, diminuindo a contagem de Streptococcus mutans, um dos 

principais micro-organismos envolvidos na etiologia da cárie de 

superfície lisa. 

Estudos demostraram também a ação dos probióticos 

na inibição da adesão de alguns micro-organismos. Segundo Candela 

et al. (2005), os probióticos podem desalojar as bactérias patogênicas 

e suas toxinas, previamente aderidas ao epitélio. Tinrat et al. (2011) 

observaram que Lactobacillus salivarius MTC 1026 inibiu 

significativamente o processo de adesão de Escherichia coli ATCC 

25922 e Salmonella typhimurium ATCC 13311 em monocamadas de 

Caco-2 (células de adenocarcinoma coloretal) além de reduzir a 

invasão de ambos os agentes patogênicos. Dhanani et al. (2013) 
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demonstraram que L. plantarum CS24.2 foi capaz de inibir a adesão 

de Escherichia coli e atenuar a expressão de TNF-α e IL-8 em células 

HT-29 (células de carcinoma do cólon). 

A literatura aponta os probióticos como reguladores do 

sistema imune e de microbiotas das mucosas, promovendo o equilíbrio 

nos mesmos. Estudos têm demonstrando estimulação na liberação de 

citocinas pelas células do sistema imune, outros, inibição, ou ainda 

nenhum efeito sobre as mesmas (Torii et al., 2007; Segawa et al., 

2008; Jang et al., 2012), de modo que este papel imunomodulador dos 

probióticos é de grande importância e requer estudos mais 

aprofundados a fim de compreender melhor seu mecanismo de ação 

nas células de defesa, especialmente quando estas são estimuladas por 

algum patógeno, podendo contribuir  para maior indicação terapêutica 

dos probióticos. 

 

 

2.2 Constituintes das paredes celulares microbianas 

 

 

2.2.1 Lipopolissacarídeo (LPS) 

 

 

Classicamente, LPS ou endotoxinas derivados da 

membrana externa de bactérias Gram-negativas tem sido usados para 

estimular a resposta inflamatória, como controle positivo, em muitos 

experimentos in vitro. LPS apresenta múltiplos e diferentes efeitos 
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sobre macrófagos, como a regulação das funções dos mesmos (Van 

Lenten, Fogelman, 1992; Hsu, Twu, 2000) e uma grande estimulação 

na produção de mediadores inflamatórios (Hsu, Wen, 2002), podendo 

causar, in vivo, lesões pulmonares agudas (Tumurkhuu et al., 2008) ou 

a síndrome do choque séptico (Watson et al., 1999). 

Está documentado que a endotoxina estimula a via de 

imunidade inata, por meio da ativação de receptores toll-like (TLR)-4 

e de diversas proteínas, incluindo a proteína de ligação de LPS (LBP), 

CD14 e proteína diferencial mielóide 2 (MD2). Isto leva a ativação 

intracelular do fator nuclear kappa B (NF-κB) e resulta na síntese e 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (Qureshi et al., 1999; Poltorak 

et al., 2000; Creely et al., 2007; Baker et al., 2009; Youssef-Elabd et 

al., 2012). 

As endotoxinas são responsáveis por vários efeitos 

biológicos importantes, como quimiotaxia de polimorfonucleares 

(PMN), ativação do sistema complemento, indução de febre, 

hipotensão e choque, coagulação intravascular, ativação policlonal de 

linfócitos B e produção de anticorpos não-específicos (Harper et al., 

1994; Nair, 2004; Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2007). 

Vários estudos mostraram que células do sistema 

imune, quando colocadas sob o estímulo de LPS, liberam diversas 

citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL-1, IL-6 e IL-8, óxido 

nítrico, prostaglandina E2, leucotrienos, ciclo-oxigenase e fator 

ativador de plaquetas (PAF) (Morse, 1981; Matsushita et al., 1999; 

Walport et al., 2010; Yang et al., 2012; Kim et al., 2013; Park et al., 

2013). Dentre estas citocinas liberadas em resposta ao LPS, destacam-
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se IL-1, IL-1 e TNF-, que são ativadoras de osteoclastos, 

participando do processo de reabsorção óssea, que é extremamente 

importante no desenvolvimento da alteração periapical (Murakami et 

al., 2001; Nair, 2004; Hong et al., 2004; Islam et al., 2007; Oliveira et 

al., 2012). 

LPS já é tido como um importante indutor de células. 

Chiu et al. (2010) testaram a influência de diferentes cepas probióticas 

na expressão relativa de TNF-α em células da linhagem THP-1 

(monócitos humanos) ativados com LPS. Foi notada que a diferença 

entre o grupo tratado apenas com LPS e os grupos tratados com LPS e 

diferentes probióticos se deve principalmente a cepa utilizada. Em 

alguns grupos notou-se a manutenção da expressão de TNF-α e em 

outros o aumento ou diminuição da expressão do mesmo.  

LPS também pode participar na formação do biofilme, 

modulando a sua formação e resistência. Henry-Stanley et al. (2003) 

demonstraram que LPS pode proteger contra a disseminação extra-

intestinal de C. albicans, inoculadas oralmente, pela inibição da 

adesão das leveduras ao epitélio intestinal. Bandara et al. (2009) 

avaliaram a interação in vitro de seis espécies de Candida e de E. coli 

na formação de biofilmes heterotípicos de cada espécie de Candida 

com E coli, para avaliar o efeito de LPS na formação do biofilme de 

Candida. Foi constatada uma significante inibição da formação do 

biofilme de Candida por E. coli com aumento da formação do 

biofilme de E. coli, simultaneamente. Masadeh et al. (2013) 

constataram que o perfil de LPS de Pseudomonas aeruginosa 

influenciou o padrão de formação de biofilme, contribuindo para sua 
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resistência frente aos antibióticos, se comparadas a sua forma 

planctônica.  

Assim, sendo LPS um importante fator de virulência 

das bactérias Gram-negativas, contribuindo para indução e/ou 

exacerbação do processo inflamatório, torna-se importante sua 

utilização como um forte estímulo microbiano para o estudo da 

imunomodulação induzida por bactérias probióticas.  

 

 

2.2.2 Ácido Lipoteicóico (LTA) 

 

 

As bactérias Gram-positivas apresentam parede celular 

composta por uma rede complexa, cujos componentes principais são o 

peptideoglicano e o ácido lipoteicóico (LTA), ambos associados à 

manutenção da integridade estrutural e morfologia bacteriana (Saar-

Dover et al., 2012). Embora muito menos relatado que LPS, LTA já é 

considerado como o equivalente a LPS em diversos aspectos 

(Kengatharan et al., 1998; Sriskandan, Cohen, 1999). 

LTA é um polímero de glicerolfosfato ou ribitolfosfato 

covalentemente ligado ao glicolipídeo na membrana citoplasmática e 

projeta-se através da camada de peptidoglicano (Neuhaus, Baddiley, 

2003; Siqueira Jr, Rôças, 2007; Weidenmaier, Peschel, 2008), sendo 

essencial para o crescimento bacteriano (van Amersfoort et al., 2003). 

LTA do tipo poliglicerolfosfato é produzido pela maior parte das 

bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus, Bacillus 



27 
 

subtilis e Lactobacillus plantarum, enquanto que um pequeno número 

de bactérias tais como Streptococcus pneumoniae e Streptococcus 

oralis expressa LTA do tipo poliribitolfosfato (Hogg et al., 1997;. Seo 

et al., 2008). 

Zeng et al. (2010) constataram que os proteomas de 

monócitos humanos tratados com LTA de S. aureus e L. plantarum 

apresentavam algumas similaridades, entretanto, várias proteínas de 

resposta imune foram expressas de maneira diferente nas células após 

o estímulo com os dois tipos de LTA. Em outro estudo feito por Kim 

et al. (2008), com LTA de S. aureus e L. plantarum, foi encontrado 

que LTA de L. plantarum pode agir como um antagonista de LTA de 

S. aureus e que esse antagonismo poderia ser útil para suprimir o 

choque séptico causado por bactérias Gram-positivas. LTA desses 

micro-organismos são apenas um exemplo das diferenças estruturais e 

químicas existentes na estrutura de sua parede celular. 

Alguns autores (Wang et al., 2003; van Amersfoort et al., 2003; 

Kang et al., 2011) relataram que LTA pode ativar macrófagos e com 

isso induzir a liberação de óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-1β, IL-6 e TNF-α, e sugeriram que a habilidade do LTA de 

influenciar a resposta imune é espécie dependente e também que a 

ativação celular ocorre pela sinalização via TLR-2 e PAFR (Wang et 

al., 2003; van Amersfoort et al., 2003; Siqueira Jr, Rôças, 2007; Park 

et al., 2013). Estes resultados foram observados também com S. 

pneumoniae (Schwandner et al., 1999), S. aureus (Han et al., 2003) e 

Enterococcus faecalis (Baik et al., 2008). LTA, assim como o 

peptideoglicano, pode ainda induzir a liberação de IFN-γ, induzir 
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falhas circulatórias e causar uma síndrome da resposta inflamatória 

sistêmica moderada (Mattsson et al., 1993; van Amersfoot et al., 

2003). 

Além da resposta inflamatória e síndrome séptica, também está 

envolvido com formação de biofilme e adesão a superfícies, como o 

dente, devido sua atividade adsortiva à hidroxiapatita (Han et al., 

2006; Fabretti et al., 2006; Baik et al., 2008; Lee et al., 2009). LTA 

também vem sendo associado a patogênese de pulpite. Telles (2003) 

confirma que LTA de estreptococos é capaz de induzir o aumento do 

fator de crescimento vascular endotelial, bem como desencadear a 

ocorrência de apoptose em odontoblastos e a expressão de um fator 

pró-angiogênico.  

Como verificado na literatura, LTA é um importante fator de 

virulência de bactérias Gram-positivas e ativador de macrófagos, 

sendo importante estudar seu papel sobre macrófagos na ativação de 

diferentes citocinas anti e pró-inflamatórias na presença ou ausência 

de cepas probióticas. 

 

 

2.2.3 manana 

 

 

A parede da célula fúngica apresenta como principal 

constituinte a manana, que é um componente glicoprotéico, rico em 

manose, com capacidade antigênica, sendo capaz de estimular 

macrófagos a produzirem citocinas (Garner et al., 1994). Campos 
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(2004) afirmaram que este componente fúngico também pode estar 

envolvido na supressão da resposta inflamatória. 

Sabe-se que a manana exerce várias funções biológicas 

importantes, como auxílio na adesão a células do hospedeiro (Dalle et 

al., 2003), interação com macrófagos (Hobson et al., 2004), 

manutenção da integridade da parede celular (Singleton et al., 2005) e 

envolvimento na virulência (Mille et al., 2004). mananas são 

polissacarídeos altamente ramificados, constituídos por um arcabouço 

de resíduos de manose unidos principalmente por ligações α-1,6, 

apresentando ligações cruzadas α-1,2 e raramente α-1,3. Altas 

proporções de moléculas de fosfato ligadas por meio de pontes 

fosfodiéster são encontradas nas mananas (Jorge, 2012). Dalle et al. 

(2003) mostraram que os oligomanosídeos α-1,2 e β-1,2 estão 

envolvidos na interação entre C. albicans e enterócitos e participam da 

adesão de leveduras a superfície mucosa. Hobson et al. (2004) 

demonstraram que a perda de manosilfosfato da parede celular de C. 

albicans não influenciou o reconhecimento dos macrófagos. Mille et 

al. (2004) mostraram que a inativação do gene CaMIT1 causa uma 

grande mudança na manosilação de manoproteínas de C. albicans e 

reduz a virulência dessa levedura. Singleton et al. (2005) afirmaram 

que a perda da fração ácido lábil resulta numa mudança em toda a 

conformação da manoproteína, o que influencia na hidrofobicidade da 

parede celular. 

As mananas de diferentes espécies tem diferentes 

composições, embora todas elas guardem semelhanças entre si. 

Existem diferenças até mesmo entre as mananas de uma mesma 
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espécie fúngica. A manana de Saccharomyces cerevisiae contém uma 

manobiose ligada ao grupamento α-1,3 através de grupos fosfato na 

cadeia lateral (Rosenfeld, Ballou, 1974). Já as mananas de C. albicans 

variam de acordo com o seu sorotipo. As cadeias do sorotipo A são 

maiores e possuem maior quantidade de ligações α-1,2 entre os 

carbonos das manoses se comparadas ao sorotipo B (Suzuki, 1997). 

Da mesma forma que LPS e LTA, os fungos tem suas 

estruturas reconhecidas por receptores TLR-2 e TLR-4. Alguns 

autores descreveram o papel de TLR-2 e TLR-4 na resistência de 

células murinas a infecção e a produção de citocinas in vitro em 

resposta a células de C. albicans (Netea et al., 2002; Bellocchio et al., 

2004; Van der Graaf et al., 2005). Figueiredo et al. (2012) ao 

estudarem Pseudallescheria boydii, constataram que TLR-2 reconhece 

os α-glucanos desse micro-organismo, enquanto TLR-4 medeia o 

reconhecimento de ramnomananas de P. boydii e de mananas de C. 

albicans. TLR-2, identificado como o receptor do PAMP (padrões 

moleculares associados a patógenos) de fosfolipomanana associados à 

parede celular de C. albicans, desencadeia a produção de citocinas 

pró-inflamatórias por meio de ativação do NF-κB (Jouault et al., 2003; 

Roeder et al., 2004). 

Peres et al. (2010) constataram que a incubação da 

manana de Trichophyton rubrum purificada com células 

mononucleares levou à inibição da resposta inflamatória a vários 

estímulos diferentes. Além disso, verificaram que a manana inibiu a 

proliferação de queratinócitos, o que poderia permitir o 

desenvolvimento de uma infecção crônica. A manana liga-se 
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seletivamente a monócitos, causando um efeito inibitório na função 

imune mediada por células (Campos, 2004), de modo que a manana 

torna-se um fator importante a ser estudado na estimulação de 

macrófagos na presença de bactérias probióticas. 

A literatura tem demonstrado que os probióticos 

favorecem a atividade fagocítica inespecífica de macrófagos, bem 

como sua ativação e produção de citocinas pró e anti-inflamatórias. 

Entretanto, as condições que influenciam seus efeitos 

imunomoduladores ainda não estão claramente definidas. Assim, 

torna-se de grande importância avaliar o papel imunomodulador dos 

probióticos em macrófagos na presença de diferentes estímulos de 

origem bacteriana e fúngica, a fim de ampliar a compreensão de seus 

efeitos em condições patológicas, possibilitando uma melhor 

indicação de uso terapêutico. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de 

Lactobacillus rhamnosus ou seus produtos na imunomodulação, pela 

análise de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12) e 

anti-inflamatórias (IL-4 e IL10) produzidas por macrófagos 

estimulados com diferentes moléculas de origem microbiana (LPS, 

LTA e manana). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

4.1 Lactobacillus rhamnosus 

 

 

Neste estudo foi utilizada a cepa padrão de L. 

rhamnosus ATCC 7469, obtida no Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia do Instituto de Ciência e Tecnologia – UNESP. 

As cepas foram semeadas em Ágar Man-Rogosa-Shape 

(MRS) e cultivadas a 37ºC em 5% de CO2 por 24 h. A partir das 

colônias isoladas pela técnica de semeadura por esgotamento, e 

confirmadas pela coloração de Gram, foram obtidas colônias puras de 

L. rhamnosus as quais foram semeadas em caldo MRS. Após o 

cultivo, foram obtidas três preparações diferentes do micro-organismo 

probiótico para ensaios posteriores: 

 

1) L. rhamnosus vivo (LV): as culturas puras 

bacterianas foram centrifugadas por 10 min a 8300 xg e os 

sobrenadantes descartados. Os sedimentos foram ressuspensos em 

solução fisiológica estéril e apirogênica e centrifugados novamente. 

Este procedimento foi repetido mais uma vez e após a última 

centrifugação, o sedimento foi resuspenso em PBS estéril e 

apirogênico até a concentração de 5 x 107 células/mL, padronizada em 
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espectrofotômetro com comprimento de onda de 540 nm na densidade 

óptica de 0,4; 

2) L. rhamnosus morto (LM): uma fração da 

suspensão anterior (LV) foi autoclavada a 121ºC por 15 min e 

reservada para posterior utilização; 

3) Sobrenadante de L. rhamnosus (SL): uma 

fração da suspensão anterior (LM) foi centrifugada por 10 min a 8300 

xg, o sedimento foi descartado e o sobrenadante reservado para 

posterior utilização. 

 

 

4.2 Moléculas microbianas 

 

 

Foram utilizados LPS de Escherichia coli (Sigma-

Aldrich, Alemanha), LTA de Streptococcus faecalis (Sigma-Aldrich, 

Alemanha) e manana de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, 

Alemanha), todos na concentração 1 µg/mL. 

 

 

4.3 Cultura de macrófagos 

 

 

Foram utilizados macrófagos de camundongos da 

linhagem RAW 264.7, obtidos do banco de células da Associação 

Técnico Científica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, RJ). 
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Essas células foram cultivadas em frascos de cultivo celular com meio 

de cultura Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) completo 

(suplementado com 10% de soro fetal bovino), e incubadas em estufa 

à temperatura de 37ºC, com umidade atmosférica contendo 5% de 

CO2 (Figura 1A). 

O meio de cultura foi trocado a cada dois dias e houve 

o controle de cada frasco de cultivo celular com auxílio de 

microscopia com luz invertida (Nikon) (Figura 1B). 

A partir do momento que foi constatado estado de 

confluência das células, o qual pode ser descrito pela ocupação de 

mais de 70% do frasco, foram realizados subcultivos celulares. Para 

esse subcultivo, o meio DMEM do frasco da cultura foi aspirado com 

auxílio de pipeta apirogênica e descartado. Posteriormente, foram 

acrescentados 3 mL de meio fresco, com o qual foram realizadas três 

lavagens, e a seguir, descartado. Mais 3 mL de meio fresco foram 

acrescentados e as células foram liberadas com a ajuda de um varredor 

celular e transferidas para tubo tipo Falcon (TPP, Suíça). A suspensão 

de células foi centrifugada a 3300 xg durante 5 min a 25ºC. Em 

seguida, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 

meio fresco e distribuídas em novos frascos de cultivo celular. Cada 

subcultivo equivale a uma passagem. Os macrófagos utilizados em 

todos os experimentos estavam na sétima passagem. 
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Figura 1 – (A) Frasco de cultivo celular com meio DMEM acrescido de 10% de 
soro fetal bovino; (B) Morfologia e controle da cultura celular de macrófagos 
(RAW 264.7) após o subcultivo. Microscopia óptica, aumento de 200x. 
 

 

4.4 Ensaios de ativação celular  

 

 

Para realização dos testes, foram realizados os mesmo 

passos para o subcultivo da linhagem celular, no entanto, após a 

ressuspensão das células foi realizada a contagem de células viáveis 

em câmara de Neubauer, pelo método de exclusão utilizando azul de 

Tripan. 

Os macrófagos foram distribuídos em microplacas de 

poliestireno de 24 poços, sendo que em cada poço foram colocadas 5 

x 105 células viáveis acrescentado do meio DMEM completo até obter 

o volume final de 1 mL. As placas foram incubadas por 24 h 

(37ºC/5% CO2), para ocorer a aderência celular. Após, as células não 

aderidas foram removidas e as demais células foram lavadas três vezes 

com PBS estéril e apirogênico (Figura 2A). Foram acrescentados 500 

A B 
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µL de meio DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino sem 

adição de antibióticos (Cross et al., 2004). 

As diferentes preparações dos probióticos bem como 

os diferentes produtos microbianos (LTA, LPS ou manana) foram 

adicionados concomitantemente na cultura celular. Alíquotas de 500 

µL de cada suspensão de L. rhamnosus (LV, LM ou SL) foram 

adicionadas em diferentes poços da placa (Figura 2B), totalizando 

volume final de 1 mL. Nos poços dos grupos controles foi 

acrescentado o mesmo volume de solução fisiológica estéril e 

apirogênica. No mesmo momento, foram acrescentados LPS, LTA ou 

manana, na concentração final de 1 µg/mL. Os testes foram realizados 

em triplicata, sendo 4 repetições em cada, totalizando 12 amostras 

para cada grupo experimental. A distribuição dos grupos e os 

respectivos ensaios de ativação celular encontram-se esquematizados 

no Quadro 1. 

 

 
 

Figura 02 – (A) Lavagem com PBS estéril e apirogênico das células não aderidas 
para a remoção das mesmas. (B) Acréscimo das alíquotas das diferentes 
preparações de L. rhamnosus, de acordo com o grupo experimental. 

 

 

A B 
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Quadro 1 – Distribuição dos grupos experimentais e controle. 
 

GRUPOS SUSPENSÃO DE 
L. rhamnosus 

PRODUTOS 
MICROBIANOS 

EXPERIMENTAL 
(n=108) 

LV 
(n=36) 

LPS (n=12) 
LTA (n=12) 

manana (n=12) 

LM 
(n=36) 

LPS (n=12) 
LTA (n=12) 

manana (n=12) 

SL 
(n=36) 

LPS (n=12) 
LTA (n=12) 

manana (n=12) 

CONTROLE 
DAS MOLÉCULAS 

MICROBIANAS 
(n=36) 

 

-- 
LPS (n=12) 
LTA (n=12) 

manana (n=12) 

CONTROLE 
DO PROBIÓTICO 

(n=36) 

LV (n=12) 
LM (n=12) 
SL (n=12) 

-- 

CONTROLE 

NEGATIVO 
(n=12) 

 

-- -- 

 

Após a adição das suspensões de L. rhamnosus e/ou 

produtos microbianos, as placas foram incubadas por um período de 

2,5 h a 37ºC e 5% de CO2. Passado este período, as células foram 

lavadas três vezes e foi acrescentado meio DMEM com gentamicina 
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(Gibco®, São Paulo, Brasil) na concentração de 50 µg/mL de meio. A 

placa de cultura celular foi incubada por mais 16 h e, após, os 

sobrenadantes foram recolhidos, aliquotados e armazenados em 

freezer (-80ºC) para a posterior análise das citocinas. 

 

 

4.5 Detecção e quantificação de citocinas 

 

 

Para o teste ELISA, placas de microtitulação de 96 

poços foram sensibilizadas com anticorpos de captura específicos para 

cada citocina de camundongo (anti-TNF-, anti-IL-1β, anti-IL-4, anti-

IL-6, anti-IL-10 ou anti-IL-12) (R & D Systems, NE), sendo 100 

L/poço. As placas permaneceram overnight em temperatura 

ambiente. 

Posteriormente, as placas foram lavadas com 300 μL 

de Tampão de Lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20) por 

três vezes com auxílio de pipetador multicanal. Após, as placas foram 

bloqueadas com tampão de bloqueio (PBS acrescido de 0,1% de Soro 

Albumina Bovino - BSA). As placas foram mantidas em temperatura 

ambiente por uma hora. 

Após os procedimentos de lavagem, foram adicionados 

nas placas 100 μL do padrão de citocinas (curva-padrão) ou 100 μL 

das amostras (sobrenadantes da cultura celular) (Figura 3A). Os testes 

foram realizados em duplicata. As placas foram mantidas por duas 

horas em temperatura ambiente. 
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Após os procedimentos de lavagem, foram 

acrescentados em cada poço das placas 100 μL de anticorpo de 

detecção (anti-TNF-α, anti-IL-1β, anti-IL-4, IL-6, anti-IL-10 ou anti-

IL-12) marcado com biotina. As placas foram mantidas em 

temperatura ambiente por 2 h. Novas lavagens foram feitas e logo 

após foram adicionados em cada poço 100 μL de estreptavidina 

conjugada com enzima peroxidase. As placas foram cobertas com 

papel alumínio e mantidas em temperatura ambiente por 20 min. 

Após os procedimentos de lavagem, foram adicionados 

em cada poço 100 μL da solução de substrato cromogênico, composto 

por Reagente A (peróxido de hidrogênio) e Reagente B 

(tetrametilbenzidina) na proporção de 1:1 (Figura 3B). As placas 

foram mantidas, cobertas com papel alumínio, à temperatura ambiente 

por 20 min. 

Logo após foram adicionados 50 μL da solução de 

parada da reação (ácido sulfúrico 2N) (Figura 3C). As placas foram 

imediatamente levadas ao leitor de microplacas (Nunc, Dinamarca), 

com comprimento de onda de 450 nm (Figura 3D). 
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Figura 03 – (A) Adição das amostras padrão (curva) e sobrenadantes das culturas 
celulares; (B) Adição da solução de substrato cromogênico; (C) Adição da 
solução de parada (ácido sulfúrico 2N); (D) Placa com a reação terminada e 
pronta para ser levada ao leitor de microplacas. 
 

Após obtenção das densidades ópticas, foram 

determinados, em pg/mL, os níveis de TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-

10 e IL-12 presentes nas amostras, com auxílio do programa Graph 

Pad Prism 5.0. 

 

 

4.6 Análise estatística 

 

 

Os dados foram analisados estatisticamente pela 

análise de variância ANOVA, complementado pelo teste de Tukey, a 

fim de verificar as diferenças entre grupos. Foi utilizado o programa 

estatístico GraphPad Prism e o nível de significância foi de 5% 

(p≤0,05). 

B A 

C D 
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5 RESULTADOS 

 

 

 

 

5.1 Fator de necrose tumoral-α 

 

 

Após a obtenção dos valores da concentração de TNF- 

α, os dados foram submetidos à análise estatística descritiva, conforme 

demonstrado na tabela 1. 
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Tabela 1 – Valores médios de TNF-α (pg/mL) e desvios padrão 
obtidos para cada grupo experimental 
 

Grupos Média (pg/mL) Desvio-padrão 

LPS+LV 11945,64 1117,00 

LPS+LM 11589,50 1116,00 

LPS+SL 1436,46 613,10 

LPS+-- 1769,99 119,80 

LTA+LV 615,42 49,41 

LTA+LM 509,24 45,23 

LTA+SL 957,75 102,30 

LTA+-- 139,20 17,26 

MAN+LV 4948,21 386,10 

MAN+LM 4307,28 320,80 

MAN+SL 7338,24 1450,00 

MAN+-- 823,76 204,90 

--+LV 1548,45 287,40 

--+LM 1621,33 293,30 

--+SL 426,35 167,10 

controle 8,48 8,90 
LPS = Lipopolissacarídeo; LTA = Ácido lipoteicóico; MAN = manana; LV = 
Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. rhamnosus morto; SL = 
Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = Ausência de estímulo. 
 

Os valores de TNF-α (pg/mL) produzidos por 

macrófagos sob estimulação de LPS, LTA ou manana na presença ou 

ausência de diferentes suspensões de Lactobacillus rhamnosus estão 

demonstrados nas figuras 4, 5 e 6, respectivamente. A comparação do 
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poder indutor da produção de TNF-α de cada molécula microbiana 

isolada está demonstrada na figura 7. Letras diferentes indicam 

diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 

 

 
 

Figura 4 – Valores médios de TNF-α (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LPS, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Com relação ao estímulo com LPS, pode-se observar 

que nos grupos nos quais as células foram estimuladas na presença de 

LV ou LM houve produção de TNF-α significativamente superior aos 

demais grupos (p<0,0001). Os grupos estimulados com LPS na 

presença de SL, ou somente com LPS, LV ou LM apresentaram 

produção semelhante de TNF-α, inferior aos grupos LPS+LV e 

LPS+LM e superior ao grupo estimulado apenas com sobrenadante 

(SL) ou grupo controle negativo da cultura celular. 
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Figura 5 – Valores médios de TNF-α (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LTA, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 

 

Já no que diz respeito ao LTA, observou-se maior 

produção de TNF-α nas culturas estimuladas apenas com LV e LM. O 

grupo LTA+SL apresentou produção de TNF-α estatisticamente 

menor que os grupos anteriores e maior que os demais grupos. A 

estimulação da cultura com o sobrenadante de lactobacilos produziu 

efeitos semelhantes ao estímulo com LTA na presença de lactobacilos 

vivos ou mortos. A estimulação somente com LTA induziu pouca 

síntese de TNF-α, semelhante ao grupo controle. 
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Figura 6 – Valores médios de TNF-α (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação a manana, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Nos grupos estimulados com manana, a maior 

produção de TNF-α se deu no grupo MAN+SL, sendo este grupo 

estatisticamente diferente de todos os demais. O estímulo com MAN 

na presença de lactobacilos vivos ou mortos também induziu a 

produção desta citocina, em níveis menores que o grupo anterior e 

maiores que os demais grupos. Os grupos estimulados somente com 

lactobacilos vivos ou mortos apresentaram pequena produção de TNF-

α, entretanto maior que os grupos estimulados somente com manana, 

SL ou controle. 
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Figura 7 - Valores médios de TNF-α (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
molécula microbiana isolada, bem como a formação de grupos homogêneos. 
 

Observa-se que LPS é capaz de induzir maior produção 

de TNF-α, seguido da manana e do LTA, sendo que todos os grupos 

apresentam-se estatisticamente diferentes entre si (p<0,0001). 

 

 

5.2 Interleucina-1β 

 

 

Após a obtenção dos valores da concentração de IL-1β, 

os dados foram submetidos à análise estatística descritiva, conforme 

demonstrado na tabela 2. 
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Tabela 2 – Valores médios de IL-1β (pg/mL) e desvios padrão obtidos 
para cada grupo experimental. 
 

Grupos Média (pg/mL) Desvio-padrão 

LPS+LV 12,82 3,58 

LPS+LM 7,56 2,91 

LPS+SL 1,53 1,73 

LPS+-- 5,57 2,68 

LTA+LV 0,00 0,00 

LTA+LM 0,25 0,52 

LTA+SL 0,11 0,39 

LTA+-- 0,00 0,00 

MAN+LV 2,33 2,57 

MAN+LM 0,67 1,44 

MAN+SL 0,24 0,85 

MAN+-- 1,25 2,04 

--+LV 7,82 6,85 

--+LM 9,58 4,91 

--+SL 0,00 0,00 

controle 0,47 1,30 
LPS = Lipopolissacarídeo; LTA = Ácido lipoteicóico; MAN = manana; LV = 
Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. rhamnosus morto; SL = 
Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = Ausência de estímulo. 

 

Os valores de IL-1β (pg/mL) produzidos por 

macrófagos sob estimulação de LPS, LTA ou manana na presença ou 

ausência de diferentes suspensões de Lactobacillus rhamnosus estão 

demonstrados nas figuras 8, 9 e 10, respectivamente. A comparação 
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do poder indutor da produção de IL-1β de cada molécula microbiana 

isolada está demonstrada na figura 11. Letras diferentes indicam 

diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 

 

 
 

Figura 8 – Valores médios de IL-1β (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LPS, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 

 

LPS estimulou a produção de IL-1β também, com 

diferença estatística entre os grupos (p<0,0001), sendo que o grupo 

estimulado com LV e LPS apresentou a maior média de produção, 

seguido pelo grupo estimulado com LM e lactobacilos. Os grupos 

estimulados apenas com as suspensões LV, LM forma 

estatisticamente semelhantes entre si e com o grupo estimulado 

somente com LPS. Os grupos estimulados apenas com SL, com SL na 

presença de LPS ou sem nenhum estímulo apresentaram as menores 

médias de produção, sendo semelhantes entre si. 
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Figura 9 – Valores médios de IL-1β (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LTA, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 

 

LTA mostrou-se um fraco indutor da produção de IL-

1β. Os grupos estimulados apenas com as suspensões LV e LM 

apresentaram as maiores médias de produção de IL-1β, no entanto 

estatisticamente diferentes entre si. Os demais grupos estudados 

apresentaram médias muito inferiores ou indetectáveis, sendo todos 

eles estatisticamente semelhantes entre si (p≥0,05). 
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Figura 10 – Valores médios de IL-1β (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação a manana, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

manana, assim como LTA, induziu fracamente a 

produção de IL-1β. O grupo com maior produção desta citocina foi 

aquele ativado apenas com a suspensão LM. Os grupos ativados com 

LV e/ou manana obtiveram um produção intermediária, quando 

comparados aos demais grupos, que apresentaram produção desta 

citocina muito fraca. 
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Figura 11 - Valores médios de IL-1β (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
molécula microbiana isolada, bem como a formação de grupos homogêneos. 
 

Observa-se que o LPS é capaz de induzir maior 

produção de IL-1β, seguido da manana e do LTA, sendo que todos os 

grupos estimulados com LTA e manana apresentam-se 

estatisticamente semelhantes entre si (p<0,0001). 

 

 

5.3 Interleucina-4 

 

 

Os valores de IL-4 (pg/mL) produzidos por macrófagos 

sob estimulação de LPS, LTA ou manana na presença ou ausência de 

diferentes suspensões de Lactobacillus rhamnosus não obtiveram 

diferença estatisticamente significantes (p≤0,05) entre si. A estatística 

descritiva das médias, desvios padrão e os valores de p estão 

demonstrados nas tabelas 3 e 4, respectivamente. 
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Tabela 3 – Valores médios de IL-4 (pg/mL) e desvios padrão obtidos 
para cada grupo experimental 
 

Grupos Média (pg/mL) Desvio-padrão 

LPS+LV 0,0000 0,00 

LPS+LM 0,0000 0,00 

LPS+SL 0,0000 0,00 

LPS+-- 0,0000 0,00 

LTA+LV 0,2195 0,76 

LTA+LM 0,0000 0,00 

LTA+SL 1,0471 2,39 

LTA+-- 0,7724 2,13 

MAN+LV 0,0572 0,19 

MAN+LM 0,2255 0,78 

MAN+SL 0,0000 0,00 

MAN+-- 0,0000 0,00 

--+LV 0,0000 0,00 

--+LM 0,0000 0,00 

--+SL 0,0982 0,22 

controle 0,1095 0,37 
LPS = Lipopolissacarídeo; LTA = Ácido lipoteicóico; MAN = manana; LV = 
Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. rhamnosus morto; SL = 
Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = Ausência de estímulo. 
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5.4 Interleucina-6 

 

 

Após a obtenção dos valores de concentração de IL-6, 

os dados foram submetidos à análise estatística descritiva, conforme 

demonstrado na tabela 5. 
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Tabela 4 – Valores médios de IL-6 (pg/mL) e desvios padrão obtidos 
para cada grupo experimental 
 

Grupos Média (pg/mL) Desvio-padrão 

LPS+LV 1126,44 95,92 

LPS+LM 1134,08 29,00 

LPS+SL 1115,80 18,04 

LPS+-- 1119,32 40,54 

LTA+LV 43,26 79,43 

LTA+LM 60,20 36,01 

LTA+SL 0,16 0,47 

LTA+-- 0,00 0,00 

MAN+LV 64,42 18,22 

MAN+LM 61,05 9,01 

MAN+SL 0,00 0,00 

MAN+-- 0,00 0,00 

--+LV 39,47 27,70 

--+LM 14,18 18,82 

--+SL 0,00 0,00 

controle 0,00 0,00 
LPS = Lipopolissacarídeo; LTA = Ácido lipoteicóico; MAN = manana; LV = 
Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. rhamnosus morto; SL = 
Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = Ausência de estímulo. 
 

Os valores de IL-6 (pg/mL) produzidos por macrófagos 

sob estimulação de LPS, LTA ou manana na presença ou ausência de 

diferentes suspensões de Lactobacillus rhamnosus estão demonstrados 

nas figuras 12, 13 e 14, respectivamente. A comparação do poder 
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indutor da produção de IL-6 de cada molécula microbiana isolada está 

demonstrada na figura 15. Letras diferentes indicam diferença 

estatisticamente significante (p≤0,05). 

 

 
 

Figura 12 – Valores médios de IL-6 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LPS, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Na produção de IL-6, estimulada por LPS, houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos (p<0,0001). Os 

grupos estimulados com LPS na presença ou ausência das suspensões 

bacterianas obtiveram médias de produção de IL-6 superior aos 

demais grupos. Os grupos estimulados apenas com as suspensões LV, 

LM ou SL apresentaram produção de IL-6 semelhantes enter si e ao 

grupo controle. 
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Figura 13 – Valores médios de IL-6 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LTA, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 

 

Houve diferença estaticamente significante entre os 

grupos estimulados com LTA (p<0,0001). Os grupos estimulados com 

as suspensões LV ou LM na presença ou ausência do estímulo 

combinado com LTA apresentaram as maiores médias. Os demais 

grupos apresentaram médias de produção de IL-6 inferiores e 

semelhantes entre si (p≥0,05). 
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Figura 14 – Valores médios de IL-6 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação a manana, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 

 

Houve diferença estaticamente significante entre os 

grupos estimulados com manana (p<0,0001). Os grupos que 

apresentaram as maiores médias de produção de IL-6 foram aqueles 

estimulados com as suspensões LV ou LM em conjunto com a 

manana. O grupo estimulado apenas com a suspensão LV apresentou 

uma produção IL-6 inferior aos anteriores e maior que o grupo 

estimulado apenas com a suspensão LM. Os demais grupos obtiveram 

produção de IL-6 semelhante e inferior a todos os grupos já 

mencionados. 
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Figura 15 - Valores médios de IL-6 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
molécula microbiana isolada, bem como a formação de grupos homogêneos. 
 

Observa-se que o LPS é capaz de induzir maior 

produção de IL-6 (p<0,0001), uma vez que a indução da produção de 

IL-6 por LTA e manana não foi detectável. 

 

 

5.5 Interleucina-10 

 

 

Após a obtenção dos valores de concentração de IL-10, 

os dados foram submetidos à análise estatística descritiva, conforme 

demonstrado na tabela 6. 
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Tabela 5 – Valores médios de IL-10 (pg/mL) e desvios padrão obtidos 
para cada grupo experimental 
 

Grupos Média (pg/mL) Desvio-padrão 

LPS+LV 1480,85 163,60 

LPS+LM 1436,48 354,60 

LPS+SL 1460,60 268,40 

LPS+-- 1469,06 836,40 

LTA+LV 28,43 31,29 

LTA+LM 389,27 668,80 

LTA+SL 14,63 18,73 

LTA+-- 7,28 10,96 

MAN+LV 232,89 104,30 

MAN+LM 1096,08 215,70 

MAN+SL 204,50 89,24 

MAN+-- 1,04 1,90 

--+LV 84,15 107,80 

--+LM 98,69 85,06 

--+SL 7,67 8,44 

controle 15,65 9,38 
LPS = Lipopolissacarídeo; LTA = Ácido lipoteicóico; MAN = manana; LV = 
Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. rhamnosus morto; SL = 
Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = Ausência de estímulo. 
 

Os valores de IL-10 (pg/mL) produzidos por 

macrófagos sob estimulação de LPS, LTA ou manana na presença ou 

ausência de diferentes suspensões de Lactobacillus rhamnosus estão 

demonstrados nas figuras 16, 17 e 18, respectivamente. A comparação 
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do poder indutor da produção de IL-10 de cada molécula microbiana 

isolada está demonstrada na figura 19. Letras diferentes indicam 

diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 

 

 
 

Figura 16 – Valores médios de IL-10 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LPS, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Na produção de IL-6, estimulada por LPS, houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos (p<0,0001). Os 

grupos estimulados com LPS na presença ou ausência das suspensões 

bacterianas obtiveram médias de produção de IL-10 superior aos 

demais grupos. Os grupos estimulados apenas com as suspensões LV, 

LM ou SL apresentaram produção de IL-10 semelhantes entre si e ao 

grupo controle. 
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Figura 17 – Valores médios de IL-10 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LTA, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Na produção de IL-10 com LTA houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,0001). O grupo 

estimulado com a suspensão LM juntamente com LTA obteve a maior 

produção de IL-10, sendo estatisticamente diferente de todos os 

demais grupos. Os grupos estimulados apenas com LV e LM 

obtiveram medias intermediárias e semelhantes entre si. Os demais 

grupos mostraram médias de produção de IL-10 semelhantes e 

inferiores aos grupos citados anteriormente. 
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Figura 18 – Valores médios de IL-10 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação a manana, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Na produção de IL-10 com manana houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,0001). O grupo 

estimulado com manana e a suspensão LM obteve uma grande 

produção de IL-10, quando comparado aos demais grupos. Os grupos 

estimulados com LTA e umas das suspensões LV ou SL exibiram 

produção de IL-10 semelhantes entre si e diferentes do grupo 

estimulado apenas com LTA. O restante dos grupos apresentou 

produção baixa de IL-10, sendo semelhantes ao controle negativo 

(p≥0,05). 
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Figura 19 - Valores médios de IL-6 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
molécula microbiana isolada, bem como a formação de grupos homogêneos. 
 

Observa-se que o LPS é capaz de induzir maior 

produção de IL-10, seguido de LTA e manana, sendo que, os grupos 

de células ativadas apenas com LTA ou manana não apresentam-se 

estatisticamente diferentes entre si (p≥0,05). 

 

 

5.6 IL-12 

 

 

Após a obtenção dos valores de concentração de IL-12, 

os dados foram submetidos à análise estatística descritiva, conforme 

demonstrado na tabela 7. 
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Tabela 6 – Valores médios de IL-12 (pg/mL) e desvios padrão obtidos 
para cada grupo experimental 
 

Grupos Média (pg/mL) Desvio Padrão 

LPS+LV 0,58 1,83 

LPS+LM 0,39 1,27 

LPS+SL 0,50 1,76 

LPS+-- 0,41 1,44 

LTA+LV 0,53 1,32 

LTA+LM 1,19 2,38 

LTA+SL 0,11 0,40 

LTA+-- 0,35 0,91 

MAN+LV 1,65 2,88 

MAN+LM 2,65 4,12 

MAN+SL 3,39 5,84 

MAN+-- 1,93 2,85 

--+LV 1,65 2,65 

--+LM 2,76 3,48 

--+SL 10,38 5,30 

controle 0,59 1,24 
LPS = Lipopolissacarídeo; LTA = Ácido lipoteicóico; MAN = manana; LV = 
Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. rhamnosus morto; SL = 
Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = Ausência de estímulo. 
 

Os valores de IL-12 (pg/mL) produzidos por 

macrófagos sob estimulação de LPS, LTA ou manana na presença ou 

ausência de diferentes suspensões de Lactobacillus rhamnosus estão 
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demonstrados nas figuras 16, 17 e 18, respectivamente. Letras 

diferentes indicam diferença estatisticamente significante (p≤0,05). 

A comparação do poder indutor de IL-12 de cada 

molécula microbiana isolada não obteve diferença estatisticamente 

significante, sendo p=0,0884. As médias da produção de IL-12 

estimulada por cada molécula microbiana isolada encontram-se em 

seus respectivos grupos experimentais. 

 

 
 

Figura 20 – Valores médios de IL-12 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LPS, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Na produção de IL-12 com LPS houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,0001). O grupo 

estimulado apenas com a suspensão SL apresentou um índice de 

produção de IL-12 estatisticamente superior a todos os demais grupos. 
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Figura 21 – Valores médios de IL-12 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação ao LTA, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 
 

Na produção de IL-12 com LTA houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,0001). O grupo 

estimulado apenas com a suspensão SL também apresentou um índice 

de produção de IL-12 estatisticamente superior a todos os demais 

grupos. 

 

 



68 
 

 
 

Figura 22 – Valores médios de IL-12 (pg/mL) e desvios padrão obtidos para cada 
grupo experimental, em relação a manana, bem como a formação de grupos 
homogêneos. LV = Suspensão de L. rhamnosus vivo; LM = Suspensão de L. 
rhamnosus morto; SL = Suspensão do sobrenadante de L. rhamnosus; -- = 
Ausência de estímulo. 

 

Na produção de IL-12 com manana houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,0001). O grupo 

estimulado apenas com a suspensão SL apresentou um índice de 

produção de IL-12 estatisticamente superior a todos os demais grupos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 

 

Probióticos são micro-organismos comensais que 

exercem diversas funções benéficas sobre a saúde do hospedeiro, entre 

elas atividades anticarcinogênica, anti-infecciosa e imunomodulatória 

(Takahashi et al., 2006). Neste estudo, foi utilizada a cepa padrão de 

L. rhamnosus ATCC 7469, por se tratar de uma bactéria probiótica 

extensivamente estudada (Gorbach, 2000; Goldin, Gorbach, 2008), 

utilizada em diversas pesquisas que avaliam o seu papel no tratamento 

de infecções virais (Villena et al., 2012), artrite reumatóide (Nowak et 

al., 2012), dermatite atópica (Marsella et al., 2012), ente outras 

doenças. 

No atual estudo, foi possível identificar diferenças 

significativas quanto à produção de citocinas, dependendo do 

tratamento ao qual os macrófagos foram submetidos. Alguns autores 

já descreveram os efeitos dos probióticos como controversos, uma vez 

que essas bactérias podem aumentar, diminuir ou não influir na 

liberação de citocinas (Torii et al., 2007; Segawa et al., 2008; Jang et 

al., 2012). 

 

 

 

 



70 
 

6.1 Fator de necrose tumoral-α 

 

 

TNF-α é uma proteína de fase aguda, que inicia a 

produção de uma série de citocinas, aumentando a permeabilidade 

vascular, o recrutamento de novos macrófagos e neutrófilos para o 

local da infecção e tem o papel de ativador dessas células (Castillo et 

al., 2011). Monócitos e macrófagos são a maior fonte de TNF-α, 

embora linfócitos T e B também o produzam em grandes quantidades 

(Vassali, 1992; Tamma et al., 1997; Wilson et al., 1997; Underhill et 

al., 1999). 

A quantidade de TNF-α produzida depende do estado 

de ativação da célula e do estímulo indutor. A estimulação de 

macrófagos com LPS induz eficientemente a produção de TNF-α 

(Wilson et al., 1997), o que vai de encontro com os resultados obtidos 

quando comparamos a produção de TNF-α induzida pelas três 

moléculas microbianas testadas, nos quais LPS demonstrou maior 

capacidade de estimular esta produção. Da mesma forma, Finney et al. 

(2012) compararam a liberação de algumas citocinas, entre elas TNF-

α, estimulando macrófagos da linhagem J774. Quando estimuladas 

com LPS (0-10 µg), as células apresentaram produção significante de 

TNF-α, enquanto o estímulo com LTA (0-10 µg) não gerou produção 

detectável desta citocina. 

No presente estudo, observou-se que LPS na presença 

L. rhamnosus promoveu um aumento significativo na produção de 

TNF-α por macrófagos. Este efeito potencializador dos micro-
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orgnaismos probióticos na produção de TNF-α também foi verificado 

por Correa Franco et al. (2013), em ratos com infecção induzida por 

Giardia intestinalis. Esses ratos foram divididos em 4 grupos: controle 

negativo (G1), ratos infectados por G. intestinalis (G2), ratos tratados 

com a solução probiótica (G3) e ratos infectados por G. intestinalis e 

tratados com a solução probiótica (G4). Houve um incremento 

significativo na produção de TNF-α no grupo G4 e uma redução na 

infecção intestinal destes animais. Embora o desafio ao qual os ratos 

tenham sido submetidos seja diferente de LPS, os resultados obtidos 

se assemelham, pois demonstram que os probióticos podem 

potencializar a produção desta citocina pró-inflamatória, contribuindo 

para melhoria da resposta imunológica e eliminação do patógeno.  

Chiu et al. (2010) avaliaram a influência de diferentes 

cepas probióticas na expressão relativa de TNF-α em células da 

linhagem THP-1 (monócitos humanos) ativados com LPS. Foi notado 

que a diferença entre o grupo tratado apenas com LPS e os grupos 

tratados com LPS e diferentes probióticos se deveu principalmente à 

cepa utilizada. Em alguns grupos notou-se a manutenção da expressão 

de TNF-α e em outros o aumento ou diminuição da expressão do 

mesmo, quando comparados ao grupo controle negativo. Assim, os 

resultados do presente trabalho significam que o aumento na produção 

de TNF-α observado ocorreu com a utilização desta cepa específica de 

L. rhamnosus, e que resultados diferentes poderiam ser obtidos com a 

utilização de outras cepas ou espécies.  

As células inativadas (mortas) de várias cepas 

probióticas têm sido relatadas como estimuladoras de várias citocinas 
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em macrófagos, entre elas TNF-α, melhorando a imunidade inata 

(Shida et al., 1998; Morita et al., 2002; Villena et al., 2009). De fato, 

no presente trabalho verificou-se que a suspensão contendo L. 

rhamnosus mortos potencializou a produção de TNF-α da mesma 

forma que L. rhamnosus vivos, sugerindo que apenas a presença das 

moléculas microbianas sejam suficientes para produzir o mesmo 

efeito. 

No estudo de Chiu et al. (2010), foi avaliado o poder 

de indução da produção de citocinas do sobrenadante do probiótico 

Lactobacillus casei rhamnosus sobre células THP-1 tratadas com LPS 

de Escherichia coli. As células tratadas apenas com LPS mostraram 

elevados índices de produção de TNF-α, enquanto as células 

incubadas com LPS e sobrenadante de probiótico apresentaram uma 

diminuição significativa da produção desta citocina. No presente 

estudo, o sobrenadante de lactobacilos não influenciou a produção de 

TNF-α, uma vez que níveis semelhantes desta citocina foram 

observados quando somente LPS foi utilizado. Estas diferenças 

observadas nos resultados provavelmente se devem às diferentes cepas 

e células utilizadas, e às variadas metodologias para obtenção do 

sobrenadante de micro-organismos. No presente estudo foi utilizado 

sobrenadante da suspensão de lactobacilos mortos pelo calor em 

solução fisiológica, a fim de se excluir possíveis influências exercidas 

pelos meios de cultura utilizados no cultivo destes micro-organismos.  

Já na resposta ao LTA, observamos L. rhamnosus, 

vivos ou mortos, e principalmente seu sobrenadante, estimularam a 

produção de TNF-α, uma vez que os níveis desta citocina se 
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apresentaram mais elevados nestes grupos quando comparados ao 

grupo estimulado somente com LTA. Entretanto, níveis mais elevados 

foram encontrados quando somente lactobacilos vivos ou mortos 

foram utilizados. Sendo L. rhamnosus uma bactéria Gram-positiva e, 

portanto constituída também de LTA, os resultados sugerem que o 

LTA destes lactobacilos e/ou a dose utilizadas nas suspensões são 

mais eficientes em estimular a produção de TNF-α que o LTA 

purificado utilizado. De fato, a habilidade de LTA influenciar as 

respostas imunes é espécie dependente e a ativação celular ocorre pela 

sinalização via receptor TLR-2 (Matsuguchi et al., 2003; Wang et al., 

2003; van Amersfoort et al., 2003; Siqueira Jr, Rôças, 2007; Park et 

al., 2013). E quando as culturas foram estimuladas com o LTA mais 

as suspensões vivas e mortas de lactobacilos, a produção de TNF-α 

diminuiu (quando comparada à LV e LM), provavelmente em função 

da competição entre ambas as moléculas microbianas pelo sítio de 

ligação do receptor, uma vez que o receptor de ambos os tipos de LTA 

é apenas um, ou seja, TLR-2. Quando se tratou de LPS, este fenômeno 

não foi observado uma vez que o principal receptor do mesmo é o 

TLR-4 (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 1999; Takeuchi et al., 

1999; Mohammadi, 2011). Ainda em relação ao efeito estimulatório 

de LTA purificado, pode-se sugerir que o próprio processo de 

purificação pode ter diminuído o seu efeito antigênico. Num estudo 

sobre LTA de Staphylococcus aureus, realizado por Morath et al. 

(2001), foi demonstrado que algumas alaninas desta molécula 

microbiana são perdidas durante o processo de purificação, o que 

resultaria numa indução atenuada pelo LTA da produção de citocinas. 
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A manana foi capaz de induzir a produção de altos 

níveis de TNF-α por macrófagos. Chen et al. (2013) demonstram que 

o tratamento com manana em células polimorfonucleares aumentava a 

produção de TNF-α quando comparado com o grupo sem tratamento, 

indo de acordo com os resultados obtidos no nosso estudo. 

Quando as suspensões de L. rhamnosus foram utilizadas 

juntamente com a manana, houve aumento significativo na produção 

de TNF-α. O receptor de manose é um receptor endocítico 

multifuncional presente na maioria dos macrófagos teciduais 

(Apostolopoulos, McKenzie, 2001; Taylor et al., 2005; McKenzie et 

al., 2007; van Kooyk, 2008). Além dos receptores de manose, temos 

outros receptores de reconhecimento de patógenos como TLR-2, 

TLR-4, CR3 e dectina-2 interagindo com resíduos de manosil, ao 

passo que o receptor de manose interage com resíduos N, ligados na 

parede celular de alguns fungos, como Candida albicans 

(Apostolopoulos, McKenzie, 2001). Outro componente de C. 

albicans, a fosfolipomanana, é uma ligante da parece celular para 

TLR-2 (Levitz, 2004). Esses dados sugerem que, devido a maior 

variedade de possíveis receptores capazes de reconhecer manana, 

houve uma somatória de estímulos, que contribuíram para maior 

produção de TNF-α observada nos grupos MAN+LV, MAN+LM e 

MAN+SL, sendo nos dois primeiros pode ter existido competição 

pelos receptores TLR-2 entre a fosfolipomanana e o ácido 

lipoteicóico, o que explicaria a diferença entre estes grupos e o grupo 

MAN+SL. Assim, são necessários estudos mais profundos sobre 
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sinalização intracelular a fim de confirmar tais somatórias de 

estímulos e competição entre receptores.  

 

 

6.2 Interleucina-1β 

 

 

Interleucina-1β é uma potente citocina pró-inflamatória 

que é crucial para a defesa do hospedeiro em resposta a infecção e 

injúria (Dinarello, 1996). Ela é também a melhor caracterizada e mais 

estudada dos membros da família de IL-1. É produzida e secretada por 

uma variedade de tipos celulares embora em sua grande maioria os 

estudos tenham focado na sua produção em células do sistema imune 

inato, como monócitos e macrófagos (Takeuchi, Akira, 2010). 

No presente estudo observou-se que embora tenha 

havido diferenças estatisticamente significantes entre os grupos 

pesquisados, a produção de IL-1β se apresentou muito baixa. A maior 

produção desta citocina se deu quando do estímulo com LPS 

juntamente com suspensão LV, seguida da estimulação dos 

macrófagos apenas com o LPS ou apenas as suspensões LM e LV. 

Todos os demais grupos apresentaram resultados estatisticamente 

semelhantes ao grupo controle negativo. Estes resultados concordam 

com Bleau et al. (2007), que relataram baixa produção de IL-1β em 

culturas de macrófagos ativados com extratos de lactobacilos, LPS ou 

peptideoglicano. Estes autores observaram que o grupo estimulado 

apenas com LPS também apresentou médias de produção de IL-1β 
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semelhantes aos grupos estimulados somente com as suspensões de 

lactobacilos vivos ou mortos, e superiores ao grupo ativado apenas 

com sobrenadante destes micro-organismos.  

Por outro lado, os resultados da atual pesquisa 

discordaram de Dong et al. (2012), que avaliaram seis cepas 

probióticas (Lactobacillus casei Shirota, L. rhamnosus GG, L. 

plantarum NCIMB 8826, L. reuteri NCIMB 11951, Bifidobacterium 

longum SP 07/3 e B. bifidum MF 20/5) e constataram que elas 

induziram maior produção de IL-1β que LPS. Já Zhao et al. (2012) 

avaliando o efeito de Porphyromonas gingivalis e Lactobacillus 

acidophilus na secreção de IL-1β por células epiteliais gengivais, 

constataram que quando em conjunto, a detecção desta citocina era 

menor quando comparada ao grupo tratado somente com P. gingivalis, 

sugerindo um efeito imunomodulador para a bactéria probiótica. Estes 

resultados concordam com os resultados obtidos para o grupo tratado 

com LPS e a suspensão SL e discordam dos resultados obtidos para os 

grupos ativados com LPS e as suspensões LV e LM. No entanto, é 

importante ressaltar que as células e estímulos usados nesses estudos 

foram diferentes da atual pesquisa. 

As demais moléculas microbianas (LTA e manana) não 

foram capazes de induzir produção de IL-1β em níveis detectáveis ou 

com diferença estatística significante do grupo controle negativo. A 

importância da sinalização da manana na proteção de hospedeiros 

mamíferos contra infecções fúngicas, como por C. albicans, foi 

claramente demonstrada pelo fato de que ratos com deficiência nos 

níveis de IL-1β tinham sua sobrevivência reduzida e aumento da carga 
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fúngica em comparação com ratos selvagens (Vonk et al., 2006; Hise 

et al., 2009). Embora nesta pesquisa o grupo ativado por manana e a 

suspensão LV tenha apresentado uma média maior que o grupo 

estimulado apenas por manana, este aumento não apresentou 

significância estatística. 

Com isso, estudos futuros devem ser realizados 

utilizando concentrações maiores de LTA e manana, acima de 1 

µg/mL que foi a concentração avaliada na atual pesquisa, a fim de 

verificar se a indução da produção de IL-1β em macrófagos é 

dependente da concentração do estímulo microbiano, e se, uma vez 

ativados, as bactérias probióticas poderiam influenciar a secreção 

desta citocina. 

 

 

6.3 Interleucina-4 

 

 

Interleucina-4 é uma citocina que funciona como um 

potente regulador da imunidade, secretada primariamente por 

mastócitos, células Th2, eosinófilos e basófilos. Esta citocina tem um 

importante papel na sobrevivência de leucócitos sob condições 

fisiológicas e patológicas (Hu-Li et al., 1987; Minshall et al., 1997), 

assim como na imunidade mediada por células Th2 (Seder et al., 

1992; Hsieh et al., 1992), ligação entre IgE e células B (Geha et al., 

2003), reparação tecidual e homeostase por meio da ativação 

alternativa de macrófagos (Gordon, 2003). Além disso, IL-4 também é 
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responsável pela proteção contra parasitas gastrointestinais (Maizels, 

Holland, 1998; Maizels, Yazdanbakhsh, 2003). 

Nikolaeva et al. (2005) analisaram os efeitos dos 

componentes microbianos do probiótico Acilact® nos fatores 

mediados pelas células na homeostase do sistema imune. Foi usado 

um modelo de infecção experimental em ratos, causada por bactérias 

do gênero Shigella, responsáveis por muitos casos de disenteria. Os 

ratos recebiam somente os componentes microbianos do produto 

testado. Os autores verificaram que houve indução da expressão de 

genes de citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-12, e 

TNF-α), mas não de IL-4. 

Outro estudo, de Drago et al. (2010), avaliou a 

capacidade de 4 cepas de Lactobacillus salivarius influenciar a 

liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias por monócitos humanos 

THP-1. Das quatro cepas, apenas duas estimularam produção 

significativa de IL-12 e IFN-γ, enquanto para IL-4 e IL-5 houve 

diminuição quando comparadas as células não estimuladas, levando os 

autores a conclusão de que a capacidade desta bactéria de modular a 

resposta imune está estritamente ligada a cepa utilizada, sendo que 

cepas diferentes de uma mesma espécie podem produzir diferentes 

respostas. 

No presente estudo, em todos os grupos, 

independentemente da molécula microbiana usada para a ativação 

celular e/ou da suspensão de L. rhamnosus utilizada, a produção de 

IL-4 obtida foi extremamente baixa ou indetectável, não havendo 

diferença estatística entre nenhum dos grupos. Estes resultados 
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concordam com Kimoto et al. (2004) que demonstraram em células 

obtidas do baço de camundongo que a cepa de Lactococcus G50 

induziu maior produção de IL-12 e IFN-γ e menor produção de IL-4 e 

IL-6 em comparação com o grupo controle, sugerindo que esta cepa 

tem papel imunomodulador na resposta imune tipo Th1. Os resultados 

do atual estudo concordam também com Amital et al. (2007) que 

relataram que muitas cepas de Lactobacillus apresentam efeito 

inibitório sobre a produção de IL-4, entretanto, são potentes 

estimuladores de citocinas Th1, como IFN-γ, IL-12 e TNF-α. 

Também é importante ressaltar que no presente estudo 

foram utilizados macrófagos de uma linhagem específica (RAW 

264.7), e nem todas as linhagens de macrófagos ou condições de 

cultivo dos mesmos levam à produção de IL-4 (Pouliot et al., 2005). 

 

 

6.4 Interleucina-6 

 

 

Interleucina-6 é uma citocina multifuncional e tem um 

importante papel nas inflamações crônicas e agudas e autoimunidade 

(Ishihara, Hirano, 2002). Ela age com parte da rede que faz a transição 

da imunidade inata para adquirida durante o início de uma nova 

resposta imune, através de diferentes controles de recrutamento de 

leucócitos, ativação e diferenciação, e apoptose (Hoebe et al., 2004; 

Jones, 2005). Infecções, injúrias e estresse induzem a produção de IL-

6 e sua expressão elevada está associada com várias doenças 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037812005852#bib0340
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037812005852#bib0310
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037812005852#bib0370
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inflamatórias crônicas e doenças auto-imunes, como artrite 

reumatóide, doença de Crohn, diabetes e câncer (Ishihara, Hirano, 

2002; Naugler, Karin, 2008). 

Nos grupos tratados com LPS na presença ou ausência 

de L. rhamnosus, não houve diferença estatisticamente significante, 

mostrando que as suspensões desta bactéria probiótica não foram 

capazes de modular a secreção desta citocina induzida por essa 

molécula microbiana. Já nos grupos tratados com LTA ou manana, as 

suspensões LV e LM influenciaram a produção de IL-6, aumentando-a 

significativamente. O mesmo não foi observado para a suspensão SL, 

evidenciando que nesses casos, para a indução desta citocina, são 

necessários componentes da parede celular de L. rhamnosus. Nos 

grupos ativados somente com as suspensões de L. rhamnosus, 

observou-se a mesma ocorrência, ou seja, somente as suspensões LV e 

LM foram capazes de ativar a produção de IL-6. A liberação deste 

mediador químico depende da forma como o probiótico é apresentado, 

isto é, se os produtos bacterianos estão associados a parede celular 

(sinal por contato) ou se são produtos solúveis secretados (sinais não 

mediados por contato) (Habil et al., 2011). 

Os resultados da presente pesquisa discordam de 

Ganguli et al. (2013), que avaliaram os sobrenadantes de duas cepas 

probióticas, Bifidobacterium infatis e Lactobacillus acidophillus sobre 

enterócitos humanos imaturos, xenoenxertos intestinais humanos 

imaturos e culturas primárias de enterócitos de tecidos com 

enterocolite necrozante. Nos xenoenxertos, os probióticos 

conseguiram atenuar a expressão de IL-6 após a exposição a LPS. O 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037812005852#bib0340
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037812005852#bib0340
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037812005852#bib0565
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mesmo aconteceu para as culturas de enterócitos, onde a indução de 

IL-6 foi significativamente diminuída. Habil et al. (2011) constataram 

que tanto as bactérias mortas pelo calor como as proteínas secretadas 

de L. fermentum, L. plantarum, L. rhamnosus, L. salivarius e B. breve 

foram capazes de suprimir a produção de IL-6 por macrófagos 

estimulados com LPS, apontando um resultado diferente do obtido na 

atual pesquisa. Zhang et al. (2010) avaliaram o efeito pré-operatório 

da administração de suplementos com Bifidobacterium na microbiota 

intestinal de pacientes com câncer colorretal. No nono dia após a 

operação, a leitura de IL-6 foi estatisticamente menor no grupo que 

recebeu os suplementos com probiótico que no grupo controle. Nos 

pacientes que receberam o tratamento com probióticos, tanto o 

equilíbrio da microbiota intestinal quanto a imunidade foram 

melhorados, além de diminuir o risco de complicações infecciosas da 

cirurgia. 

Nestas pesquisas anteriores da literatura nas quais 

pode-se verificar divergências dos resultados com relação ao presente 

estudo, as bactérias probióticas utilizadas foram outras e a cepa de L. 

rhamnosus (NCIMB 8824) também foi diferente da utilizada na atual 

pesquisa, reforçando a importância que cada cepa probiótica possui 

em induzir diferentes citocinas em diferentes tipos celulares, 

consequentemente, com diferenças em seu papel imunomodulador. 
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6.5 Interleucina-10 

 

 

IL-10 é responsável, em grande parte, pelo controle da 

resposta anti-inflamatória, sendo uma citocina multifuncional cuja 

grande gama de efeitos no sistema imune ainda permanecem não 

totalmente elucidados. IL-10 influencia três importantes funções dos 

macrófagos e monócitos: liberação de citocinas, apresentação de 

antígenos e fagocitose. Simplesmente, ela suprime todas as funções 

dos macrófagos e monócitos que são responsáveis por um papel 

positivo dessas células nas imunidades específica e inespecífica. Ao 

mesmo tempo, melhora a atividade inibitória, a tolerância induzida e a 

função de “limpadoras” dessas células. IL-10 inibe a produção de 

mediadores pró-inflamatórias de macrófagos e monócitos e a 

produção de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 G-CSF e GM-CSF (de 

Waal Malefyt et al., 1991; Keel et al., 1997). 

No presente estudo, as maiores produções de IL-10 

foram observadas nos grupos ativados com LPS, na presença ou 

ausência de lactobacilos. De fato, esta molécula microbiana possui 

alto potencial de ativação de células da resposta imunológica, 

induzindo a secreção de inúmeras citocinas pró e anti-inflamatórias.  

Os resultados do presente estudo concordaram com 

Zhang et al. (2013), que constataram indução significativa da 

produção de IL-10 por células sanguíneas estimuladas com LPS, 

sendo que essa produção aumentava conforme passava o tempo.  
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No presente estudo, observou-se ainda que nos grupos 

ativados com LTA ou manana as suspensões contendo L. rhamnosus 

mortos favoreceram a produção desta citocina pelos macrófagos, 

sugerindo um papel imunomodulador, provavelmente para as 

moléculas da parede celular destes micro-organismos, especialmente 

numa infecção por bactérias Gram-positivas ou fungos. Zanvit et al. 

(2012) já haviam sugerido uma estimulação da atividade anti-

inflamatória induzida por componentes da parede dos micro-

organismos probióticos. 

Da mesma forma, Rajput et al. (2013) demonstraram 

que o uso dos probióticos Saccharomyces boulardii e Bacillus subtilis 

na alimentação de frangos de corte foi capaz de aumentar a produção 

das citocinas intestinais IL-6, IL-10 e TNF-α, quando comparados ao 

grupo controle. Já o estudo de Kmonickova et al. (2012) demonstrou 

que o uso de sobrenadantes de Lactobacillus casei DN-114001 em 

células peritoneais de ratos aumentaram a produção de TNF-α e IL-6, 

mas não de IL-10. Díaz-Ropero et al. (2007) analisaram a habilidade 

de diferentes cepas de Lactobacillus (Lactobacillus salivarius 

CECT5713 e Lactobacillus fermentum CECT5716) de modular a 

resposta imune. Macrófagos da medula óssea de roedores na presença 

de L. fermentum produziram citocinas pró-inflamatórias, em contraste 

com a produção de IL-10, induzida por L. salivarius. No entanto, 

ambas as cepas testadas conseguiram diminuir a resposta inflamatória 

nos macrófagos, sendo que essa diminuição foi mais acentuada no 

caso do L. salivarius, provavelmente devido a sua maior produção de 

IL-10. 
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Zanvit et al. (2012) também demonstraram que 

Bacillus firmus e B. firmus conjuntamente com partículas virais 

administrados via intranasal aumentaram a expressão de IL-10, 

melhorando, acelerando e prolongando a resposta antiviral.  

 

 

6.6 Interleucina-12 

 

 

Interleucina-12 é produzida em respostas imediatas a 

infecções (Macatonia et al., 1995) e tem um poderoso efeito nas 

funções das células Natural-Killer e no desenvolvimento de linfócitos 

T (Trinchieri, 2003). No entanto, vem se tornando cada vez mais 

evidente que IL-12 produzida por macrófagos e células dendríticas 

tem um significante efeito nas células apresentadoras de antígenos, 

por meio de mecanismos autócrino e parácrinos (Langrish et al., 

2004). 

No presente estudo, apenas os macrófagos ativados 

pela suspensão SL apresentaram produção de IL-12 estatisticamente 

superior aos demais grupos e grupo controle negativo. Soltan Dallal et 

al. (2012) administraram uma suspensão de L. casei ou PBS para ratos 

com carcinoma ductal invasivo. Os resultados mostraram que os ratos 

que recebiam a suspensão de L. casei via oral tiveram um aumento 

significativo na produção de IL-12 em relação aos ratos que recebiam 

PBS. Já Miyzawa et al. (2011) analisaram a capacidade de L. gasseri 

(vivo ou morto pelo calor) induzir a produção de IL-12 por 



85 
 

macrófagos da linhagem J774.1 e constataram que as células 

estimuladas pela suspensão com a bactéria morta apresentaram uma 

produção desta citocina significativamente maior do que quando as 

células eram estimuladas pela suspensão das bactérias vivas. 

Nota-se que em cada estudo, uma das soluções de 

probióticos apresentou maior produção de IL-12. Isso mostra que 

bactérias ácido láticas, como L. rhamnosus, podem modular a 

atividade dos macrófagos tanto suprimindo como aumentando a 

produção de IL-12 (Shida et al., 2006; Foligne et al., 2007; Ichikawa 

et al., 2007; Habil et al., 2011) e que essa produção se mostra 

dependente da cepa utilizada e da apresentação da mesma, como 

demonstrado no atual estudo. 

Assim, observa-se que em cada condição, cada 

suspensão de L. rhamnosus exerceu um efeito diferente, demonstrando 

a capacidade desta cepa de estimular ou modular a secreção de 

citocinas e consequentemente influenciar na resposta imunológica 

contra bactérias Gram-negativas, Gram-positivas ou fungos. O 

conhecimento exato destas diferentes ações é importante para 

administração correta dos probióticos em casos de necessidade de 

estimulação da resposta ou diminuição de processos inflamatórios 

exacerbados. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

Com base nos resultados obtidos, foi possível concluir 

que: 

 

a) Diferentes preparações de L. rhamnosus (vivos, 

mortos e sobrenadante) foram capazes de modular 

a resposta imune dos macrófagos quando 

desafiados com diferentes moléculas microbianas 

(LPS, LTA e manana), aumentando ou 

diminuindo a produção de diversas citocinas, de 

modo que a resposta imunomoduladora foi 

dependente do tipo de preparo da suspensão 

probiótica e do tipo de estímulo microbiano; 

 

b) As suspensões de L. rhamnosus vivos, mortos 

ou seus sobrenadantes foram capazes de estimular 

e modular a produção de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-

10 e IL-12 em macrófagos; 

 

c) Nenhuma suspensão de L. rhamnosus e/ou 

molécula microbiana (LPS, LTA ou manana) 
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induziu produção significativa de IL-4 em 

macrófagos; 

 

d) As moléculas microbianas (LPS, LTA ou 

manana) possuem diferentes poderes de indução 

da produção de citocinas em macrófagos, sendo 

que LPS é o indutor mais potente, seguido por 

manana e LTA. 
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