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Jorjao AL. Metodologia da criacdo de Galleria mellonella para uso como
modelo de infeccdo e efeitos de Lactobacillus rhamnosus inativado pelo
calor in vivo e in vitro, desafiados por Staphylococcus aureus e
Escherichia coli [tese]. S&o José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2016.

RESUMO

Galleria mellonella é utilizada para estudar a viruléncia de micro-
organismos e a poténcia de antimicrobianos. Este estudo buscou
estabelecer criacdo de lagartas utilizadas em ensaios in vivo e avaliar o
efeito do probidtico Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, inativado pelo
calor, no modelo e in vitro. Os objetivos foram: a) desenvolver uma
metodologia de criagcdo de G. mellonella, avaliando quatro dietas
diferentes sobre crescimento larval, volume da hemolinfa, quantidade de
hemacitos e resposta a infeccdo por meio da curva de sobrevivéncia b)
avaliar os efeitos de L. rhamnosus sobre G. mellonella analisando: curva
de sobrevivéncia; contagem de hemdcitos, melanizacdo da hemolinfa,
producdo de oOxido nitrico na hemolinfa e os efeitos de L. rhamnosus
sobre macréfagos RAW 264.7 desafiados por S. aureus ou E. coli,
analisando o perfil de inducéo de citocinas e 6xido nitrico. Os resultados
foram analisados estatisticamente (ANOVA e Tukey, 5%) e a curva de
morte e estimativa das diferencas na sobrevivéncia foram determinadas
por Log-rank (Mantel-Cox, 5%). As racfes a base de fuba e podlen
apresentaram os melhores resultados, sendo semelhantes entre si e
diferentes das demais racdes (p < 0,05), sendo a racdo a base de fuba
escolhida por apresentar resultados semelhante ao pélen e menor custo.
Os resultados in vivo demontraram diminuicdo na mortalidade das
lagartas no grupo com inoculacdo de L. rhamnosus, entretanto, sem
diferenca estatistica. Houve aumento na contagem de hemdcitos quando
G. mellonella foi inoculada com S. aureus e E. coli, com ou sem
inoculacdo de L. rhamnosus, além de haver melanizagdo da hemolinfa,
demonstradno que o L. rhamnosus melhorou a resposta de G. mellonella
guando desafiada por bactérias. Os resultados in vitro demonstram que L.
rhamnosus induziu alta produgad de TNF-a, igualmente aos demais
grupos (p < 0,05), ndo havendo producdo de IL-1B e IL-6 no grupo
estimulado apenas por L. rhamnosus. Nos grupos que receberam o
segundo estimulo ou apenas o contato com S. aureus ou E. coli, houve
producdo de IL-1B, IL-6 e IL-10. As maiores producdes de Oxido nitrico
foram observadas nos grupos estimulados com S. aureus. Houve
diminuicdo na contagem de UFC/mL de S. aureus e E. coli, quando os



macréfagos foram estimulados com lactobcilos. Isso sugere que L.
rhamnosus inativado foi capaz de modular producéo de citocinas e 6xido
nitrico quando as células foram desafiadas por S. aureus e E. coli, além
de diminuir a contagem de CFU/mL, sugerindo melhorar a capacidade
fagocitaria dos macroéfagos.

Palavras-chave: Galleria mellonella. Lactobacillus rhamnosus.
Macroéfagos. Citocinas. Oxido nitrico.



Jorjdo AL. Methodology for creation of Galleria mellonella for use as
infection model and effects of inactivated Lactobacillus rhamnosus in vivo
and in vitro challenged by Staphylococcus aureus and Escherichia coli
[doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science and
Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2016.

ABSTRACT

Galleria mellonella is used to study microorganisms virulence and
antimicrobial power. This study aimed to standardize the creation of
worms used in In vivo assays and evaluate the effect of heat-killed
probiotic, Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, on this model and in in
vitro studies. The objectives were: a) developing a methodology for
breeding G. mellonella with four different diets influence on larval growth,
hemolymph volume, quantity of hemocytes and infection response by
means of survival curve; b) evaluating the effects of L. rhamnosus on G.
mellonella by means of the following analyzes: survival curve, hemocytes
counting, hemolymph melanization, nitric oxide release, and the effects of
L. rhamnosus on macrophages RAW 264.7 challenged by S. aureus or E.
coli by means of cytokines and nitric oxide production. Results were
statistically analyzed (ANOVA and Tukey, 5%). Death curve and
estimation of differences in survival were determined by Log-rank (Mantel-
Cox, 5%). Cornmeal and pollen-based rations showed the best results,
being similar to each other and different from the other ones (p
<0.05).Cornmeal ration was chosen since it presents results similar to
pollen and lower cost. In vivo results showed reduction in mortality of
caterpillars in the group inoculated with L. rhamnosus, with no statistical
difference. Hemocyte counting increased when G. mellonella was
inoculated with S. aureus and E. coli, with or without inoculation of L.
rhamnosus, add to that hemolymph melanization, showing that L.
rhamnosus improved G. mellonella response challenged by bacteria. In
vitro results show that L. rhamnosus induced high production of TNF-q,
like other groups (p = 0.05), with no production of IL-18 and IL-6 in the
group stimulated only by L. rhamnosus. The groups which received only
the second stimulus or only the contact with S. aureus or E. coli, there was
IL-71B6, IL-6 and IL-10 production. The highest nitric oxide production was
observed in the groups challenged with S. aureus. S. aureus and E. coli
CFU/mL counting decreased when macrophages were stimulated with
lactobacilli. This suggests that heat-killed L. rhamnosus was capable of
modulating cytokine and nitric oxide production when cells were




challenged with S. aureus and E. coli and reduce the CFU/mL counting,
suggesting that there was enhancement in the phagocytic capacity of
macrophages.

Keywords: Galleria mellonella. Lactobacillus rhamnosus. Macrophages.
Cytokines. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

O uso de insetos como modelos de infecgdo experimental
tem apresentado grande crescimento nas pesquisas envolvendo
patbgenos humanos, sendo uma alternativa valiosa em relacdo aos
modelos animais, que atualmente sdo mais caros e envolvem conflitos
éticos. Os insetos tém um sistema relativamente avancado de defesas
antimicrobianas, pois possuem sistema imune inato complexo e células
na hemolinfa que séo capazes de encapsular ou fagocitar invasores
microbianos, além de respostas adaptativas que incluem a producédo
induzida de lisozima e pequenos peptideos antimicrobianos (Ramarao et
al.,, 2012). Assim, o0s insetos sdo ferramentas polivalentes para a
identificacdo e caracterizacdo de fatores de viruléncia microbianos
envolvidos em infeccbes de mamiferos (Hoffmann J, 2007) e as lagartas
da traca da cera, Galleria mellonella, vém sendo utilizadas como modelo
experimental de infeccdo por apresentar varias vantagens, como baixo
custo, possibilidade de criacdo em larga escala, e ainda, 0s ensaios sao
relativamente rapidos, de facil execucdo e interpretacdo. Estudos
demonstraram que as lagartas G. mellonella sdo um modelo experimental
ideal para fornecer visdo Util da patogénese de uma grande variedade de
infeccbes microbianas em mamiferos (Achterman et al., 2011; Junqueira,
2012; Diago-Navarro et al.,, 2014; Alghoribi et al., 2014; Arvanitis,
Mylonakis, 2015; Scorzoni et al., 2015; Maekawa et al., 2015)

Embora o modelo de G. mellonella ja esteja bem
desenvolvido para uso em infeccdo experimental, a criacdo deste inseto
pode variar nos diferentes centros de pesquisa, de modo que a
padronizacdo de um protocolo de criacdo destas lagartas € fundamental

para minimizar interferéncias externas nos resultados dos estudos, uma
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vez que a propria alimentagcdo das lagartas pode influenciar no seu
desenvolvimento e possivelmente na resposta imunoldgica (Banville et al.,
2012)

Poucos estudos tém utilizado esse modelo para estudos
dos efeitos de bactérias probitticas (Vilela et al., 2015; Kdhler, 2015).
Probiéticos sdo micro-organismos vivos que exercem efeitos benéficos no
hospedeiro, quando administrados em quantidades adequadas, e tém
atraido interesse crescente por seus efeitos benéficos, sendo comumente
administrados em produtos lacteos fermentados (Nakayama et al., 2014;
WHO, 2001). Os efeitos dos probiéticos tém sido estudados ao longo dos
anos em diversas areas, no tratamento e prevencado de doencas e como
alimentos funcionais. Acredita-se que o consumo desses alimentos possa
favorecer o metabolismo da lactose, aumentar a digestdo dos alimentos e
modular do sistema imune (Nagpal et al., 2012), sendo que as bactérias
mais comumente utilizadas como probidticos sdo as acido lacticas, das
espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, uma vez que evidéncias
cientificas demonstraram seus efeitos sobre a sallde humana por meio da
modulacdo da atividade do sistema imune (Yasuda et al., 2008; Ashraf,
Shah, 2014).

No entanto, hoje em dia h4 uma grande discusséo sobre a
definicAo de probidticos, jA que estudos demonstram que 0S micro-
organismos mesmo ndo viaveis, bem como os seus componentes, ainda
podem ser utilizados, pois mantém seus efeitos (Dash et al., 2015). Este
efeito foi observado também em estudos anteriores, no qual L. rhamnosus
inativado pelo calor foi capaz de induzir producdo de citocinas por
macrofagos, igualmente a bactéria viavel (Jorjao et al., 2015). Como os
probibticos exercem essa funcdo ndo esta totalmente esclarecido, de
modo que ha um de grande interesse em avaliar seu efeito sobre o
modelo G. mellonella, a fim de verificar a influéncia da bactéria probidtica
inativada sobre resposta imune, através de um desafio bacteriano e in

vitro sobre células do sistema imune, como 0s macréfagos, por exemplo,
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a fim de tentar compreender melhor como atuam na ativagdo dessas
células, influenciando sua capacidade de fagocitose e producdo de
citocinas pré e anti-inflamatérias. Com isso nosso estudo busca
demonstrar o efeito da bactéria probiética inativada pelo calor sobre G.

mellonella e macroéfagos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Galleria mellonella

Galleria mellonella € uma espécie de insetos lepiddpteros,
mais especificamente de tracas, pertencente a familia Pyralidae. Os
Lepidopteros sdo insetos holometabdlicos, oviparos. Dos ovos saem
larvas, chamadas lagartas, as quais, depois de uma série de
transformacdes, cada uma se evidenciando ap6s uma ecdise, atingem o
completo desenvolvimento, realizando-se, entdo, a primeira metamorfose,
da qual resulta a pupa e desta ap6s uma segunda metamorfose, o inseto
adulto ou mariposa. Esse lepidéptero ocorre naturalmente em colmeias de
abelhas e tém vasta distribuicdo geografica, alimentam-se de material
presente nelas como cera velha, pélen e mel. O periodo de
desenvolvimento larval da G. mellonella € de 40 dias podendo variar
devido a condicdes ambientais e a velocidade de crescimento que é
diretamente proporcional a temperatura e ao suprimento alimentar. Em
condi¢Oes ideais de temperatura e alimentacao, o peso das lagartas pode
dobrar diariamente nos primeiros dez dias (Charriere, Imdorf, 1999).

Na apicultura, G. mellonella, também conhecida como
traca maior da cera, € globalmente considerada praga das colonias de
mel de abelha (Apis mellifera). As lagartas fazem galerias nos favos,
alimentando-se de cera, pélen e mel, podendo destrui-los totalmente,
impedindo sua reutilizagéo, além da destruicdo dos favos os adultos da
traca podem, através das fezes, ser responsaveis pela transmissao de
importantes patdégenos para as larvas das abelhas. A importancia

econdmica de tragas de cera levou a uma série de investigagfes sobre
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seu ciclo de vida, biologia, comportamento, ecologia, biologia molecular,
fisiologia e controle (Vandenberg, Shimanuki, 1990). Com isso
comecaram a surgir criatérios dessa lagarta para melhorar o estudo em
relacdo a genética molecular e fisiologia ou também para simplesmente
alimentacado de réptil, comida de passarinho e isca de peixe (Ellis et al.,
2013).

Para iniciar um programa de criacdo, as mariposas podem
ser obtidas a partir de colbnias de abelhas infestadas ou adquiridos de
outro criatério, e estas podem ser criadas de modo natural, em colmeia de
abelhas contendo mel e pdlen (Hood et al., 2004) ou criacdo in vitro,
utilizada pela maioria dos laboratérios. A criacdo em laboratorio de G.
mellonella segue série de eventos, sendo eles: a) colocar os ovos de
traca da cera sobre a nova dieta; b) coletar lagartas ou pupa e colocar em
um segundo recipiente; c) deixar que a larva em ultimo instar transforme-
se em pupa ou pupa para emergir como adultos; d) acasalamento dos
adultos; e) depois permitir que as fémeas ponham ovos e colocar 0s ovos
novamente na nova dieta (Ellis et al., 2013).

Um método para a alimentacdo de lagartas de traca da
cera é simplesmente fornecer favo de mel, mas isso pode ser caro e
insustentavel, se sdo desejados um grande namero de lagartas. Assim
foram desenvolvidas diferentes dietas artificiais, sempre com base na
alimentacdo natural, mel, cera e poélen (Coskun et al., 2006). Com a
crescente utilizacdo de insetos como modelo experimental em
laboratorios, houve a necessidade de se criar esses animais para
obtencdo de quantidade padronizada para os estudos. As lagartas G.
mellonella foram desenvolvidas como um modelo experimental de
infeccdo e a procura no Brasil por esse modelo aumentou, entretanto,
havia pouca oferta para esse fim. Desta forma, observou-se a
necessidade de se realizar a criacdo dentro do nosso laboratorio para uso

especifico como modelo de infeccdo experimental. Com isso surgiu o
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interesse de desenvolver uma criagdo onde se consiga obter animais de
bom tamanho, mais claros, padronizados e em grandes quantidades.

Modelos de mamifero de infeccdo sao fundamentais para
elucidar os mecanismos da patogénese bacteriano e também sédo usados
para avaliar a eficacia de novos agentes antimicrobianos, antes do inicio
de testes em humanos. Um trabalho pioneiro para determinar o0s
parametros farmacocinéticos dos antibiéticos clinicamente relevantes no
modelo experimental de G. mellonella demonstrou que este modelo é util
para uma resposta aproximada a observada em humanos e os resultados
apoiam a hipotese de que G. mellonella pode ser utilizado para pesquisar
a eficacia de antimicrobianos (Thomas et al., 2013).

As lagartas G. mellonella possuem caracteristicas que as
tornam particularmente Gtil para o estudo de agentes patogénicos
humanos. Elas sdo relativamente grandes em tamanho (12 -20 mm), o
gue permite uma manipulacéo facil e facil obtencéo de tecido e amostras
de hemolinfa para analise, além do sistema imunoldégico com um elevado
grau de estruturas, sendo parecido estrutural e funcionalmente com
sistema imune inato de vertebrados (Lionakis, 2011). A resposta celular
dos insetos inclui fagocitose, nodulacédo, e encapsulamento e a resposta
imune humoral consiste em diversos processos, incluindo a melanizagao,
coagulacdo da hemolinfa, e a producdo de inumeros peptideos
antimicrobianos potentes em grande escala (Hoffman JA, 1995). Além
disso, as lagartas G. mellonella podem ser mantidas a 37 °C, um atributo
importante quando se estuda agentes patogénicos humanos. O
desenvolvimento de organismos modelo como ferramentas de
investigacdo em pesquisas tem sido crucial para o avanco do
conhecimento em varias areas e para 0 sucesso de qualguer modelo
experimental como uma ferramenta de pesquisa, sendo necessaria a
padronizacdo do modelo e das condi¢cbes de manutencdo para produzir
organismos com a menor variagao possivel (Ankeny et al., 2011).



19

Na literatura pode-se observar a utilizacdo desse modelo
para testar e avaliar terapias antimicrobianas, terapias alternativas para
serem utilizadas contra micro-organismos resistentes a drogas. Jander et
al. (2000) analisaram 32 diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa
em camundongos e inseto (G. mellonella), os resultados mostraram uma
correlagdo positiva nos padrdes de viruléncia e os autores concluiram que
G. mellonella € um bom modelo experimental para a identificacdo de
fatores de viruléncia de P. aeruginosa. Também Mylonakis et al., em
2005, utilizaram o modelo para avaliar genes de Criptococcus
neoformans, que demonstraram em estudos anteriores estar envolvidos
na viruléncia desta levedura e observaram que também em G. mellonella
esses genes (CAP 59, GPAL, RAS1 e pKA1l) desempenharam um papel
na morte da lagarta. Além disso foi testada uma terapia de combinacao
antifangica (anfotericina B +flucitosina), administrada antes ou apos a
inoculacdo das lagartas e os autores destacaram que G. mellonella pode
ser um substituto para modelos de infeccdo de mamiferos para C.
neoformans e pode facilitar os estudos in vivo da viruléncia do fungo e a
eficacia de terapias antifungicas.

Outro estudo (Chibebe et al., 2013), utilizando TFD
(terapia fotodindmica) antimicrobiana demonstrou que o azul de metileno
injetado no inseto seguido de iluminacdo de todo o corpo, prolongou a
sobrevivéncia da G. mellonella e a terapia (TFD), de lagartas infectadas
com E. faecium resistente, combinando a vancomicina prolongou
significativamente a sobrevivéncia das lagartas em comparacdo aos
tratamentos sozinhos. Os autores concluiram que G. mellonella fornece
um modelo de hospedeiro invertebrado util para estudar TFD
antimicrobiana e para explorar melhores tratamentos combinados com
TFD. Também testaram C. albicans resistente ao fluconazol em
combinacdo com TFD e observaram que a administracdo de fluconazol,
antes ou ap0s a exposicdo das lagartas a APDT prolongou

significativamente a sobrevivéncia delas em comparacdo com qualquer



20

um dos tratamentos isoladamente, concluindo que G. mellonella € um
modelo in vivo util para avaliar TFD como um regime de tratamento para
infecgdes por Candida (Chibebe et al., 2013).

Galleria mellonella é largamente utilizada como um
modelo de infeccdo, Li DD et al. (2013) sugeriram que 5 x 10° unidades
formadoras de colbnias (UFC) /larva foi um inoculo adequado para
otimizar o uso de G. mellonella como modelo de infec¢éo para C.albicans,
com o objetivo de avaliar os agentes antifingicos. Estes autores relataram
que este modelo fornece uma maneira rapida, barata e confidvel para
avaliar antifingicos in vivo. Outro trabalho também avaliando eficacia de
antifingicos durante a infec¢do por C. krusei em G. mellonella, também
demostrou que esse modelo ndo-mamifero é uma ferramenta util para
investigar a eficacia antifingica in vivo e viruléncia de C. krusei (Scorzoni
et al., 2013). Esses estudos demonstram o crescente interesse por esse
modelo de infeccdo, e indica uma necessidade de padronizacdo de
criacao desses animais.

Na literatura encontra-se varios estudos utlizando G.
mellonella como modelo de infeccdo, ndo somente em estudos de
infeccdo por fungos, mas também para uma variedade de bactérias
(Hornsey et al., 2013; Wand et al., 2013; Beeton et al., 2015). Richards et
al. (2015) utilizaram o modelo para avaliar alteracbes genéticas e
caracteristicas fenotipicas especificas associadas a bacteremia por S.
aureus resistente e conseguiram identificar novas caracteristicas,
observando a viruléncia das diferentes cepas no modelo de infeccéao.
Benthall et al. (2015) recentemente utilizaram o modelo para determinar
da eficacia dos antibidticos disponiveis contra culturas planctbnicas e
bioflme de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae em
comparacdo com a determinacdo in vitro de concentracdo inibitéria
minima (CIM). Os autores relataram que, em geral, a analise in vitro

concordaram com os estudos G. mellonella e que o estudo fornece
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informacGes importantes sobre a adequacdo de G. mellonella como
modelo para testes de eficacia de antibiéticos.

Banville et al. (2012) mostraram que as lagartas privadas
de nutricdo durante sete dias antes da infeccdo foram mais suscetiveis a
infeccdo por C. albicans. As lagartas ndo alimentadas demonstraram
reduzida expressdo de uma variedade de peptideos antimicrobianos e
proteinas do sistema imune. Como visto no estudo, a privacdo de G.
mellonella de alimentos durante o experimento causou reducdo nas
respostas imunitarias e um aumento da susceptibilidade a infeccao, o que
sugere gue a incubacao de lagartas na presenca ou auséncia de nutricao
pode afetar os resultados e as comparacdoes entre os diferentes
laboratorios. Esta constatacdo tem implicacbes para comparacoes
interlaboratoriais, ja que essas lagartas representam um Util modelo de
sistema in vivo, mas a duracdo da fase de pré-incubacédo (1, 3 ou 10
semanas), que vem sendo utilizada em estudos, pode afetar
significativamente a sua susceptibilidade a agentes microbianos
patogénicos, possivelmente como resultado do metabolismo alterado
(Browne et al., 2015).

Para G. mellonella ser amplamente aceita como um
organismo modelo para estudo da patogénese microbiana, um nimero de
procedimentos de normalizagéo precisa ser implementado para garantir
comparabilidade experimental entre diferentes laboratorios de pesquisa
(Cook, McArthur, 2013). Com isso, torna-se de grande importancia
melhorar os métodos de criacdo destas lagartas, padronizando racfes
gue favorecam seu desenvolvimento, bem como seu sistema imunoldgico,
a fim de minimizar variagdes interlaboratoriais deste importante modelo

experimental.

2.2 Probioticos
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Em 1907, Elie Metchinkoff, que hoje é considerado o pai
dos probidticos, observando que populacdes de camponeses bulgaros
apresentavam maior longevidade e saude do que as demais, associou
isso ao consumo regular de bactérias &acido laticas nos produtos
fermentados, como iogurtes por exemplo e entdo sugeriu que por meio da
alimentacdo € possivel modificar a microbiota intestinal, substituindo
micro-organismos patogénicos por micro-organismos benéficos. Desde
entdo usava-se o termo terapia microbiana, que anos mais tarde comecgou
a ser utilizado o termo probiéticos (Lilly, Stillwell, 1965; Fuller et al., 1989;
Huis in't Veld et al., 1994). Atualmente, utiliza-se o termo para designar
micro-organismos vivos, comensais que produzem efeito benéfico sobre a
saude do hospedeiro por diferentes mecanismos.

Os efeitos benéficos dos probioticos tem sido estudados
ao longo dos anos em diversas areas, no tratamento e prevencao de
doencas e como alimentos funcionais. Em uma revisdo, Hemarajata e
Versalovic (2013) descreveram o0s principais mecanismos de acao dos
probiéticos no trato gastrointestinal do hospedeiro, onde demonstraram
gue os probidticos sdo capazes de modificar as comunidades microbianas
do intestino e suprimir o crescimento de patdgenos, devido a inducdo da
producdo de B-defensina e IgA pelo hospedeiro. Podem ser capazes de
fortalecer a barreira intestinal através da manutencdo das juncles
celulares e induzindo a producdo de mucina e ainda a imunomodulacéo
mediada por probiético pode ocorrer por intermédio da mediacdo da
secrecédo de citocinas por meio de vias de sinalizacéo, tais como NF-kB e
MAPKs, que também podem afetar a proliferacdo e diferenciacdo de
células do sistema imiune (tais como as células T) ou células epiteliais.

Os probidticos também demonstram capacidade de
aumentar a resposta imune celular ndo especifica caracterizada por
ativacdo de macrofagos e células Natural Killer (NK). No sistema imune

do intestino, os macréfagos desempenham um papel importante na
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manutencdo da saude, mediante sua capacidade em eliminar micro-
organismos invasores, células defeituosas, e substéncias toxicas, além
disso sdo responsaveis por secretar um grande numero de citocinas e
qguimiocinas, responsaveis por modular a respostas imunes do
hospedeiro. Acredita-se que os probibticos sejam capazes de estimular
essas células a desempenhar suas funcbes, por meio da modulacdo do
perfil de inducdo de liberacdo de citocinas e também estimulando a
fagocitose (Hardy et al., 2013). Os macrofagos sao importantes no que diz
respeito a ambas respostas imunes inata e adaptativa e os fenétipos pro-
inflamatéria (M1) ou anti-inflamatéria (M2) se diferenciam apés a ativacao.
Estudos vem demonstrando que lactobacilos vivos e/ou mortos séao
capazes de estimular as funcées dos macrofagos, afetando a polarizacéao
dessas células, sendo que esta atividade pode variar entre as cepas
probiéticas (Matsuguchi et al.,, 2003; Italiani, Boraschi, 2014).
Christoffersen et al. (2014), demonstraram como as diferentes bactérias
afetam a polarizacdo dos macréfagos. Os autores cultivaram uma
linhagem de macrofagos (RAW 264.7) com 16 diferentes cepas
probiéticas (comensais e de origem alimentar) e quantificaram a producao
de 6xido nitrico (NO) e expressao de genes que indica polarizacdo para
M1 ou M2. Cepas de Escherichia e Salmonella elevaram a expresséao de
NO mais do que cepas de Enterococcus, Lactobacillus e Lactococcus,
sugerinado que cepas Gram-negativas sdo mais potentes indutores M1 e
gue as respostas foram especificas para cada cepa, isto é, dentro de
cada espécie houve diferenca nas expressoes.

O wuso de probidticos representa uma estratégia
alternativa potencialmente eficaz para a prevencdo e tratamento de
doencas inflamatdrias ou alérgicas. Contudo, existe uma preocupacao em
relacdo a problemas de seguranca decorrentes do uso extensivo de
células microbianas vivas, com isSsO surge O interesse em micro-
organismos ndo viaveis ou extratos de células microbianas, podendo

eliminar os problemas com transportes, fabricacdo, prazo de validade,
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além de reduzir os riscos de infec¢cdo microbiana (Taverniti, Guglielmetti,
2011). Como a Organizacdo das Nacdes Unidas para e Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). sugere
que a palavra “probiético" deve ser restringida somente a produtos que
contenham micro-organismos vivos, e considerando evidéncias cientificas
indicando que 0s micro-organismos inativados possam afetar
positivamente a saude do hospedeiro, podemos encontrar na literatura os
termos “paraprobiotic” ou “ghost probiotic” (probidtico fantasma) para
indicar o uso de células microbianas inativadas ou fracdes celulares que
possam conferir beneficio para a saude do hospedeiro (Taverniti,
Guglielmetti, 2011; Dash et al., 2015)

Muitas vezes as doses eficazes podem ser diferentes
daquelas encontradas no probiotico imediatamente ap0s a preparacgéo, ja
que muitas vezes pode diminuir durante a armazenagem e o produto final
pode conter bactérias mortas. Assim os efeitos benéficos exercidos pelos
probidticos podem ser gerados tanto pelas células vivas quanto pelas
mortas (Soccol et al., 2010). Adams (2010) sugere que células probioticas
vivas podem influenciar a microbiota gastrointestinal e a resposta
imunoldgica, enquanto os componentes de células mortas exercem uma
resposta anti-inflamatdria no trato gastrointestinal e que isso tem varias
implicacbes para a producdo e aplicacdo de probidticos, sendo que
quantidades variaveis de células mortas podem contribuir para a variacao
das respostas o0 que é frequentemente visto na utilizacdo de culturas
probidticas vivas, sendo a utilizacdo de probiéticos mortos mais seguro.

Outro fator essencial para a funcionalidade do probiotico €
a sua capacidade de chegar e colonizar o trato gastrointestinal do
hospedeiro suportando a condicdo adversa criado pelas enzimas
digestivas, sistema imune do hospedeiro e a camada de muco intestinal,
além de ter que competir com a microbiota ja estabelecia no local. Com
isso, torna-se dificil para o probiotico recentemente introduzido competir

com a microbiota normal, isso faz com que doses mais elevadas sejam
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utilizadas levando a uma prevaléncia temporaria da bactéria probidtica
(Vieira et al., 2008). Além disso, muitas bactérias podem nao resistir a
essas condicbes e também aos processos de fabricacdo do produto,
criando assim a possibilidade de que alguns dos efeitos benéficos
exercidos por tais probiéticos possam ter sido efetivamente alcancado a
partir da bactéria morta ou até mesmo dos componentes (Dash et al.,
2015). Bernardeau et al. (2008) estudaram o potencial de adesao “in vitro”
de cepas de L. rhamnosus e Lactobacillus farciminis inativados pelo calor
e observaram que estes mantinham a capacidade de aderéncia no
modelo de mucosa estudado. Os autores também relataram que o0s
lactobacilos inativados podem melhorar a resposta dos animais aos
patdbgenos entéricos, criando um efeito de barreira e estimulando
respostas imunolégicas devido a estabilidade das cepas inativadas e a
preservacgao das estruturas da parede celular, sendo que a capacidade de
aderéncia a mucosa intestinal € mantida em varias cepas probioticas
estudadas, quando estas estdo mortas.

Marin et al. (1997) avaliaram diversas cepas de
bifidobactérias inativadas pelo calor e observaram que estas tinham uma
atividade imunomoduladora em macrofagos (RAW 264.7) e também em
uma linhagem de células T. As bactérias inativadas pelo calor foram
capazes de induzir producdo de TNF-a e IL-6 em comparacdo com o
grupo controle. Estes autores concluiram que a interacdo dos macrofagos
com as células de bididobactérias foi capaz de reforcar a producdo de
citocinas pré-inflamatérias, podendo esse efeito ser benéfico na
manutencdo do equilibrio imunologico, aumentando a resisténcia a
infeccbes. Também em estudo anterior (Jorjao et al., 2015) utilizando a
mesma linhagem celular, L. rhamnosus vivo, morto ou até mesmo
somente suspensbes mortas pelo calor foram capazes de induzir a
sintese de diferentes citoquinas proé-inflamatérias (TNF-a e IL-6) ou com
funcdes de regulacédo (IL-10), sugerindo que a L. rhamnosus ATCC 7469

€ capaz de exercendo efeito imuno-regulador sobre os macréfagos.
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Em 2013, Harb et al. avaliaram o papel da bactéria
probiodtica L. rhamnosus GG (LGG) viva e seus derivados, apdés morte
pelo calor, em inflamacdes alérgicas das vias respiratorias. Eles avaliaram
a producao de citocinas pro e anti-inflamatorias em camundongos recém-
nascidos com inflamacédo alérgica aguda induzida por ovalbumina na
guarta semana de vida. Os animais foram alimentados com LGG vivo e
somente com seus derivados e 0s autores concluiram que LGG e também
derivados exercem atividades imunomoduladoras, e a bactéria viavel ou
sobrenadante podem fornecer uma alternativa viavel para reduzir
respostas inflamatorias alérgicas. Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)
vivos, tanto quanto mortos pelo calor, foram capazes de diminuir a
producdo de IL-8 quando uma resposta inflamatoria foi gerada através de
estimulacdo pelo fator de necrose tumoral (TNF-a) em linhagem celular
Caco-2 (células epiteliais humana). Foi observado que o pré-tratamento
com as duas formas da bactéria probiética, viva ou morta, foi capaz de
regular a resposta inflamatéria ao TNF-a, porém os autores relataram a
necessidade de altas doses da bactéria viva para o efeito ser alcancado,
tornando assim, LGG morto pelo calor mais seguro e efetivo na
atenuacao da inflamacéo (Zhang L et al., 2005).

Jensen et al. (2014) em um estudo utilizando linhagem
celular monocitica avaliou a producdo de citocinas a partir da THP-1 e a
ativacdo de NF-kB, tentando elucidar a capacidade estimulante dos
lactobacilos in vitro. Neste estudo, foi utilizada duas cepas probiéticas,
comercialmente disponiveis. Foi observado que as cepas de L. reuteri
induziu maior secrec¢ao de citocinas e maior ativacdo de NF-kB, enquanto
culturas de L. plantarum e L. rhamnosus GG foram baixo indutores. Os
autores observaram que uma das proteinas da superficie de L. reuteri,
Hmpref0536_10802, pareceu ser importante para a estimulacdo das
células. Esses resultados aumentam a complexidade da interagdo entre
lactobacilos e células humanas e é provavel que é a soma de proteinas

de superficie das bactérias, seus metabdlitos e/ou as proteinas
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secretadas que podem induzir a secrecao de citocinas em células THP-1
e ativagdo de NF-kB. Fang et al. (2014) demonstraram que as estruturas
de células bacterianas de L. rhamnosus GG, ndo foram danificadas pelo
processo de calor para matar a bactéria e que suas estruturas externas
permaneceram intactas e que por isso a morte pelo calor da bactéria, ndo
minimizou o efeito modulador de L. rhamnosus GG sobre a expressao de
citocinas.

Evidéncias sugerem que existe uma regulacdo da
producdo de citocinas por meio de um mecanismo intracelular que torna
as células relativamente resistentes apdés exposicdes repetidas a
estimulos pré-inflamatérios por meio de micro-organismos comensais ou
patogénicos, desencadeando uma série de reac¢fes enzimaticas que ira
alterar inibidor kB, resultando em tolerancia e auxiliando na prevencao de
doencas. Os probiéticos mortos pelo calor ou inativados por UV vém
demonstrando poder afetar essas vias de sinalizacdo (Kataria et al.,
2009). Li N et al. (2009) em concluséo relataram que tanto o vivo, quanto
LGG morto pelo calor, fornecido por via enteral, foram capazes de
diminuir a producdo de mediadores pré-inflamatérios e aumentar
mediadores anti-inflamatérios, em inflamacdo induzida por LPS
(lipopolissacarideo). Sendo assim, os mecanismos de acdo dos micro-
organismos probidticos mortos, assim como Seus componentes
microbianos na regulacdo intracelular dos mediadores inflamatorios sé@o
de grande interesse para estudos futuros.

Chuang et al. (2007) demonstraram que 3 cepas mortas
por calor de Lactobacillus foram capazes de modular a resposta imune
por meio da proliferacdo celular e producédo de IL-10, IL-12, e IFN- y.
Estes resultados demostram que os lactobacilos vivos ou mortos pelo
calor, exercem um papel potencialmente importante na modulacdo das
respostas imunes a reacgdes alérgicas. Outro estudo utilizando cepas de
lactobacilos (L. rhamnosus OLL2984, L. delbrueckiis sp. bulgaricus

OLL1073R-1) avaliou o efeito dessas bactérias sobre dermatite atdpica,
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desenvolvido pela aplicacdo topica de antigeno de &caro, em ratos. A
ingestdo oral de células mortas pelo calor OLL1073R-1 inibiu o
desenvolvimento da dermatite, sendo que as células mortas de outra cepa
bacteriana, L. rhamnosus OLL2984, ndo exerceu efeito inibitorio sobre a
dermatite. A ingestdo oral de células mortas pelo calor OLL1073R-1
também atenuou a secrecdo de IL-6 e reduziu os niveis de IL-6 em
tecidos inflamados. Os autores ressaltaram a questdo de que o efeito do
probioticos, até mesmo das células mortas, sdo cepa dependente e ha
necessidade de estudos adicionais para melhor aplicacdo da terapia, até
mesmo utilizando bactérias mortas (Kano et al., 2013).

Os probidticos tém sido utilizados como alternativa
terapéutica em doencas inflamatdrias intestinais. Muitos estudos tém
demonstrado que as diferentes cepas bacterianas probidticas possuem
efeitos imunomoduladores, no entanto, h4 um interesse crescente pelo
uso de bactérias ndo-viaveis para reduzir o risco de infeccdo microbiana e
translocacgédo. L. rhamnosus GR-1 é uma bactéria probittica utilizada para
manter a salde urogenital. O suposto mecanismo para o seu efeito
probiético € mediante modulacdo da imunidade do hospedeiro. Infec¢des
do trato urinario sdo frequentemente causadas por Escherichia coli
uropatogénica. Avaliou-se o papel de L. rhamnosus GR-1 na ativagcédo do
NF-kB em células estimuladas por E. coli. L. rhamnosusGR-1 viavel
demonstrou potencializar a atividade de NF-kB em células estimulada por
E. coli, enquanto que os lactobacilos mortos pelo calor demonstraram um
pequeno aumento na atividade de NF-kB, sugerindo que os lactobacilos
nao viaveis possam ser uma nova estratégia para a prevencao ou
tratamento de infec¢do urinaria provocada por E. coli (Karlsson et al.,
2012).

Rodriguez-Nogales et al. (2015) avaliaram se a
viabilidade de L. fermentum CECT5716 era essencial para exercer o seu
efeito anti-inflamatério intestinal. Foram comparados os efeitos

preventivos de probibtico viaveis e ndo viaveis no modelo de colite por
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TNBS em ratos e também em células (Caco-2 e RAW 264.7). Os autores
avaliaram os efeitos dos probidticos na expresséao, IL-1B, IL-8 e producédo
de nitrito. Os resultados in vitro revelaram uma diminui¢cdo na producéo de
mediadores pro-inflamatorios, independentemente da viabilidade do
probiético. As duas formas do probidtico produziram uma reducao
significativa de IL-1B, niveis TNF-a e expressdo de iNOS (Oxido nitrico
sintase indutivel), também quando administrados aos ratos. Os autores
concluiram que, tanto L. fermentum CECT5716 vivo quanto morto, foram
capazes de atenuar o processo inflamatério e diminuir a producédo de
alguns dos mediadores inflamatérios. Sendo que, de fato, a viabilidade
deste probiodtico ndo afetou suas propriedades imunomoduladoras e anti-
inflamatorias

O trato gastrointestinal em mamiferos e insetos esta
associado com 0s micro-organismos (coletivamente a microbiota), que
sdo controlados pelo sistema imune do intestino. Micro-organismos
patogénicos estdo sempre presentes, podendo infectar as células
epiteliais do intestino e causar doenga. Existem cada vez mais evidéncias
que h& uma relagdo mutua entre bactérias benéficas e patogénicas no
intestino e pelo sistema imune. Decifrar essas interacbes complexas entre
a microbiota intestinal e o sistema imunoldgico requer sistemas ou modelo
de infeccdo, como as lagartas G. mellonella. A exposicdo da microbiota
de G. mellonella a antibiéticos induz imunidade e expressdo de genes
relacionados ao estresse no intestino (Mukherjee et al., 2013). Vilela et al.
(2015) demonstraram que a injecao de L. acidophilus em lagartas G.
mellonella infectadas com C. albicans aumentou a sobrevivéncia destes
animais. Além disso, o numero de C. albicans UFC / mL recuperado a
partir da hemolinfa de larvas foi menor no grupo inoculado com L.
acidophilus em comparacdo com o grupo de controle. Em concluséo, os
autores relataram que L. acidophilus ATCC 4356 foi capaz de proteger G.
mellonella contra candidose experimental e que até mesmo somente seus

produtos demonstraram este efeito.
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Com isso busca-se demonstrar no presente estudo que G.
mellonella pode ser um modelo Gtil para se estudar os efeitos dos
probioticos sobre o hospedeiro. Como foi observado em estudos
anteriores, L. rhamnusus ATCC 7469 ndo viaveis foram capazes de
induzir producdo significativa de TNF-a, IL-6, IL-10 e 6xido nitrico em
células da linhagem RAW 264,7, de forma semelhante a bactéria viva
(Jorjao et al., 2015). Também quando estas células foram desafiadas por
moléculas microbianas (LPS, LTA, manana), pode-se observar que 0sS
lactobacilos vivo ou morto, foram capazes de modular a produgcéo das
citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12) de modo semelhante (Oliveira,
2013). Com isso, sugere-se que as bactérias ndo viaveis de L. rhamnosus
possam induzir producdo de citocinas pré-inflamatérias e também de IL-
10, sugerindo um efeito regulador na producdo de citocinas pelos
macréfagos. Assim, torna-se de grande interesse ampliar os estudos da
acdo dos probioticos inativados pelo calor in vitro e in vivo a fim de

verificar sua influéncia na resposta imune frente a um desafio bacteriano.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos gerais

Os objetivos do presente estudo foram desenvolver uma
metodologia de criacdo de G. mellonella que proporcionasse lagartas
mais padronizadas quanto ao tamanho, peso e quantidade de hemolinfa e
avaliar os efeitos da bactéria probidtica L. rhamnosus ATCC 7469
inativada pelo calor sobre o modelo in vivo (G. mellonella) e in vitro sobre

macrofagos RAW 264.7, ambos desafiados por S. aureus e E. coli.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

a) Desenvolver uma metodologia de criacdo de G.
mellonella, estabelecendo a racdo da dieta que
proporciona melhor desenvolvimento das
lagartas, a fim de obter um modelo padronizado
de G. mellonella para pesquisas futuras;

b) Analisar os efeitos do L. rhamnosus inativado
pelo calor, no modelo de criacdo padronizado de
G. mellonella quando desafiados por S. aureus
ou E. coli, avaliando os seguintes parametros:

susceptibilidade a infeccdo experimental,
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contagem total de hemdcitos; melanizacdo e
producdo de oxido nitrico;

c) Avaliar os efeitos de L. rhamnosus inativado pelo
calor sobre macrofagos, na producdo de
citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-10), 6xido
nitrico e atividade fagocitica, quando desafiados
por S. aureus ou E. coli.



33

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criagao de Galleria mellonella com diferentes dietas

Para iniciar o processo de criacdo de G. mellonella e
avaliar o efeito das dietas padronizadas em seu ciclo bioldgico,
inicialmente, as lagartas de G. mellonella, doadas pela Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), foram mantidas em potes plasticos
com voal e tampa perfurada (Figura 1A) para transformar-se em
mariposas. Em seguida, foi colocado cartolina na tampa como substrato
para ovoposicao (Figura 1B).

Foram distribuidos aleatoriamente em 4 potes plasticos
(Figura 1C) 1000 ovos, sendo 250 em cada. Os ovos obtidos (Figura 1D)
foram contados em microscépio estereoscopico (Figura 1E). Em todos os
potes foi acrescentado cera alveolada (Figura 1F) e as diferentes racdes

(figura 1G), perfazendo 4 grupos experimentais:

a) EMBRAPA- Racao da Embrapa: 120 g de acUcar
mascavo, 80 g de glicerol, 400 g de leite em po,
120 g de levedo de cerveja, 200 g de farinha de
trigo integral, 200 g de farelo de trigo (fibra de
trigo), 200 g de gérmen de trigo (Figura 2A);

b) AVEIA — 300 g de aveia em flocos, 300 g de
farinha integral, 60 g de levedura seca, 120 mL
de glicerol, 120 mL de mel e cera- (Mead et al.,
1985, modificada) (Figura 2B);
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c) FUBA- 250 g de fuba, 150 g levedura de cerveja,
100 g de farinha de soja, 100 g de leite em pé
desnatado, 250 g de mel e 210 g de glicerol e
cera (Brighenti et al., 2005- modificada) (Figura
2C);

d) POLEN -5 g de Pélen e 20 g cera. (Figura 2D).

Os potes foram incubados em estufa a 28 °C por
aproximadamente 20 dias. Neste periodo, foi realizado acompanhamento
semanal para verificar o crescimento das lagartas.

Apoés este periodo, quando as lagartas ja atingiram o
tamanho que permitiu 0 manuseio (aproximadamente 1 cm), foi realizada
a limpeza das mesmas, retirando as teias e os casulos. As lagartas foram
transferidas para recipientes de aluminio com 7,5 cm de altura e 16,5 cm
de didmetro, com tampas dotadas de furos e foram mantidas as diferentes
dietas (Figura 1H).

Os potes foram mantidos a 28 °C e foi realizado o
acompanhamento seu ciclo biolégico e desenvolvimento das lagartas,
registrando: 1) a duracdo da fase larval (dias de duracédo do ciclo larval
das lagartas- desde ovo até o Ultimo estagio larval); 2) viabilidade das
lagartas (% de pupas no ultimo instar); 3) peso no ultimo estagio larval
(amostra de 30 lagartas de cada grupo experimental foram pesadas no
altimo estagio larval); 4) cor no dltimo estagio larval; 5) (foi observado se
houve diferenca na coloracdo das lagartas alimentadas com as diferentes
ragdes, no ultimo estagio larval).

Também foi avaliada influéncia das racdes sobre volume
da hemolinfa, onde a hemolinfa foi retirada e passada para outro
microtubo, com auxilio de pipeta e a contagem total de hemdcitos,
realizada a coleta da hemolinfa de 10 lagartas e foi utilizado o teste de

exclusdo com azul de Tripan para realizar a contagem total de hemacitos
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no contador automético de células (Countess® Automated Cell Counter-

Invitrogen).

Figura 1- Material utilizado na criacdo e aspecto dos ovos de G. mellonella. A) pote
plastico com voal para evitar a saida das mariposas de G. mellonella; B) tampa com
cartolina como substrato para ovoposicdo; C) pote plastico, com tampa perfurada,
utilizado para acondicionar os ovos; D) aspecto dos ovos de G. mellonella vistos a olho
nu; E) ovos observados em microscépio estereoscopico (Carl Zeiss, Stemi DV4 —
Alemanha - aumento de 24X); F) cera alveolada; G) medida de racéo utilizada; H)
recipiente de aluminio contendo cera alveolada e ra¢éo, onde séo colocadas as lagartas
apos 20 dias até o momento de utilizagdo para experimento ou reproducao.
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Figuré 2 - Rag0es utilizadas no experimento, nas imagens pode-se observar a diferenca
na textura das dietas. A) Racdo EMBRAPA; B) Racao a base de Fuba; C) Racéo a base
de Aveia; D) Pdlen.

4.1.1 Susceptibilidade a infeccdo experimental (Curva de sobrevivéncia)

Também para observar influéncia das diferentes dietas no
sistema imune, lagartas de G. mellonella no estagio final da fase larval,
sendo 12 lagartas de cada dieta, foram inoculadas com 10 pL de
suspensao de S. aureus ATCC 6538 ou E. coli ATCC 25922. Foram
utilizadas cepas padrdo de mantidas em freezer a -70 °C no Laboratério
de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o
José dos Campos/ UNESP. A partir de colbnias isoladas e confirmadas
pela coloracdo de Gram, foram padronizadas as suspensdes dos micro-

organismos em PBS estéril e apirogénico até a concentracdo de 108
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células/mL, em espectrofotdmetro (Gibreel, Upton, 2013; Mak et al.,
2010).

Um in6culo de 10 pyL das suspensbes foi injetado na
lagarta através da ultima proleg inferior esquerda. Foi utilizado um grupo
inoculado apenas com PBS para acompanhar o estado de salde das
lagartas de G. mellonella durante todo o experimento. ApoOs as
inoculacdes, as lagartas foram armazenadas em placas de Petri e
incubadas a 37 °C em estufa bacteriolégica. O nimero de G. mellonella
mortas foi anotado primeiramente 18 h apds a inoculagdo dos micro-
organismos e posteriormente a cada 24 h, sendo monitoradas por 7 dias
apos o inicio do experimento. As lagartas foram consideradas mortas
gquando ndo apresentaram nenhum movimento ao toque. A morte de
todas as lagartas do grupo experimental ou a transicdo para a forma de
pupa determinou o término do experimento.

ApoOs o término dos testes envolvendo a criagdo de G.
mellonella, foi selecionada a melhor dieta e melhor metodologia de
criacdo, e este protocolo foi padronizado para todos 0s experimentos
seguintes. Este protocolo de criacdo (ANEXO A) estd sendo utilizado no
Laboratério de Invertebrados do Departamento de Bociéncias e
Diagnostico Bucal, no ICT-UNESP.

4.2. Efeitos de L. rhamnosus inativado pelo calor na resposta de G.
mellonella desafiada com S. aureus e E. coli

4.2.1 Cultivo e preparacgdo das suspensdes de L. rhamnosus (morto pelo
calor), S. aureus e E. coli

Foi utilizada cepa padrao da espécie L. rhamnosus ATCC

7469, que foi semeada em Agar Man-Rogosa-Shape (MRS- Oxoid,
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Basingstroke, Hampshire, England) e cultivada a 37 °C em 5% de CO:2 por
24 h. A partir das colonias isoladas e confirmadas pela coloracédo de
Gram, foi padronizada uma suspensédo em PBS estéril e apirogénico até a
concentracdo de 108 células/mL, em espectrofotbmetro com comprimento
de onda de 540 nm. A suspensao anterior foi autoclavada a 121 °C por 15
min e em seguida, centrifugada por 10 min a 5000 rpm e o pellet

ressuspenso em PBS estéril e apirogénico.

As suspensdes de S. aureus e E. coli, foram preparadas
como descrito no item 4.1.1 e a partir de colonias isoladas e confirmadas
pela coloracdo de Gram. Foi padronizada suspensdo dos micro-
organismos em PBS estéril e apirogénico até a concentragdo 10°

células/mL, em espectrofotdbmetro.

4.2.2 Curva de sobrevivéncia

Foram utilizadas lagartas G. mellonella em estagio final da
fase larval com peso corporal de aproximadamente de 0,280 a 0,320 g.
Antes do estudo da interacédo de L. rhamnosus com S. aureus e E. coli foi
realizada uma andlise da susceptibilidade de G. mellonella a infeccdo por
esses micro-organismos para determinagédo da concentracdo sub-letal de
ambas as bactérias nesses animais. Para isso, foram inoculadas em G.
mellonella vérias suspensées padronizadas que variaram de 108 a 10°
células/mL. Para cada concentracdo inoculada, foi utilizado um grupo de
12 lagartas. Um in6culo de 10 pL de cada suspensédo foi injetado na
lagarta para determinagdo da curva de sobrevivéncia, conforme descrito
no item 4.1.1.

Para interagcéo de L. rhamnosus inativado, S. aureus ou E.
coli, um in6culo de 10 pyL da bactéria probidtica padronizada, inativada

pelo calor, foi injetado com auxilio de seringas de precisao (Hamilton Inc.,



39

EUA) na hemolinfa de cada lagarta pela udltima proleg (Figura 3A)
esquerda. Apdés 2 h e 30 min, 10 pyL da suspensao padronizada das
outras bactérias foram inoculados na dultima proleg direita). Foram
realizados grupos controles onde houve a inoculacdo de apenas um
micro-organismo. Para esses grupos foi inoculado 10 yL de PBS. O
namero de G. mellonella mortas foi anotado primeiramente 18 h apds a
inoculacdo dos micro-organismos e posteriormente a cada 24 h, sendo
monitoradas por 7 dias apés o inicio do experimento. As lagartas foram
consideradas mortas quando ndo apresentaram nenhum movimento ao
toque (Figura 3B). A morte de todas as lagartas do grupo experimental ou

a transicéo para a forma de pupa determinou o término do experimento.

4.2.3 Coleta da hemolinfa

Foram utilizadas lagartas G. mellonella em estagio final da
fase larval com peso corporal de aproximadamente 0,280 g a 0,320 g. As
lagartas foram inoculadas conforme descrito no item 4.2.2 e apés 24 h foi
realizada eutanasia e coleta da hemolinfa

Para a coleta de hemolinfa as lagartas foram imobilizadas
em placa de Petri gelada por cerca de 20 min, em seguida, as lagartas
foram cortadas com bisturi na parte ventral (Figura 3C) e espremidas para
a retirada da hemolinfa (Figura 3D), que foi coletada em microtubo
gelado. Essa hemolinfa foi centrifugada a 9500 xg/10 min a 4 °C e

utilizada para as analises.

4.2.3.1 Contagem total dos hemdécitos
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Foi realizada a contagem total de hemdcitos, para
observar se o probidtico foi capaz de influenciar seu nimero na hemolinfa.
Para contagem total de hemacitos foi realizada a coleta da hemolinfa,
como descrito no item 4.2.3. ApOs centrifugacdo, a hemolinfa foi
transferida para outro microtubo e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de
IPS (tampé&o anticoagulante estéril: 150 mM de cloreto de sédio, 5 mM de
cloreto de potéassio, 10 mM de tris-HCI, pH 6,9, 10 mM de EDTA e 30 mM
de citrato de sédio) gelado, foi realizada uma nova centrifugacdo (9500
xg/ 10 min a 4 °C) e o pellet novamente ressuspendido em 1 mL de IPS. A
viabilidade celular foi avaliada pelo teste de excluséo, utilizando azul de
tripan e a contagem total de hemacitos realizada em contador de células

(Countess Cell).

4.2.3.2 Analise da melanizacdo da hemolinfa

Para quantificagdo da melanizagdo, a hemolinfa coletada
conforme item 4.2.3, foi colocada na placa de 96 pocos (n = 8) e diluida
em IPS (10 pL de hemolinfa em 40 uL de IPS). Apds 5 min, foi realizada a

leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 405 nm.

Figura 3- Metodologia de infeccdo e retirada da hemolinfa de lagartas de G. mellonella.
A) inoculagdo com auxilio de seringas de precisdo (Hamilton Inc., EUA); B) lagartas
mortas apoés infeccdo- melanizacéo; C) corte na parte ventral entre as Ultimas prolegs,

com auxilio de um bisturi; D) retirada da hemolinfa em microtubo gelado.
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4.2.3.3 Producéo de oOxido nitrico

A concentracdo de oxido nitrico foi determinada com base
no reagente de Griess, onde uma aliquota de 100 yL de amostra de
hemolinfa foi diluida em 900 yL de IPS e aliquotas de 100 pL das
amostras foram colocadas em microplaca de 96 pocos (n = 8) e apos a
mesma quantidade do reagente de Griess foi adicionado. Apos dez
minutos, a absorbancia foi medida em leitor de microplacas com

comprimento de onda de 570 nm.

4.3 Efeitos in vitro de L. rhamnonus inativado pelo calor em
macroéfagos (RAW 264.7) estimulado por S. aureus e E. coli

4.3.1 Cultura de macrofagos RAW 264.7

Uma linhagem de macréfagos de camundongos (RAW
264.7) obtida do banco de células da Associacdo Técnico Cientifica Paul
Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, RJ) foi mantida em meio DMEM
(LGCBio, Sao Paulo) completo enriquecido com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen) a 37 °C com 5% de CO:2 por 7 dias. Para realizagdo dos
testes, foi preparada uma suspenséo celular com a remocdo mecanica
das células aderidas, utilizando varredores de células (cell scrapper —
Corning Costar). Em seguida, o meio de cultura contendo as ceélulas
foram transferidos para tubos e submetidos a centrifugacdo (3500 xg, 5
min, 25 °C). O sobrenadante foi descartado e as células (pellet)
ressuspendidas em meio DMEM completo. A viabilidade celular foi
avaliada pelo teste de excluséo, utilizando azul de tripan e contagem das

células viaveis pelo contador automatico.
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4.3.2 Preparacao das suspensdes de L. rhamnosus (morto pelo calor), S.
aureus e E. coli

As cepas de S. aureus e E. coli foram cultivadas e as
suspensdes preparadas conforme descrito no item 4.2.1. L. rhamnosus na
concentracdo 5 x 107 células/mL, em espectrofotdbmetro com comprimento
de onda de 540 nm e DO 0,40. S. aureus e E. coli, 108 células/mL,

padronizadas em espectrofotbmetro.

4.3.3 Exposicdo das células as bactérias

Foram distribuidos 5 x 10° células viaveis de macréfagos
em microplacas de poliestireno de 24 pocos, e acrescentado meio DMEM
completo até o volume final de 1 mL. As placas foram incubadas por 24 h
a 37 °C e 5% de COg, para a aderéncia celular. As células ndo aderidas
foram removidas através de duas lavagens com soro fisiologico estéril e
apirogénico. Foram acrescentados 500 pL de meio DMEM enriquecido
com 10% de soro fetal bovino (Cross et al., 2004; Jorjao et al., 2015).

Aliguotas de 500 pL da suspensdo probidtica foram
adicionadas juntamente aos poc¢os da microplaca contendo as células,
totalizando volume final de 1 mL. Para o grupo controle foram
acrescentados 500 pL de solucao fisiol6gica estéril e apirogénica e 500 L
de meio DMEM. Em seguida, as placas foram incubadas por um periodo
de 2 h e 30 min a 37 °C e 5% de CO..

ApOs esse periodo, o conteudo das placas foi removido e
passou por nova lavagem com soro fisioldgico estéril e apirogénico. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de meio DMEM e 500 pL de uma das
suspensdes das bactérias (S. aureus ou E. coli). Para o grupo controle

foram acrescentados 500 pL de solucéo fisiologica estéril e apirogénica e
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500 pL de meio de cultura. As placas foram novamente incubadas por um
periodo de 2 h e 30 min a 37 °C e 5% COz2. As placas foram lavadas e foi
acrescentado 1 mL de meio DMEM com antibiético a 1% e incubadas por
16 h a 37 °C e 5% CO2. Os sobrenadantes das células foram coletados,
aliquotados e congelados em freezer (-20 °C) para posterior analise das
citocinas e 6xido nitrico.

Os testes foram realizados em triplicata, sendo 4
repeticbes em cada, totalizando 12 amostras para cada grupo
experimental. Sendo os grupos experimentais: a) cultura de células
apenas com lactobacilos inativado; b) cultura celular com lactobacilos e
posteriormente S. aureus; c) cultura celular com lactobacilos e
posteriormente E. coli; d) cultura celular somente com S. aureus; e)
cultura celular somente E. coli; f) grupo controle onde os macrofagos nao

sofreram estimulo.

4.3.4 Deteccao e quantificac@o de citocinas pro e anti-inflamatorias

A quantificacdo de citocinas foi realizada pelo teste
imunoenzimatico (ELISA). Para tanto, placas de microtitulacdo de 96
pocos (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpos de captura especificos
para cada citocina de camundongo (anti-TNF-a, anti-IL-13, anti-IL-6, anti-
IL-10, anti-IL-12) (R & D Systems, NE), sendo 100 ulL/pogo. As placas
permaneceram overnight em temperatura ambiente.

Posteriormente, as placas foram lavadas com 300 pL de
Tampao de Lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20) por trés
vezes. As placas foram bloqueadas com tampéao de bloqueio. As placas
foram mantidas em temperatura ambiente por uma hora. ApOs o0s
procedimentos de lavagem, foram adicionados nas placas 100 pyL do

padrdo de citocinas (curva-padrdao) ou 100 pL das amostras
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(sobrenadantes da cultura celular). Os testes foram realizados em
duplicata. As placas foram mantidas por duas horas em temperatura
ambiente. Em seguida, foram acrescentados 100 uL de anticorpo de
deteccdo (anti-TNF-a, anti-IL-1B, IL-6, anti-IL-10 ou anti-IL-12) marcado
com biotina. Apés 2 h em temperatura ambiente, foram adicionados 100
ML de estreptavidina conjugada com enzima peroxidase. As placas foram
cobertas com papel aluminio e mantidas em temperatura ambiente por 20
min.

Para revelar a reacdo, foram adicionados 100 uL da
solucdo de substrato cromogénico, composto por Reagente A (peroxido
de hidrogénio) e Reagente B (tetrametilbenzidina) na proporcédo de 1:1.
As placas foram mantidas cobertas com papel aluminio, a temperatura
ambiente por 20 min. Logo apds foram adicionados 50 pL da solugéo de
parada da reacao (&cido sulfarico 2N). As placas foram imediatamente
levadas ao leitor de microplacas, com comprimento de onda de 450 nm.
Os valores de DO de cada citocina foram convertidos para pg/mL pelo

programa GraphPadPrism 6.0.

4.3.5 Deteccédo e quantificacdo de 6xido nitrico

A producédo de 6xido nitrico nos sobrenadantes de cultura
de macrofagos foi determinada indiretamente pela concentracdo de nitrito
detectada pelo reagente de Griess (03553-Sigma-Aldrich). As amostras
(100 pL) dos sobrenadantes foram acrescentados aos pog¢os de uma
placa de 96 pocos, a seguir o mesmo volume do reagente de Griess
(03553-Sigma-Aldrich) foi acrescentado. Ap6s 10 min, a leitura foi
realizada utilizando leitor de microplacas com comprimento de onda 570
nm. Para o calculo da concentracédo do nitrito, foram utilizadas amostras

padrdo de nitrito de 100 uM a 0,781 uM constituindo uma curva-padréo.
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4.3.6 Contagem de UFC/mL de S. aureus e E. coli, ap6s contato do L.
rhamnosus com macroéfagos:

Para avaliar a influéncia dos lactobacilos inativados sobre
a atividade fagocitica dos macrofagos, as células foram distribuidas em
microplacas de poliestireno de 96 pogos (TPP), sendo que em cada poco
foram colocadas 2 x 10* células viaveis e meio DMEM completo até obter
o volume final de 200 pL. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C e
5% de CO2, para a aderéncia celular. As células ndo aderidas foram
removidas através de duas lavagens com soro fisiologico estéril e
apirogénico. Foram acrescentados 100 pL de meio DMEM enriquecido
com 10% de soro fetal bovino e aliquotas de 100 pL da suspensao
probidtica foram adicionadas juntamente aos pocos da microplaca
contendo as células, totalizando volume final de 200 pL. Para o grupo
controle foram acrescentados 100 pyL de solucdo fisiologica estéril e
apirogénica. Em seguida, as placas foram incubadas por um periodo de 2
h e 30 min a 37 °C e 5% CO:a.

Apés esse periodo, as placas tiveram seu conteudo
removido e passaram por nova lavagem com soro fisiolégico estéril e
apirogénico. Em seguida, foram adicionados 100 pL de meio DMEM e 100
puL de uma das suspensdes bacterianas (S. aureus ou E. coli). Para o
grupo controle foram acrescentados 100 pL de solucao fisiolégica estéril e
apirogénica. As placas foram novamente incubadas por um periodo de 30
min a 37 °C e 5% COs..

Depois de 30 min (melhor tempo obtido apds prévia
analise), 100 pL do sobrenadante foi recolhido e realizada diluicdes
seriadas e todas as diluicbes semeados em triplicata em Agar BHI (20 pL)
e incubados a 37 °C por 48 h para posterior contagem do numero de

unidades formadoras de colbnia.
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4.4 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pela
andlise de variancia ANOVA, complementado pelo teste de Tukey. A
curva de morte e estimativa das diferengas na sobrevivéncia foi
determinada pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox). O nivel de significancia
adotado em todas as analises foi 5% (p < 0,05) e foi utilizado o programa

estatistico GraphPad Prism 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Criacao de Galleria mellonella com diferentes dietas

5.1.1 Duragéo da fase larval

Pode-se observar na Tabela 1 que a duracdo da fase
larval se diferenciou em alguns dias dentre os grupos estudados, sendo
gue o menor intervalo foi obtido quando as lagartas foram alimentadas
com polen, ndo se diferenciando estatisticamente do grupo FUBA. O
maior intervalo observado foi o do grupo AVEIA, ndo havendo diferenca
estatistica em relagcdo ao grupo EMBRAPA, sendo este também maior

estatisticamente em relacdo ao grupo POLEN e FUBA.

5.1.2 Viabilidade das lagartas (% de pupas no ultimo instar)

Em relacdo a porcentagem de pupas que se formam
durante o estagio larval, pode-se observar na Tabela 1, que quando as
lagartas s@o alimentadas com a racdo EMBRAPA, & observado maior
formacao de pupas durante esse periodo, sendo estatisticamente superior
aos demais grupos onde no grupo AVEIA foi encontrada a menor
porcentagem.
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5.1.3 Peso no ultimo estégio larval

Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores médios dos
pesos das lagartas no udltimo estdgio larval, ndo havendo diferenca
estatistica (p < 0,05) entre a média dos pesos das lagartas no ultimo
estagio, alimentadas com as racbes EMBRAPA ou AVEIA. Também pode-
se observar que o peso das lagartas alimentadas com racdo FUBA foi
maior no ultimo estagio larval, ndo se diferenciando estatisticamente das

alimentadas com POLEN.

5.1.4 Volume da hemolinfa e contagem total dos hemdcitos

Os valores do volume de hemolinfa e contagem total de
hemdécitos estdo demonstrados na Tabela 1. Pode-se observar que nao
houve diferenga estatistica entre o volume de hemolinfa e contagem total
de hemdcitos entre os grupos de lagartas, no ultimo estagio larval,
alimentadas com as racdes EMBRAPA ou AVEIA (p > 0,05). Sendo o
volume encontrado nestes grupos experimentais estatisticamente menor
(b < 0,05) em relagdo aos grupos FUBA e POLEN, os quais foram

estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,05).

5.1.5 Susceptibilidade a infeccdo experimental (Curva de sobrevivéncia)

As porcentagens de sobrevivéncia das lagartas podem
ser observadas na Tabela 2 e nas figuras 4A, 4B. Apesar de haver

diferenca nas porcentagens de sobrevivéncia das lagartas em cada grupo
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estudado, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre nenhum dos

grupos, para nenhum dos micro-organismos estudados.

Tabela 1- Valores médios e desvio-padrdo para cada grupo experimental
durante o periodo de experimento do ciclo larval de G. mellonella

Volume da Contagem
Racao Peso (g) Fase larval % Pupa Hemolinfa total de
(dias) (L) Hem©citos
H (x109/mL)
Embrapa  0,277+0081"  42£153" . . 0. 20s4572 24%0204°

Aveia 0,278 £ 0,019 49 + 2,52 4+1,29° 23+5,29+2 2,8+0,1712
Fuba 0,365 + 0,033> 35+ 2,00° 8,4 +0,84° 48 +4,20° 5,7 £0,432b

Pdlen 0,382+0,032> 32+1,53¢ 6,8+0,47 53+4,35° 6,14 +0,110°

Tabela 2 - Porcentagem de sobrevivéncia de G. mellonella a infec¢éo por
S. aureus e E. coli, nos diferentes grupos experimentais

% de sobrevivéncia

Grupos | S.aureus E.coli

Embrapa 41,67 33,33
Aveia 41,67 41,67
Fuba 50 58,33

Pdlen 58,33 58,33
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Figura 4- Curva de sobrevivéncia de G. mellonella a infeccdo por bactérias nos
diferentes grupos experimentais: EMBRAPA, AVEIA, FUBA e POLEN. A) curva de
sobrevivéncia de G. mellonella quando inoculadas com S. aureus nos diferentes grupos
experimentais; B) Curva de sobrevivéncia de G. mellonella quando inoculadas com E.
coli

5.2 Efeitos de L. rhamnosus inativado pelo calor na resposta de G.
mellonella desafiada com S. aureus e E. coli

5.2.1 Determinacao da concentracao sub-letal de S. aureus e E. coli
nesses animais
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Antes do estudo da interacdo de L. rhamnosus com S.
aureus e E. coli foi realizada uma analise da susceptibilidade de G.
mellonella a infeccdo por esses micro-organismos para determinacao da
concentragéo sub-letal de S. aureus e E. coli. Como podemos observar na
figura 5 (A, B), a concentracdo de 10° células/ mL foi letal para os
animais, e entdo para o estudo da interagéo foi utilizada a padronizacao

dos micro-organismos a 102 células/ mL.
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Figura 5- Curva de susceptibilidade de G. mellonella a S. aureus e E. coli. A) curva de
sobrevivéncia de G. mellonella quando inoculada com diferentes suspensdes (10° a 108
células/ mL) de S. aureus; B) curva de sobrevivéncia de G. mellonella quando inoculada
com diferentes suspensdes (10°a 10° células/mL) de E. coli
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5.2.2 Curva de sobrevivéncia

Os numeros de lagartas mortas durante a infeccéo por S.
aureus e E. coli, nos diferentes tempos e grupos experimentais e
porcentagem de sobrevivéncia ao final do experimento estédo
demonstrados na tabela 3. As figuras 6A e 6B demonstram que nao
houve diferenca estatistica entre os grupos tratados previamente com L.
rhamnosus e os somente infectados com as bactérias (p > 0,05) O grupo
L. rhamnosus diferenciou-se estatisticamente dos demais grupos, nao
havendo morte significativa das lagartas (p < 0,05). Apesar de néo haver
diferenca estatistica pode-se observar que houve morte das lagartas com
24 h, quando nao foram inoculadas previamente com os lactobacilos

inativados.

Tabela 3 - Porcentagem de sobrevivéncia de G. mellonella durante
infeccdo por S. aureus e E. coli, nos diferentes grupos experimentais, com
ou sem prévia inoculagdo com L. rhamnosus inativados

L. L.
Controle L. S. rhamnosus g coi rhamnosus
rhamnosus  aureus _
S. aureus E. coli

100% 87,5% 50% 58,33% 58,33% 75%
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Figura 6 - Curva de sobrevivéncia da lagarta G. mellonella quando inoculadas com
bactérias, S. aureus e E. coli, com ou sem prévia inoculacéo de L. rhamnosus inativado.
A) Curva de sobrevivéncia de G. mellonella ao S. aureus, com ou sem previa inoculacéo
de L. rhamnosus inativado; B) Curva de sobrevivéncia de G. mellonella a E. coli, com ou
sem previa inoculagdo de L. rhamnosus

5.2.3 Contagem total dos hemacitos

Na figura 7, observou-se que a maior contagem de
hemocitos foi encontrada nos grupos em que as lagartas foram
inoculadas previamente com L. rhamnosus e a maior contagem foi

encontrada quando foram inoculadas somente com S. aureus, se
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diferenciando estatisticamente dos demais grupos (controle, L.
rhamnosus, S. aureus) (p < 0,05). Apesar de nao haver diferenca
estatistica, o grupo que sofreu acdo somente dos L. rhamnosus houve
uma diminuicdo na contagem total de hemaocitos em relagédo ao controle.
Houve diferenca estatistica também entre os grupos inoculados com E.
coli com ou sem prévia inoculacéo de lactobacilos em relacdo ao controle
(p <0,05).

109

10%/mL

Figura 7- Médias e desvio padrdo da contagem total de hemdécitos na hemolinfa de G.
mellonella 24 h apds inoculag@o de S.aureus e de E. coli com ou sem prévia inoculacéo
de L. rhamnosus.

5.2.4 Melanizagéo da hemolinfa

Na figuras 8 pode-se observar maior melanizagédo (p <
0,05) nos grupos estimulados com lactobacilos e infectados pelas

bactérias. A melanizacdo no grupo inoculado com S. aureus foi maior
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estaticamente que os grupos controle e somente L. rhamnosus (p < 0,05).
No grupo somente estimulado com L. rhamnosus a melanizacdo ndo se
diferenciou estatisticamente do grupo controle (p > 0,05). O grupo L.
rhamnusus + S. aureus apresentou maior densidade 6tica, sendo superior

estatisticamente em relag&o a todos os demais grupos.

*kk*k

Figura 8- Médias e desvio padrdo das densidades 6ptica (DO) da melanizacéo produzida
em lagartas infectadas com S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia inoculagdo de L.
rhamnosus, apds 24 h.

5.2.5 Oxido nitrico

Na figura 9 pode-se observar que o0 Unico grupo que
diferenciou estatisticamente (p < 0,05) do controle foi o inoculado com S.

aureus apos prévia inoculacao de L. rhamnosus inativado.
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Figura 9- Médias e desvio padrdo das concentragbes (UM) de 6xido nitrico (NO) na
hemolinfa de lagartas infectadas com S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia inocula¢éo
de L. rhamnosus, ap6s 24 h.

5.3 Efeitos in vitro de Lactobacillus rhamnonus inativado pelo calor
em macrofagos (RAW 264.7) estimulado por S. aureus e E. coli

5.3.1 Deteccéo e quantificacédo de citocinas

A figura 10 demonstra diferencas significativas da
producdo TNF-a em todos os grupos estudados em relagcéo ao controle (p
< 0,05). Sendo que o grupo L. rhamnosus foi estatisticamente superior ao
grupo estimulado com S. aureus e o grupo controle (p < 0,05) e

semelhante aos grupos estimulados por E. coli (p > 0,05).
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Figura 10- Médias e desvio padrdo das concentracdes de TNF-a (pg/mL) nos
sobrenadantes, apés 16 h, da cultura de macréfagos estimulados por S. aureus ou E.
coli, com ou sem prévia estimulacio com L. rhamnosus, detectadas pelo teste
imunoenzimatico ELISA.

Na figura 11 em relagcdo a IL-1B o grupo L. rhamnosus
nao foi capaz de induzir producdo estatisticamente significante desta
citocina, sendo semelhante ao controle (p > 0,05). Nos grupos S. aureus e
S. aureus apoOs estimulo de L. rhamnosus, essa producdo foi maior
estatisticamente em relagdo ao controle p < 0,05). Nos grupos
estimulados com E. coli, onde a produgcdo desta citocina foi

significativamente maior (p < 0,05) que em relacdo a todos os grupos.
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Figura 11- Médias e desvio padrdo das concentracdes de IL-18 (pg/mL) nos
sobrenadantes, ap6s 16 h da cultura de macréfagos estimulados por S. aureus ou E.
coli, com ou sem prévia estimulacio com L. rhamnosus, detectadas pelo teste
imunoenzimatico ELISA.

Em relacdo a IL-6 (Figura 12) nado foi observada producao
significativa pelo grupo L. rhamnosus, sendo que nos demais grupos a
producdo desta citocina foi estatisticamente superior (p < 0,05), havendo
um aumento significativo no grupo L. rhmanosus com S. aureus a em
relacdo ao S. aureus. Nos grupos estimulados com E. coli a producao foi

maior estatisticamente (p < 0,05) em relacéo a todos os demais grupos.



59

IL-6

1500 A

*k% *k%

1200 A

900 A

600 -

3004

Figura 12- Médias e desvio padrdao das concentragbes de IL-6 (pg/mL) nos
sobrenadantes ap6s 16 h, da cultura de macréfagos estimulados por S. aureus ou E.
coli, com ou sem prévia estimulacdo com L. rhamnosus, detectadas pelo teste
imunoenzimatico ELISA.

Em relacdo a IL-12, pode-se observar na figura 13 baixa
producdo em todos o0s grupos, sendo todos os grupos foram

estatisticamente semelhantes ao grupo controle (p > 0,05).
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Figura 13 - Médias nas concentracdes de IL-12 (pg/mL) nos sobrenadantes, apds 16 h,
da cultura de macréfagos estimulados por S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia
estimulacao com L. rhamnosus, detectadas pelo teste imunoenzimatico ELISA.

Em relacdo a IL-10, pode-se observar na figura 14, que
ndo houve producdo significativa (p > 0,05) desta citocina pelo L.
rhamnosus apenas, mas nos grupos estimulados pelas bactérias a

producao foi significativamente maior que o grupo controle (p < 0,05).
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Figura 14 - Médias nas concentracdes de IL-10 (pg/mL) nos sobrenadantes, apds 16 h,
da cultura de macréfagos estimulados por S. aureus ou E. coli, com ou sem prévia
estimulacao com L. rhamnosus, detectadas pelo teste imunoenzimatico ELISA.

5.3.2 Oxido nitrico

A figura 15 demonstra que a producao de 6xido nitrico foi
maior nos grupos em que as células sofreram estimulo por S. aureus,
diferenciando estatisticamente (p < 0,05) dos grupos controle, somente
estimulado com lactobacilos e estimulados com E. coli. Sendo que nos
grupos estimulados com E. coli, essa producéo foi estatisticamente menor

(p < 0,05) que o grupo somente estimulado pelo lactobacilos.
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Figura 15 - Concentracdo (uM) de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante de macréfagos
RAW 264.7, cultivados em contato com S. aureus ou E. coli, por 2 h e 30 min, com ou
sem estimulo prévio de L. rhamnosus inativado pelo calor também por 2 h e 30 min.

5.3.3 Contagem total de unidades formadoras de colonia:

Em relacdo a influéncia dos lactobacilos mortos pelo calor
na contagem total de UFC/mL das bactérias, pode-se observar que a
quantidade de UFC/ mL foi menor nos grupos em que houve primeiro
estimulo por L. rhamnosus inativados pelo calor, em relacdo a aqueles em
gue nao houve o contato da célula com o lactobacilos. Como podemos
observar nas figura 16, houve diferenca estatistica (p < 0,05) na contagem
de unidade formadoras de colbnia nos grupos onde o0 micro-organismo foi
cultivado somente com as células e aquela em que as células sofreram
acao de L. rhamnosus, sugerindo que os lactobacilos foram capazes de

aumentar a capacidade fagocitaria dos macrofagos.



63

B
A
15001
2000 A
10001
|

£ E

=~ (]

O w

o )
D 500 A
0

\e NS e
ou© R R\ « o\®
° 5- . N
x© c®
0506
o®
S
RN

Figura 16 - Média e desvio padrdo da contagem de unidades formadoras de colbnia
UFC/mL (10°) obtidos apods cultivo de macréfagos com as bactérias, com ou sem prévio
estimulo do L. rhamnosus. A) Média e desvio padrdo dos dados de UFC/mL obtidos
apos cultivo das células com S. aureus por 30 min, com ou sem prévio estimulo do L.
rhamnosus; B) média e desvio padrao dos dados de UFC/mL obtidos apés cultivo das
células com S. aureus por 30 min, com ou sem prévio estimulo do L. rhamnosus.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo buscamos desenvolver uma
metodologia de criagdo de G. mellonella que promovesse melhor
desenvolvimento das larvas e avaliar o efeito in vivo da bactéria probiotica
(L. rhamnosus ATCC 7469) inativada pelo calor sobre o modelo in vivo
(G. mellonella) e in vitro (macréfagos RAW 264.7), ambos desafiados por
S. aureus e E. coli. Este estudo buscou desenvolver uma metodologia de
criacdo de G. mellonella, estabelecendo a racdo da dieta que
proporcionasse melhor desenvolvimento das lagartas, a fim de obter um
modelo padronizado para pesquisas futuras. Para isso, foi acompanhado
o desenvolvimento das lagartas desde ovo até o ultimo estagio larval, no
qual as lagartas sdo utilizadas nos experimentos.

Avaliando esses parametros, 0 estudo buscou uma
criacdo onde o tempo de duracdo do estagio larval (ovo até ultimo
estagio) fosse o menor possivel, sem alterar o desenvolvimento das
lagartas. Pode-se observar que a duracdo da fase larval se diferenciou
em alguns dias dentre os grupos estudados, sendo que o menor intervalo
foi obtido quando as lagartas foram alimentadas com poélen, ndo se
diferenciando do grupo FUBA, sendo que nas demais racdes AVEIA e
EMBRAPA, foi observado um aumento significativo neste intervalo.
Mohamed et al. (2014) avaliaram a influéncia de cinco dietas naturais
[favo de mel velho (OW), favo de mel velho e adicionado 10% de polen
(OWP), favo de mel novo (NW), favo de mel novo contendo 10% de pélen
(NWP), e somente pdélen de abelha (BP), no desenvolvimento e
mortalidade das lagartas de G. mellonella, e observaram que houve
variagdes significativas no desenvolvimento das lagartas. Os autores

relataram que o favo novo (NW) demonstrou ser a dieta larval mais pobre
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induzindo uma maturacdo prolongada, além de diminuicdo na
produtividade de ovos, retardando a oviposigéao e prolongando a duracao
de todo o ciclo de vida, causando maior mortalidade em todas as fases de
vida em geral. Em contraste, alimentando as larvas em dietas com favo
envelhecido ou contendo podlen, o desenvolvimento foi afetado
positivamente e a vitalidade em todas as fases da vida. O periodo larval
encontrado por esses autores foi mais longo (114,5 = 0,6 dias) nas
lagartas alimentadas somente com favo novo (NW) e essa duracéao larval
diminuiu acentuadamente (22,7 £ 0,3, 27,1+ 0,2, 30,0 £ 0,6 e 52,5 £ 0,3
dias) nas dietas que continham pélen (BP, OWP, NWP e OW).

Em nosso estudo, onde as racdes que ndo continham
alimento natural (mel ou pélen) ou o mel em menor quantidade da lagarta
em sua composicédo, foi observado os maiores intervalos (EMBRAPA 42
dias e AVEIA 49 dias) e sendo que o consumo de alimentos parece estar
correlacionado com a duracdo da fase larval. Neste estudo nao foi
observado o consumo da racdo por esses animais, mas ha uma indicagcao
de que os animais tenham preferéncia pelas dietas contendo mel e pdlen
e que consumiram mais estas dietas. Isso pode estar relacionado também
com a porcentagem de formacdo de pupas precocemente durante o
estagio larval, onde no grupo alimentado com racdo EMBRAPA, é
observado maior formagcdo de pupas durante esse periodo, sendo
estatisticamente superior aos demais grupos onde no grupo AVEIA foi
encontrada a menor porcentagem. Além disso, Krams et al. (2015)
destacaram que estudos anteriores demonstram que G. mellonella pode
ter desenvolvimento larval rapido e maior peso corporal apenas quando
se alimentam com dietas de alta qualidade nutricional, mostrando que a
ma nutricdo resultou em diminuicdo no tamanho do corpo de G. mellonella
e precoce pupacgao. Isso sugere que a racao EMBRAPA pode nao ser a
ideal para alimentar esses animais nos primeiros estagios, em nossas

condicoes.
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Também foi levado em consideracdo em nosso estudo, a
obtencdo de uma quantidade grande de lagartas e que estas formassem
grupos homogéneos em tamanhos e pesos maiores que as geralmente
utilizadas em nossos experimentos, para que conseguissemos obter
maior quantidade de amostras (tecido e hemolinfa) para os experimentos.
Os grupos FUBA e POLEN, em que o peso das lagartas no Gltimo estagio
larval foi de 0,365 g e 0,382 g, apresentaram pesos significativamente
maiores que os grupos EMBRAPA (0,277 g) e AVEIA (0,278 g). Coskun et
al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes quantidades de favo de mel (O,
25, 50, 100, 200 ou 300 g) e troca de mel por sacarose (0, 5, 10, 15 ou
20%) em uma dieta artificial (500 g de farelo, 300 mL de glicerina, 200 g
favo de mel, 150 mL agua pura e 150 mL de mel) sobre o
desenvolvimento das lagartas durante 3, 7 e 10 dias. Eles observaram
que as lagartas podem tolerar diferentes dietas sem graves problemas
durante o seu desenvolvimento, pois todas completaram seu crescimento,
entretanto, foi observada perda de peso na dieta que ndo continha mel.
Especialmente nas relagcbes em que a quantidade de favo de mel é mais
baixa do que o controle, foi relatada uma deficiéncia nutricional e, como
consequéncia pupacao precoce. Isso néo foi observado quando houve um
aumento da quantidade de favo de mel na dieta (50%).

Observa-se que o aumento de peso € diretamente
proporcional com a quantidade de favo de mel e estes dados podem
auxiliar na compreensdo dos nossos estudos, pois as dietas em que néo
apresentam nenhum alimento natural desses animais (EMBRAPA) ou mel
em menor quantidade (AVEIA), o ganho de peso foi bem menor e o
desenvolvimento mais lento. O efeito negativo da remocéo do favo de mel
a partir da dieta (com diferentes razbes) sobre o desenvolvimento
mostraram que estas dietas ndao podem dar aos insetos suas
necessidades nutricionais corretamente. As dietas devem oferecer

compostos nutricionais tais como carboidratos, proteinas e lipidios e esta
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€ a razdo da perda de peso nas dietas, as quais nao inclui mel e sacarose
(Coskun et al., 2006).

Niemierko e Wlodawer (1950) relataram a necessidade de
proteina nas dietas dessas lagartas e que a cera de abelha somente nao
oferece a quantidade necessaria de proteina. Por isso geralmente ndo
sdo encontradas criacoes de G. mellonella somente alimentadas com
cera de abelha e em condicfes laboratoriais as lagartas se desenvolvem
bem em vérias dietas artificiais em que a cera é substituido com
carboidratos (Dadd, 1964). Nas racdes estudadas foram utilizadas
diferentes fontes de carboidratos e proteinas, sendo a racdo da
EMBRAPA rica em carboidrato, mas fraco em energia, a racdo de AVEIA
rica em proteina, racdo de FUBA rica em carboidrato e energia e o
POLEN é um alimento nutritivos completo, rico em proteina. Além disso a
variacdo na composicao desses alimentos pode ter ocasionado diferencas
no consumo e capacidade digestiva das lagartas e isso pode ter
ocasionado a variacao de peso e ciclo larval.

Os resultados do presente estudo, demonstraram que nao
houve diferenca entre o volume de hemolinfa e contagem total de
hemocitos entre os grupos de lagartas, no ultimo estagio larval,
alimentadas com as racdbes EMBRAPA ou AVEIA, racbes com baixa
energia, sendo o volume encontrado nestes grupos experimentais
inferiores aos grupos FUBA e POLEN, racBes com alto valor nutricional,
sendo que o grupo alimentado somente com pdlen apresentou maior
volume de hemolinfa e maior contagem total de hemdcitos. Outros
estudos demostraram que uma dieta rica em proteinas geralmente
aumenta a quantidade de hemdcitos e niveis de fenoloxidase e
consequentemente melanizacdo e encapsulamento (Washburn et al.,
1996; Trudeau et al., 2001). Com isso nossos resultados demostraram
que a producédo de hemolinfa e hemdcitos, foi proporcional ao peso e
tamanho das lagartas.
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Quando as lagartas receberam as diferentes racoes,
foram submetidas a infec¢cdes experimentais por S. aureus e E. coli e,
apesar de ndo haver diferenca estatistica nas curvas de sobrevivéncia, foi
observada diferenca nas porcentagens de sobrevivéncia das lagartas,
sendo que em todos os grupos alimentados com ragdo da EMBRAPA ou
AVEIA, para 0os 2 micro-organismos, essa porcentagem foi menor.
Também foi demonstrado que houve uma resisténcia inicial a infeccao
nas primeiras horas nos grupos alimentados com FUBA e POLEN, para
as 2 bactérias, sendo observada a primeira morte com 48 h e nos grupos
EMBRAPA e AVEIA houve morte de lagartas jA com 24 h. Isso também
pode estar relacionado com o tamanho do corpo da lagarta e a
guantidade de hemolinfa e hemdcitos que auxiliam na defesa desse
organismo, 0 que mostra a importancia de relatar o peso das lagartas nos
estudos.

Durante o ciclo de vida das lagartas, quando alimentadas
com racdo da EMBRAPA, foi observado um crescimento mais vagaroso e
menor agilidade dessas lagartas, quando comparadas as demais.
Também houve grande formacdo de pupa com as lagartas em estagios
de desenvolvimento precoces, além de apresentarem uma coloracdo mais
escura. No grupo alimentado com a racdo de AVEIA foi observado que as
lagartas se desenvolveram bem nos primeiros estagios larvais, depois o
desenvolvimento foi mais lento, apresentando ao final dos experimentos o
maior tempo do ciclo de ovo ao ultimo estagio larval. Os grupos
alimentados com a racdo de FUBA e POLEN apresentaram-se muito
semelhantes, sendo que houve rapido desenvolvimento larval, coloragéao
mais clara e baixa taxa de pupacdo precoce. Foi observada a coloracao
da lagarta, sendo desejado que fossem mais claras, pois um dos testes
mais utilizados é o de susceptibilidade a infeccdo, onde é observada a
melanizacdo da lagarta. Em relagdo a esse parametro ndo foi encontrada
muita diferenca, sendo que as alimentadas com FUBA e POLEN ficaram

um pouco mais claras. Outro fator importante que foi observado durante
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nosso experimento, foi a formacdo de teias e casulos. Verificou-se que
nos grupos FUBA e POLEN essa formacéo foi menor, proporcionando
maior facilidade na limpeza e manejo das lagartas. Nos grupos
EMBRAPA e AVEIA foi observado que os casulos formados foram mais
resistentes e com maior formacgédo de teia, dificultando a limpeza das
mesmas. Estes dados sdo apenas qualitativos.

Outro fator observado durante o experimento foi a
temperatura para desenvolvimento das lagartas, apesar de ndo ter
registrado, observou-se que em temperaturas baixas (22 °C) o
desenvolvimento das lagartas € mais lento, e quando a temperatura
estava mais alta (30 °C) as lagartas se desenvolviam muito rapidamente e
isso ndo permitia a homogeneidade dentro do grupo. Isso foi relatado por
Cardoso et al. (2007), em que a duracdo dos estagios imaturos foi
inversamente proporcional a temperatura, sendo que para os periodos de
desenvolvimento larval foram obtidos valores de 40 dias quando mantidas
a22°C, 27 °C e 23 a 32 °C. Entdo, em nossas condi¢cdes experimentais e
para o objetivo deste estudo, a melhor temperatura encontrada foi 28 °C,
com as lagartas mantidas em estufa tipo BOD.

Por esse motivo, foi de grande importancia avaliar o
tamanho e tempo de duracéo do estagio larval, para que, uma quantidade
elevada de lagartas para atender o laboratério e para reproducao fosse
obtida, dentro de um tempo hébil para o trabalho. Julgamos, também, de
grande importancia o tamanho da lagarta, uma vez que as de maior
tamanho permitem uma manipulacdo mais facil e maior obtencdo de
hemolinfa e tecidos para as analises. Com isso ap0s o término dos testes
envolvendo a criagcdo de G. mellonella, foi selecionada a melhor dieta e
melhor metodologia de criacdo, que para nossas exigéncias foi a racdo
FUBA, por ndo se diferenciar do Pélen, que favoreceu todos o0s
parametros estudados, mas € mais barata para ser utilizada na criagao.
Foi entdo desenvolvido um protocolo desenvolvido foi adotado no

Laboratério de Invertebrados no ICT-UNESP Sao José dos Campos.
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Em relacdo aos efeitos de L. rhamnosus inativados pelo
calor na resposta de G. mellonella desafiada com S. aureus e E. coli,
pode-se observar que apesar de ndo haver diferenca estatistica entre as
curvas de sobrevivéncia das lagartas, nos grupos inoculados com L.
rhmanosus antes das bactérias, a porcentagem de sobrevivéncia foi
maior, e as lagartas demora mais para morrer (48 h). Além disso o
lactobacilos inativado provocou baixa mortalidade das lagartas (87,5%),
nao diferenciando estatisticamente do grupo controle. Isso sugere que a
inoculacdo do lactobacilos inativado, antes das bactérias, desencadeou
uma resposta imune, em que na maioria das lagartas ndo causou sua
morte e auxiliou na resposta as bactérias, sendo que para algumas essa
resposta possa ter sido exacerbada, causando assim sua morte.

Vilela et al. (2015) inocularam uma cepa probiotica de L.
acidophilus e somente o sobrenadante da suspensdo, previamente a
infecgao por C. albicans em G. mellonella e observaram um aumento da
sobrevivéncia das lagartas. Além disso, o numero de C. albicans
(UFC/mL) recuperado a partir da hemolinfa de larvas foi menor no grupo
inoculado com L. acidophilus comparativamente com o grupo controle,
sugerindo um aumento na fagocitose deste micro-organismo. Os autores
concluiram que L. acidophilus ATCC 4356, e somente o sobrenadante da
suspensao, foram capazes de proteger G. mellonella contra candidose
experimental. Desbois e Coote (2011) utilizaram G. mellonella para
investigar tratamento profilaticos com daptomicina e vancomicina, contra
infeccdo com S. aureus. Os autores observaram uma melhora na
sobrevivéncia larval e este efeito protetor foi dose dependente, com
maiores doses desses agentes aumentando sobrevivéncia das larvas. Na
literatura n&o foram encontrados muitos trabalhos utilizando ATCC de E.
coli em G. mellonella, mas estudos com isolados clinicos de linhagens
uropatogénicas de E. coli (UPEC) usando larvas G. mellonella,
demonstraram que G. mellonella é uma excelente ferramenta para a

investigacdo preliminar de interacdes patdogeno-hospedeiro, da viruléncia
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das cepas de UPEC (Leuko, Raivio, 2012; Alghoribi et al., 2013; Repizo et
al., 2015)

Insetos ndo tém uma resposta adaptativa no sistema
imune, mas possuem um sistema imune inato que se baseia em fatores
de reconhecimento, que protege de forma eficaz e rapida quando ha
infeccdo por micro-organismos e parasitas. Este sistema é altamente
desenvolvido e compreende componentes celulares e humorais que
podem ser ativados por invasdo de corpos estranhos, incluindo patégenos
(Hoffmann JA et al., 1995). No mecanismo de defesa celular, os
hemaocitos sdo capazes reconhecer as ameagas ao organismo e podem
reagir de trés maneiras diferentes contra patégenos: fagocitose, formacéo
de nodulos e encapsulamento (Shaurub, 2012). Em nosso estudo, foi
observado que a contagem de hemdcitos foi maior quando as lagartas
foram inoculadas previamente com L. rhamnosus. Isso pode ser
observado nos dois grupos infectados com as bactérias, mas no grupo em
qgue houve inoculagdo de S. aureus, este aumento foi maior, sugerindo
gue sendo as duas bactérias (L. rhamnosus e S. aureus) Gram-positivas,
desencadeiam a mesma resposta.

Fuchs et al. (2015) estudaram um tratamento profilatico
com micafungina em G. mellonella infectadas com S. aureus (um agente
patogénico para o qual o antimicrobiano ndo demonstra atividade direta).
Os autores verificaram que no modelo de G. mellonella, o tratamento
profilatico inibiu acdo dos agentes patogénicos e isso foi caracterizado por
um aumento de 2,43 vezes em comparacdo com larvas inoculadas
apenas com PBS na densidade de hemdcitos. Eles relataram que esse
aumento ocorreu 4 h apds infeccdo, e que a densidade hemocitaria
diminuiu ao longo do tempo, sendo que com 24 h apos inje¢cdo do
antimicrobiano, o aumento nao foi significativo sobre PBS. Isso pode
explicar porque foi observada a diminuicdo na contagem de hemocitos
guando o grupo que foi inoculado apenas com L. rhamnosus, pois essa

contagem ocorreu 24 h apés a inoculacdo. Além disso, Gibreel e Upton,
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em 2013, relataram que um peptideo sintético antimicrobiano, que possui
uma potente atividade contra micro-organismos Gram-positivos, protegeu
a lagarta G. mellonella da infeccdo por S. aureus, mas ndo aumentou a
contagem total de hemacitos, apds 24 h da infeccdo e concluiram que a
defesa contra a infecgéo, possa ter sido alcancada pelo aumento na taxa
de fagocitose.

Nossos resultados demonstraram que L. rhamnosus
inativado também pode influenciar essa taxa, e por isso a contagem de
hemdécitos neste grupo inoculado apenas com a bactéria probidtica, possa
nao ter aumentado, jA que essa bactéria em nosso estudo in vitro
demonstrou aumentar a fagocitose de macréfagos. Também nos leva a
pensar que a densidade hemocitaria, nos grupos inoculados com as
bactérias, poderia ser maior se fosse realizada a contagem com menos
tempo de infeccdo. Rajendran et al. (2015) estudando o efeito de
acetilcolina na patogénese por C. albicans em G. mellonella,
demonstraram que acetilcolina protegeu as lagartas da infeccdo e que
essa protecdo ocorreu por meio da melhorara da funcdo de hemocitos,
demonstrando aumento na contagem total dos hemdcitos. Os autores
relataram que esse aumento foi observado 4 h apos infeccdo e que em 24
h houve uma diminuicéo.

G. mellonella possui mecanismo de defesa humoral, onde
existem componentes que estdo envolvidos no reconhecimento ou s&o
diretamente responsaveis pela resposta imune. Estes componentes sao
responsaveis pela sintese e liberagdo de varios peptideos
antibacterianos. Além disso, existem também outros componentes
humorais, incluindo lectinas (hemaglutininas) e um sistema de melanina-
fenoloxidase (PO) responsavel pela coagulacdo da hemolinfa
(melanizacdo) e morte de invasores microbianos, bem como parasitas
(Shaurub, 2012; Zdybicka-Barabas et al., 2014). Em nosso estudo essa
resposta foi avaliada por meio da melanizacdo da hemolinfa e os

resultados demonstraram haver desencadeamento desta resposta imune
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apos inoculagdo de lactobacilos inativados, observando maior
melanizagdo nos grupos estimulados com lactobacilos antes da infec¢ao
por bactérias, sugerindo que a inoculacdo da bactéria inativada
desencadeou a sequéncia de respostas, sem causar a morte da lagarta,
modulando essa resposta. No grupo somente estimulado com L.
rhamnosus inativado a melanizacdo nao se diferenciou estatisticamente
do grupo controle, reforcando a ideia do uso de lactobacilos inativados e
N&ao Vivos.

Foi observado em nosso estudo, maior melanizagcdo da
hemolinfa nos grupos inoculados com S. aureus, no tempo de 24 h. Wand
et al., 2013 avaliaram a resposta de G. mellonella a infeccéo por diversas
cepas Klebsiella pneumoniae e relataram que em geral, as cepas que
causaram um maior grau de mortalidade das lagartas mostraram aumento
nos niveis de melanizacdo. E que as cepas que produziram pouca
melanizac¢ao, tiveram uma atividade inicial fenoloxidase (PO), responsavel
pela coagulacdo da hemolinfa, apdés 60 min, mas que esta atividade néo
permaneceu apoés 4 h, sendo que as cepas mais virulentas demonstraram
aumento significativo nos niveis de atividade de PO em relacdo ao
controle ndo infectado. Isso foi observado em nosso trabalho também,
onde S. aureus demonstrou ser mais patogénico para as lagartas, com
maior mortalidade e maior melanizagéo.

Com relacdo a producdo de Oxido nitrico, pode-se
observar que o Unico grupo em que houve maior producdo de Oxido
nitrico foi o infectado com S. aureus com prévia inoculacdo do L.
rhamnosus inativado e observou-se também diminuicdo, quando as
lagartas foram inoculadas com L. rhamnosus antes da infeccdo com E.
coli, sem diferenca estatistica. NO é uma molécula importante porque
participa em varios processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a
resposta imune aos micro-organismos e parasitas, em insetos. Semenova
et al. (2014) relataram que uma analise quantitativa de producéo de NO

7

em insetos € mais complicada que em mamiferos devido a uma
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desaceleracdo das atividades metabdlicas. Isso impde exigéncias
especificas sobre os métodos, tais como sensibilidade e especificidade, é
gue os meétodos utilizados ndo permitem conclusdes definitivas sobre os
papéis funcionais de NO na hemolinfa de larvas de G. mellonella.
Também em 2007, Whitten et al. observaram que a resposta imune
mediada por NO em insetos sé@o especificas para cada patdégeno e que
através da inoculacdo de LPS, foi mais observada no corpo de gordura e
hemocitos. Por isso a deteccdo deste mediador possa nao ter sido
observada, sendo que foi avaliada somente a producdo de NO na
hemolinfa da lagarta.

Com relacdo aos efeitos in vitro de L. rhamnonus
inativado pelo calor em macréfagos (RAW 264.7) desafiados por S.
aureus e E. coli verificou-se, em relacdo a producdo de TNF-a, que o
probiético foi capaz de induzir uma producdo superior aos demais grupos
estimulados com S. aureus e o grupo controle. No grupo estimulado por
E. coli a inducdo foi semelhante ao grupo L. rhamnosus inativado.
Estudos anteriores demonstraram que os lactobacilos mesmo inativados
sdo capazes de estimular alta producdo de TNF-a (Marin et al., 1997;
Cross et al., 2004; van Hoffen et al., 2010; Jorjao et al., 2015).
Macréfagos também sdo o principal produtor de IL-1B e sua producdo
pode ser estimulada também por TNF-a e LPS (Dinarello, 1989; Shavit et
al., 2006), o que pode explicar a maior producdo nos grupos estimulados
com bactéria Gram-negativa. Fang et al. (2014) demonstraram que ambos
L. rhamnosus GG, vivos ou mortos pelo calor, tinham tendéncia em
regular positivamente a expressao de TNF-a em células Caco-2 apoés 2 e
4 horas de tratamento e que o efeito regulador foi maior quando as
bactérias estavam mortas. Em resumo os autores destacaram que, as
duas formas de L. rhamnosus GG podem regular positivamente a
expressdo de TNF-a e que a morte pelo calor ndo minimizou o efeito
modulador da cepa. Em relagéo a IL-1B8 o grupo L. rhamnosus inativado

nao foi capaz de induzir produgdo estatisticamente significante desta
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citocina, concordando com o resultado anterior (Jorjdo et al., 2015).
Foram encontradas producgles significativas desta citocinas quando as
células estimuladas apenas com E. coli, sendo lactobacilos inativado,
capaz de diminuir essa producao.

Curiosamente em relacdo a IL-6, ndo foi verificada
producdo significativa pelo grupo L. rhamnosus inativado, somente
quando as células foram desafiadas por S. aureus ou E. coli houve
producdo significativa desta citocina. TNF-a e IL-1B sdo importantes
indutores de IL-6 e por isso pode ter induzido a producdo desta citocina
nestes grupos. A IL-6 pode ser produzida por varios tipos celulares, sendo
as células B, T e mondcitos as principais fontes (Heinrich et al, 1990;
Zang JM, An, 2007), o que pode explicar a baixa producdo quando nao
houve um segundo estimulo aos macrofagos, ja que no grupo L.
rhamnosus inativado, ndo houve producdo de IL-1B também. Pode-se
observar também que no grupo estimulado por lactobacilos, seguido da
estimulacdo por S. aureus essa producéo foi maior. Marin et al. (1997)
avaliaram 14 cepas de bifidobactérias inativadas pelo calor e observaram
que estas tinham uma atividade imunomoduladora sobre os macrofagos
(RAW 264,7). Os autores relataram um aumento na producdo de TNF-a
(até varias centenas de vezes) e IL-6 em células ndo estimuladas e que
apoés a estimulacéo de células RAW 264.7 com LPS, a producédo de TNF-
a e IL-6 foi aumentada. Também em nosso estudo L. rhamnosus inativado
foi capaz de reforcar a producao de citocinas pré-inflamatorias, podendo
esse efeito ser benéfico na manutencdo do equilibrio imunoldgico,
aumentando a resisténcia a infeccoes.

Em relacdo a IL-12, pode-se observar que houve baixa
producdo em todos os grupos. Cross et al. (2004) relataram um aumento
na producado desta citocina quando macrofagos J774A.1 foram cultivados
durante 8 h ou 16 h na presenca de L. casei Shirota. Os autores relataram
que houve secrecdo acentuada de IL-12 e TNF-a, mas diminuicdo da

producéo de IL-10, e que esta producéo foi significativa nos dois tempos
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de cultivo, sendo que com 16 h a producéo foi maior. Esses resultados
demonstraram que para inducdo de alta producdo desta citocina, ha
necessidade de maior contato do estimulo com a célula, ja que neste
estudo as bactérias permaneceram em contato com as células durante
24, 48 e 72 h. Em nossos estudos as bactérias, tanto o lactobacilos
inativados quanto S. aureus ou E. coli, permaneceram em contato com o0s
macrofagos por apenas 2 h e 30 min, isso pode sugerir ser a causa de
baixa producéo desta citocina, ja que acredita-se que esta exerca papel
fundamental na indugcdo de respostas imunes Thl, sendo sua agao
principal estimular células NK e sua secrecéo inibida pela producao de IL-
10.

Em relacdo a IL-10, observou-se producdo significativa
desta citocina nos grupos estimulados pelas bactérias e quando foram
previamente estimuladas pelo L. rhamnosus inativado anteriormente. Mas
somente lactobacilos inativado ndo foi capaz de induzir producdo desta
citocina. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados em
relacédo a IL-6. Isso pode ser explicado pela capacidade de IL-10 em inibir
producédo de citocinas pré-inflamatérias, principalmente IL-183 e IL-6 e, IL-
12, sugerindo que o aumento na producdo desta citocina (IL-10) nos
grupos em que houve aumento de IL-1B e IL-6, se deve ao fato de essa
citocina ser reguladora (Raeburn et al., 2002).

Distarbios no equilibrio da producdo e liberacdo das
citocinas tém papel significativo no desencadeamento e agravamento de
diversas enfermidades. Jensen et al. (2015) investigaram o papel
imunoestimulante de cepas probidticas em linhagem celular monocitica
THP-1 e U937. Cepas de L. reuteri induziram maior producgao de citocinas
em comparacdo com L. plantarum e L. rhamnosus GG. Lactobacilos vivos
e preparacgOes inativadas por UV induziram respostas diferentes para as
cepas investigadas. Os autores sugerem que a soma de proteinas de
superficie das bactérias probidticas, metabolitos bacterianos e / ou as

proteinas secretadas induzem a secrecdo de citocinas em células THP-1
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e ativam NF-kB em células U937-3xkB-Luc. Liu et al. (2014) investigaram
os efeitos anti-alérgicos de L. plantarum K37 inativado pelo calor na asma
e reacbes alérgicas sisttmicas em camundongos sensibilizados com
ovalbumina e verificaram importante modulacdo nos niveis de citocinas e
relataram que L. plantarum K37 inativado pelo calor pode ser um
candidato promissor para tratamentos profilaticos e terapéuticos de
doencas alérgicas.

Os macrofagos produzem oéxido nitrico como composto
nocivo para bactérias. Em nossos resultados pode-se observar que a
producdo de Oxido nitrico foi maior nos grupos em que as células
sofreram estimulo por S. aureus, sendo que no grupo estimulado com
bactéria Gram-negativa essa producéo foi menor até que a induzida pelo
L. rhamnosus inativado. Villamil et al. (2002) analisaram 6 cepas
bacterianas produtoras de &cido lactico e relataram que foram capazes de
aumentar significativamente a producdo de NO e o maior aumento foi
observado apds 72 h de incubacdo. Além disso os autores relataram que
este aumento melhorou o efeito antibacteriano dos produtos
extracelulares. Korhonen et al. (2001) sugeriram que acido lipoteicéico
(LTA), estrutura antigénica em bactérias gram-positiva, induz a formacéao
de NO nas células J774 (macréfagos), o que pode explicar o maior
aumento na producdo de NO nos grupos onde as células sofreram
estimulos de bactérias Gram-positivas.

Em relacdo a influéncia dos lactobacilos na atividade
fagocitica dos macrofagos, pode-se observar que a quantidade de
UFC/mL foi menor nos grupos em que houve primeiro estimulo por L.
rhamnosus inativados pelo calor, sugerindo que o probiético inativado foi
capaz de aumentar a capacidade fagocitaria dos macrofagos, sendo este

resultado de grande interesse nos casos de infecgdes.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados da presente pesquisa, pode-se
concluir que as racdes fuba e polen mostraram os melhores resultados no
desenvolvimento larval, sendo a racdo FUBA a racdo escolhida como
padrdo, por apresentar menor custo. No estudo in vivo a prévia
inoculacdo de L. rhamnosus inativada pelo calor melhorou a resposta
imune de G. mellonella quando desafiada por bactérias. No estudo in vitro
L. rhamnosus inativado foi capaz de induzir producdo de TNF-a e 6xido
nitrico e também IL-6 e IL-10 quando as células foram desafiadas por S.
aureus e E. coli, além de diminuir a CFU/mL das bactérias quando em
contato com macréfagos RAW 264.7, sugerindo que o L. rhamnosus foi

capaz de melhorar a atividade fagocitaria dessas células.
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ANEXO A- Manutencéo da criacao de Galleria mellonella

Iniciar a criagéo a partir das lagartas em seu ultimo estagio:

ETAPA A)

1. Em recipientes plasticos pretos com furos na tampa colocar as
lagartas que estdo no Ultimo estagio e/ou ja pupas, para

transformarem em mariposas;

2. Colocar um pano tipo voal e por cima cartolina, como substrato

para ovoposicao.

Voal

Cartolina

Obs: Nessa fase os animais nao se alimentam. Nao colocar ragéo, nem

cera, dentro do pote. Manter em temperatura ambiente.
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ETAPA B)

1. Semanalmente retirar as cartolinas com os ovos e colocar no pote de

plastico branco;

2. Adicionar uma medida de racéo e cera;

Racao Cera

3. Fechar o pote com a tampa que possui diversos furos, lembrando-
se de colocar papel toalha entre a tampa e o0 pote para evitar que
as lagartas pequenas consigam sair;

4. Datar e incubar na estufa a 28 °C por mais ou menos 20 dias.

7

Neste periodo, é importante monitorar 1 vez por semana, para
acompanhar o crescimento, entretanto, evita-se mexer nas

lagartas.
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Papel
Toalha

Data

5. Apo6s os 20 dias, quando as lagartas ja estiverem num tamanho
gue permita ser manuseada (aproximadamente 1 cm), deve-se
realizar a limpeza das mesmas, retirando as teias e os casulos, e
separando-as de acordo com o tamanho.

ETAPA C)

1. Transferir para potes de aluminio com tampa perfurada, separando
0s tamanhos em: pequenas, médias e grandes, de acordo com o

esquema abaixo. Manter na estufa (28 °C);

2. Realizar a limpeza 3 vezes por semana, para retirada das teias, até

0 estagio que sera utilizada na pesquisa, aproximadamente 2
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semanas (periodo de transformagdo das lagartas pequenas em
grandes).

Obs:

e Sempre utilizar luvas e jaleco para manipular as lagartas
e Retirar completamente as lagartas dos casulos

e Reutilizar a cera e adicionar mais se for necessario

e Adicionar mais racao a cada limpeza

Temperatura na estufa: 28 °C

As lagartas que ndo forem utilizadas e as que transformarem em Pupa
durante esse periodo, colocar nos potes pretos para dar continuidade ao
ciclo de criagcdo (ETAPA A).

Receita da Racao:

%+ 250 g de fuba,

% 150 g levedura de cerveja,

¢+ 100 g de farinha de soja,

+ 100 g de leite em p6 desnatado,
s 200 gde mele

¢+ 200 g de glicerol

Misturar todos os ingredientes até ficar uma massa homogénea



