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RESUMO

O Rotavirus ¢ um virus de triplo capsideo proteico ¢ genoma de RNA segmentado de dupla
fita. Representa um grande problema de saude publica mundial, levando anualmente a dbito,
mais de 500 mil criangas menores de cinco anos. O Rotavirus € responsavel por alteracdo nos
niveis de calcio intracelular e sua multiplicagdo provoca extensa lesdo do epitélio intestinal,
levando a uma profusa diarreia aquosa e vomitos, que resultam em distarbio hidroeletrolitico
e grave desidratacdo. Uma diversidade de estudos tem investigado os beneficios e a relagao
entre a ingestdo de probioticos e a reducdo dos episddios e da gravidade da diarreia pelo
Rotavirus. Os probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidade adequada, oferecem beneficios ao hospedeiro. Com o objetivo de se avaliar a agao
probiotica das leveduras Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae UFMG A905
na infec¢do pelo Rotavirus, realizou-se experimentos em modelo murino, buscando verificar
aspectos como alteracdes histologicas, producao de citocinas e quimiocinas e indugdao de
slgA. O tratamento com as leveduras foi capaz de prevenir a perda de peso nos animais.
Ambas, estimularam o aumento da citocina Osteopontina (OPN), isto significa que
possivelmente exista relacdo entre a produgdo de OPN e a melhora da infeccdo, que ¢
conferida por estes probidticos na pratica clinica. As analises demonstraram ainda que as
leveduras, em especial a S.c UFMG A905, induziram a um aumento do recrutamento de
mononucleares, provavelmente monécitos/macréfagos, para o sitio de infecgdo, que parece ter
sido secundario a produgcdao de OPN. A levedura S.c.UFMG A905, também foi habil para
induzir a produgdo de sIgA e, a levedura S. boulardii, teve esta producao reduzida, além de
apresentar eficacia diminuida, na reducdo da infeccdo no modelo estudado. Contudo, quando
a S. boulardii foi inoculada em associacdo com o Rotavirus, observou-se que a levedura
apresentou performance de producdo de sIgA muito superior aos outros grupos, € aumentou a
eliminacdo de Rotavirus nas fezes, sugerindo uma interagdo fisica desta com o virus. Em
conjunto, estes resultados sugerem que o tratamento com as leveduras, sobretudo Sc. UFMG
A905, poderia ter um efeito benéfico contra o Rotavirus, via aumento da expressdo da OPN e
de slgA, pela prevencdo da perda de peso e pelo aumento do clearance das particulas virais.
As andlises apontam ainda possivel papel da S. cerevisiae UFMG A905 como probidtico na
reducdo da diarreia causada pelo Rotavirus.

Palavras-chave: Rotavirus, Diarreia, Probioticos, Saccharomyces boulardii e

Saccharomyces cerevisiae UFMG A905, Osteopontina, sIgA.



ABSTRACT

Rotavirus is a triple layered capsid virus and double-stranded segmented genome RNA. It
represents a major public health problem worldwide, leading over 500000 children under five
years to death every year. Rotavirus accounts for changes in intracellular calcium levels and
its multiplication causes extensive damage of the intestinal epithelium, causing a profuse
watery diarrhea and, which results in electrolyte disturbance and severe dehydration. A
variety of studies has investigated the benefits and the relation between the intake of
probiotics and reduction of episodes and severity of Rotavirus diarrhea. Probiotics are live
microorganisms which when administered in adequate amounts, provide benefits to the host.
In order to evaluate the probiotic yeast Saccharomyces boulardii action and Saccharomyces
cerevisiae UFMG A905 in Rotavirus infection, experiments in mice were held seeking to
verify aspects such as histological alterations, production of cytokines, chemokines, and sIgA
induction. The treatment with the yeast was able to prevent weight loss in animals. Both yeast
samples stimulated increase in cytokine Osteopontin (OPN), which means that there is a
possible relationship between OPN production and improvement of infection, which is
provided by these probiotics in clinical practice. The analysis also showed that yeasts,
particularly S.c. UFMG A905, induced an increase in the recruitment of mononuclear,
probably monocytes/macrophages, to the site of infection, and appears to have been
secondary to OPN production. The yeast S.c. UFMG A905, was also able to induce the
production of sIgA, while the yeast S. boulardii had a reduced production, and show
decreased efficacy in reducing the infection in this model. However, when the S. boulardii
was inoculated in association with the rotavirus, it was observed that the yeast had sIgA
production performance far superior than the other groups, and increased elimination of
rotavirus in the feces, suggesting a physical interaction with Rotavirus. Together, these results
suggest that treatment with yeast, especially S.c. UFMG A905, could have a beneficial effect
against Rotavirus, via increased expression of OPN and sIgA production for preventing
weight loss and increasing clearance of viral particles. The analysis also indicates a possible
role of S. cerevisiae UFMG A905 as probiotics in reducing Rotavirus diarrhea.

Key words: Rotavirus, Diarrhea, Probiotics, Saccharomyces boulardii and

Saccharomyces cerevisiae UFMG A905, Osteopontin, sIgA.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Diarreias agudas e infec¢@o pelo Rotavirus humano

A palavra diarreia deriva de um termo de origem na palavra grega diarrohoia, pela
conjugacao do radical dia, que significa direto, ininterrupto, com o sufixo réhoia que
significa escoar, fluir, derramar, escorrer (PLEVRIS e HAYES, 1996). A diarreia, na
maioria das vezes, ¢ resultado do aumento da motilidade intestinal normal, que impede a
absor¢do eficiente dos liquidos (GUERRANT et al., 2001). A defini¢do mais atual para o
termo € o quadro clinico caracterizado por trés ou mais episddios de evacuacdes liquidas e
tem como base o aumento do numero de evacuagdes didrias e a reducao na consisténcia das

fezes (KEUSCH et al., 1992; FOSBERG, 2007).

A diarreia possui etiologia variada, podendo, entretanto, ser de cunho multifatorial. Reagdes
do processo inflamatorio, alergias, estresse (por exemplo, sindrome do colon irritavel),
transtornos alimentares, disturbios auto-imunes, uso de medicamentos e antimicrobianos e as
diarreias de origem infecciosa destacam-se entre as principais causas. Dentre os agentes da
diarreia infecciosa os helmintos, protozoarios, bactérias e virus podem estar envolvidos, mas
na maioria das vezes podem ser episodios de natureza idiopatica. Quanto ao tempo de
duragdo, as diarreias podem ser classificadas como agudas, com duragdo até¢ 14 dias ou
cronicas quando a incidéncia dos episodios ultrapassa 14 dias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1988; FAGUNDES-NETO e PENNA, 1991; KEUSCH et al., 1992;
FOSBERG, 2007).

Muitos microrganismos podem estar associados aos episddios de diarreia, sendo reconhecidos
como agentes etiologicos da diarreia aguda. A mortalidade nestes casos estd relacionada ao
aumento da secre¢do intestinal causado, por exemplo, por bactérias produtoras de
enterotoxinas (Escherichia coli enterotoxigénica-ETEC, Vibrio cholerae). Outro fator
importante ¢ a reducdo da absorcdo intestinal, como ocorre nas infecgdes por microrganismos
que invadem e causam dano ao epitélio intestinal (Escherichia coli enteropatogénica-EPEC,
Shigella sp., Salmonella sp.). Dentre os principais microrganismos podemos destacar o grupo

diarreiogénico de Escherichia coli, Shigella, Salmonella enterica, Vibrio cholerae e
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Campylobacter. Entre os protozodarios, sdo agentes importantes de enterite Giardia lamblia,
Entamoeba histolytica, Isospora belli e Cryptosporidium parvum (DELLERT E COHEN,
1994; ARANDA-MICHEL ¢ GIANELLA, 1999; CIMERMAN et al., 1999; KAUR e
GANGULY, 2003).

Dentre as diarreias de origem viral, as rotaviroses sao responsaveis por um significativo
numero de distirbios gastrintestinais agudos em criangcas menores de cinco anos de idade.
Estima-se que 80% dos casos de diarreias ocorridas em criancas sejam atribuidas ao
Rotavirus, sendo este, portanto, considerado o principal agente etioldogico das gastrenterites
em criancas menores de cinco anos de idade, sobretudo em paises em desenvolvimento
(BAJOLETO e CHIPPAUX-HYPPOLITE, 1998; SAAVEDRA et al, 1994; RAMING,
2004). Outros virus envolvidos na inducdo de diarreias incluem os Norovirus, Adenovirus,
Coronavirus, Astrovirus, Human Picobirnavirus, Calicivirus, Bocavirus, Enterovirus,
Aichivirus, Human Parechovirus, Sapovirus, Human Torovirus (BAJOLETO e CHIPPAUX-
HYPPOLITE, 1998; GUERRANT et al., 2001; RAMANI e KANG, 2009).

Em casos de surtos de diarreia, o sinal clinico de gastrenterites, a idade dos pacientes e as
circunstancias epidemioldgicas envolvidas auxiliam no diagnostico e defini¢do do agente
etiologico. Em situacdes de surtos ou epidemias, o diagnostico bioldgico tem evidenciado
geralmente rotavirus e adenovirus. Epidemias virais relacionadas ao consumo de alimentos,
transmissao hidrica e transmissao nosocomial estdo especialmente associadas ao Norwalk

virus (BAJOLETO e CHIPPAUX-HYPPOLITE, 1998).

1.2.  Epidemiologia da diarreia induzida pelos rotavirus

As gastrenterites representam um dos principais € mais expressivos problemas de Saude
Publica em todo o mundo (Figura 1), sobretudo nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. Deste modo, a diarreia aguda torna-se responsavel por altas taxas de
morbidade e mortalidade em recém-nascidos e lactentes, representando uma das principais
causas de mortalidade infantil nestes paises. Dentre as diarreias infecciosas, aquelas
adquiridas em ambientes hospitalares podem ser de dificil erradicagdo, gerando altos custos
com cuidados médicos (GUERRANT et al., 2001; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1990).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bajolet%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10078381
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Os rotavirus, particularmente, sdo os mais importantes agentes de diarreia grave na infancia,
em todo o mundo. Estima-se que, a cada ano, ocorram 125 milhdes de quadros diarreicos
associados a esses virus, do que resultam, com base em estimativas conservadoras, 418.000 a
520.000 obitos, 85% dos quais nas regides menos desenvolvidas do planeta. Tais numeros
refletem 20% da mortalidade global por doenca diarreica e 5% do total de Obitos entre
criancas com idades inferiores a cinco anos. Em paises em desenvolvimento, 82% dos
episodios de diarreia requerem apenas cuidados domiciliares sendo que 1,5% exigem
cuidados hospitalares. Somando-se o total de episddios de doenca gastrintestinal causada pelo
Rotavirus em paises desenvolvidos ou subdesenvolvidos, a estimativa € que a cada ano o
Rotavirus cause aproximadamente 111 milhdes de casos de gastrenterite, que exigem apenas
cuidados domiciliares, quando consideradas criangas menores de cinco anos de idade.
Entretanto, 25 milhdes de casos exigem consultas médicas e em 2 milhdes de casos sdo
necessarias hospitalizacdes (PARASHAR et al. 2003; TATE et al, 2012; BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

p
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Figura 1 - Epidemiologia da rotavirose no mundo. Observa-se grande incidéncia de casos em paises do

continente africano, asiatico e na América Central. Adaptado de Tate et al., 2012.

Apesar de uma expressiva redugdo nos indices de infec¢ao pelo Rotavirus em todo o mundo
desde 2009, estima-se ainda que 1,7 bilhdes de episddios de diarreia tenham ocorrido no ano
de 2010. Em paises em desenvolvimento com baixa e média renda per capita, o Rotavirus
ainda tem sido o virus mais frequentemente detectado nas gastrenterites virais. A porcentagem

de criangas com sorologia positiva para o virus pode chegar a 72% (OZDEIS et al., 2010).
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Estes dados mostram a necessidade de implementacdo de novas praticas de prevengdo e
tratamento da diarreia, sobretudo em paises em desenvolvimento e com altos indices de

pobreza (WALKER et al., 2012).

1.2.1. Epidemiologia no Brasil

A gravidade dos episodios de diarreia causada pelos rotavirus tem bastante relevancia em
paises em desenvolvimento. Esta susceptibilidade ¢ acentuada, devido a fatores tais como o
acesso restrito a servigos de saude de qualidade, ao limitado acesso a terapia de reidratagao
oral e ainda a um baixo nivel de nutricdo, sobretudo a ingestdo de zinco (DALGIC et al.,
2011; WALKER et al., 2012). A presenga de co-morbidades como a desnutricio e co-
infeccdes por outros patdgenos entéricos como os Astrovirus, Calicivirus e diarreias

bacterianas também devem ser consideradas (LINHARES, 2000).

De acordo com o sistema de vigilancia do monitoramento de doengas diarréicas agudas do
Ministério da Saade (MDDA), cerca de 2.400.000 casos de diarreia de diversas etiologias
foram registrados, sendo que a maior parte deles foi notificada na regido nordeste do pais e a
regido sul foi que apresentou a menor notificacio de casos (MARANHAO, 2001; BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Dadas as dimensdes territoriais, e a grande magnitude da
rotavirose, a doenca ¢ considerada de notificacdo compulsoria apenas em Unidades de
Vigilancia Sentinela. Entre 2006 e 2012 foram notificados 9.812 casos suspeitos de rotavirus,
sendo 2.347 confirmados para rotavirus, representando uma positividade de 23,9% (BRASIL,

MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

A infecgdo pelo Rotavirus apresenta distribuigdo sazonal. No Brasil, dois periodos distintos
podem ser identificados, com diferencas epidemioldgicas entre as diferentes regides. Sendo
assim, a maior incidéncia de gastrenterites nas regides centro-oeste, Sul e Sudeste pode ser
observada nos meses mais secos, ao passo que nas regides Norte e Nordeste, a ocorréncia de
gastrenterites de diversas etologias tém distribuicdo mais homogénea durante todos os

periodos do ano (LINHARES, 2000).
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1.3. Biologia do Rotavirus

O nome Rotavirus deriva do latim Rota, que significa roda. Esta denominagdo foi sugerida
devido a sua forma estrutural, semelhante a aparéncia de uma roda de carroca (FLEWETT et

al., 1974) (Figura 2).

O Rotavirus ¢ um virus ndo-envelopado pertencente a familia Reoviridae, a subfamilia
Sedoreovirinae e género Rotavirus. A familia Reoviridae compartilha importantes
caracteristicas bioquimicas e estruturais, tais como o genoma segmentado, composto por 10 a
12 segmentos de RNA de dupla fita e um triplo capsideo proteico. Os virus alocados no
género Rotavirus infectam e se multiplicam no citoplasma de células epiteliais maduras do
intestino delgado, sobretudo os enterocitos da regidao do jejuno e ileo (ESTES e KAPIKIAN,
2007).

Figura 2 - Microscopia eletronica de transmissdo mostrando particulas de rotavirus humano observadas em um
filtrado de fezes de um bebé com gastrenterite. Pode-se observar a semelhanca das particulas virais com rodas de

carroga. OLIVEIRA E LINHARES, 1999.

Trés tipos distintos de particulas de Rotavirus podem ser encontrados em espécimes fecais.
Morfologicamente, o virion possui triplo capsideo proteico. Com a perda das proteinas VP4 e
VP7 durante o processo de penetragdo na célula, a particula viral exibe estruturas de duplo
capsideo, compostas pelas proteinas VP1, VP2, VP3, e VP6. Estas particulas exibem ainda
projecdes de subunidades triméricas vindas do capsideo mais interno. Particulas com apenas

uma camada de capsideo protéico, também denominadas cerne viral sdo formadas pelas
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proteinas virais VP1, VP2 e VP3. Este tipo morfolégico ¢ menos frequente por ser mais

instavel e perder facilmente seu material genémico (ESTES ¢ KAPIKIAN, 2007).

1.3.1. Estrutura génica do Rotavirus

O genoma do Rotavirus € constituido por 11 segmentos de RNA de dupla fita (dsRNA).
Durante a infec¢ao celular, o segmento de senso positivo € prontamente expresso para a
producdo de proteinas, e o segmento de senso negativo ¢ direcionado para a transcricdo de
novo RNA gendmico. Com excecdo do 11° segmento os dsRNAs sdo monocistronicos. Cada
segmento codifica para uma proteina estrutural (VPs - viral proteins), denominadas VP1,
VP2, VP3, VP6, VP7 e VP4. Durante os primeiros eventos da infeccao celular, a protedlise da
proteina VP4 d4 origem as proteinas VP5* e VP8*. As proteinas estruturais fazem parte da
estrutura do virion, e sua identificagdo se da apds empacotamento completo do virus. Por
outro lado, seis proteinas nao-estruturais (NSPs — non-structural proteins), NSP1 a NSP6, sao
encontradas somente em cé¢lulas infectadas, fora do virion, ndo fazendo das particulas virais

maduras. (ESTES e COHEN, 1989; ESTES, 2001) (Figura 3).

Segmento Localizacio

Proteinas Eot
Génico esquemaitica

=10~ NSP4 _
NSP5 —!
——— 11
NSP6 (Not Visible,
off bottom of gel)

Figura 3: Desenho esquematico mostrando, a esquerda, o genoma segmentado do Rotavirus. Ao centro, as
proteinas codificadas para cada segmento génico; e a direita, a localizacdo esquematica de cada proteina no
virion (superior) e uma reconstru¢do grafica do virion (inferior). As setas indicam o segmento gendmico que
codifica cada proteina. O esquema mostra as localizagdes das proteinas estruturais no triplo capsideo Adaptado
de Ramig, 2007.
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1.3.2. Morfologia e bioquimica do Rotavirus

1.3.2.1. Proteinas do capsideo interno

Morfologicamente e bioquimicamente, os rotavirus sao constituidos por uma tripla camada de
capsideos protéicos: (i) uma primeira camada, mais externa, ¢ composta por 780 moléculas da
proteina VP7 e 60 dimeros da proteina VP4 projetando a partir da VP7; (ii) uma camada
média, contendo 260 trimeros de VP6 e (iii) uma camada mais interna contendo 120
moléculas de VP2. A camada de VP2 envolve as duas menores proteinas, VP1 ¢ VP3 ¢ o

genoma viral (ZENG et al., 1998; McDONALD e PATTON, 2011).

A proteina VPI1, considerada uma das menores proteinas estruturais, ¢ codificada pelo
segmento génico 1. As proteinas VP2 e VP3, juntamente com VP1, sdo responsaveis pela
formagdo do cerne viral (ESTES E COHEN, 1989). Além da funcdo estrutural, recentes
trabalhos tém demonstrado que a proteina VP1 desempenha a funcdo de RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) funcionando concomitantemente como transcriptase e replicase.
Sao cinco a evidéncias que indicam a participagdo da proteina VP1 no desempenho destas
fungdes: (i) VP1 contém motivos compartilhados por RdRp de outros virus de RNA; (ii) VP1
tem atividade de ligagdo a NTP e faz ligagdes cruzadas com o analogo de nucleotideo 8-
azido-ATP, inibindo a transcricao; (iii) a VP1 tem reconhecimento especifico a terminagao 3’
do mRNA viral e (iv) a VP1 recombinante pode direcionar a sintese de fita negativa

dependente do molde na presenca de VP2 (ARNOLDI et al., 2007).

A proteina VP2 (segmento 2) ¢ a terceira proteina mais abundante. A camada mais interna do
rotavirus é composta unicamente pela VP2. O RNA gendmico e as proteinas VP1 e VP3 sdo
encapsidados nesta camada. A proteina VP2 ¢ altamente imunogénica, portanto, a presenca de
anticorpos séricos contra esta proteina € utilizada como um bom marcador de primo-infeccao.
(ESTES E COHEN, 1989). A proteina VP2 interage com os trimeros de VP6 adjacentes e sdo
perfurados por 132 canais aquosos, responsaveis pelo transporte de metabolitos e do RNA

produzido durante a transcri¢dao (ZENG et al., 1998).
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A proteina VP3 (segmento 3) funciona como uma enzima multifuncional envolvida no
capeamento (capping) do mRNA nos transcritos de senso positivo. Esta proteina liga-se
especificamente na GTP e inicia as atividades de guanililtranferase e metiltransferase, tendo
atividade apenas em RNAs de fita simples. Juntamente com a proteina VP1 (polimerase), a
VP3 forma um complexo enzimatico que fica situado nas adjacéncias dos canais do cerne
viral. A proteina VP1 cataliza a transcricdo de RNAs gendmicos de fita positiva que,
posteriormente, sofrem capeamento pela VP3 e sdo transportados através dos poros

localizados no duplo capsideo (MATTHIJNSSENS et al., 2008).

1.3.2.2. Proteina do capsideo intermediario

A proteina VP6, codificada pelo segmento génico 6, ¢ a principal proteina estrutural
localizada na superficie intermedidria do rotavirus. Apesar de ndo estar diretamente envolvida
na transcricdo, VP6 ¢ requerida para atividade da polimerase e para adequada manutencao da
estrutura do cerne viral, podendo ligar-se no reticulo endoplasmdtico para promover a
organizacao do capsideo externo do virion (ESTES E COHEN, 1989). A VP6 ¢ uma proteina
altamente imunogénica e antigénica, sendo a proteina mais comumente utilizada para

deteccao do rotavirus (PAREZ et al., 2004; WARD e MCNEAL, 2010 ZHU et.al., 2013).

1.3.2.3. Proteinas do capsideo externo

A proteina VP4, um produto génico do segmento 4, ¢ uma proteina nao-glicosilada do
capsideo externo. A proteina VP4 estd envolvida em uma variedade de fungdes, incluindo
adsorcdo a célula-alvo, penetracdo, hemaglutinagdo, neutralizagdo e viruléncia. Sob a acdo de
proteases digestivas, o rotavirus aumenta seu potencial de infeccdo celular. O tratamento
proteolitico com a tripsina cliva a proteina VP4 e da origem as proteinas VP5* e VP8* que
representam, respectivamente, as regioes carboxi e amino-terminal de VP4. A proteina VP8%*,
de 28 kDa, apresenta alta afinidade com residuos de acido sidlico presentes em alguns tipos
celulares, ndo sendo, contudo, caracteristica inerente a todos os Rotavirus. A proteina VP5*,
um fragmento maior, com peso molecular de 60 kDa, apresenta afinidade a diversos tipos de

integrinas da superficie celular. Esta proteina potencializa a penetragdo do virus em sua célula
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hospedeira, mas tanto ela quanto a VP8* ndo sdo indispensaveis a sua penetragdio (HEWISH

et al., 2000).

A proteina VP7, codificada pelo segmento génico 9, ¢ a segunda mais abundante proteina no
capsideo externo. Antigeno-especifica, esta proteina ¢ glicosilada no reticulo endoplasmatico
e facilita a adsorcao do virus na superficie celular e a sua penetragdo na célula susceptivel
(HEWISH et al., 2000). Pode ainda interagir com VP4 e auxiliar na ligagdo especifica ao
receptor, além de induzir a neutralizagdo de anticorpos (ESTES E COHEN, 1989).

1.3.3. Proteinas ndo-estruturais (NSP)

As proteinas ndo-estruturais sdo proteinas produzidas por cé€lulas infectadas pelo Rotavirus.
Dentre as fungdes mais especificas desempenhadas por estas proteinas incluem-se a regulagao
da transcri¢do viral, formacdo de estruturas eletrodensas denominadas viroplasmas, além

participar ativamente do antagonismo da resposta antiviral (HU et al., 2012).

1.3.3.1. As proteinas NSP3 e NSP1

A NSP3 ¢ uma proteina de 36,4 kDa codificada pelo segmento génico 7. Dados de estudos
atuais sugerem que a NSP3 facilite a tradugdo do mRNA e suprima a sintese de proteinas do
hospedeiro por meio do antagonismo a proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABD), uma vez
que somente mRNA poliadenilados sdo eficientemente traduzidos. Além disso, NSP3 previne
e impede a degradagdo dos mRNA por nucleases celulares (HU ef al., 2012). A proteina ndo-
estrutural NSP1 ¢ uma proteina codificada pelo segmento génico 5. Estudos cinéticos da
expressao de polipeptidios revelam que esta proteina ¢ produzida em eventos precoces na
infecc¢do, sendo responsavel principalmente pela subversdo do sistema imune inato por meio
da degradagdo de fatores necessarios a sinalizagdo do IFN-B. Recentes trabalhos tém
demonstrado que NSPI1 direciona as proteinas IRF3, IRF5 e IRF7, para degradacdo em
proteassomos. Todos estes fatores sdo de grande importadncia na imunidade inata contra

rotavirus (ESTES E COHEN, 1989; GRAFF et al., 2009; ARNOLD e PATTON, 2011).
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1.3.3.2. As proteinas NSP2 e NSP5

A proteina NSP2 ¢ uma proteina codificada pelo segmento génico 8. Possui atividade
enzimatica multifuncional, sendo essencial em uma diversidade de eventos relacionados a
multiplicagdo viral. A NSP2 interage diretamente com a proteina VP1 e assume a atividade de
replicase, participando da replicagdo do RNA viral por ligacdo a fita de senso negativo (HU et
al., 2012). A NSP5, codificada pelo segmento génico 11, estd acumulada nos viroplasmas
juntamente com NSP2. Uma diversidade de trabalhos demonstrou que a proteina NSP5 sofre
autofosforilacdo e a sua interacdo com a proteina NSP2 promove a hiperfosforilacao de NSP5
e podem, juntas, independentemente de outras proteinas, conduzir a formacao de estruturas

semelhantes a viroplasmas in vitro (AFRIKANOVA et. al., 1998; EICHWALD et al., 2004).

1.3.3.3. A proteina NSP6

A proteina NSP6, com apenas 12 kDa, ¢ a menor proteina estrutural do rotavirus, sendo
também a menos estudada. Codificada em uma ORF do segmento genomico 11, a NSP6 ¢
expressa constantemente durante a infeccao do rotavirus, mas em baixa quantidade. Sua taxa
de turnover ¢ bastante elevada, com degradagdo total em apenas duas horas. Esta proteina
apresenta fungdo muito importante na redistribuicdo do viroplasma durante o ciclo de
multiplicagdo viral e apresenta alta afinidade com o ssRNA (RAINSFORD e MCCRAE,
2007).

1.3.3.4. A proteina NSP4

Desde a descoberta da enterotoxina NSP4, varios eventos relativos a patogénese da diarreia
tém sido elucidados. Codificada pelo segmento 10, a NSP4 ¢ uma glicoproteina com fungdes
pleiotropicas durante a replicagdo viral (HU et al., 2012). Deste modo est4 envolvida em uma
diversidade de eventos biologicos relevantes a multiplicagdo do rotavirus e, sobretudo, na
potencializacdo dos efeitos da infec¢do no hospedeiro. Dentre as fungdes da NSP4, destaca-se
o seu envolvimento na morfogénese de particulas virais. Neste sentido a proteina possui
formas livres e formas ancoradas no reticulo endoplasmatico da célula hospedeira. Estas

formas permitem a adsor¢do de particulas subvirais e promovem seu brotamento no reticulo
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endoplasmatico (ESTES E COHEN, 1989). Além disso, a NSP4 atua como mediador viral
para desregulacdo dos niveis intracelulares de calcio. A NSP4 produzida durante a infecgao
inicial rompe as junc¢des oclusivas intercelulares, permitindo deste modo o fluxo paracelular

de agua e eletrdlitos (ESTES E COHEN, 1989; MORRIS e ESTES, 2001).

A proteina NSP4 ¢ o tinico produto génico dos rotavirus capaz de, isoladamente, mobilizar o
calcio intracelular e mimetizar os episodios de diarreia induzida pelo virus. As moléculas de
NSP4, liberadas no meio intracelular por uma via ndo-cldssica de secrecdo, induzem a
liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico e resultam deste modo em um aumento
substancial da concentracdo intracelular de calcio (ESTES E COHEN, 1989; MORRIS e
ESTES, 2001). Para que este processo ocorra, o peptideo NSP4 se liga a um receptor
especifico na superficie apical do enterdcito iniciando assim, uma cascata celular de PLC-1P3
(fosfolipase C-inositol 1,3,5-trifosfato), que culmina na liberacao de calcio. Diferentemente, o
aumento da concentragdo de célcio induzida pela NSP4 intracelular ¢ um evento independente
de PLC-IP3. Estes eventos resultam, resumidamente, em liberacdo de calcio do reticulo
endoplasmatico e aumento dos niveis intracelulares de calcio, com consequente rompimento
da arquitetura do citoesqueleto microvilar. Deste modo, os efeitos celulares mediados pela
NSP4 podem amplificar os sintomas da diarreia durante a infeccado, mesmo na auséncia de
significativo dano tecidual (Figura 5) (TIAN et al.,, 1994; MORRIS e ESTES, 2001;
LORROT e VASSEUR, 2007).

O Rotavirus altera a atividade de dissacarideos intestinais e o transporte de dgua acoplado ao
simporte de sodio, contribuindo para a massiva perda de 4gua para a luz intestinal.
Especificamente, NSP4 inibe a atividade de simporte de Na'/Glicose mediado pela SGLT1
(sodio-glicose co-transportador 1). Além disso, o Rotavirus, ou mesmo a NSP4 isolada,
aumenta a permeabilidade paracelular no epitélio. A perda de Cl" no limen intestinal ¢
estabelecida pelo simporte CI/H" (AE2) causando reabsor¢do ou secre¢do de Cl nas
vilosidades e falha na secrecdo de cloreto nas criptas. A absor¢dao ou secrecdo de Cl na luz
intestinal ¢ diretamente dependente do gradiente eletroquimico de CI causado pela infec¢ao
pelo Rotavirus. A secre¢do de cloreto ¢ regulada por uma via de sinalizagdo de célcio

dependente da fosfolipase C (PLC) induzida pelo NSP4 (LORROT e VASSEUR, 2007).
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A NSP4 também ¢ secretada na face basal dos enterocitos, mas ainda sem funcao
completamente definida na inducgdo de diarreia. Tém sido propostas ambas, agdes secretorias
de NSP4, induzida por IP3; ou uma func¢do anti-secretéria induzida por IP;. Também, a
mobilizacio de Ca’?* pode disparar a liberagdo de diferentes mediadores capazes de ativar o
sistema nervoso entérico, estimulando assim, a secrecao de Cl (TIAN et al., 1994; LORROT e

VASSEUR, 2007) (figura 4).
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Figura 4: Fisiopatologia da diarreia induzida pela proteina NSP4. Adaptado de Lorrot e Vasseur, 2007.

1.4. Classificagao dos Rotavirus

O género Rotavirus € classificado sorologicamente em sorogrupos e sorotipos. A divisdo ¢
representada por sete espécies virais distintas, que vao de A a H. Esta especificidade ¢
mediada pela proteina VP6, encontrada no capsideo intermediério. Dentre estes sorogrupos,
apenas os virus dos grupos A, B e C sdo encontrados, tanto em seres humanos quanto em
animais, ao passo que Rotavirus dos sorogrupos D (Chicken rotavirus D/132) e E (Porcine
rotavirus E/DC-9) tém sido isolados apenas em animais (COSTA et al., 1990; ESTES, 2001;
RAMING, 2004; ICTV, 2014).

Atualmente, sdo conhecidos dois sorotipos, classificados como sorotipo G e sorotipo P. A

especificidade do sorotipo P ¢ mediada pela proteina de superficie VP4 (sensivel a protease).
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Foram identificados 25 sorotipos P, onze deles entre seres humanos, quais sejam P 1A, 1B,
2A,3,4,5,6,7,8,9¢ 10. A proteina VP7 (Glicoproteina) medeia especificidade ao sorotipo
G dos quais atualmente se conhecem 14 (1 a 14, sendo 10 deles em seres humanos) (PAREZ
et al., 2004; MARTELLA et al., 2006; RIVERA et al., 2013). Os virus pertencentes ao
mesmo sorotipo podem sofrer rearranjo génico, contudo, este fendmeno ndo ocorre entre
sorogrupos distintos (COSTA et al., 1990; ESTES, 2001; RAMING, 2004). As combinagdes
mais frequentemente observadas sio G1P1A, G2P1B, G3P1A, G4P1A 1B.

No Brasil, diversos estudos revelaram grande variabilidade na prevaléncia de subtipos de
rotavirus (G1, G2, G3, G4 e P(4), P(6) e P(8)) (GOUVEIA et al., 1994; COSTA et al., 2004).
O genotipo G1 foi o mais frequentemente identificado durante mais de trés décadas de
estudos no periodo pré-vacinagao (COSTA et al., 2004). Atualmente, o subtipo G2 tem sido o
mais frequente dentre todos os gendtipos (SILVA SOARES et al., 2013).

Combinagdes entre os tipos P e G sdao comumente identificadas em amostras fecais humanas.
Alguns trabalhos que avaliaram a infec¢ao em diversos paises mostraram a prevaléncia do
genotipo G2P[4] (CARVALHO-COSTA et al., 2011). Em Minas Gerais, um estudo realizado
entre 2008 e 2010 demonstrou que a caracterizagdo genética da maioria das amostras de
rotavirus estudadas exibia gendtipos GIP[8] (> 40%), GO9P[8] (> 40%) ou G2P[4]
(aproximadamente 15%). O gendtipo G2P[4] estava associado e apresentava distribui¢do
sazonal (SILVA, 2010). Em um estudo mais recente na regido Norte do Brasil, a combinagao
binaria mais comum foi G2P[4], o que representa 41% dos casos estudados, seguido de
G3P[6] (15%), GIP[8] (8 %), G3P[8] (4%), GIP[8] (3%), e G12P[6] (2%) G3P[6] (SILVA
SOARES et al., 2013).

1.5. Infecc¢ao e multiplicagao viral

Os virus do género Rotavirus possuem tropismo natural pelos enterdcitos do intestino
delgado. Durante a primo-infec¢do, os enterdcitos imaturos do intestino delgado sdo
infectados por particulas virais presentes na luz intestinal. A adsor¢do do virus ao enterdcito ¢
realizada pela intera¢do sequencial entre a particula viral e moléculas contendo residuos de

acido sidlico. Receptores especificos presentes nos enterdcitos sdo responsaveis pela afinidade
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do virus a este tipo celular. As particulas de triplo capsideo ligam-se primeiramente a um
residuo de acido sidlico de superficie e a grupos antigénicos na superficie da célula hospedeira
(histo-blood group antigens - HBGAs). Estas interagdes sdo acompanhadas por interagdes
secundarias com receptores celulares incluindo as integrinas axf1, avf3 € Hsc70. Desse modo,
o virus ¢ internalizado por endocitose mediada pelo receptor. Tais moléculas podem ainda
estar associadas a estruturas chamadas de /lipid rafts, que favorecem a penetragdo do virus
(GUERRERO et al. 2000; LONDRIGAN et al., 2000; HEWISH et al., 2000; GUERRERO et
al. 2002; HU et al., 2003; HALASZ et al., 2008).

A liberacao do capsideo externo, disparado pelo baixo nivel de calcio endossomal, resulta na
liberacdao de particulas de duplo capsideo (DLP) no citoplasma. Estas DLP’s sdo particulas
transcricionalmente ativas e iniciam vdarias etapas de transcricdo do mRNA. Apos o
desnudamento parcial do virus, o segmento de RNA de dupla fita presente no cerne subviral ¢
transcrito pela RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) para produzir RNA mensageiro
para proteinas virais (ESTES e KAPIKIAN, 2007). O RNA de senso positivo ¢ prontamente
traduzido, dando origem a seis proteinas estruturais (VP) e seis proteinas ndo-estruturais
(NSP). A replicagdo do RNA ocorre concomitantemente ao empacotamento dos segmentos
genoOmicos nos cernes virais recém-formados, e de modo coordenado, permite que os 11
segmentos sejam produzidos em niveis equimolares (MANSELL e PATTON, 1990;
SILVESTRI et al., 2004; GUGLIELMI et al., 2010).

Uma vez produzidas, as proteinas virais permitem a replicagdo do genoma viral € o
empacotamento de novas DLP’s (double lareyed particle) em estruturas perinucleares
denominadas viroplasmas. Os viroplasmas sdo estruturas eletrodensas altamente dependentes
das proteinas NSP2 e NSP5 e tornam-se inclusdes celulares, ricas em RNA e proteinas recém-
sintetizadas. Os viroplasmas estimulam o aumento da traducdo, replicacio do material
genético e montagem da progénie de DLPs desempenhando assim importante papel na
multiplicagdo viral. O tamanho e a forma dos viroplasmas apresentam alta variabilidade
durante o ciclo de multiplicagdo viral (MANSELL e PATTON, 1990; CARRENO-TORRES
et al., 2010; GUGLIELMI et al., 2010).

Apbs serem produzidas nos viroplasmas, as DLP’s brotam para o interior do reticulo

endoplasmatico apds se ligarem as caudas transmembrana da proteina NSP4, que funcionam
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como receptores no reticulo. Durante este processo, as particulas do rotavirus apresentam uma
estrutura envelopada transitoria no reticulo endoplasmatico (SILVESTRI et al., 2004;
CARRENO-TORRES et al., 2010; GUGLIELMI et al., 2010). Ap6s a produgao das DLP’s,
as particulas envelopadas perdem seu envelope transitorio e se ligam as proteinas VP4 e VP7
do capsideo externo resultando em particulas maduras de triplo capsideo. A nova progénie
viral € entdo liberada por meio de lise celular ou através da membrana plasmatica das células
apicais por uma via nao-classica de trafego celular. Apos a liberagcdo de particulas virais da
célula primariamente infectada, outras células sdo secundariamente infectadas (MANSELL e
PATTON, 1990; SILVESTRI et al, 2004; GUGLIELMI et al., 2010; SHARP e ESTES,
2010). A ocorréncia de antegenemia e de disseminagdo extra-intestinal de particulas virais
tem sido amplamente demonstrada na literatura (TSUNG-HAN et al., 2012). Este fendmeno
denota um amplo espectro de células hospedeiras para o rotavirus (BLUTT et al., 2007).
Diversos relatos de casos mostram que a disseminagdo extra-intestinal do Rotavirus determina
a indugdo de hepatite, nefrite, pneumonia, exantema, coagulagdo intravascular disseminada,
linfohistiocitose hemofagocitica e complicagdes neurologicas tais como encefalite,
encefalopatia, infec¢des cerebelares e crises convulsivas. Tais disseminagdes sao formas
menos comumente descritas em infecgdes pelo rotavirus, e foram descritas por meio do
isolamento do RNA viral no liquido cefalorraquidiano, sistema nervoso central, sangue e
células endoteliais. Interessantemente, antigenos do virus também podem ser detectados no
sangue, independentemente da consisténcia da excrecdo fecal ou da sintomatologia

apresentada pelo individuo (FENAUX et al., 2006; BLUTT et al., 2007).
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Figura 5: Modelo de Infecgdo pelo rotavirus. A figura demonstra esquematicamente a infecgdo pelo rotavirus,
com destaque para a formagao de envelope transitorio e a presenca de alta concentra¢do de calcio intracelular.

Viroplasma em branco e reticulo endoplasmatico em azul. Fonte: Do proprio autor.

1.6.  Patologia da infec¢ao pelo Rotavirus

Existem atualmente diversas hipoteses sobre a fisiopatologia da gastrenterite induzida pelo
Rotavirus. A diarreia viral ¢ atribuida a mecanismos distintos, incluindo a ma absorgao
intestinal, secundaria a destrui¢do do enterdcito, a reagdes a toxina viral, estimulagdo do
sistema nervoso entérico € a isquemia das vilosidades intestinais (Figura 6) (MORRIS e
ESTES, 2001). As alteragdes estruturais na superficie do epitélio intestinal levam a uma
reducdo na absorcdo de liquidos. Outras hipodteses incluem a ocorréncia de distirbios
osmoticos na permeabilidade intestinal, secundarios a destrui¢do da mucosa e alteragdes nas

secrecoes eletroliticas (KORDASTI et al., 2006).

Algumas infecgdes pelo rotavirus podem permanecer assintomaticas, sugerindo uma interagao
entre fatores virais e do hospedeiro na determinagdo da gravidade da doenca. Certas linhagens
virais podem ter sido atenuadas pela passagem em meios celulares, uma vez que a atenuagao
viral resulta em reducao da patogenicidade do virus. Também, certas linhagens virais podem
estar adaptadas ao crescimento apenas em determinadas espécies de hospedeiro (TIAN et al.,
1994; MORRIS e ESTES, 2001; KORDASTI et al., 2006 ; LORROT ¢ VASSEUR, 2007)
(Figura 6).
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Figura 6 — Modelo de patogénese da diarreia induzida pelo Rotavirus. Apos a penetragdo do virus ocorre o
desnudamento da particula e posteriormente, a formag@o do viroplasma (Vi). A proteina ndo-estrutural NSP4
(tridngulos) produzida no viroplasma necessita, quando presente no meio extracelular, de um receptor especifico
no apice do enterdcito para iniciar sua agdo. Uma cascata de transdug@o de sinais iniciada com a ligagdo ao
receptor fosforila uma série de proteinas, culminando em liberagdo do calcio das reservas celulares com
consequente aumento de sua concentragdo intracelular [Ca®']i. A NSP4 pode também estimular o sistema
nervoso entérico, ¢ por um mecanismo desconhecido, elevar os niveis intracelulares de calcio. Estes eventos
resultam em ruptura das jun¢des oclusivas intercelulares, permitindo passagem paracelular de agua, a liberagdo
de cloreto (Cl) na luz intestinal e estimulagdo do sistema nervoso entérico (ENS). Estes eventos aumentam o
volume aquoso na luz intestinal causando profusa diarreia. PLC: Fosfolipase C; IP3: Inositol trifosfato (Adaptado

de GREENBERG e ESTES, 2010).

Dentre os fatores relacionados ao hospedeiro, uma variedade deles pode estar envolvida,
destacando-se a ma nutri¢do, que pode levar a alteragdes na resposta inflamatoria intestinal; e
a caracteristica idade-dependente da doenca, uma vez que pode influenciar na neutralizagao
de anticorpos - que neste caso aumenta com a idade e com a exposi¢do ao virus -, na
expressao de receptores especificos para VP4, na limitagdo de niveis de proteases intestinais
para a clivagem proteolitica de VP4, a presenca de mucina e a taxa de reposigao epitelial que

influencia na reabsorc¢ao de liquidos e eletrolitos (KORDASTI et al., 2006).

Vérios trabalhos experimentais tém sido desenvolvidos com o objetivo de explicar os
mecanismos da patogénese na diarreia causada pelo Rotavirus. A infecgdao de células Caco-2
pelo rotavirus promove alteragdes estruturais e funcionais nas jun¢des oclusivas das células.
Sendo assim, a infec¢do pelo virus neste tipo celular pode promover um aumento gradativo e
progressivo da permeabilidade para-celular, ndo havendo, contudo, alteracdes na integridade

da monocamada (OBERT, et al., 2000; BEAU et al., 2007).

A infecgao de células Caco-2 pelo rotavirus simio induz seletivamente a redugdo da atividade
apical e a reducdo da producdo de certos agucares. Estas alteragdes sdo o resultado de
profundas alteragdes no trafego intracelular de enzimas, concomitantemente ao
desmembramento da F-actina microvilar e, consequentemente, da vilosidade intestinal

(JOURDAN et al., 1998).

A homeostasia do cdalcio também ¢ prejudicada em infec¢des de células Caco-2 pelo

Rotavirus. Resultados experimentais demonstraram que a infec¢do desse tipo celular induz a
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um aumento da concentragdo intracelular de célcio, e este aumento leva a desorganizagdo
microvilar, com desaparecimento total da F-actina microvilar. Tais eventos patologicos sao
inteiramente dependentes da multiplicacdao do virus no citoplasma da célula (BRUNET et al.,

2000; MORRIS e ESTES, 2001).

1.7.  Resposta imune a infec¢do pelo Rotavirus

O epitélio do intestino delgado € topograficamente organizado em criptas e vilosidades. As
c€lulas intestinais estdo bem-posicionadas, de modo a oferecer uma resposta efetiva e
regulada do hospedeiro contra infec¢des. A proliferagdo e a migracdo das células
indiferenciadas da cripta sdo associadas com a ascensdo de células em sua fase final de
diferenciagdo. Um complexo juncional que separa o dominio apical do dominio basolateral

interconecta estas células polarizadas (ROLLO et al., 1999).

A membrana epitelial estd firmemente fixada sobre uma membrana basal, sob a qual repousa
uma lamina propria que contém um infiltrado de células mononucleares, que respondem a
infec¢des pelo Rotavirus e outros patdogenos intestinais (ROLLO et al., 1999). Os linfocitos
intraepiteliais intestinais sdo, em sua maioria, linfocitos T isolados e dispersos na parede

epitelial (DAS e JANEWAY, 1999).

Residentes entre as células epiteliais intestinais, os linfocitos podem ser classificados de
acordo com a expressdo de receptores de células T ou em relacdo a expressao de co-
receptores. Quanto a expressdo de TCR, sdo classificados em TCRaB" e TCRyS" . As células
TCRap" podem ainda ser classificadas como linfocitos TCRap CD8aa’ (as mais abundantes),
TCRaf'CD8ap'e TCRop'CD4* (OLIVARES-VILLAGOMEZ e KAER, 2010). Quanto a
expressdo de co-receptores, podem ser classificados em Tipo A: Linfocitos TCRof"
expressando CD4 (MHC-I) ¢ TCRof" expressando CD8 (MHC-II); e células do tipo B:
TCRap” CD8ao” e TCRyd" CD8aa” (DAS e JANEWAY, 1999; OLIVARES-
VILLAGOMEZ ¢ KAER, 2010)

As células epiteliais intestinais que compdem a mucosa intestinal representam a primeira
linha de defesa contra patogenos entéricos. A infeccdo microbiana da mucosa intestinal esta

frequentemente acompanhada de mudancgas estruturais e funcionais no epitélio. Estas
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alteracdes desencadeiam um processo inflamatério da mucosa, resultando em profusas
diarreias (ROLLO, et al., 1999; VIJAY-KUMAR et al., 2005; HIRATA et al., 2007). As
células epiteliais intestinais, envolvidas na iniciagdo da defesa do hospedeiro sdo estimuladas
a produzir uma variedade de citocinas e quimiocinas inflamatdrias, secretadas a partir da
superficie basolateral do epitélio intestinal em resposta a diversos patégenos (ROLLO et al.,

1999; CUADRAS et al., 2002).

As quimiocinas constituem uma familia de pequenas proteinas de 8-14 kDa, com uma
diversidade de papéis biologicos, estando criticamente envolvidas principalmente no trafico
de células inflamatorias na defesa do hospedeiro, sendo produzidas por varias populagdes de
linfécitos. Adicionalmente, as quimiocinas desempenham outras fungdes bioldgicas
destacando-se a modulagdo de respostas bioldgicas como a secre¢do enzimatica, adesdao
celular, citotoxicidade, crescimento tumoral e a degranulacdo e ativagdo de células T
(LUSTER, 1998; MURPHY et al., 2000; ZLOTNIK e YOSHIE, 2000). Dentre as citocinas
liberadas pelo epitélio durante a infecgdo por patdgenos entéricos destacam-se a GM-CSF,
TNF-a e IFN-y. Além disso, recentes estudos relataram a citotoxidade de TNF-a e IFN-y para
células HT-29 e a alteracao da permeabilidade nas jun¢des oclusivas em culturas de células

T84 em resposta ao IFN-y (ROLLO et al., 1999; CUADRAS et al., 2002).

A infeccao pelo Rotavirus induz o epitélio intestinal a produzir e secretar varias quimiocinas
CC e CXC. Este mecanismo denota grande importancia das quimiocinas dos enterocitos na
iniciagdo da resposta imune a infec¢do intestinal. Dentre as quimiocinas envolvidas na
infeccao pelo Rotavirus destacam-se a CXCL-8/IL-8/KC e CCL5/RANTES, notadamente, as
mais potentes moléculas quimioatraentes para linfocitos no ambiente intestinal (ROLLO et
al., 1999). Além destas citocinas, CXCL10/IP10 ¢ GM-CSF também sdao estimuladas
(SHETH et al., 1996; CASOLA et al., 1998; ROLLO et al., 1999).

Nos ultimos anos, uma importante molécula tem merecido destaque. A Osteopontina, uma
fosfoproteina sialilada, ¢ uma proteina da matriz extracelular produzida em uma diversidade
de processos inflamatorios e lesdes epiteliais, lesdes endoteliais e da musculatura lisa. Além
disso, esta proteina tem importantes funcdes na ativacdo de linfocitos, macréfagos e células

NK (natural killer) durante processos inflamatorios podendo ser detectada em fluidos
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corporais como plasma, urina e no leite materno (MARTIN et al, 2001; WANG e
DENHARDT, 2008).

Recentemente, a osteopontina tem sido descrita com uma importante citocina em uma
diversidade de processos infecciosos, sobretudo em infecgdes virais (MAENO et al., 2009;
ZHANG et al., 2010). Em um estudo conduzido por Rollo e colaboradores (2005) a infecgao
pelo rotavirus foi capaz de induzir a expressao de osteopontina em modelo murino. Além
disso, os autores demonstraram que a gravidade da diarreia € mais expressiva em

camundongos deficientes para o gene da osteopontina (ROLLO ef al.).

O aumento da expressdao génica de citocinas em resposta ao Rotavirus foi previamente
demonstrado por Rollo e colaboradores (1996). Estes autores demonstraram por meio de RT-
PCR a atividade transcricional de genes que codificam uma variedade de quimiocinas em
células HT-29. Foram demonstradas indugdes de quimiocinas CXC (IL-8, IP-10 e GRO) e de
quimiocinas CC (RANTES e MCP-1), enquanto os genes para interferon ¢ GM-CSF foram
regulados negativamente. Por outro lado, os transcritos para o TNF, IL-1 ndo aumentaram
durante a infec¢ao deste tipo celular (ROLLO et al., 1996). Além da secre¢ao de citocinas a
infeccao pelo Rotavirus provoca uma potente resposta de IgA de mucosa (ROLLO et al.,

1999).

Outro estudo, conduzido por Casola e colaboradores (1998), demonstrou um aumento tempo e
dose-dependente da expressao de IL-8, RANTES e GRO-alpha em células HT-29 infectadas
pelo rotavirus. Este estudo concluiu ainda que os enterdcitos realizam um papel fundamental
na iniciacdo e modulacdo da resposta imune durante a infec¢do pelo virus (CASOLA et al.,

1998).

Diante da infec¢do pelo Rotavirus, e em resposta a produgdo de citocinas, ocorre um
recrutamento massivo e ativagdo de linfocitos TCD4" ¢ TCD8" (ROLLO et al., 1999).
Estudos realizados em camundongos revelam que as células B sdo as primeiras determinantes
de protegdo contra reinfecgéo, ao passo que células TCD8" sdo responsaveis pela redugdo do
tempo de curso da infec¢do primaria. Células TCD4', por sua vez, estio geralmente
envolvidas no auxilio a células TCD8" e células B. Em relacdo aos linfocitos residentes no

intestino, parecem exercer papel de destaque na regulagdo da imunidade contra Rotavirus e o
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trafego de células B para o intestino, haja vista sua importancia para a prote¢do em modelo
murino cronicamente infectado pelo Rotavirus (ZHANG et al., 2008; GREENBERG e
ESTES, 2009).

Em relagdo a iniciacdo da reposta imune/inflamatoria, € importante o reconhecimento viral e a
sinalizagdo da reposta imune. Apoés a internalizacao do virus de RNA, em especial o rotavirus
humano, ocorre a produ¢do de RNA de dupla fita (dfRNA). Biologicamente, a presenga de
dfRNA intracelular representa a presen¢a de infeccdo viral. Este evento funciona como
“sensor”” molecular, que sinaliza a resposta celular do hospedeiro, tendo importante papel no
controle viral, incluindo a producao de IFN e os produtos génicos regulados pelo interferon

(MIG e IP10).

Para que o hospedeiro reconhega o Rotavirus (dfRNA) sdao necessarias diversas proteinas. A
proteina quinase ativada pelo dfRNA (PKR) ¢ uma serina/treonina quinase com motivos de
ligacdo ao dfRNA em sua extremidade N-terminal. Esta proteina sofre mudancas
conformacionais apos a interagdo com o virus. Deste modo, a PKR fosforila elF-2a e pode
ativar a producdo de NF«xB, importante na resposta inflamatoria e na producao de IFN-y.
Outro grupo de proteinas inclui a dfRNA helicase que, quando fosforilada, culmina na

producao de IFN-y (HIRATA et al., 2007; ZHOU et al., 2007).

1.8.  Sintomatologia da infecc¢ao pelo Rotavirus.

A infec¢do pelo Rotavirus ¢ caracterizada por uma infecgdo com padrao sazonal de
manifestacdo, baixa letalidade e uma grande variabilidade na sua sintomatologia. Estudos
recentes mostraram que grande parte dos casos de rotavirose humana se desenvolve durante o
inverno e a primavera, com variacdes demograficas e regionais (YANG et al, 2010; YU

et.al.,2012).

Dentre os sintomas mais comuns, a diarreia destaca-se como o sintoma mais frequente,
estando presente em 98% dos casos. VOmitos e inapeténcia também se revelaram sintomas
muito comuns e estdo presentes em 92 a 96% dos pacientes (YANG et al., 2010). O vOmito
na rotavirose humana ¢ considerado um dos fatores mais importantes, tendo em vista seu

grande potencial de induzir, juntamente com a diarreia, um grave quadro de desidratagdo.
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Estudos recentes mostraram que a proteina NSP4 tem o potencial para estimular as células
enterocromafins a produzirem a serotonina 5-TH. Este hormonio estimula, via nervo vago, o
nucleo do trato solitario e a area postrema localizados no tronco encefilico e relacionados a

inducdo de vomitos e nduseas (HAGBOM et al., 2007).

O quadro clinico inclui também sintomas inespecificos como febre, dor abdominal, sangue
nas fezes e apreensdo ao toque abdominal. Além destes sintomas, a antegenemia ¢ bastante
relevante em criangas infectadas pelo rotavirus, embora sua importancia clinica seja
pobremente compreendida. Os achados relativos a viremia ou antigenemia ndo estdo
correlacionados com aumento na gravidade dos sintomas e incluem quadros de bronquiolite,
pancreatite e envolvimento do sistema nervoso central (BLUTT et. al., 2007; YANG et al.,

2010; YU et.al., 2012).

1.8. A microbiota intestinal

A microbiota indigena associada ao trato digestivo humano, pelo seu tamanho (estimado no
total em 10'* células vidveis e 1,5 kg de peso) e atividade metabolica (similar a de um figado)
¢ considerada como um dos ecossistemas mais complexos e menos controlados que se
conhece. Esta comunidade microbiana pode se localizar no limen, nas criptas de Lieberkidhn,
na superficie do epitélio intestinal ou inserida na camada de mucina (NICOLI e VIEIRA,
2004). Pela dimensdao, essa microbiota ¢ muitas vezes considerada como um o6rgao ou
organismo difuso atuando na superficie das mucosas do hospedeiro. E responsavel por trés
fungdes importantes para satide do hospedeiro: a resisténcia a colonizagao, a imunomodulagao

e uma contribuicao nutricional (NICOLI e VIEIRA, 2004).

A instalagdo desta microbiota inicia-se logo apds o nascimento e necessita de um ano e meio a
dois anos para completar-se. Além de proteger contra infecgdes, ocupando o ecossistema
gastrointestinal, essa colonizagdo ¢ também fundamental para a maturagdo dos sistemas
imunoldgico e digestivo do recém-nascido (HOOPER e GORDON, 2005; HOOPER, 2004;
MACPHERSON et al.,, 2005). A mae tem um papel fundamental para essa colonizagao
fornecendo ndo somente os componentes da microbiota (provenientes da sua microbiota

vaginal e fecal), mas também fatores nutricionais de crescimento para esses componentes
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(fatores bifidus presentes no leite materno) (NICOLI e VIEIRA, 2004). A partir destas
informagdes, fica evidente a necessidade de uma colonizagdo rapida do recém-nascido por
microrganismos adequados assim como, uma vez instalada, a preservacdo da composi¢do e

das fungdes da microbiota intestinal para obter dela um maximo de beneficios.

Viérios fatores podem perturbar tanto a colonizagdo (tempo de gestacdo, via do parto, tipo de
amamentagdo, uso de antibiotico) (HARMSEN et al., 2000; BONNEMAISON et al., 2003;
WESTERBEEK et al., 2006; CHEN ef al, 2007) como a manutengdo (uso de antibiotico,
mudanca alimentar, estresse) (NICOLI e VIEIRA, 2004) dessa microbiota no trato digestivo.
No caso de utilizacdao excessiva e inadequada de antibidticos, esses disturbios da microbiota
gastrintestinal sdo acompanhados pela inducdo de multirresisténcia pelo aumento da
viruléncia em micro-organismos patogénicos (DINIZ et al 2003). Neste sentido, hd um
esfor¢o atual para procurar métodos alternativos de prevengdo e/ou tratamento de infecgdes

microbianas (WHO/FAO/OIE, 2003), sendo um deles o uso dos probidticos.

1.9.  Probioticos

Os probidticos sao definidos pela Organizagdo Mundial da Satde como “micro-organismos
vivos que quando administrados em quantidade adequada oferecem um beneficio para a saude
do hospedeiro” (WHO/FAO, 2002). A sua utilizacdo tem como finalidades instalar, reforcar
ou compensar as fungdes da microbiota normal do trato digestivo ou de outras superficies
corporais. A sugestdo de utilizar alimentos fermentados para aliviar disturbios intestinais ndo
¢ nova. Ja era mencionada na versdo Persa do Antigo Testamento (Génesis 18:8), que relata
que “Abrado atribuiu sua longevidade ao consumo de leite azedo”. Posteriormente, em 76
A.C., o historiador romano Plinio recomendou o uso de produtos lacteos fermentados para o
tratamento de gastrenterites (SCHREZENMEIR e DE VRESE, 2001). Contudo, uma
abordagem cientifica reconhecendo o papel benéfico de certos microrganismos foi somente
aplicada nas primeiras décadas do século XX, com as sugestdes do uso de Lactobacillus (Elie
Metchnikoff atribuindo a longevidade dos bulgaros ao consumo de iogurte em 1907), de
Bifidobacterium (Henri Tissier observando uma presenca maior de bifidobactérias nas fezes

de criangas amamentadas no seio em 1906) e de Saccharomyces boulardii (Henri Boulard
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notando o uso da fruta Lichia colonizada pela levedura como tratamento da diarreia pelas

populacdes da Indochina durante uma epidemia de colera em 1920) (SHORTT, 1999).

Os probidticos mais frequentemente utilizados sdo bactérias produtoras de acido lactico
(Lactobacillus, Bifidobacterium) e levedura (Saccharomyces boulardii). Segundo uma meta-
analise recente sobre ensaios clinicos com probidticos, um claro efeito protetor foi
evidenciado, o qual ndo variou significativamente entre os produtos a base de S. boulardii,
Lactobacillus rhamnosus GG, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, Bifidobacterium

longum, B. bifidum e B. lactis (SAZAWAL et al., 2006).

Os principais mecanismos de a¢cdo propostos para os probidticos sdo: a) o antagonismo, pela
producao de substancias ou metabolitos que inibem ou matam o micro-organismo patogénico
(SERVIN, 2004); b) a imunomodulacdo do hospedeiro que aumenta a sua resisténcia a
infeccado e reduz a inflamagdo (NEUMANN ef al.,, 1998; CZERUCKA et al, 2000;
RODRIGUES et al., 2000; EZENDAM e VAN LOVEREN, 2006); ¢) a competi¢do por sitio
de adesao ou fonte nutricional com o micro-organismo patogénico (SERVIN e COCONNIER,
2003; MOMOSE et al., 2008), e d) a inibi¢do da producao ou da acdo de toxinas bacterianas
(CZERUCKA et al., 1994; BRANDAO et al., 1998).

A levedura S. boulardii ¢ um dos poucos microrganismos utilizados como probidtico que nao
¢ de origem humana e possui a seu favor um grande niumero de ensaios laboratoriais e
clinicos. Em meados de 1920, na Indochina (hoje, o Vietnam), um microbiologista frances,
Henri Boulard, estava a procura de uma linhagem de levedura que fosse capaz de suportar
altas temperaturas para produzir um bom vinho. Durante esta época houve uma epidemia de
colera em uma das vilas e ele foi informado que a populagdo local preparava um cha da casca
de uma fruta local (lichia) para aliviar e até mesmo suprimir a diarreia. Posteriormente,
verificou-se que a fruta, na verdade, estava recoberta por uma levedura, e a eficacia contra a

diarreia se devia a esta levedura, que foi isolada, identificada e chamada de S. boulardii.

A S. boulardii é uma levedura ndo patogénica, termotolerante (cresce a temperatura de 37°C)
e, atualmente, de uso muito difundido na medicina humana. Geneticamente, S. boulardii é
praticamente idéntica a Saccharomyces cerevisiae, mas, em termos de metabolismo e

propriedades probidticas ¢ bastante diferente (BRANDAO et al., 1998; FIETTO et al., 2004).
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A partir de 1960 iniciou-se a comercializacdo da levedura liofilizada, pelo Laboratoire
Biocodex (Paris, Franga). Assim seu uso como medicacdo para combate as diarréias foi
difundido em toda Europa. Atualmente, a levedura ¢ amplamente comercializada na Europa,
Américas do Sul e do Norte, Asia e Africa. Os direitos de comercializagio para a América do

Sul foram adquiridos pela MERCK S.A (MARTINS, 2008).

Em um trabalho prévio (MARTINS et al. 2005) varias linhagens de S. cerevisiae isoladas de
diferentes ambientes do Brasil (associados a insetos, frutas tropicais, queijo e producao de
cachacga) foram pré-selecionadas em testes in vitro, (simulando as condigdes gastrointestinais)
e posteriormente testadas, in vivo, pela capacidade de colonizar o trato gastrointestinal sem
causar patogenia e pelo seu efeito protetor, em animais gnotobidticos desafiados com S.
Typhimurium e C. difficile. Os resultados do estudo sugeriram que S. cerevisiae UFMG A905
teria um potencial probidtico, sendo capaz de reduzir a agdo de algumas bactérias patogénicas,
assim como reduzindo niveis de translocacdo de S. Typhimurium e estimulando o sistema

imunologico do hospedeiro (MARTINS et al., 2007, MARTINS et al., 2010).

Além disso, outros resultados mostraram que a levedura S. cerevisiae linhagem UFMG A905
foi capaz de diminuir a mortalidade de animais com febre tifoide induzida experimentalmente
(15% de sobrevivéncia no grupo controle contra 55% no grupo tratado com a levedura) e os
dados histopatoldgicos mostraram que a levedura apresentou uma boa protecao contra o
desafio oral com C. difficile em camundongos gnotobidticos € uma boa preservacao do figado
de animais convencionais tratados com a levedura e desafiados com §. Typhimurium

(MARTINS et al., 2005).

Dados recentemente publicados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que o tratamento
com S. cerevisiae A905 inibiu a perda de peso e aumentou a sobrevida de animais apos o
desafio com Salmonella. Dados imunologicos demonstraram que a S. cerevisiae A905
diminuiu os niveis de citocinas inflamatorias € modulou a ativagdo de proteinas quinases
ativadas por mitdgenos, assim como as vias de NF-xB e AP-1. Experimentos utilizando
animais isentos de germes revelaram que os efeitos benéficos da levedura poderiam estar

relacionados, pelo menos em parte, a ligacdo da Salmonella em sitios da parede da levedura

(MARTINS et al., 2011).
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1.9.1. O uso de probidticos para o tratamento de diarreia induzida pelo Rotavirus

O tratamento da gastrenterite induzida pelo Rotavirus foi pouco modificado nos tltimos anos.
Ainda ndo hé terapia especifica para combater a diarreia aguda, contudo, a terapia de
reidratagdo oral e a orientacdo para o aleitamento materno sdo as ferramentas classicas ¢ mais
importantes no tratamento da gastrenterite aguda. Além do baixo custo, estas terapias podem
reduzir significativamente a morbidade e mortalidade associadas. Isoladamente, as terapias
disponiveis ndo sdo suficientes para reduzir o volume ou duracdo da diarreia. Terapias
coadjuvantes, incluindo drogas antiperistalticas e antissecretorias, e a utilizagdo de alguns
probidticos selecionados podem reduzir a gravidade e a duracdao dos episddios (DALGIC et.

al, 2011; BUCCIGROSSI et al., 2014).

Uma diversidade de trabalhos desenvolvidos ao longo dos anos abordou o uso oral dos
probidticos para o tratamento da gastrenterite induzida pelo rotavirus. Em um estudo duplo
cego realizado na década de 1990, criancas de 5 a 24 meses que apresentavam episodios de
diarreia, sobretudo pelo rotavirus humano, receberam formula alimentar suplementada com as
bactérias Bifidobacterium bifidum e Streptococcus thermophilus. A alimentagdo com a
formula reduziu substancialmente os episodios de diarreia aguda. Ainda neste estudo, dentre
aqueles episodios nos quais o Rofavirus era o principal agente etioldgico, a reducao variou
entre 7% e 19%. Além da redugdo observada, o uso da formula reduziu a taxa de

disseminacdo do Rotavirus entre as criancas internadas no hospital (SAAVEDRA et al.,

1994).

Mais recentemente em um estudo experimental, camundongos BALB/c foram tratados com B.
bifidum e B. infantis associados a ingestdo de prebioticos, conhecidos por serem substancias
que potencializam as propriedades probidticas. O objetivo era avaliar o efeito sinergistico dos
micro-organismos na modulacdo do curso da diarreia pelo Rotavirus e também avaliar a
habilidade de ambos na media¢do da resposta imune de mucosa e humoral. Camundongos
tratados com a bifidobactéria tiveram maior resposta de anticorpo IgA especifica para
Rotavirus quando comparados aqueles nao tratados. Contudo, ndo houve diferenga entre as
respostas imunes apresentadas pelos camundongos que receberam prebioticos em relagdao ao
grupo nao tratado. Estes resultados indicavam uma acdo positiva de probidticos na reducdo da

gravidade da diarreia induzida pelo Rotavirus (QIAO et al., 2002).
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Um estudo cego randomizado experimental foi conduzido para observar os efeitos da
administracdo oral de B. bifidum na gastrenterite viral em camundongos lactentes da linhagem
BALB/c. O objetivo era verificar se o micro-organismo alterava a dispersdo do rotavirus no
intestino e se haveria modificagdo do curso clinico da diarreia. Os resultados denotaram
efetividade do B. bifidum na alteracdio do curso clinico da gastrenterite experimental,
sugerindo uma interferéncia do probidtico na replicagdo e adsor¢dao do virus nas placas de
Peyer. Deste modo o potencial de adesdo e imunoestimulacdo do probidtico pode torna-lo

uma alternativa terapéutica contra enteropatogenos (DUFFY et al., 1994).

A defini¢do melhor aceita para os probidticos foca, sobretudo, na importancia de sua
viabilidade. Alguns trabalhos sugerem que micro-organismos probioticos nao-viaveis podem
também exercer algum efeito benéfico na satde do hospedeiro (OUWEHAND e
SALMINEN, 1998). Em um estudo utilizando Lactobacillus casei GG ndo-viaveis, os autores
observaram uma redugdo do tempo de duragdo da diarreia pelo Rotavirus. Os resultados
sugeriam que a ingestdo de L. casei linhagem GG poderia promover imunidade contra
reinfeccdes, pela estimulagdo da producdo de anticorpos especificos anti-rotavirus promovida

durante seu uso (KAILA et al., 1995).

Mais recentemente, Ventola e colaboradores (2012) verificaram os efeitos da viabilidade de L.
casei GG no tratamento da diarreia induzida pelo Rotavirus. Foi comparado o desempenho
das bactérias em modelo de ratos neonatos infectados pelo rotavirus SA11 na gravidade da
infeccdo. Esta gravidade foi verificada pela variagdo no peso do animal, peso do coélon,
consisténcia das fezes e persisténcia do rotavirus no intestino e fezes. Os autores
demonstraram que ambas as bactérias, viaveis e inviaveis, foram capazes de promover efeitos
benéficos no tratamento da infeccdo, destacando-se a eliminagdo do rotavirus e reducao do

peso do cdlon, observado pela redugdo do edema intestinal (VENTOLA, et al., 2012).

O Lactobacillus reuteri também foi utilizado para verificar sua a¢do probidtica na infecgao
pelo rotavirus. Em um estudo experimental, os autores avaliaram se a redu¢do da diarreia
induzida pelo Rotavirus era eficientemente reduzida com o uso deste probidticos. Apos a
verificagdo de sua eficacia, os autores testaram sua relagdo dose-dependéncia e verificaram
que houve reducdo no tempo de duragdo da diarreia em todos os grupos estudados

(SHORNIKOVA et al., 1997).
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Em um estudo mais recente, Preidis e colaboradores (2012) utilizaram um modelo de diarreia
em camundongos neonatos para verificar o mecanismo utilizado pelo L. reuteri. A producao
de anticorpos, proliferacdo e migragdo de enterocitos e caracteristicas do microbioma
intestinal foram avaliadas. Os autores demonstraram que os probioticos reduziam a duragao
dos episddios de diarreia por modificagdes na histologia intestinal e aumento da diversidade
filogenética do microbioma. Além disso, os resultados mostraram que a reducdo da diarreia
também era influenciada pelo aumento na producdo de citocinas inflamatorias (MIP-1a e IL-
1PB) e anticorpos anti-rotavirus. Estes resultados foram fortemente influenciados pelo estado

nutricional dos animais estudados (PREIDIS et al., 2012).

Um trabalho realizado por Zhang e colaboradores revelou que o tratamento de leitdes
gnotobidticos com Lactobacillus acidophilus gera um aumento significativo da resposta de
células B e células T em resposta a infeccdo com rotavirus atenuado. Contudo, o efeito deste
tratamento em humanos ¢ desconhecido, uma vez que seu trato gastrintestinal ¢ rapidamente

colonizado ap6s o nascimento (ZHANG et al., 2008).

2. JUSTIFICATIVA

As gastrenterites infantis constituem um dos principais problemas de satde publica, sendo
causa de altos indices de morbidade e mortalidade em neonatos e lactentes em todo o mundo.
A gastrenterite pode ser considerada deste modo, uma doenca muito importante, de grande
impacto para a saude publica. A rotavirose humana representa uma das principais causas de
gastrenterite grave em neonatos e criancas menores de cinco anos em todo mundo,
representando cerca de 30 a 50% das mortes causadas por diarréias. Nos Estados Unidos, o
Rotavirus ¢ o agente mais comum em doengas gastrintestinais em neonatos, constituindo-se
numa das principais causas de morbimortalidade na faixa etaria de zero a cinco anos em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. A rotavirose humana apresenta maior relevancia
estatistica em paises em desenvolvimento, uma vez que as taxas de pobreza da populacdo sdao

bastante elevadas e o acesso a recursos terapéuticos ¢ limitado.

O tratamento da gastrenterite causada pelos rotavirus baseia-se no tratamento de suporte,

instituindo-se a reposi¢do de dgua e eletrolitos, reestruturando o equilibrio hidroeletrolitico.
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A reduzida qualidade de saneamento basico e as condi¢des sanitarias tem sido um importante
fator para a transmissibilidade e propagacdo deste agente, principalmente em paises em
desenvolvimento. O adequado tratamento de efluentes e as condi¢cdes de saneamento sdo,

portanto, algumas das formas mais eficazes de conten¢@o de novas infecgdes.

Nas ultimas décadas, muita aten¢do tem sido dada a modulacdo da microbiota intestinal
normal por adjuvantes microbianos vivos chamados de probidticos. A grande vantagem da
terapia com os probidticos ¢ a auséncia de efeitos secundarios, como a sele¢do de bactérias
resistentes quando antibioticos sao usados. Os efeitos benéficos destes microrganismos sao

basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo humano.

Existe, atualmente, uma grande variedade de bactérias utilizadas como probidticos, como as
bifidobactérias e os lactobacilos. A unica levedura disponivel no mercado para uso como
probidtico em seres humanos ¢ a Saccharomyces boulardii, que aumenta a resisténcia do
ecossistema intestinal contra infecgdes patogénicas e Saccharomyces cerevisiae, utilizado

como um probiotico na alimentagao de animais.

Sabe-se que uma das principais agdes, preconizada pela da Organizagdo Mundial da Saude, ¢
o estudo e desenvolvimento de novas terapias que nao atuem como uma forte pressao seletiva.
A pressao seletiva propicia a selecdo de patdogenos cada vez mais agressivos e resistentes, a
exemplo dos antibioticos, quando sdo utilizados. Sabemos que hd muitas diferencas nas
linhagens de S. cerevisiae, mas somente algumas poucas tém tido suas caracteristicas
probidticas comprovadas. Estudos realizados por MARTINS et al. (2005, 2007 e 2010)
mostraram que a S. cerevisiae linhagem UFMG A905, isolada em produto intermediario da
produ¢do da cachaga, foi capaz de colonizar e sobreviver no trato gastrointestinal de
camundongos convencionais e isentos de germes, e de proteger estes animais contra infec¢ao

experimental com Salmonella Typhimurium e Clostridium. difficile.

O uso de probidticos como coadjuvantes para o tratamento de infec¢des pelo rotavirus tem
sido bastante difundido no mundo moderno. O uso de probioticos, de acordo com a literatura
tem reduzido o tempo de diarreia, a transmissibilidade do virus, devido a redugdo da carga

viral e o aumento da a¢do de anticorpos do tipo IgA. Diversos estudos apontam a eficacia dos
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probidticos na reducdo de diarréias infecciosas e de diversas etiologias, doengas inflamatdrias

intestinais, dentre outros.

Vale ressaltar que pouco se sabe a respeito dos mecanismos de agdo dos probidticos na
redugdo da diarreia e da carga viral nos casos de rotavirose humana. Diante da importancia
destes mecanismos para o entendimento da acdo dos probidticos e de seus beneficios para a
satde humana, e, considerando a caréncia de estudos aplicados neste campo, justificou-se a
realizagdo deste trabalho, com o objetivo de se verificar a agdo e as propriedades probidticas
das leveduras Saccharomyces cerevisiae UFMG A905 e Saccharomyces boulardii, diante da

infeccao experimental induzida pelo Rotavirus em modelo experimental murino.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os mecanismos de ag¢dao dos probioticos Saccharomyces cerevisiae UFMG A905 e
Saccharomyces boulardii no tratamento da infec¢do induzida por Rotavirus em modelo

experimental murino.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar por exame histopatoldgico a agdo probidtica das leveduras Saccharomyces
cerevisiae UFMG A905 e Saccharomyces boulardii no trato gastrintestinal de camundongos

convencionais infectados pelo Rotavirus da linhagem SA11.

3.2.2. Avaliar a capacidade de inibicdo da perda de peso em camundongos Balb/C infectados
pelo Rotavirus SA11 e tratados com as leveduras Saccharomyces cerevisiae UFMG A905 e

Saccharomyces boulardii.

3.2.3. Avaliar por ensaios de ELISA o efeito probidtico das leveduras Saccharomyces

cerevisiae UFMG A905 e Saccharomyces boulardii sobre a resposta imune intestinal
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analisando as seguintes citocinas e quimiocinas em camundongos Balb/C convencionais, apos

a infeccdo pelo Rotavirus: KC, IL-1pB, IL-10 e eotaxina/CCL11;

3.2.4. Avaliar os niveis das enzimas NAG e MPO em tecido intestinal e pulmonar de animais

infectados pelo Rotavirus na presenca ou nao dos probidticos;

3.2.5. Avaliar por PCR quantitativa a expressdao da citocina Osteopontina em tecido

intestinal de animais infectados pelo Rotavirus na presenga ou nao dos probidticos;

3.2.6. Awvaliar os niveis de imunoglobulinas sIgA no contetdo intestinal de camundongos
convencionais apos a infec¢ao pelo Rotavirus da linhagem SA11, tratados ou ndo com os

probiodticos;

4. METODOLOGIA

4.1.  Células MA104

As células da linhagem MA104, derivadas de rim fetal de macaco Rhesus (Cercopithecus
aethiopis) foram obtidas junto ao Banco de C¢lulas do Rio de Janeiro (BCRJ). Estas células
sdo amplamente utilizadas com sucesso para crescimento e caracterizagdo de rotavirus de

origem humana e animal, e foram utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho.

Aliquotas de células MA104 (figura 7) foram descongeladas e cultivadas em frascos de 75
cm?, a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO,. Apds o descongelamento, as células
foram ressuspensas em 15 mL de DMEM (Dulbeco’s modified Eagle Medium) suplementado
com 10% de soro fetal bovino e incubadas a 37°C e 5% de CO; por 48h. Apos apresentarem
confluéncia, as células foram tripsinizadas (solugdo tripsina-EDTA 1,5%) e centrifugadas a
1200 rpm. O precipitado foi ressuspendido em DMEM suplementado e subcultivadas em uma
taxa de 1:5 e transferido para frascos de 75 cm?”. Para realizar os procedimentos de expansdo
do virus, as células foram subcultivadas para frascos de 150 cm? e infectadas quando

apresentavam monocamadas com 80-90% de confluéncia.
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Figura 7. Monocamada de células MA104. Adaptado de American Type Culture Collection 2011.

4.2.  Virus Simio da linhagem SA11

4.2.1. Rotavirus Simio SA11 (Amostra cedida pelo Instituto Evandro Chagas, FIOCRUZ
PA)

Na primeira fase do projeto, uma aliquota do Rofavirus simio da linhagem SA1ll foi
gentilmente cedida pelo Dr. Alexandre da Costa Linhares, do Instituto Evandro Chagas,
Fiocruz-PA (IEC-PA). Para expansao, a aliquota de rotavirus SA11 foi ativada com 10 pg/mL
de tripsina em um tubo conico de 15 mL. A mistura foi vortexada e incubada por 30 minutos
(min.) em banho-maria a 37°C, para promover a ativagdo do rotavirus. O indculo do virus foi
entdo distribuido em monocamadas de células MA104 (fetal monkey kidney epithelial cells)
cultivadas em frascos de cultura, de 150 cm? (Sarstedt®). Para adsor¢do do virus a
monocamada, os frascos foram incubados por 1h em estufa a 37°C e CO2 a 5%, com
movimentagdo periddica do liquido, a cada 15 minutos. Apos este periodo, o indculo foi
cuidadosamente retirado e a monocamada foi coberta com 25 mL de DMEM suplementado
com tripsina-EDTA (numa concentragdo final de 1,0 pg/mL) e isento de soro fetal bovino. Os
frascos foram entdo incubados por 72h, até que o efeito citopatico atingisse toda a

monocamada. Apos este periodo, observado o efeito citopatico, para que toda a monocamada
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fosse destacada, as culturas infectadas foram submetidas a trés ciclos de congelamento e
descongelamento. O volume final de liquido obtido foi transferido para tubos conicos de 50
mL e centrifugados a uma velocidade de 300 x g, a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante
clarificado foi transferido para um tubo conico de 50 mL, identificado, aliquotado e

armazenado em freezer a -80°C até o momento de seu uso.

4.2.2. Rotavirus simio SA11 (Amostra cedida pela Universidade Estadual de Londrina, PR)

Na segunda fase do trabalho, uma aliquota do Rofavirus simio da linhagem SAI1l foi
gentilmente cedida pela Prof* Dr* Alice Fernandes Alfieri, do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana
(UEL, PR). Para expansdo, a aliquota de rotavirus SA11 foi ativada com a adi¢do 30 pug de
Tripsina ao volume de 1 mL de Indculo em um tubo conico de 15 mL. A mistura foi
vortexada e incubada por 30 minutos (min.) em banho-maria a 37°C, para promover a
ativacao do rotavirus. A mistura foi diluida, de modo que a concentracao fina de tripsina nao
ultrapassasse 10 pg/mL, para tanto, foram adicionados 2,0 mL de meio de cultivo obtendo um
total de 3 mL de indculo. A garrafa contendo uma monocamada de células MA 104 foi lavada
2x com DMEM sem Soro Fetal Bovino (SFB). O inoculo do virus foi entdo distribuido na
monocamada de células MA104 cultivadas em frascos de cultura, de 75 cm? (Sarstedt®). Para
adsor¢ao do virus a monocamada, o frasco foi incubado por 3h em estufa a 37°C e CO, a 5%,
em agitacao lenta, em homogeneizador automatico. Apos as 3 h, foram incluidos 20 mL meio
de manuten¢do contendo 0,5 ng de Tripsina e isento de SFB. Os frascos foram entdo
incubados por 48h. Apds este periodo, observado o efeito citopatico, para que toda a
monocamada fosse destacada, as culturas infectadas foram submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento. O volume final de liquido obtido foi transferido para tubos
conicos de 50 mL e centrifugados a uma velocidade de 300 x g, a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante clarificado foi transferido para um tubo conico de 50 mL, identificado,

aliquotado e armazenado em freezer a -80°C até o momento de seu uso.
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4.2.3. Verificagdo da presenca do virus no sobrenadante clarificado

Para verificar a presenca do virus nas amostras obtidas (clarificado), o RNA de dupla fita
segmentado do virus foi extraido com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (Ultrapure™
Phenol: Chloroform: Isoamyl Alcool, Invitrogen). Para tanto, 500 pL de sobrenadante
clarificado de células infectadas foram aliquotados em tubos plasticos de 1,5 ml
(Eppendorff®) onde foram adicionados 500 pL de tampao de lise (SDS 10% p/v, EDTA 110
mM pH 7,8). A mistura foi submetida a um ciclo de agitacdo em vortex (GENIE BENDER,
modelo K — 550G - EUA) e incubada a 55°C por 15 minutos. Apds a incubagdo foram
adicionados 500 pL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (na propor¢dao de 50:48:2) e o
mesmo foi submetido a trés ciclos de agitagao em vortex (GENIE BENDER, mod.K — 550G -
EUA) com intervalos de 30 segundos e colocados em banho-maria por 10 min., centrifugado
e a fase proteica foi cuidadosamente retirada com micropipeta de 100 pL. Em seguida, uma
extracao adicional foi executada apenas com cloroférmio. A fase superior foi recolhida e
foram adicionados acetato de s6dio 3M, pH 5,2 em volume igual a 10% do volume final e
juntamente com 2,5 volumes de etanol resfriado (-20°C). Os tubos foram mantidos a -20°C
por uma noite para precipitacdo do RNA. O precipitado obtido foi centrifugado a 20.000 x g
por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e ao precipitado foram
adicionados 100 pL de etanol a 80% para retirada do excesso de salinidade. Os tubos
contendo o RNA foram emborcados em papel absorvente e logo depois foram diluidos em 35
pL de tampdo de amostra (TRIS-HCI 62,5 mM pH 6,8; ureia 5SM; beta-mercapto-etanol 5%;
dodecil-sulfato de sddio 3% e 0,01% de azul de bromofenol). As amostras foram aquecidas a
56°C por 15 minutos e submetidas a eletroforese em gel de descontinuidade de pH de
Laemmli (Gel de concentragao a 4%, Tris 0,5M, pH6,6 e gel de resolugdo a 7%, 1,5M, pHS&,8)
em tampao tris-glicina (Tris 25mM, glicina 0,2M, pH8,6). As amostras foram corridas em

100v por aproximadamente 4h.

Ap6s a eletroforese, o gel € FOI corado pelo método da prata para a visualizagdo das bandas
de RNA (HERRING et al, 1982). Para tanto, o gel foi rapidamente lavado em agua bidestilada
e fixado por uma hora em etanol 10% e 4cido acético a 0,5%. A seguir, foram realizadas duas
lavagens de cinco minutos em etanol aquoso (etanol 10%) e, em seguida, foi adicionada uma
solucdo de prata 0,11M em camara escura e o gel colocado em uma plataforma de agitagao

em velocidade lenta, protegido da luz, por aproximadamente uma hora. Apos este periodo,
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foram realizadas duas lavagens rapidas em agua bidestilada, e foi cuidadosamente adicionada
a solugdo reveladora (NAOH 1M - 250 ml, formaldeido - 2,0 ml) certificando-se para que nao
fosse adicionada diretamente sobre o gel. A interrup¢do da revelacdo foi feita com a mesma
solucdo utilizada na fixacdo (etanol 10% e 4cido acético a 0,5%), apos a visualizacdo da
intensidade desejada. O gel foi conservado em etanol 10% e posteriormente submetido a
leitura. A amostra obtida do IEC/PA foi comparada a uma aliquota obtida no ICB/UFMG ¢ a

uma amostra extraida de controle de células ndo infectadas.

4.3. Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

4.3.1. Analise in silico

As analises in silico dos iniciadores foram feitas a partir da sequéncia da proteina VP7 de
Rotavirus  (acesso  Genebank: X66158.1, utilizando-se o programa  Primer3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) para determinar as melhores condi¢cdes de amplificagdo

pela PCR. A proteina VP7 ¢ codificada pelo segmento génico conservado de Rotavirus
(segmento 9) e sua especificidade foi avaliada com auxilio do programa BLAST

(WWW.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Os iniciadores foram ancorados no gene codificando um

amplicon de 94pb. Para a normalizagdo, os iniciadores foram ancorados no gene
NM 008084.2 (Mus musculus GAPDH - Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase -
mRNA), Amplicon de 97pb (Tabela 1).


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://en.wikipedia.org/wiki/Glyceraldehyde_3-phosphate_dehydrogenase
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Tabela 1: Iniciadores, orientacdo e tamanho esperado do amplicon do gene da regido codificadora VP7 do

Rotavirus do grupo A, linhagem SA11 e do normalizador GAPDH.

Iniciadores Acesso no GenBank e Tamanho do
orientacio amplicom
Antisenso VP7 (RVA-R) RVA-VP7 X66158.1 94pb

5’- GTC AAG CAT CCA ATT CCA
AG -3

Senso VP7 (RVA-F) RVA-VP7 X66158. 1 94pb
5'- GTG ACG AAG CGA ATA AAT

GG -3’

Antisenso GAPDH GAPDH (AJ786261) (367- 97pb
5~ ACT CCA CTC ACG GCA AAT 463)

TC -3

Senso GAPDH GAPDH (AJ786261) (367-  97pb

5'- GAA TTT GCC GTG AGT GGA 463)
GT -3’

4.3.2. Extragao do RNA viral utilizando o Trizol

A extragdo do RNA viral foi realizada utilizando o Trizol (Invitrogen®) segundo as
recomendagdes do fabricante com modificagdes. Resumidamente, apds o cultivo celular, as
células onde os virus foram multiplicados foram congeladas e descongeladas por trés ciclos e
processadas para a obtencdo de RNA. O conteado da lise celular causada pelo
congelamento/descongelamento foi centrifugado a 1800 rpm (Jouan BR4i, FR- Rotor falcon
AB 50) por 5 minutos 18°C para remog¢do de debris celulares. Apds a centrifugagdo o
sobrenadante contendo o virus foi aliquotado e armazenado em freezer -80°C. Aliquotas de
500pL do RVA-SA11 foram separadas e adicionadas 1mL do reagente Trizol (Invitrogen®).
Apds a homogeneizacdo e incubagdo a temperatura ambiente por 5 minutos, foi adicionada
200uL cloroférmio 100% (Merck®) com agitagdo vigorosa por 15 segundos e incubagdo a

temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas (MicroCL 17R
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ThermoFisher Scientific, EUA) a 12000 x g por 15 minutos a 4°C, foi obtida uma mistura
trifasica, uma fase aquosa transparente superior, uma interfase branco-leitosa ¢ uma fase
vermelho claro inferior (fenol-cloroformio). A fase fenol-cloroférmio contendo o RNA viral
foram adicionados 300uL de élcool etilico 100% (Merck®), homogeneizado por inversdes e
incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugacdo 2000 x g (MicroCL 17R
ThermoFisher Scientific, EUA) por 5 minutos 4°C, remocao da fase fenol-cloroférmio por
inversao e lavagem do RNA viral 2X com solugdo de citrato tri-sodio (0,1M)/10% 4&lcool
etilico; entre cada lavagem, foi efetuada a incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, centrifugou-se o material a 2000 x g (Micro CL 17R ThermoFisher Scientific,
EUA) por 5 minutos 4°C, descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 1,5mL de alcool
etilico 75% (Merck®). Apds a incubagdo por 20 minutos a temperatura ambiente, o RNA foi
dissolvido em 150 pL. de NaOH (8mM), 260uL de T.E. (Tampao EDTA 1X) e 2X o volume
de alcool isopropilico, seguido da centrifugagdo a 12000 x g (MicroCL 17R ThermoFisher
Scientific, EUA) por 10 minutos. Apos secagem do RNA ao ar livre, ele foi ressuspendido em

20uL de 4gua livre de nuclease.

4.3.3. Extragao de RNA viral de amostras fecais utilizando-se o kit QIAmp® Viral RNA Mini
Kit.

Incialmente, antes da utilizagdo do kit, as fezes coletadas de cada animal foram processadas
utilizando-se beads de 6xido de zirconio de 0,150 mm e PBS. A mistura de beads, fezes e
PBS foram vortexada e um volume de fezes diluidas foi obtido, num total de
aproximadamente 300puL. Um volume de 140 pL do liquido resultante foi transferido para um
tubo eppendorf de 1,5mL e foram adicionados 200 pL de uma solu¢do de NaCl a 0,89%. A
solucdo foi clarificada por centrifugagdo por 20 minutos a 4000 x g e o sobrenadante foi
utilizado para purificagdo de RNA viral, de acordo com o QI4damp® Viral RNA Mini Kit
Handbook (Qiagen®).
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4.3.  Transcrigdo reversa e amplificacdo por PCR convencional.

4.3.1. Transcrigdo reversa

Para a transcri¢ao reversa, 100ng (5,0uL) de RNA total foi adicionada a 1,0pg de iniciadores
especificos (RVA-F senso, 0,5uL e RVA-R antissenso, 0,5uL na concentragdao de 10pM cada)
e agua um volume final de 8uL. A mistura foi incubada a 70°C por 10 minutos e logo depois
resfriadas a 4°C por pelo menos 10 minutos. Apds este tempo, as amostras foram retiradas do
termociclador e rapidamente transferidas para um banho de gelo. A reacdo de transcrigdo
reversa foi realizada em um volume final de 20uL, sendo 4,0uL de tampao 5X MMLV-RT
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase); 1,5uL de ANTP-mix 10mM; 2,0uL
de dTT 0,1M; 1,0uL de MMLYV e 4gua suficiente para 12ul. A mistura foi aquecida a 42°C

por 1h e depois a 72°C por pelo menos 15 minutos.
4.3.2. Amplificagao por PCR gradiente e otimizacao da amplificacao

Para a realizagdo da PCR convencional, 2,0 pL. do cDNA resultante da reacdo foram
misturados a 2,0 uLL de tampao 10x; 1,2 uL de MgCl> 1,5mM; agua suficiente para 18 pL; 1,0
puL de iniciadores especificos RVA-F e RVA-R, 10pM; 0,4 uLL. de ANTP mix e 0,3 uL de Taq
polimerase. A reacao de PCR foi realizada em um volume final de 20 uL em termociclador de
DNA (Biorad) com o seguinte programa: um ciclo de desnaturacdo de 94°C por 45 segundos,
o anelamento ocorreu em temperaturas que variaram entre 50-60°C durante 1 minuto e

extensdo a 72°C por 45 segundos para um total de 35 ciclos (Figura 8).
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Figura 8. PCR convencional com gradiente de temperatura.
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Ap0s a defini¢do da melhor temperatura de anelamento para os iniciadores utilizados, reacdes
com diferentes concentragdes de cloreto de magnésio (1,5mM, 1,75mM e 2,0mM) foram
preparadas com a finalidade de aumentar a quantidade de amplicon gerados nas reagoes.
Além disso, foram testadas as concentracdes para o gene normalizador GAPDH (5pM ou

2.5pM).

4.3.3. Amplificacao por PCR Convencional

Para a realizagdo da PCR convencional, 2,0 uL do cDNA resultante da reacdo foram
misturados a 2,0 uL de tampao 10x; diferentes concentracdes de 1,2 pL. de MgCl, 1,5mM;
agua suficiente para 18 uL; 1,0 uL de iniciadores 10pM; 0,4 uL. de INTP mix 10mM e 0,3 uL
de Taqg polimerase. A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 20 uL em
termociclador de DNA (Biorad) com o seguinte programa: um ciclo de desnaturacao de 94°C
por 45 segundos, anelamento a 60°C durante 1 minuto e extensao a 72°C por 45 Segundos

para um total de 35 ciclos (Figura 9).
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Figura 9: Grafico das temperaturas utilizadas na PCR convencional

4.3.4. Clonagem em vetor plasmidial

Com o objetivo de construcdo de uma curva de DNA plasmidial para funcionar como uma
curva padrdo em experimento de qRT-PCR, posteriormente a amplificacio do RNA da
amostra viral pela PCR, foi realizada eletroforese (Loccus Biotecnologia, BR) em gel de
agarose 1,5% (Invitrogen®) corado com brometo de etideo (Invitrogen®) e visualizado em

transiluminador UV (UVP®, UK). O produto de tamanho esperado foi recortado do gel de



58

agarose e purificado. A purificacdo do RNA foi realizada por meio do congelamento do gel de
agarose triturado contendo o DNA por 24h a -80°C e centrifugagio a 14.000 x g (MicroCL
17R ThermoFisher Scientific, EUA) por 5 minutos (freeze-squeeze; TAUTZ & RENZ, 1983).
O sobrenadante contendo o RNA purificado foi utilizado para clonagem em vetor plasmidial
pGEM-T easy (Promega) (Figura 10). A ligacdo do inserto ao plasmideo pGEM-T easy foi
realizada utilizando 5 pLL do DNA purificado do passo anterior, 7,5 pL do tampao 2x Rapid
Ligation, 1,0 uL do vetor pGEM-T easy e 1,5 pL da enzima T4 DNA ligase. A incubagao foi
realizada por 1 hora a temperatura ambiente seguida da incubagdo overnight a 4°C e posterior

transformagao bacteriana.
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Figura 10. Mapa do vetor plasmidial Pg EM®-T Easy Vector (Promega) utilizado para a clonagem do amplicon

VP7 a partir dos iniciadores descritos na Tabela 1.

4.3.5. Transformacgao bacteriana

A transformacdo em bactéria quimicamente competente Escherichia coli XL10 gold
(Invitrogen®) foi realizada adicionando o produto da ligacdo do passo anterior em 100uL de
E. coli XL10 competente, incubando 20 minutos no gelo e posteriormente sendo efetuado o
choque térmico a 42°C por 50 segundos e incubacdo no gelo novamente por 2 minutos. A
bactéria transformada foi transferida para um tudo de 15mL contendo 900 puL de meio Luria
Bertani (LB) (Extrato de levedura 0,5% p/v, Triptona 0,1% p/v, NaCl 0,5% p/v, H20 q.s.p),

incubada por 90 minutos a 37°C, na velocidade de 150 rpm em agitador orbital (Thermo
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Scientific, EUA). Posteriormente foram plaqueados 100 pL da cultura bacteriana em placas
de Petri com meio LB agar (Agar 1,5% p/v), contendo x-Gal 25 pg/mL (Invitrogen®) e
ampicilina na concentragdo final 100 pg/mL. Apds a incubar 37°C em estufa por 24 horas,

foram selecionadas as colonias de coloragao branca.

4.3.6. Extragdo plasmidial em pequena escala

As colonias selecionadas foram multiplicadas em 10 mL meio LB com ampicilina na
concentracdo final de 100 mg/mL por 16 horas. Posteriormente foram separados 4 mL da
cultura bacteriana em tubo de 15 mL para a extracdo do plasmideo recombinante Seguida de
centrifugacdo a 1000 x g (MicroCL 17R Thermo Scientific, EUA) por 10 minutos a 25°C para
precipitar as bactérias contendo o plasmideo. Apds ser ressuspendido o sedimento em 200 pL
da solucdo GET/RNase (9g de glicose; 2,5 mL de TRIS-HCI 1M; 5SmL de EDTA 0,2M;
RNase 10 mg/mL (Invitrogen®), adicionou-se 400 puL da solugdo de lise (5 mL de dodecil
sulfato de s6dio —SDS 20%; 2 mL de NaOH 10M) e 400 pL da solucdo neutralizante (13g de
acetato de sodio em 100 mL de solucao; pH4,8). A mistura foi homogeneizada suavemente e
o conteudo transferido para um microtubo de 1,5 mL, seguido de incubagdo no gelo por 30
minutos. Apds centrifugacao a 10000 x g por 15 minutos 8°C, o contetido foi transferido para
um novo microtubo de 1,5 mL e foram adicionados 600 uL de alcool isopropilico,
homogeneizada a mistura e novamente centrifugada a 10000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e ao mesmo adicionou-se 500 pL de alcool etilico 70% (Merck®),
homogeneizou-se e centrifugou-se a 10000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
ressuspendido em 20 pL de 4gua livre de nuclease. Dosou-se a concentragdo do plasmideo
recombinante em aparelho NanoDrop (NanoDrop Technologies, EUA) e armazenou-se a -

20°C.

4.3.7. Reagdo de restri¢ao enzimatica - enzima EcoRI.

Ap6s a extracdo do DNA plasmidial o material foi submetido a leitura espectrofotométrica e
logo depois foi realizada reacdo de restricdo enzimdtica com auxilio da enzima EcoRI. A
reagdo foi feita a partir de 200ng de material para uma reacdao de 10 pL. A cada clone foram

adicionados 1,0 uL de Buffer H; 0,5 pL de soroalbumina bovina; 0,5 pL da enzima EcoRI e
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volume pré-calculado do clone, com base em 200 ng de DNA plasmidial. Ao final, foi
adicionado para todos os tubos, um volume de agua suficiente para 10 pL. A mistura foi
incubada por 2h a 37°C em aparelho termociclador termoblock (Amplitron Thermal Cycler,
Thermolyne®). Apods o aquecimento, as amostras foram inativadas por aquecimento a 65°C

por 15 minutos e logo depois, foram incubadas, overnight, a -20°C.

Para verificar o resultado da reacdo de restricio enzimadtica, catalisada pela enzima de
restricdo EcoRI, as amostras foram separadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
contendo brometo de etidio, sob uma corrente de 100v. As amostras foram misturadas em
tampao de amostra e TBE e pareadas cada reacdo de restricdo ao seu respectivo clone de

origem.

4.3.8. Sequenciamento

As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar em aparelho ABI3130, utilizando-se

polimero POP7 e BigDye v3.1. Valid Biotechnology (www.validbiotech.com). Para analise
dos dados AB1 foi utilizado o software Sequence Scanner Software (Applied Biosystems),

disponivel no link: https://www.lifetechnologies.com/us/en/home/technical-

resources/software-downloads/sequence-scanner-software.html?icid=fr-cesoftware-5.

4.3.9. Amplificacao por qRT-PCR (PCR quantitativa)

A PCR quantitativa foi utilizada em dois experimentos distintos com o objetivo de: (1) medir
por quantificacdo relativa a concentragdo de citocinas presentes em amostras de tecido
intestinal coletadas de camundongos Balb/C ap6s quatro dias de infec¢do pelo rotavirus SA11
e; (2) medir diariamente, por quantificacdo absoluta, a carga viral do rotavirus nas fezes de
camundongos, submetidos ou ndo ao tratamento com as leveduras S. boulardii e S. cerevisiae

UFMG A905.

Para o experimento de quantificagdo de citocinas, cada cDNA obtido a partir do
processamento do intestino delgado foi analisado por qRT-PCR, em duplicata, para quatro

genes alvo da citocina Osteopontina (Tabela 2) e dois controles negativos foram incluidos nas


http://www.validbiotech.com/
https://www.lifetechnologies.com/us/en/home/technical-resources/software-downloads/sequence-scanner-software.html?icid=fr-cesoftware-5
https://www.lifetechnologies.com/us/en/home/technical-resources/software-downloads/sequence-scanner-software.html?icid=fr-cesoftware-5
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andlises. Para cada placa analisada foi incluida a andlise do gene de referéncia 18S. Em
relacdo a carga viral, os dados foram obtidos a partir dos RNAs extraidos das fezes coletadas
24, 48 e 72h apds a infecgdo com ou sem o tratamento com as leveduras. Para determinar a
eficiéncia da amplifica¢do e sensibilidade do teste, foram utilizadas as dilui¢cdes plasmidiais
descritas nos itens 4.3.6 e 4.3.7 da metodologia. Foram analisados cada grupo experimental e

os controles negativos, nos respectivos dias de experimento, em triplicata.

Todos os experimentos foram realizados em um detector FAST Real Time PCR System 7900
HT (Applied Biosystems). Para uma reacdo de 10uL, foram utilizados, por reacdo, um volume
de 0,2 pL de iniciadores senso 10pM, 0,2 uL de iniciadores antissenso 10pM (Gene VP7,
tabela 1; e genes das citocinas, tabela 2), 5 uL de SYBR Green, 1 pL. de Rox e 1,6 pL de agua
livre de RNAse e 2 uL de cDNA. A reacdo foi realizada sob as seguintes condi¢des: Estagio 1
(10 min. a 95°C); Estagio 2 (40 ciclos de 95C, por 15 segundos e 60°C por 1 minuto); Estagio
3 (95°C por 15 segundos e 60°C por 15 segundos) e um estagio final de 95°C por 15

segundos.

Tabela 2: Iniciadores, orientagdo e tamanho esperado do amplicon do gene da quimiocina Osteopontina e do

gene normalizador 18S.

Tamanho
Iniciadores do

amplicom
Antisenso Osteopontina

76pb
5’-GAGCTGCCAGAATCAGTCACTTT-3
Senso Osteopontina

76pb
5"-GATTGGCAGTGATTTGCTTTTG-3"
Antisenso 18S

110pb
5’-CGTTCCACCAACTAAGAACG-¥
Senso 18S

110pb

5-CGTTCCACCAACTAAGAACG-3’
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4.4.  Semi-purificacdo e do Rotavirus SA11 em colchio de Sacarose

Para a realizacdo de experimentos in vitro, uma aliquota de 35 mL de virus clarificado foi
colocada em cada um de seis tubos de ultra centrifuga. Utilizando-se uma pipeta, um volume
de 2 mL de sacarose a 35% foi adicionado sob o virus clarificado. A amostra foi centrifugada
por uma hora e trinta minutos a 100.000 xg a 4°C em rotor SW32Ti para formar o precipitado
de virus. Apos este periodo, o sobrenadante foi apropriadamente descartado e o sedimento
resultante ressuspendido em 1 mL de tampao TNC (Tris-HCL 1 M, pHS,0; NaCl 5M; CaCl,

IM e 4gua deionizada). As aliquotas foram estocadas em freezer -80°C até o momento do uso.

4.5. Titulagdo do Rotavirus

4.5.1. Titulacdo do Rotavirus por Formagdo de Foco de Fluorescéncia (FFU/mL)

Para a titulacao do rotavirus SA11 por ensaio de foco de fluorescéncia, células MA104 foram
cultivadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 6,4 x 10° células por pogo. As células
foram incubadas por quatro dias em DMEM completo, contendo 5% de soro fetal bovino e
5% de CO; a 37°C. Apos este periodo, as células foram cuidadosamente lavadas, com o
auxilio de um pipetador multi-canal, utilizando-se 200uL DMEM pré-aquecido. Apos a
segunda lavagem foram adicionados 100 pL de DMEM nao suplementado, pré-aquecido,
contendo tripsina na concentracdo de lupg/mL. Para titulacdo, uma aliquota do virus foi

descongelada em banho de gelo.

A amostra foi ativada pela mistura de 200 pL de rotavirus SA11 com 1,0 pL de tripsina na
concentracdo de 2mg/mL, ajustado para uma concentracdo final de 10 pg/mL. A mistura de
virus foi incubada por 1h a 37° em banho umido. Foi realizada dilui¢do seriada na base 10 até
a diluicdo de 10, Um volume de 100 pL de cada diluicdo foi adicionado a cada pogo. A
placa foi incubada por 1h a 37°. Apos este tempo, o indculo foi removido e foram adicionados
200 pL de DMEM suplementado com soro fetal bovino e incubada por 18h a 37°C. Apds a
incuba¢do a monocamada foi lavada com um volume de 200 pL de PBS 1x e logo depois
fixada com metanol 100% (Merck). A placa foi incubada por 2 minutos a temperatura

ambiente e novamente lavada com PBS 1x.
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Ap6s a lavagem com PBS foram adicionados 50 pL de anticorpo anti-RVA (Rotavirus capsid
(2B4): sc101263 — Anti-VP6, Santa Cruz Biotechnology, Inc) diluido em PBS contendo 3%
de soro-albumina bovina. A placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente
submetido a movimentacdo suave e constante. O excesso de anticorpo primdrio foi removido
¢ a monocamada lavada duas vezes com 200 puL. de PBS 1x. Apds a ultima lavagem, foram
adicionados 50 upL de anticorpo secundario I/gG anti-mouse conjugado com FITC
(isotiocianato de fluoresceina - Goat Anti-Mouse 1gG H&L) (Invitrogen) diluido em PBS
contendo 3% de soroalbumina bovina. A placa foi novamente incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente e submetida @ movimentagdo suave e constante. O excesso de anticorpo

secundario foi removido e a monocamada lavada 4 vezes com PBS 1x.

4.5.2. Titulacao do Rotavirus por TCID/50

Para a titulacao do rotavirus SA11 por TCIDso, células MA104 foram cultivadas em placas de
96 pogos a uma densidade de 4 x 10* células por pogo. As células foram incubadas por trés
dias em DMEM completo, contendo 5% de soro fetal bovino e incubado a uma temperatura
de 37°C e 5% de CO.. Apods este periodo, as células foram cuidadosamente lavadas,
utilizando-se 200 L. de DMEM pré-aquecido. Apds a terceira lavagem foram adicionados
200 uL de DMEM nao suplementado, pré-aquecido, contendo tripsina na concentragao final
de 0,5ug/mL. Para titulagdo, uma aliquota do virus foi descongelada em banho de gelo. A
amostra foi ativada com a adi¢ao 30 ug de Tripsina ao volume de 1,0 mL de In6culo em um
tubo conico de 15 mL. A mistura foi vortexada e incubada por 30 minutos (min.) em banho-
maria a 37°C, para promover a ativagdo do rotavirus. A mistura foi diluida, de modo que a
concentracdo fina de tripsina ndo ultrapassasse 10 pg/mL, para tanto, foram adicionados 2,0
mL de meio de cultivo obtendo um total de 3,0 mL de inoculo. A placa contendo uma

monocamada de células MA104 foi lavada com DMEM sem Soro Fetal Bovino (SFB).

Uma aliquota de 100pL da amostra foi diluida seriadamente (10 a 10”7), em meio DMEM
ndo suplementado e 0,5ug/mL de tripsina. Foram inoculados 100uL de cada dilui¢do, sendo
um total de oito pocos por dilui¢do. A placa foram adicionados controle positivo (célula e
virus ndo diluidos) e controle negativo, onde era utilizado apenas meio DMEM nao
suplementado e 0,5pg/mL de tripsina sobre as células. O indculo do virus foi entdo distribuido

na monocamada de células. Para adsor¢do do virus a monocamada, o frasco foi incubado por
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3h em estufa a 37°C e CO; a 5%, sob agitacdo lenta em homogeneizador automatico. Apos as
3 horas foi adicionado meio de manutengdo contendo 0,5 ug de Tripsina e isento de SFB. As
placas foram entdo incubadas por 48h em estufa a 37°C e 5% de CO». Ao final deste periodo,
as células foram examinadas em microscopio Optico invertido para determinacdo do titulo

viral.

4.5.3. Titulacdo do Rotavirus por Ensaio de placa (UFP/mL)

Para a titulagdo do rotavirus SA11 por ensaio de placa, células MA104 foram cultivadas em
placas de 6 pocos a uma densidade de 3,0 x 10° células por pogo. As células foram incubadas
por cinco dias em DMEM completo, contendo 5% de soro fetal bovino e 5% de CO2 a 37°C.
ApOs este periodo, as células foram cuidadosamente lavadas, utilizando-se 2 mL de DMEM
pré-aquecido. Apds a terceira lavagem foram adicionados 2,0 mL de DMEM ndo
suplementado, pré-aquecido, contendo tripsina na concentracdo de lpg/mL. Para titulagao,

uma aliquota do virus foi descongelada em banho de gelo.

A amostra foi ativada pela mistura de 400 pL de rotavirus SA11 com 2,0 uL de tripsina na
concentracao de 2mg/mL, ajustado para uma concentragao final de 10 pg/mL. A mistura de
virus foi incubada por 1h a 37° em banho umido. Foi realizada dilui¢ao seriada na base 10 até
a dilui¢do de 107 iniciando em 107. Um volume de 1000 pL de cada dilui¢io foi adicionado a
cada pogo. A placa foi incubada por 1h a 37°. Apos este tempo, o inodculo foi removido e
foram adicionados 2000 pL. de DMEM nao suplementado com soro fetal bovino e incubada
por 1h a 37°C. Apos a incubacdo a monocamada foi lavada com um volume de 2 mL de PBS

1x.

Uma mistura de carboximetil celulose e MEM 2x contendo 0,5ug de tripsina foi preparada. O
meio de cultura foi retirado da placa e 3,0 mL da mistura foram cuidadosamente adicionadas a
cada poco. A placa foi cuidadosamente movimentada para permitir a incorporagdo de toda
mistura nos pocos. Apds a solidificagdo da mistura, as placas foram incubadas a 37°C por trés

dias.

Apds a incubag@o uma mistura de carboximetilcelulose e EMEM 2x contendo 50ug/mL de

vermelho neutro foi produzida e 2,0mL foram adicionados sobre a primeira camada de
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carboximetilcelulose. A placa foi coberta com papel aluminio para proteger da luz e incubada

a 37°C por 24h.

4.5. Leveduras

A levedura S. cerevisiae UFMG A905 foi cedida pelo Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa, do
Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Leveduras do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A linhagem foi
identificada e classificada como S. cerevisiae utilizando o programa YEASTCOMPARE
(CIRRIELLO e LACHANCE, 2001). A levedura S. boulardii foi cedida pela MERCK

industrias farmacéuticas, Rio de Janeiro, RJ, Brasil (Floratil®).

As linhagens foram mantidas em meio contendo 1% de extrato de levedura, 2% de peptona e
25% de glicerol e conservadas a -80 °C, em tubos criogénicos de 2 ml. Para todos os
experimentos as leveduras foram crescidas em meio YPG (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona e 2% de glicose), a 37°C, por 24 h, sob agitacdo constante (150 rpm) em agitador
Shaker (CT712, Cientec), para as leveduras S. cerevisiae UFMG A905 e S. boulardii. As
leveduras foram concentradas para se obter uma concentracdo de 10° unidades formadoras de

colonias (UFC/mL).

4.6.  Animais

Durante o periodo do trabalho, foram utilizados animais de trés idades distintas:
camundongos neonatos de sete dias de idade (RIEPENHOFF-TALT et al., 1982; GOUVEIA
et. al., 1986; WARD et al, 1990; PREIDIS et al., 2012), camundongos de 21 dias e
camundongos de 15 dias de idade, todos convencionais da linhagem Balb/C, de ambos os

SE€XO0S.

Para obtengdo dos animais neonatos foram formadas colonias de animais de ambos os sexos.
Para tanto, 10 fémeas e quatro machos com idade variando de cinco a sete semanas foram
obtidos junto ao Cebio/lUFMG e alocados em isoladores apropriados. Cada microisolador

alocou trés fémeas. Os filhotes obtidos foram mantidos junto as maes, ndo havendo contato
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entre os diferentes grupos de estudo. Os animais foram manipulados no biotério do
Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. Para os experimentos, os animais foram
retirados e mantidos em microisoladores (UNO Roestvaststaal B.V., Zenevar, Holanda) no
Departamento de Microbiologia, ICB-UFMG. Todos os animais receberam racdo soélida
autoclavavel (Nuvilab Nutival, Curitiba, PR, Brasil) e agua esterilizada por calor imido, ad

libitum.

Em relagdo aos animais recém-desmamados, 32 camundongos Balb/C convencionais, fémeas,
de 21 dias de idade foram alocadas em microisoladores apropriados. Cada microisolador
recebeu oito (8) animais que, para fins de experimentagdo, representava um unico grupo de
estudo. Os animais foram manipulados no biotério do Departamento de Microbiologia do
ICB/UFMG. Para os experimentos, os animais foram retirados e mantidos em microisoladores
(UNO Roestvaststaal B.V., Zenevar, Holanda) no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de
Micro-organismos, Departamento de Microbiologia, ICB-UFMG. Todos os animais

receberam ragao solida (Nuvilab Nutival, Curitiba, PR, Brasil) e dgua, ad libitum.

Para os ultimos experimentos, 40 camundongos Balb/C convencionais, machos de 15 dias de
idade foram alocados em oito microisoladores apropriados. Cada microisolador recebeu cinco
animais que. Para fins de experimentacdo, cada dois isoladores representavam um unico
grupo de estudo, em um total de quatro grupos. Os animais foram manipulados no biotério do
Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. Para os experimentos, os animais foram
retirados e mantidos em microisoladores (UNO Roestvaststaal B.V., Zenevar, Holanda) no
Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos, Departamento de Microbiologia,
ICB-UFMG. Todos os animais receberam racao solida (Nuvilab Nutival, Curitiba, PR, Brasil)

e agua, ad libitum.

A manutengdo e o uso dos animais nos experimentos foram conduzidos respeitando-se as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 2006). O projeto foi
aprovado no Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Minas

Gerais (CEUA. Protocolo n° 371/2012 /UFMG. Anexo 1).
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4.6.1. Desenho Experimental com animais neonatos

Inicialmente os animais neonatos foram alocados em trés grupos distintos (5-10 animais por
grupo) para avaliacdo da acdo profilatica do uso dos probioticos: (I) animais do grupo
controle negativo; (II) animais infectados com Rotavirus SA11 (III) animais pré-tratados com
S. boulardii ou S. cerevisiae UFMG A905 e infectados com Rotavirus SA1l; Para o
tratamento (grupo III), 10uL da solugdo salina contendo levedura (solugdo salina contendo
10° UFC/mL) foram administrados por gavagem trés dias antes da infeccdo pelo rotavirus. A
viabilidade da levedura nas fezes foi verificada por método dependente de cultivo. Os animais
do grupo controle negativo (I) receberam 10uL. de DMEM sem suplementos pela mesma via.
Os individuos do grupo infectado receberam 10uL uma solugdo contendo 1,2 x 10° de
Rotavirus. Os trés grupos foram diariamente pesados e, ao final de seis dias (dois dias apos a
infeccao pelo SA11), todos os animais foram sacrificados por decapitagdo e foram coletados

intestino, figado e pulmdes para posterior analise.

4.6.2. Desenho Experimental com animais de 21 dias

Trinta e dois camundongos Balb/C convencionais foram alocados em quatro grupos distintos,
quais sejam: Grupo I - grupo placebo; grupo II - grupo infectado pelo rotavirus; grupo III -
grupo infectado com Rotavirus e posteriormente tratado com o probiotico 24 horas pds-
infeccao e diariamente até o dia do sacrificio e; grupo IV - animais tratados no dia zero com
uma suspensao contendo Rotavirus e S. boulardii. Ao final do experimento os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e divididos em dois subgrupos. Dos animais do
primeiro grupo, foi retirado para verificar a a¢ao do virus, o intestino delgado (duodeno e
jejuno) para andlise histopatologica. Dos animais do segundo grupo, foram retirados
fragmentos de aproximadamente 3mm de comprimento das trés por¢des do intestino delgado
e fragmentos de aproximadamente Smm dos pulmdes para medida da atividade de macrofagos
(NAG — N-acetil glicosaminidase), medida da atividade de neutréfilos (Mieloperoxidase -
MPO) e avaliacdo dos niveis de citocinas envolvidas em processos infecciosos no intestino
(KC, IL-1B, IL-10 e Eotaxina). O fluido intestinal foi coletado para avaliar os niveis de IgA
secretada (sIgA).
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4.6.3. Desenho Experimental com animais de 15 dias

Quarenta camundongos Balb/C SPF (Specific Pathogen Free) foram alocados em quatro
grupos distintos, quais sejam: Grupo I, animais placebo; Grupo II sendo o grupo de animais
infectados pelo rotavirus e posteriormente tratados com a levedura S. boulardii; Grupo II1
sendo o grupo de animais infectados pelo rotavirus e posteriormente tratados com a levedura
S. cerevisiae UFMG A905 e Grupo IV sendo os animais apenas infectados pelo rotavirus, sem
tratamento com leveduras. O grupo placebo (I) recebeu por gavagem, no primeiro dia de
experimento, um volume de 100 pL de sobrenadante de monocamada de células MA104 nao
infectadas pelo rotavirus. Os animais dos grupos II e III foram infectados com 100 pL. de uma
solugdo contendo 10*® TCIDso/mL de rotavirus simio SA1l e 24h depois da infecgdo,
receberam uma suspensio contendo 10° UFC/mL de S. boulardii (Grupo II) ou S. cerevisiae
UFMG A905 (Grupo IIT). Os animais do grupo IV foram inoculados duas vezes com 100 puL
de uma solucdo contendo 10*¢ TCIDso/mL de rotavirus simio SA11 na primeira hora e 8h

depois, ambas no primeiro dia de infecgao.

Cada animal foi diariamente pesado e tiveram suas fezes coletadas diariamente do dia zero (1°
dia de infec¢do) até o dia do sacrificio (dia 3 ou 4° dia de infec¢dao). Os animais foram
sacrificados no 4° dia de infec¢dao por decapitacdo. Cada grupo foi entdo dividido em dois
subgrupos de cinco animais. Do primeiro grupo, foi retirado o intestino delgado, que foi
processado e enviado ao Departamento de Patologia do ICB/UFMG, para analise
histopatologica. Do segundo grupo foi retirado de cada animal, o fluido intestinal para analise
de sIgA e trés fragmentos de aproximadamente 3mm de comprimento (um fragmento de cada

porc¢do do intestino delgado) para andlise de citocinas.

4.7. Verificacdo da doenga diarreica e presenca e agdo do virus nos animais.

Ap6s a infeccdo, na primeira fase do projeto, as fezes foram coletadas 24h p.i., e diariamente,
até a data de sacrificio e a consisténcia fecal foi avaliada por um escore clinico: 1) Fezes
solidas; 2) fezes semi-solidas e 3) fezes liquidas. Para tanto as fezes com escore a partir de 2
foram consideradas diarreicas, sendo que aqueles animais que ndo produziram fezes nos dias

da experimentacdo foram considerados como estando sem diarreia.
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A presenca do virus nas fezes foi avaliada por método de aglutinagdo direta em latex,
utilizando kit comercial (Rotavirus K075%, Bioclin. Brasil) conforme instru¢des do fabricante.
Resumidamente, 200uL. de amostra de fezes foram misturadas a 2,0mL de tampao de
extragdo. A mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente ¢ logo apos,
centrifugada por 10 minutos a 1000rpm. O sobrenadante foi utilizado para o teste. Foram
pipetados 25 pL de sobrenadante aos circulos do teste e depois foi acrescentado o latex
reativo a um circulo, e o controle do latex a outro circulo. As misturas foram homogeneizadas
com auxilio de uma espatula e verificadas quanto a formagao de aglutinacdo macroscopica ou

da sua auséncia.

4.8. Quantifica¢do dos niveis de citocinas e quimiocinas em tecido intestinal e pulmonar por

ensaios de ELISA

As concentragdes de quimiocinas e citocinas, sIgA, NAG ¢ MPO em tecido intestinal e
pulmonar foram medidas por ensaios de ELISA, realizados com kits comerciais para KC, IL-
Ibeta, eotaxina-1/CCLI11 e IL-10, sIgA, NAG e MPO. As amostras foram testadas em

duplicata e na mesma placa.

Primeiramente, foi adicionado a cada pogo da placa, o anticorpo de captura em concentragao
fornecida pelo fabricante diluido em tampao fosfato (PBS). A placa foi incubada a 4°C por
uma noite. No dia seguinte, ap6s a lavagem com tween 20 (Sigma) a 0,05% em PBS, a placa
foi bloqueada em solu¢do de albumina sérica bovina a 1% em PBS por uma hora a
temperatura ambiente. Apos a lavagem, foram adicionados as amostras e os padroes, sendo a
placa novamente incubada a 4°C. Ap0s outra lavagem, a placa foi incubada com anticorpo
biotinilado em concentragdo fornecida pelo fabricante por duas horas em temperatura
ambiente. Apés a lavagem foi adicionada estreptavidina conjugada com peroxidase, sendo a
placa novamente incubada por mais 30 minutos. Apds a incubacdo, adicionou-se a placa, o-
fenilenodiamina, tendo-se o cuidado para que a reagdo a partir deste ponto ocorresse no
escuro por 15 minutos. A placa foi lida em espectrofotometro com comprimento de onda de

492 nm.
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4.9. Quantificacdo da sIgA em fluido intestinal

A determinagdo da sIgA no conteudo intestinal foi realizada pelo método de ELISA de
captura. O procedimento de coleta do conteudo foi modificado do método original descrito
por LIM et al., 1981. Resumidamente, o intestino delgado dos animais foi removido pela
seccdo nas jungdes gastroduodenal e ileocecal. O conteudo foi raspado e coletado em tubos
conicos de 15 mL (Falcon), previamente pesados. Apds a coleta, o tubo foi novamente pesado
e a ele foi adicionado um volume de PBS suplementado com inibidores de protease (1uM de
aprotinina; 25 uM de leupeptina; 1uM de pepstatina e 1 uM de PMSF) na propor¢ao e 2mL
de PBS para cada 500mg de contetido intestinal coletado. A mistura foi submetida a um ciclo
de agitacdo em vortex. Os tubos foram mantidos no gelo até a coleta do material de todos os
animais. As amostras foram centrifugadas a 2000 xg por 30 minutos a 4°C. Apds o término da
centrifugacdo o sobrenadante foi coletado (1,0 mL) em tubos eppendorff de 1,5 mL e

congelado a -80°C até o momento das analises.

A placa foi coberta com 100 pL de anti-IgA de camundongo (Sigma M8769) e incubada
overnight a 4°C. Logo depois, a placa foi esvaziada e a ela foram adicionados 200uL de
solucdo de bloqueio (albumina 1% em PBS tween) e foi incubada por 1 hora a temperatura
ambiente. A placa foi entdo esvaziada e lavada 5 vezes com PBS tween e batida em papel
absorvente até ficar completamente seca. ApoOs este procedimento foram adicionados 100uL
de amostra diluida (1:1000) e a placa foi incubada por lhora a temperatura ambiente. Apos a
incubagdo a placa foi esvaziada e lavada 5 vezes com PBS tween. Apos as lavagens foram
adicionados 100uL do conjugado (Sigma) diluido em PBS tween (10pL do conjugado em
10mL de PBS tween) e a placa incubada por mais 1h em temperatura ambiente. A placa foi
esvaziada e a ela foi acrescentada 100pL de substrato da peroxidase. Foram adicionados 40puL
de H20: e incubou-se a placa por 10minutos a temperatura ambiente. A reagao foi paralisada
com 20uL de H2SO4 diluido 1:20 m em agua destilada. A leitura foi feita no comprimento de

onda de 492 nm.
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4.10. Verificagdo da acdo do Rotavirus no intestino delgado por histopatologia

Para preparagdo do intestino para histopatologia, o intestino delgado foi colocado em papel
filtro, e identificado quanto as suas partes proximais (cranial) e distal (caudal). Logo depois
toda sua extensdo foi umedecida para a realiza¢do do corte, de forma suave e continua,
evitando danos a estrutura do tecido. Apds aberto, o intestino foi mergulhado em recipiente
contendo Bouin (solugdo saturada de acido picrico 750 mL; formol a 37%, 250 mL e 2% de
acido acético — 2 mL em 98 mL de Bouin) em tempo suficiente para que o 6rgao nao se
enrolasse espontaneamente. Apos este periodo, o intestino foi enrolado em sentido distal para
a extremidade proximal, de modo que a regido distal sempre estivesse no centro do
rocambole. O “rocambole” foi amarrado com linha de costura comum e mergulhado em
formol. Apos 48h, as amostras foram seccionadas longitudinalmente, inseridas em cassetes
histologicos e enviadas para analise no Departamento de Patologia do ICB/UFMG pela Prof®.
Dr®. Milene Alvarenga Rachid.

4.11. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados pelo menos em duplicata. Os dados estatisticos
foram obtidos por andlise de variancia (ANOVA), com auxilio do software Graphpad Prism,
version 5.00 (Trial), para dados paramétricos (Teste One-way ANOVA, pos-teste de Bonferoni
ou Newman-Keuls), quando foram comparados trés ou mais grupos distintos. Os valores de p

< 0,05 foram considerados significativos.



72

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo in vitro

5.1.1. Verificagdo da presenc¢a do virus no sobrenadante clarificado

O rotavirus simio da linhagem SA11 foi propagado em células MA104. O virus foi obtido do
sobrenadante clarificado de monocamadas com 80-90% de efeito citopatico. Duas amostras
distintas foram utilizadas, sendo uma obtida junto ao Laboratorio de Virologia Basica e
Aplicada do ICB/UFMG (RV-ICB) e outra obtida junto ao Laboratorio de Virologia do
Instituto Evandro Chagas/FIOCRUZ-PA (RV-IEC), sendo este utilizado para todos os
experimentos. Uma amostra de controle de células foi obtida de monocamada de células da

linhagem MA104 nao infectada.

O padrao de separacao das amostras apresentado apos a eletroforese evidenciou a presenga de
bandas especificas sugestivas para Rotavirus. O padrdo de separagdo eletroforética da amostra
IEC, PA evidenciou a presenca de 11 dos 11 segmentos especificos para o rotavirus SA11.
Quando se comparou o padrdo apresentado pela amostra de RV- ICB, ndo se observou
semelhanca entre as bandas desta amostra e a amostra de virus cedido pelo IEC.PA. A figura

12 apresenta o gel de Laemmli.

REVICB RVIEC cC
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Fig. 11. Gel de Laemmli mostrando a caracterizagdo eletroforética das amostras de Rotavirus SA11. RV.ICB:
Rotavirus obtido no Instituto de Ciéncias Biologicas/UFMG; RV.IEC. Rofavirus obtido junto ao Instituto
Evandro Chagas, Fiocruz/PA. Setas evidenciando as bandas sugestivas da presenga de RV- SA11.

5.1.2. Verificagdo da amplifica¢do apds a PCR convencional com gradiente de temperatura e

Freeze-squeeze.

A amplificagdo do DNA foi observada em diferentes intensidades em todas as temperaturas
testadas. A figura 13 representa a corrida dos amplicons da PCR em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio. Utilizou-se neste primeiro ensaio gradiente de temperatura
variando de 50 a 58°C. Os amplicons que apresentaram as maiores intensidades foram

visualmente verificados para as amostras 2, 3 e 5 (Figura 13).

Figura 12: Gel de Agarose a 1,5% dos produtos de PCR com gradiente de temperatura. RNA extraido de
amostras de rotavirus SA11 clarificado de cultivo infectado de células MA104. Apds a corrida eletroforética
foram observadas amplificagdes mais eficientes nas temperaturas 2 (52°C), 3 (54°C) e 5 (58°C). Apos avaliar-se
o resultado, optou-se pela temperatura de 60°C em todas as reagdes subsequentes.

5.1.3. Verificacdo da Reacdo de restricdo enzimatica pela Enzima EcoRI

Para avalia¢do da clonagem realizada no plasmideo pGEM-T easy, foi realizada a restrigdo
enzimatica com a enzima EcoRI. Dentre os quatro clones submetidos a digestdo enzimatica,
100% mostraram a liberagdo da banda no tamanho esperado (94pb), apontando o sucesso da

clonagem (Figura 13).
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Cl R1 C2 R2 C3 R3 C4a

664dng/nl.

Figura 13: Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. Foram submetidos a restrigdo enzimatica, 4
clones obtidos a partir de uma mesma colonia semente. C: clone; R: aliquota do clone submetido a restrigdo
enzimatica. O clone R1 apresentou leitura espectrofotométrica de 664,5 ng/uL e foi preparado para

sequenciamento.

5.1.4. Sequenciamento

As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar em aparelho ABI3130, utilizando-se
polimero POP7 e BigDye v3.1. pela empresa Valid Biotechnology. O alinhamento efetuado

com a sequéncia de Rotavirus SA11 depositada no GenBank sob o nimero gb|JQ688681.1]

(Multialign) revelou a especificidade da sequencia amplificada (Figura 15), e, portanto, a
adequacdo do desenho dos iniciadores para a detec¢ao do genoma do RVA nos experimentos

subsequentes.

1 10 20 0 di 5 ] 10 80 90 94

| } ' ' ' ' } ' ' pmm |

FYA CTGACGAAGCGARTARATGGATATCAATGGGCTCATCATGTACART TRARGTATGTCCACTTAATACACARRCTCTTGGAATTGGATGCT TGAC
R¥Aclonelcontip CTGACGAAGCGRATARATGGATATCAATGEGCTCATCATGTACAATTARAGTATGTCCACTTRATACACAARCTCTTGGART TREATGCTTGAC
R¥Aclone?contip CTGACGAAGCGRATARATGGATATCAATGEGCTCATCATGTACAATTARAGTATGTCCACTTRATACACAARCTCTTGGART TREATGCTTGAC
Consensus CTGACGRAGCGAATAARTGGATATCAATGGRCTCATCATGTACART TRARGTATGTCCACTTARTACACARACTCTTGGART TRGATGCT TGAC

Figura 14. Alinhamento efetuado com a sequéncia de Rotavirus SA11 depositada no GeneBank.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/387864319?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=UTT4CBJZ01R
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5.1.5. Geragao de curva plasmidial e avaliacdo de amplificacdo a partir de variagdo de molde

inicial (cDNA).

Apds o sequenciamento, uma curva com diluicao seriada do DNA plasmidial foi gerada além
da avaliagdo de diferentes quantidades de cDNA molde inicial. A figura abaixo mostra que o
DNA plasmidial foi amplificado no teste desenvolvido até a menor diluigdo testada (200
attogramas). A PCR foi robusta na amplificacio do RNA proveniente até da menor
concentracdo, de 5 pL do sobrenadante viral nao purificado, usada previamente na gavagem

dos animais (figura 15).

Testagem de cDNA viral a partir de

Diluigoes do DNA plasmidial diferentes concentragoes de RNA viral
(apartirde de 200ng)

Fig. 15: Gel de agarose 1,5% com curva de DNA plasmidial. Foram utilizadas diferentes diluigdes do DNA
plasmidial obtido. 1A a 4A: Testes de cDNA a partir de 250 ng de RNA; 1B a 4B: testes de cDNA sem
considerar a dosagem espectrofotométrica pos-extragdo. 1. Extragdo de RNA a partir de 250 puL. de suspensdo
viral; 2. Extracdo de RNA a partir de 125 pL. de suspensdo viral + 125 uL. de DMEM; 3. Extragdo a partir de 25
pL de suspensdo viral + 225 uL de DMEM,; 3. Extrac@o a partir de 5 uL. de suspensio viral + 245 uL. de DMEM.

5.1.6. Teste do gene normalizador GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) e
otimizagao do MgCI2.

Para averiguar a acessibilidade do &cido nucleico presente nas amostras a serem testadas,
utilizou-se como gene normalizador o GAPDH. A figura 17 apresenta o gel de agarose 1,8%
corado com brometo de etideo, onde foram resolvidos os amplicons provenientes da
padronizagdo da PCR onde se variou a concentracdo do MgClz e de iniciadores. Embora em
todas as variagdes observou-se a amplificacdo génica no tamanho esperado (94pb), na

concentracdo de MgCl, de 1,5mM os resultados sdo mais reprodutiveis tanto para acido
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nucleico extraido de células MA104 infectadas, quanto ndo infectadas (mock). Optou-se, a

partir deste ensaio, pela concentragdo de MgCl> de 1,5mM e iniciadores SpM (Figura 16).

Fig. 16: Gel de agarose 1,8% - Padronizagio GAPDH e concentragdo de cloreto. Foram variadas as
concentragdes de MgCl, em 1,5mM, 1,75mM e 2,0mM. Além disso, os iniciadores de GAPDH foram testados
nas concentragdes de 2,5pM e 5,0pM.

5.1.7. Titulagao do Rotavirus por TCIDso e por formagdo de foco de fluorescéncia

Para verificagdo do titulo viral, foram realizadas trés metodologias distintas de titulagdo de
virus, mais utilizadas para titulagdo de Rotavirus, sendo elas a titulagdo por formacao de foco
de fluorescéncia, dada em Unidade Formadora de Foco por mL, a TCIDso e o ensaio de placa,

dado em Unidade Formadora de Placa por mililitro.

Na titulacdo por formacdo de foco de fluorescéncia os focos fluorescentes (figura 17) foram
contados individualmente e o titulo foi calculado seguindo-se a seguinte formula: UFF = n°
de focos fluorescentes x 1/fator de dilui¢do x 1/volume de inoculo. Sendo assim, a titulagdo

evidenciou um titulo de 1,2 x 103 UFF/mL (Unidades Formadoras de Foco por mililitro).

Para a titulagdo por TCIDso, as placas foram ao final, incubadas por 48h em estufa a 37°C e
5% de COs. Ao final deste periodo, as células foram examinadas em microscopio Optico
invertido para determinacdo do titulo viral. A TCIDso (Tissue Culture Infectious Dose 50)
(REED e MUENCH, 1938) representa a dose infectante em cultura de células onde se observa
o efeito citopatico em 50% das replicatas inoculadas. O titulo € o inverso da maior dilui¢ao

onde se observa o efeito citopatico. O titulo obtido foi 1 x 10>~ 10*,
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Em relagdo a titulacdo por ensaio de placa, ap6s a incubagdo, as placas formadas foram
contadas com auxilio de uma luz. Contudo ndo foi possivel determinar o titulo viral por este
método, apesar de representar o0 método mais utilizado na literatura. A determinagdo do titulo
viral por meio do ensaio de placa deveria ser calculada de acordo com a seguinte férmula:

PFU/mL = N°de placas x 1/ fator de dilui¢dao x 1/ volume de inéculo.

Figura 17: Células MA104 infectadas pelo Rotavirus SA11. A - Células marcadas com anticorpo especifico
Rotavirus capsid (2B4): sc101263 — Anti-VP6, Santa Cruz Biotechnology, Inc. B - Células marcadas com
anticorpo anti-nucleotideo, mostrando os nucleos corados em azul. C — Células de controle negativo para
Rotavirus SA11 mostrando apenas marcagdes nucleares; D — Células marcadas pelo anticorpo especifico anti-

VP6 focos de células infectadas.

5.2. Experimentos in vivo

5.2.1. Avaliacao do desenvolvimento ponderal dos animais

Uma das caracteristicas da infec¢do pelo Rotavirus ¢ a expressiva perda de peso, secundaria a
grave desidratagdo. No experimento realizado, com animais neonatos, os animais foram

avaliados quanto as possiveis alteragdes do peso corporal durante o periodo de infec¢do. Para
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isso, medidas individuais e em grupo foram realizadas diariamente. A média do peso entre os
animais de cada grupo foi obtida. Os animais do grupo controle ¢ do grupo infectado pelo
rotavirus foram pesados a partir do dia zero e os animais pré-tratados com S. boulardii, trés
dias antes do desafio e diariamente até o dia do sacrificio. Pode-se observar que dentre os
animais do grupo controle negativo houve pouca diferenca de peso quando comparados ao
grupo infectado pelo Rotavirus. Por outro lado, animais alocados no grupo pré-tratado com S.
boulardii mostraram uma maior média de peso no dia zero quando comparado aos grupos

controle e infectado com Rotavirus (Figura 18).

Camundongos Balb/C neonatos inoculados
com diferentes formulacoes

70 —4—Placebo

50 ——RV-5A-11

20 —4—RV + S. boulardii

pré-1  pré-2 pré-3 dia0 1dpi 2 dpi 3dpi 4dpi

Figura 18: Desenvolvimento ponderal dos animais submetidos ou ndo ao tratamento com S. boulardii. A linha
verde representa a variagdo do peso dos animais que receberam pré-tratamento com S. boulardii. Em azul, os
animais tratados com meio de cultura estéril ¢ em vermelho o grupo de animais desafiados com rotavirus da
linhagem SA11. O grupo pré-tratado recebeu uma suspensio contendo a S.boulardii trés dias antes da infecgdo,

diferentemente daqueles animais do grupo controle e dos que receberam apenas o virus.

Os resultados mostram que animais do grupo infectado pelo rotavirus, apresentaram
acentuada perda de peso em relacdo ao peso inicial no segundo dia pos-infec¢cao, mantendo-se
até o terceiro dia pds-infec¢do. Animais do grupo placebo apresentaram ganho de peso
gradativo do primeiro ao Ultimo dia de experimento. Em relacdo aos animais tratados com as
leveduras observou-se que houve uma ligeira reducdo no peso dos animais do grupo tratado
com S. boulardii a partir do segundo dia de infec¢do. Houve ganho de peso a partir do terceiro

dia de experimento. Em relagdo ao grupo tratado com S. cerevisiae UFMG A905, os animais
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mantiveram o peso no segundo dia de experimento, aumentando gradativamente o ganho
ponderal até o quarto dia. Diferengas estatisticas foram observadas entre o grupo placebo ¢ o
grupo infectado pelo rotavirus no terceiro dia de infecgdo (p<0,01), entre o grupo tratado com
S. cerevisiae UFMG A905 e o grupo infectado pelo rotavirus no terceiro dia de infecgdo
(p<0,01), entre os grupos tratados com as leveduras ¢ o grupo infectado pelo rotavirus no
quarto dia de experimento (p<0,001) e entre o grupo placebo e o grupo tratado com S.

boulardii no quarto dia de infec¢ao (p<0,01).

Placebo

S. boulardii

S. cerevisiae UFMG A905
Rotavirus SA11

Desenvolvimento ponderal

AL

1104

k2

105

Peso (%)

k% *kk

100

w
(L]

Dias de infecglo

Figura 19: Desenvolvimento ponderal dos animais nos quatro dias de infec¢fo. A linha verde representa o
desenvolvimento ponderal dos animais do grupo placebo. Em azul, os animais previamente infectados com
rotavirus simio SA11 e posteriormente tratados com Saccharomyces cerevisiae UFMG A905. Em vermelho, os
animais previamente infectados com rotavirus simio SAll e posteriormente tratados com Saccharomyces
boulardii. Em preto o grupo de animais apenas infectados pelo rotavirus simio SA11. Peso em %. Two-way

ANOVA, pos-teste de Bonferroni. Resultados estatisticos com p<0,01, p<0,05 e p<0,001.

A perda de peso ¢ uma das caracteristicas clinicas mais importantes em animais € humanos
infectados pelo rotavirus. As diarreias causadas por este virus sdo importantes causas de
mortalidade em paises em desenvolvimento e de morbidade em paises desenvolvidos. O
estado nutricional do individuo ¢ um fator importante na determinacdo da gravidade da
diarreia. Em um recente estudo, Preidis e colaboradores (2012) demonstraram que o estado

nutricional do individuo influencia a resposta de probidticos no tratamento da diarreia pelo
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Rotavirus. Eles observaram que a proliferagdo de enterdcitos da cripta e a migragdo de
enterocitos, importantes para o clearance de rotavirus, eram aumentadas apds o tratamento

com probidticos e, além disso, era dependente do peso corporal dos animais.

5.2.2. Verificacdo da presenca do virus por aglutinacio em latex

Para verificagdo da presenca dos virus infecciosos nas amostras de fezes coletadas de cada
animal, utilizou-se um teste de aglutinacdo em latex sensibilizado comercial, que utiliza
anticorpos monoclonais contra o antigeno VP6 de Rotavirus do grupo A. Analisando-se as
amostras testadas, ndo foram observadas reacdes de aglutinagdo semelhantes ao controle
positivo fornecido pelo fabricante, contudo pode-se observar uma reacao positiva, mas menos

intensa das amostras testadas (figuras 20 e 21).

(o} LI [ midal

1- Sobrenadante da amostra testada
2- Controle do latex
3- Controle Positivo

Figura 20: Teste rapido de aglutinagio direta em latex para pesquisa de Rotavirus (ROTAVIRUS K075 —
Bioclin, Belo Horizonte - Brasil) mostrando o modelo de aglutinacdo em amostra do teste. Em 1, aspecto do teste
de sobrenadante de amostra potencialmente infectada; 2, controle do latex. 3, controle positivo do teste. O
aspecto do sobrenadante de amostra potencialmente infectada ¢ semelhante ao controle de latex (negativo),

mostrando ser um teste negativo.
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A — Placebo

B — Rotavirus SA11

C — Rotavirus pos-tratado com Saccharomyces boulardii

D — Suspensao de Saccharomyces boulardii na presenga de
Rotavirus SA11

E — Controle do teste

Figura 21. Teste de aglutinagdo em latex para os diversos grupos estudados

Os kits comerciais de aglutinagdo em latex tém sido frequentemente utilizados em
laboratorios hospitalares de rotina, como método de escolha para o diagndstico répido de
agentes causadores de diarreias agudas em criancas e adultos, destacando-se o rotavirus e
adenovirus (LOGAN et al., 2006), sendo de facil manuseio e apresentam alta especificidade.
No presente trabalho, observou-se uma reagdo pouco intensa das amostras quando
comparados aos controles positivos fornecidos pelo fabricante. O titulo viral inoculado nos
animais nesta fase do estudo era inferior a 10° UFF/mL. O método de aglutinagio em latex
mostra-se um meétodo bastante sensivel para amostras de fezes infectadas pelo rotavirus,
sendo um fator limitante, o volume de material fecal analisado e a quantidade de particulas
virais presentes na amostra. No modelo experimental estudado neste trabalho, a eliminagdo de
particulas virais nas fezes provavelmente apresentava-se bastante reduzida, tendo em vista o
pequeno volume e o baixo titulo viral no indculo. O teste de aglutinacdo, deste modo, ndo
representou um método eficiente para detecgdo precoce ou tardia do rotavirus neste modelo
animal, apesar de representar uma importante alternativa para andlise da presenca de

particulas virais em modelos de infec¢do experimental.
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5.2.3. Histopatologia

Para verificar os efeitos da infeccdo pelo Rotavirus em nivel histologico, foram realizados
experimentos de histopatologia de toda a extensdo do intestino delgado dos animais
estudados. A técnica de “Rocambole” foi utilizada. Este modelo de preparagdo do intestino
para histopatologia permite uma visualizagdo mais completa e menos segmentada de toda a
extensdo do o6rgdo, dando uma visdo mais compreensivel do fendomeno ocorrido. A
histopatologia dos cortes de tecido proveniente dos animais neonatos revelou lesdes

sugestivas de infec¢@o pelo Rotavirus (Figura 22).

Figura 22. Alteragdes histopatologicas em animais neonatos infectados pelo rotavirus. Fotomicrografia
representativa de sec¢des intestinais de camundongos Balb/C com oito dias de idade, coradas com Hematoxilina
& Eosina. (A, B) Jejuno de camundongo do grupo controle mostrando aparéncia histolégica normal; (C, D)
Jejuno de animal infectado com RV-SA11, sem lesdes histologicas significativas; (E, F) Animal tratado com
Saccharomyces boulardii e infectado com RV-SA11 exibindo leve vacuolizagéo celular nas células do topo da
vilosidade. Ampliacdo A, C, E: x200; B, D, F: x400.

Em animais do grupo controle negativo pode-se observar a arquitetura normal do jejuno, com
vilosidades regulares e bem definidas, nucleos celulares em situacdo basal, indicando a
auséncia de infecdo produtiva (Figuras 22A e 22B). Em animais do grupo infectado pelo

rotavirus pode-se observar a presenca de enterdcitos alterados no topo das vilosidades. A
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maioria dos nicleos permaneceu na base dos enterocitos. Pode-se observar moderada lesdao do
epitélio, caracterizada pelo alargamento das vilosidades e infiltrado de mononucleares na
lamina propria (figuras 22C e 22D). Nos animais tratados com S. boulardii e infectados pelo
rotavirus pode-se observar a formagao de vacuolizagdo nos enterdcitos apicais (figuras 22E e

22F).

Em animais de 21 dias, as andlises das sec¢des do intestino delgado por microscopia de luz
revelaram vilosidades regulares e nucleos localizados na regido basal dos enterdcitos,
revelando aspecto histoldgico normal em animais do grupo controle (figuras 23A e 23B). Em
animais infectados pelo rotavirus, pode-se observar infiltrado de células mononucleares na
lamina prépria do intestino (figuras 23C e 23D). Naqueles animais tratados com S. boulardii,
observou-se também um pronunciado infiltrado de células mononucleares, além de necrose
focal e infiltrado de neutréfilos (figura 23E e 23F). Em animais tratados com a suspensao de

leveduras concomitantemente a infec¢ao pelo rotavirus evidenciou edema na lamina propria,

ectasia em vasos e infiltrado de mononucleares na lamina prépria (figuras 23G e 23H).

Figura 23. Alteragdes histopatologicas em animais infectados pelo Rotavirus (animais de 21 dias).
Fotomicrografia de sec¢des de intestino delgado de animais de 21 dias de idade, coradas em Hematoxilina &
Eosina. (A, B) Jejuno de animal do grupo controle negativo com aparéncia histoldgica normal; (C, D) jejuno de
animal infectado pelo Rotavirus mostrando infiltragdo de células mononucleares na lamina propria da mucosa;
(E, F) jejuno de animal infectado com rotavirus e tratado com S. boulardii exibindo necrose focal e infiltracdo de

neutrofilos (asterisco) e infiltragdo de mononucleares na lamina propria; (G, H) jejuno de animal tratado com



84

uma suspensdo de leveduras e rotavirus, mostrando edema da lamina propria da mucosa e ectasia de vasos

linfaticos e infiltragdo de células mononucleares na lamina propria. Ampliagdo A,C,E,G:x200; B,D,F,H: x400.

Ao se analisarem as secgOes de intestino obtidas em animais de 15 dias de idade, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas. Quando se avaliou a presenca de
alteragdes estruturais no epitélio intestinal, pode-se observar a presengca de edema de
vilosidade em todos os grupos estudados. Em animais do grupo apenas infectado pelo
rotavirus SA11, a presenca deste edema superou o indice apenas do grupo placebo. Quando
foram avaliados os grupos tratados com as leveduras, pode-se observar que houve um
incremento no indice de edema de vilosidade, principalmente naqueles animais tratados com
S. cerevisiae UFMG A905, quando comparados aos animais do grupo controle. Nao foram
observadas diferengas estatisticas entre estes grupos, ainda que o escore do grupo tratado com
S. cerevisiae UFMG A905 tenha sido expressivamente maior do que o escore dos outros

grupos de estudo (Figura 24-A).

Ao se avaliarem os indices de infiltrado de células mononucleares na mucosa do epitélio
intestinal, pode-se observar um maior recrutamento destas células em intestinos de animais
apenas infectados pelo rotavirus SAI1 e de modo mais expressivo em animais do grupo
tratado com a levedura S. boulardii. Estes resultados ndo apresentaram relevancia estatistica,
contudo foi observada redu¢ao do infiltrado no grupo tratado com S. cerevisiae UFMG A905,
de modo semelhante ao ocorrido no grupo controle, contudo os resultados ndo foram

significativos (Figura 24-B).

A préxima andlise, realizada nas amostras de intestino, foram em relag¢do a tumefacao celular
na mucosa intestinal. Pode-se observar que houve um aumento da tumefacao celular no grupo
tratado com S. boulardii quando comparados aos animais do grupo controle. Os resultados

ndo apresentaram relevancia estatistica (Figura 24-C).
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Figura 24. Graficos baseados em escore de histopatologia de intestino — animais de 15 dias de idade. Secdo de
“rocambole” de intestino englobando duodeno, jejuno e ileo (A) Edema de mucosa da vilosidade intestinal; (B)
infiltrado de células mononucleares na mucosa intestinal; (C) Tumefagdo celular em células epiteliais da mucosa
intestinal. (1) Placebo: animais inoculados com sobrenadante de cultivo de células MA104 ndo infectadas pelo
rotavirus; (2) RV + S. boulardii: animais inoculados com rotavirus SA11 e tratados apos 24h com a levedura S.
boulardii; RV + UFMG A905: animais inoculados com rotavirus SA11 e tratados ap6s 24h com a levedura S.
cerevisiae UFMG A905; RV: animais inoculados com rotavirus SA11. Teste: One-way ANOVA, pos-teste de

Bonferroni.

As alteragdes patologicas devidas ao rotavirus simio da linhagem SA11 foram observadas em
modelo heter6logo de infec¢do murina. Em nossos experimentos foram observados os efeitos
da infeccdo pelo virus e do tratamento com leveduras, em nivel histologico. Os animais foram
sacrificados e tiveram seu intestino delgado coletado apds 72h de infec¢do, onde ndo foram
observadas alteragdes significativas em relagdo aos aspectos histopatologicos da infecgdo.

Starkey e colaboradores (1986) observaram em seu estudo a presenca de um fendmeno
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denominado bifasico de infec¢do e recuperagdo da infec¢do em modelo murino. De acordo
com este padrio de doenga/recuperagdo, a reducdo do titulo de antigeno viral 72h pos-
infeccdo pode ser resultado de uma disseminacao e rapida clearance do virus com reducao da
sintomatologia em animais com perda dos receptores celulares especificos necessarios a
infeccdo (STARKEY et al, 1986). Este modelo, explicaria em parte a auséncia de lesdes
especificas da infeccao pelo Rotavirus apds 72h de infeccdo em nosso modelo animal, como
observado em outros estudos semelhantes (MAJEROWICZ et al., 1994). Esta auséncia de
efeitos robustos ¢ resultado, portanto, de um conjunto de fatores que pode incluir o reduzido
titulo viral no inoculo utilizado e o modelo bifasico proposto no trabalho de Starkey e

colaboradores.

Em relacdo aos efeitos observados nos animais neonatos foi evidenciada a presenga de
vacuoliza¢do no grupo de animais pré-tratados com S. boulardii e infectados pelo rotavirus.
Esta alteragdao ¢ bastante comum em camundongos neonatos, desafiados com determinadas
proteinas e particulas coloidais. Possivelmente, as vacuolizagdes observadas neste grupo, sao
representadas, em sua maioria, por vesiculas pinociticas esféricas supranucleares, estimuladas

por produtos contidos na suspensao contendo a levedura (STARKEY, et al., 1986).

Independentemente do tratamento utilizado, pode-se observar nos grupos de estudo, a
presenca de infiltrado de células mononucleares. A constitui¢do deste grupo celular parece ser
bastante homogénea e ¢ composto provavelmente de monocitos/macrofagos e linfécitos T
ativados (ZHANG et al., 2008a; ZHANG et al., 2008b). Estes tipos celulares sdo responsaveis
pela producdo de quimioatraentes em resposta a infec¢do pelo rotavirus (MOHANTY et al.,
2010). Um estudo conduzido por Zhang e colaboradores em 2008, mostrou que a ingestao de
bactérias probidticas por porcos gnotobidticos reduzia a frequéncia de monécitos/macréfagos
em relacdo ao grupo apenas infectado com rotavirus (ZHANG et al., 2008b). No presente
estudo, noés observamos a infiltragdo de células mononucleares na mucosa do epitélio
intestinal. Um maior infiltrado pode ser observado em cortes histologicos de animais dos
grupos apenas infectados pelo rotavirus, sem tratamento com as leveduras e também no grupo
de animais infectados pelo Rotavirus e posteriormente tratados com S. boulardii. Observou-se
também neste experimento, que o infiltrado de mononucleares na mucosa foi abolido quando
se analisou o grupo tratado com S. cerevisiae UFMG A905 ocorrido de modo semelhante aos

animais do grupo controle. Estes resultados parecem refletir efeito protetor, anti-inflamatorio,
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da levedura S. cerevisiae UFMG A905. Este fendmeno foi observado de forma oposta no

grupo tratado com S. boulardii.

A levedura S. cerevisiae UFMG A905, demonstrou efeitos benéficos em modelos de febre
tifoide induzida experimentalmente. Em um trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa,
ficou demonstrado que a levedura foi capaz de diminuir a mortalidade de animais em até
55%. Os dados histopatologicos mostraram que a levedura apresentou uma boa protecao
contra o desafio oral com C. difficile em camundongos gnotobidticos € uma boa preservagao
do figado de animais convencionais tratados com a levedura e desafiados com S.
Typhimurium (MARTINS ef al., 2005). No presente trabalho a levedura S. cerevisiae UFMG
A905 mostrou ser capaz de reduzir alguns parametros patoldgicos apresentados pelos animais
apenas infectados pelo Rotavirus e que, interessantemente, esta mesma propriedade nao foi

observada nos animais tratados com S. boulardii.

5.2.4. Avaliagao das citocinas e quimiocinas por ELISA

Nas analises realizadas para as citocinas KC, Eotaxina e IL-10 (Figura 25), nao foram
observadas diferengas nas expressoes das citocinas, influenciadas pelos tratamentos aos quais
foram submetidos os grupos de estudo. Uma pequena tendéncia a redugdo da expressao da
eotaxina pode ser observada quando se tratou o grupo de animais com a levedura S. boulardii
e quando se tratou o grupo com a mistura levedura/virus. Entretanto, os dados obtidos nao
tiveram significado estatistico quando foram comparados os grupos estudados e os

tratamentos oferecidos.

Na avaliag¢do da citocina IL-1 Beta (Figura 26), pode-se observar que o tratamento do grupo
com a mistura levedura/virus, ndo aumentou a concentracao da citocina. O mesmo padrao foi
observado para o grupo apenas infectado com Rotavirus e também no grupo placebo, que
recebeu apenas sobrenadante de cultivo celular. Uma tendéncia ao aumento da concentragao
da citocina foi observada no grupo infectado pelo Rotavirus e posteriormente tratado com S.
boulardii, ainda que esta diferenca de concentracdes ndo tenha apresentado significado

estatistico (Figura 25).
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Figura 25: Avaliagdo dos niveis das quimiocinas KC e Eotaxina-1 e das citocinas IL-1 Beta e IL-10 em
sobrenadante clarificado de intestino de camundongos Balb/C. CTL — placebo; Rota — Grupo de animais
infectados pelo rotavirus SA11; Rota + Sb — individuos infectados pelo rotavirus SA11 e posteriormente tratados
com S. boulardii; Sb+ Rota — individuos tratados com uma suspensdo de leveduras incubadas na presenga do

rotavirus SA11. Teste: One-way ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

5.2.4. Avaliagdo das citocinas e quimiocinas por qRT-PCR

A quantifica¢do da citocina Osteopontina foi verificado por quantificagdo relativa por PCR
em tempo real. O cDNA utilizado, foi obtido de RNA extraido de fragmentos de intestino de
animais infectados pelo rotavirus SA11, submetidos ou ndo ao tratamento com probioticos.

Quando se analisou a citocina Osteopontina, observou-se que houve uma producio expressiva
da quimiocina em animais dos grupos tratados com as leveduras S. boulardii e S. cerevisiae

UFMG A905, quando comparados ao grupo controle e ao grupo de animais apenas infectados
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com o Rotavirus SA11 (p=0,0608). A inducdo da expressdo de osteopontina em animais do
grupo controle ocorreu, porém em um nivel mais baixo. Embora a infeccdo pelo rotavirus
induza sua producdo em niveis mais baixos, a produ¢do desta quimiocina ndo ¢ dependente da

infecgdo viral (MAENO et al.,, 2009) (Figura 26).

A Osteopontina € uma proteina encontrada em grandes quantidades em uma variedade de
tecidos e € secretada em fluidos corporais, incluindo o leite materno, podendo interagir com
um amplo espectro de receptores celulares, incluindo integrinas e residuos de 4cido sialico,
importantes para a interacdo e penetra¢do do rotavirus nos enterocitos (DENHARDT et al.,
2001; ROLLO et al., 2005). Tal citocina tem sido demonstrada como importante
determinante na protecdo contra patogenos intracelulares, incluindo o Rotavirus, como
demonstrado em estudos utilizando animais knok-out para o gene da Osteopontina (ROLLO et
al., 2005) e contra outros patégenos como herpes simplex virus tipo 1, Listeria monocyto-

genes e Plasmodium falciparum (CANTOR e SHINOHARA, 2009).
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Figura 26: Avaliacdo dos niveis da quimiocina Osteopontina em sobrenadante clarificado de intestino de
camundongos Balb/C. Verde: Placebo; Vermelho grupo infectado com rotavirus SA11 e posteriormente tratado
com S. boulardii; Azul: Grupo de animais infectados pelo rotavirus SA1l e posteriormente tratados com S.
cerevisiae UFMG A905; Preto grupo desafiado com Rotavirus Teste: One-way ANOVA, pods-teste de
Bonferroni. P=0,0608.
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No presente estudo, observou-se nos achados histopatoldgicos, a infiltracdo de células
mononucleares, provavelmente composta de monoécitos/macrofagos e linfocitos T ativados na
lamina propria e mucosa intestinal de camundongos infectados pelo Rotavirus SA11, 72h
apos a infeccdo. Maeno e colaboradores (2009) demonstraram em seu estudo que o infiltrado
celular observado em seu modelo experimental apresentava expressao de Osteopontina, que
poderia estimular o recrutamento de macrofagos e células T e ativa-las no sitio de infeccao
(MAENO et al.,, 2009). Monocitos expressam Osteopontina em niveis basais, contudo,
quando sdo diferenciados em macrofagos, hda um aumento substancial na inducdo desta
quimiocina, regulando esta célula em funcdes como migragdo, ativacdo e fagocitose e
contribuem na imunidade inata a infeccao pelo rotavirus (MAENO et al., 2009). Além disso,
a osteopontina aumenta a producdo de CD40L por células T, induzindo a proliferagdao de

células B e a producao de anticorpos (WANG e DENHARDT, 2008).

A osteopontina também ¢ quimioatraente para neutrofilos (WANG e DENHARDT, 2008). No
presente estudo, a histopatologia revelou um acentuado infiltrado de neutrofilos na vilosidade
intestinal. Este achado pode indicar um recrutamento de polimorfonucleares, em resposta a
invasdo pelo rotavirus, na tentativa de eliminar o patégeno. A necrose focal evidenciada
também na histopatologia parece ter sido um dano tecidual causado pela liberagao de produtos

citotoxicos destas células no sitio de infecgao.

O aumento da indugcdo da Osteopontina pelas leveduras em nosso trabalho reflete
possivelmente um efeito protetor dos probiodticos sobre a infec¢dao causada pelo rotavirus. A
acentuada producao da quimiocina promove imunidade anti-inflamatoria (do tipo TH1). Em
animais tratados com as leveduras houve reducdo da infiltragdo de células na mucosa
intestinal, contudo estudos mais detalhados sdo necessarios para confirmar a polarizagao da

resposta a um tipo especifico de imunidade, Tul ou Tu2.

5.2.6. Avaliagdo da enzima N-Acetil-glicosaminidase pulmonar e intestinal

Para medir o recrutamento de macréfagos para o sitio de infec¢do pelo rotavirus, foram
avaliados os niveis da enzima N-Acetil-glicosaminidase em tecido pulmonar e intestinal. Na
avaliacdo da enzima N-Acetil-glicosaminidase intestinal as médias de produgdo da enzima, os

valores para os grupos experimentais ficaram semelhantes ao grupo controle, ndo havendo
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diferengas estatisticas entre as médias dos grupos. Em relacdo a producdo da enzima
pulmonar, entretanto, podem-se observar resultados estatisticos quando foram comparados os
quatro grupos estudados, especialmente entre o grupo Rota x placebo, Rota x Rota + SB e
entre SB + Rota e Rota. O tratamento com as leveduras reduziu o recrutamento de macrofagos
em relagdo ao grupo controle. Pode-se observar também, que em ambos, pulmdes e intestino,
a dispersdao dos valores em torno da média foi menor nos grupos tratados com a levedura

(Figura 27).
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Figura 27: avaliacdo das enzimas N-Acetil-glicosaminidase pulmonar e intestinal em sobrenadante clarificado de
intestino e pulmdes de camundongos. CTL — placebo; Rota — Grupo de animais infectados pelo rotavirus SA11;
Rota + Sb — individuos infectados pelo rotavirus SA11 e posteriormente tratados com S. boulardii; Sb+ Rota —
individuos tratados com uma suspensdo de leveduras incubadas na presenca do rotavirus SA11. Teste: One-way

ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

A produgdo da enzima NAG reflete indiretamente o recrutamento de macrofagos para o sitio
de infeccdo. A presenca do macrofago no sitio de lesdo promove a expressao de quimiocinas
que sdo quimiotaticas para células inflamatorias, importantes na resolugdo da infec¢ao. No
presente estudo, o infiltrado de mononucleares ¢ sugestivo de infiltracio de
monocitos/macrofagos. Neste caso, o aumento deste tipo celular no epitélio intestinal parece
ser em resposta ao estimulo de quimiocinas como a Osteopontina, presente em niveis

aumentados neste modelo animal.

5.2.7. Avaliagdo da sIgA (Imunoglobulina A secretdria)

Foram avaliados os niveis de sIgA em fluido intestinal coletados nas por¢des duodenal e

jejunal do intestino delgado dos animais. Na figura 29 ¢ mostrado que os niveis de sIgA
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diferem entre os grupos estudados. Ao se analisarem os grupos infectados pelo Rotavirus e o
grupo infectado e tratado com S. boulardii (Rota +SB), pode-se observar que houve redugdo
na produgdo de sIgA nos dois grupos estudados, quando comparados ao grupo placebo (CTL).
Estas diferencas ndo foram estatisticamente significativas, embora tenha sido observada uma

tendéncia a reducdo da produ¢do do anticorpo em nos grupos tratados com a levedura.

Embora o tratamento com S. boulardii apds a infec¢do pelo Rotavirus nao tenha oferecido
protecdo no modelo animal estudado, foi observado que o co-tratamento de leveduras com
Rotavirus e posterior inoculacdo nos camundongos (grupo tratado com uma mistura pré-
incubada de S. boulardii e Rotavirus) gerou uma maior producdo da sIgA nestes animais.
Estes resultados foram estatisticamente significativos, quando comparados os grupos Sb +
Rota e os grupos Rota + Sb (grupo tratado com S. boulardii apds ser infectado com

Rotavirus), Rotavirus (infectado e ndo-tratado) e placebo (figura 28).
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Figura 28: Avaliagdo da produgéo de sIgA em fluido intestinal de camundongos Balb/C convencionais. CTL —
placebo; Rota — Grupo de animais infectados pelo rotavirus SA11 sem tratamento com leveduras; Rota + Sb —
individuos infectados pelo rotavirus SA11 e posteriormente tratados com S. boulardii; Sb+ Rota — individuos
tratados com o sobrenadante de uma suspensdo de leveduras pré-incubadas por lh na presenca do rotavirus

SAT11. p<0,05. Teste: One-way ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

Quando foram estudados animais de 15 dias de idade, a andlise da sIgA demonstra que,
semelhantemente ao grupo de animais de 21 dias, animais tratados com S. boulardii tiveram a

producdo de sIgA estatisticamente reduzida quando comparou-se estes animais aos animais do
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grupo controle (p<0,05). A producdo do anticorpo neste grupo também foi menor que no
grupo apenas infectado pelo Rotavirus, ainda que esta diferenca ndo tenha apresentado
significado estatistico. Entretanto, o tratamento dos animais com a levedura S. cerevisiae
UFMG A905, estimulou maior produ¢do e maior concentragdo desta imunoglobulina. A
produgdo de sIgA no grupo tratado com S. cerevisiae UFMG A905, foi estatisticamente maior
quando comparada ao grupo ao grupo tratado com S. boulardii (p<0,05) e quando

comparados ao grupo de animais somente infectados com Rotavirus (p<0,05) (Figura 29).

[slgA] pg/mL de fluido intestinal

aN

Figura 29. Avaliagdo da produgdo de sIgA em fluido intestinal de camundongos Balb/C convencionais. Placebo:
animais inoculados com sobrenadante clarificado ndo infectado de células MA104; SA1l: animais apenas
inoculados com rotavirus SA11, sem tratamento adicional; SA11 + SB: animais inoculados com rotavirus SA11
e posteriormente tratados com a levedura S. boulardii, 24h apds a infeccdo; SA1l + UFMG A905: animais
inoculados com rotavirus SA11 e posteriormente tratados com a levedura S. cerevisiae UFMG A905, 24h apds a

infecgdo. p<0,05. Teste: One-way ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls.

A slgA representa a primeira linha de defesa intestinal e atua como uma espécie de barreira
contra a adesdo e invasdo de patdgenos na mucosa intestinal. A imunidade celular na lamina
propria e orgdos linfoides representam a segunda linha de defesa neste sitio anatomico
(HAJISHENGALLIS et al., 1992; MARTINS et al., 2007). No presente estudo, o tratamento
com S. cerevisiee UFMG A905, dos animais infectados com Rotavirus, mostrou maior
estimulacdo da producdo de sIgA no fluido intestinal, assim como observado em estudos

anteriores (GENEROSO et al., 2010) no qual o tratamento de animais com a referida levedura
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aumentou significativamente os niveis de sIgA. Diferentemente de estudos anteriores (BUTS
e KEISER, 2006; MARTINS et al., 2007), no modelo animal do presente estudo, S. boulardii
ndo foi eficiente na indugdo da producao de sIgA. Interessantemente, quando S. boulardii foi
tratado com Rotavirus e depois inoculado nos animais, observou-se uma expressiva producao
da sIgA, o que ndo foi observado quando do tratamento isolado com a levedura em dois

experimentos distintos.

Generoso e colaboradores demonstraram que o tratamento S. cerevisiae UFMG A905
estimula o sistema imune do animal e preservar a integridade da barreira intestinal, além de
prevenir contra a translocagdo bacteriana (GENEROSO et al., 2010). A producao de sIgA no
epitélio intestinal representa deste modo, uma barreira contra a adesao de patdogenos, podendo
esta protecdo, ocorrer ou por ligacdo da sIgA aprisionando o patégeno e impedindo sua
ligacdo ao epitélio ou por ligacdo a receptores especificos, impedindo a ligagdo do patdgeno
as células epiteliais (MARTINS et al., 2007). No presente estudo, foi demonstrado que a
producao de sIgA foi mais robusta quando os animais foram tratados com S. cerevisiae
UFMG A905, sugerindo um potencial efeito protetor desta levedura contra a infec¢ao pelo

Rotavirus.

5.2.8. Avaliagao da presenca do RNA viral nas fezes por PCR convencional

Com o objetivo de se avaliar a presenca de RNA viral em amostras de fezes coletadas no
experimento, foi realizada uma PCR convencional, utilizando-se como molde, o cDNA
produzido a partir do RNA extraido das amostras fecais. Observou-se que ocorreu maior
intensidade nas bandas referentes aos grupos 3 e 4, respectivamente no grupo infectado com
rotavirus e pos-tratado com S. boulardii e no grupo que recebeu uma o sobrenadante de uma
suspensdao de S. boulardii agitado na presenca de rotavirus (Figura 30). Ao se avaliar a
presenca do rotavirus nas fezes dos animais, pode-se perceber que a intensidade da
fluorescéncia ndo pode ser entre os animais alocados no grupo placebo ou controle negativo.
No grupo infectado pelo rotavirus, a reduzida intensidade da fluorescéncia, sugere ter havido
pouca amplificacdo do RNA neste grupo de animais, especialmente nos individuos 2 e 4.

Além disso, observa-se amplifica¢do gradativamente crescente nos animais dos grupos 3 e 4.
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1- Placebo

2- Rotavirus SA11

3- Rotavirus SA11 pos-tratado com Saccharomyces boulardii

4- Suspensao de Saccharomyces boulardii na presenca de Rotavirus

Figura 30. Gel de agarose a 2% mostrando amplicons obtidos de amostras fecais coletadas de camundongos
convencionais de 21 dias. 1: Animais do grupo controle negativo, recebendo DMEN intra-gastrico; 2: Grupo de
animais infectados com Rotavirus SA1l, sem tratamento com leveduras; 3: Grupo infectado com Rotavirus
SA11 e com S. boulardii e 4: Grupo de animais que receberam sobrenadante de uma suspensao de leveduras pré-
incubadas por 1h na presenca do rotavirus SA11. Cada grupo era composto por quatro animais. Cada canaleta

representa um destes animais, 1, 2, 3 e 4.

Experimentos utilizando animais isentos de germes revelaram que os efeitos benéficos da
levedura poderiam estar relacionados, pelo menos em parte, a ligacdo da Salmonella em sitios
da parede da levedura (MARTINS et al., 2011). No presente estudo, o tratamento dos animais
infectados com Rotavirus, com a levedura S. boulardii, ndo apresentou prote¢do contra o
virus. Quando se analisou a presenga de RNA viral nas fezes dos animais, observou-se que
houve maior intensidade de fluorescéncia nos animais tratados com a suspensao de leveduras
tratadas com Rotavirus. O clearance das particulas virais pode ser observado a partir de 24h
apos a infec¢do. A maior intensidade de fluorescéncia observada para os animais do grupo 4
sugere que um maior numero de particulas tenha sido excretado nas fezes. A ingestdo da
mistura levedura virus pelos animais parece ter aumentado o clearance do virus, sugerindo
haver uma interagdo fisica entre as particulas virais e as células de levedura, como observado

entre a bactéria S. Typhimurium e a levedura S. boulardii (THIAGO et al., 2012).
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6. CONCLUSOES

O tratamento com as leveduras probidticas de camundongos desafiados com o virus levou a
um ganho em peso maior quanto comparado com animais controle ou somente desfiados com
o virus. Contudo, o exame histopatolégico do intestino ndo mostrou um efeito benéfico dos
probidticos S. boulardii e S. cerevisiae UFMG A905 em camundongos convencionais
infectados pelo Rotavirus, provavelmente devido ao efeito bifasico observado na produgdo da

lesdo intestinal;

O tratamento de camundongos Balb/C convencionais com S. boulardii apds a infeccdo por
Rotavirus, ndo alterou a producao das citocinas e quimiocinas avaliadas (KC, IL-1b, eotaxina

e IL-10).

A quimiocina Osteopontina parece exercer importante papel protetor na infec¢ao induzida no
modelo experimental estudado, modulando a infiltracao de células mononucleares para o sitio

de lesdo. Esta modulacao pode ser percebida nos resultados histopatologicos observados.

Os niveis de imunoglobulinas sigam no conteudo intestinal de camundongos convencionais
apos a infecgdo pelo Rotavirus foram maiores na presenca das leveduras S. cerevisiae UFMG
A905 e de S. boulardii, sugerindo que as leveduras induzem a produc¢dao da citocina
Osteopontina pelas células do hospedeiro, uma vez que a mesma ¢ relatada ser eficiente

indutora da produgdo de anticorpos, e, os seus niveis foram elevados nos grupos estudados.

Experimentos mais detalhados deverao ser conduzidos para determinar o mecanismo de agao
das leveduras do presente estudo, estabelecer a relacao entre a osteopontina e a producao de
sIgA e citocinas/quimiocinas como KC, RANTES e IL-10 e estudar a possivel interagdo fisica
entre as particulas virais e as células de leveduras, como ocorre para certos patdgenos

bacterianos.
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