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RESUMO

As doencgas inflamatérias intestinais (IBD) s&o definidas como um grupo de
desordens do trato gastrointestinal (TGl) caracterizadas por inflamacao e injuria
epitelial. A colite ulcerativa e a doencga de Crohn sao as duas formas mais frequentes
de IBD, diferenciadas pela localizagdo da lesdo ao longo do TGI. Muitos modelos
experimentais murinos de IBD tém sido desenvolvidos para se estudar a patogénese
e a regulacado da inflamacgao intestinal, dentre eles a colite induzida por Sulfato de
sédio dextrana (DSS). O DSS ¢é um polissacarideo sulfatado carregado
negativamente que, quando administrado por via oral, causa lesdes no colon com
algumas caracteristicas semelhantes a colite ulcerativa humana. Este tem sido um
modelo muito utilizado para se estudar agentes com propriedades terapéuticas para
essa doencga. Neste contexto, microorganismos probioticos tém aparecido como uma
alternativa para pacientes com IBD e sua eficiéncia tem sido avaliada em modelos
animais e também em estudos clinicos. As Lactococcus lactis s&o bactérias
produtoras de acido latico que estdo sendo estudadas na colite devido aos seus
efeitos antiinflamatérios. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar os
efeitos imunomoduladores das cepas Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363,
Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118 e Lactococcus lactis subsp. lactis IL1403
na colite experimental induzida por DSS. A colite aguda foi induzida em
camundongos C57/BL6 pela oferta de solugdo contendo 2% de DSS como fonte
liquida exclusiva durante 7 dias. Nos grupos experimentais, uma gavagem diaria de
L. lactis foi administrada por via oral em cada animal durante 7 dias
concomitantemente com a ingestdo de DSS. Em grupos que receberam L. lactis,
observamos prevencao da perda de peso, melhora do escore clinico macroscopico e
do escore histolégico, aumento na producdao de muco, aumento na frequéncia de
células dendriticas tolerogénicas e modulacdo na producao de citocinas. Nao
observamos diferencas entre os efeitos das trés cepas de L. lactis. Portanto,
sugerimos que o papel anti-inflamatorio das L. lactis nesse modelo experimental ndo
€ cepa-especifico. As trés cepas estudadas apresentaram efeitos protetores na

mucosa intestinal.

Palavras-chave: Colite. Lactococcus lactis



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are defined as a group of inflammatory disorders
of the gastro-intestinal tract associated with local inflammation and epitelial injury.
Ulcerative colitis and Crohn’s disease are the two most commom forms of IBD. They
differ by the portion of the gastro-intestinal tract they affect. Several experimental
models of IBD have been developed to study the pathogenesis and the regulation of
gut inflammation. One of them is the dextran-sodium-sulfate (DSS)- induced colitis.
DSS is a negatively charged sulphated polysaccharide that causes colon lesions
when orally administered resembling the human ulcerative colitis. This model has
benn extensively used to study novel therapeutical agentes for IBD. Among these
agentes, probiotic microorganisms are a promissing tool for individuals affected with
ulcerative colitis and their efficacy has been reported in experimental models as well
as in clinical trials. Lactococcus lactis are acid lactic bacteria that have been studied
in colitis models due to their anti-inflammatory effects. Therefore, the aim of this study
was to investigate the immunomodulatory effects of Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363, Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118 e Lactococcus lactis
subsp. lactis IL1403 in DSS-induced colitis. An acute colitis was induced in C57/BL6
mice by the oral administration of a 2% DSS solution as their only liquid source for 7
days. Mice from the experimental groups received 7 consecutive daily gavages of L.
lactis during DSS administration. Treatment with L. lactis prevented weight loss,
ameliorated clinical and histological scores, increased mucus production and the
frequency of tolerogenic dendritic cells as well modulated cytokine production in
DSS-treated mice. No difference in the modulatory effect was observed among
groups of mice treated with different strains of L. lactis. Therefore, our data suggest
that the immunomodulatory effect of L. lactis in DSS-induced colitis is not strain-

specific.

Keywords: Colitis. Lactococcus lactis
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1. INTRODUCAO

1.1 A Mucosa Intestinal

As mucosas sd8o responsaveis, ao mesmo tempo, pela absorcdo de
nutrientes e pela protecdo contra a entrada de agentes nocivos sendo a maior
area de contato com o meio ambiente (TURNER et al, 2009). A mucosa
intestinal possui uma area de superficie de 32m? (HELANDER & FANDRIKS,
2014). Milhares de antigenos entram no corpo diariamente através da
superficie das mucosas, principalmente através do trato gastrointestinal
(MOWAT et al, 2003). O intestino delgado entra em contato com 30kg de
proteinas, provenientes da dieta, por ano, e absorve cerca de 130 a 190g delas
por dia (BRANDTZAEG, 1998). Além disso, o intestino estd em contato
constante com milhares de patégenos e contém 10 a 100 trilhdes de
microorganismos comensais de mais de mil espécies diferentes (FARIA et al,
2013).

Em condic¢bes fisioldgicas, o sistema imune deve estar preparado para
distinguir microorganismos invasivos de antigenos inofensivos. Portanto,
respostas imunes sao necessarias para proteger esse tecido e manter a sua
homeostase. Essas respostas, produzidas tanto pela imunidade inata quanto
adaptativa, séo realizada pelo MALT (do inglés Mucosal Associated Lymphoid
Tissue), local primario de exposicdo das células imunes com o0s antigenos
externos (TURNER, 2009). A magnitude dessas interacbes é muito maior no
trato gastrointestinal, onde se situa o GALT (do inglés Gut- Associated Lymphoid
Tissue). O GALT é o maior tecido linféide do corpo e se localiza ao longo da
mucosa intestinal. O GALT é dividido estruturalmente em dois subconjuntos
principais: a) GALT DIFUSO, composto por células espalhadas ao longo do
epitélio e da lamina prépria (Linfocitos intra-epiteliais, IELs; Linfécitos da lamina
prépria, LPLs), b) GALT ORGANIZADO, composto por foliculos linféides
organizados como as placas de Peyer, os foliculos linféides isolados (ILFs), os
linfonodos mesentéricos e cecais (MOWAT et al, 2003).

Dentro dessas estruturas e na lamina propria, estdo presentes o

principal grupo de células apresentadoras de antigeno, as células dendriticas
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(CDs), que desempenham um papel crucial de manter o delicado balancgo
imune intestinal. Elas migram do intestino para os linfonodos drenantes e
induzem a diferenciacao de células T naive em linfécitos T reguladores (Treg) ou
efetores. O subtipo especifico de CD que estimula a produc¢éo de linfocitos Treg,
possui a integrina CD103 em sua superficie celular. A producdo de citocinas
anti-inflamatdrias como IL-10 e TGF (transforming growth factor)-p séo cruciais
para a produgcdo das Treg (JOHANSSON-LINDBOM, 2010; TAKENAKA &
QUINTANA, 2016). Existem alguns tipos importantes de células Treg, como as
LAP+ e as Foxp3+. As células que expressam LAP (latency- associated peptide)
foram assim classificadas por possuirem este propeptideo associado de forma
ndo covalente ao dominio amino terminal do TGF-B, formando um complexo
latente do TGF- 3. Essas células secretam TGF- B quando ativadas e possuem
sua atividade supressora dependente de IL-10 e TGF-B (GANDHI et al, 2010).
Outras células Treg responsaveis pela manutencdo da homeostase intestinal
sdo aquelas que expressam o fator de transcricdo Foxp3 (Forkhead Box P3),
que é uma proteina que confere atividade reguladora a célula. Camundongos
com mutacdes no gene foxp3 (scurfy) desenvolvem desregulacdo imune e
enteropatia, na qual o principal érgdo afetado € o intestino (IZCUE et al, 2009).

A camada epitelial do intestino também possui células especializadas na
producdo de muco, chamadas células caliciformes. Essas células estdo em
muito maior quantidade no célon do que em outras regides do intestino e
representam 25% do numero de células epiteliais no célon distal. A camada de
muco (glicocdlix), presente no intestino, funciona como uma barreira fisica
contra antigenos agressores ao epitélio intestinal e pode ser dividida em duas
regides: a) regido interna, mais densa ligada a superficie epitelial; b) regido
externa, mais fluida. O muco também €& importante na protecao contra bactérias
patogénicas, ja que é composto por glicoproteinas, como a mucina, que é
toxica para muitos tipos de bactérias. Defeitos na producdo de muco podem
levar a maior entrada de bactérias na camada epitelial do célon e maior
susceptibilidade a algumas doencas, como a colite ulcerativa (MOWAT et al,
2014).

No muco, encontra-se presente a IgA secretoria (SIgA), uma importante

imunoglobulina responsavel pela exclusdo imune de antigenos e
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microorganismos patogénicos. A interacdo da SIgA com antigenos pode
aprisioné-los no muco e prevenir a sua ligacao a receptores de superficie celular,
0 que ameniza respostas imunes pro-inflamatérias e contribui para a
homeostase intestinal. A lamina propria do TGl contém o maior numero de
plasmaocitos do corpo e a maioria dessas células produzem IgA. Calcula-se que
existem cerca de 10 plasmécitos produtores de IgA por metro de intestino,
namero maior do que o total de plasmécitos presentes no baco, linfonodos e
medula 6ssea juntos. O mecanismo de exclusdo imune, realizado pela SIgA, &
considerado uma das maiores e principais respostas de defesa néao-
inflamatorias do sistema imune intestinal (BRANDTZAEG, 1998, 2009; CRAIG
& CEBRA, 1971; STOEL et al, 2005; PABST, 2012).

Esses mecanismos intestinais de controle da entrada de antigenos e da
reatividade imunoldgica encontram-se alterados em condi¢Bes patoldgicas tais
como nas doencas inflamatérias intestinais (IBD). Sendo assim, as células
imunes assim como as células epiteliais da mucosa do intestino fornecem a
primeira linha de defesa das superficies internas do corpo e possuem varios
mecanismos reguladores e protetores cruciais para manutencdo da sua

homeostase.

1.2 Doencas Inflamatoérias Intestinais

As doencas inflamatérias intestinais (IBD) sdo definidas como um grupo
de desordens do trato gastrointestinal (TGI) caracterizadas por inflamacéo e
injuria epitelial. A colite ulcerativa e a doenca de Crohn s&o as duas formas
mais frequentes de IBD, diferenciadas pela localizacdo da lesdo ao longo do
TGI. A doenca de Crohn pode acometer qualquer regidao do TGl enquanto que
a colite ulcerativa afeta somente o colon. Apesar da etiologia das IBDs ser
desconhecida, sabe-se que um desequilibrio das interac6es entre a microbiota
intestinal, o sistema imune e as células epiteliais em individuos predispostos
geneticamente leva a ruptura da homeostase intestinal, contribuindo para sua
origem. Sendo assim, existe um conjunto de fatores que influenciam o
surgimento das IBDs (BASSO et al, 2014).

As IBDs tém sido associadas com o aumento da mortalidade e
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morbidade em humanos (GREEF et al, 2014). Pacientes com IBD sofrem de
perda de peso, que se torna acentuada pelo fato dos acometidos apresentarem
reducdo da ingestdo alimentar atribuida a dor associada ao comer e ao
aumento da taxa metabdlica basal. AlteracBes severas comumente observadas
incluem desnutricdo, deficiéncia de varias vitaminas e minerais, composi¢cao
corporal alterada associada com a perda da massa mineral 0ssea e alta
prevaléncia de osteopenia e osteoporose, hipoalbuminemia, anemias diversas,
alteracdes imunes e metabdlicas, dor abdominal e sangramento, afetando
drasticamente a qualidade de vida (MELGAR et al, 2007).

Muitos modelos experimentais murinos de IBD tém sido desenvolvidos
para se estudar a patogénese e a regulacdo da inflamacéo intestinal. Dentre
eles, estdo os modelos de camundongos geneticamente modificados, 0s
modelos de colite por transferéncia de células e modelos de colite
guimicamente induzidos. Camundongos knockouts ou transgénicos para
determinadas citocinas (IL-10, IL-2, IL-17), receptores (receptor para IL-2,
cadeia alfa do receptor de célula T) ou moléculas de MHC (HLA B27) podem
apresentar alguns tipos de IBD por diversos mecanismos diferentes que
ressaltam a importancia do papel de cada molécula modificada ou deletada.
Outro modelo importante para estudo das IBDs é a inducdo da colite por meio
da transferéncia de células, desenvolvido por Powrie e colaboradores, no qual
ocorre colite via desequilibrio no nimero de células T reguladoras e T efetoras
apés a transferéncia de células CD4'CD45RB™" para camundongos
imunodeficientes (POWRIE et al, 1993). Dentre os modelos de inducao
guimica, varias substancias ja foram descritas como indutoras da IBD: &cido
2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS), 4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-
5-one (oxazolona), solucédo intra-retal de etanol 50% (v/v), acido acético,
indometacina, carrageina (introduzida na agua de beber) e sulfato de sodio
dextrano (DSS) (KIESLER et al, 2015).

Apesar de nenhum desses modelos isoladamente reproduzir a
complexidade da IBD humana, cada um apresenta caracteristicas marcantes
da doenca. O modelo de colite induzida por DSS, originalmente descrito por
Okayasu e colaboradores, vem sendo amplamente utilizado devido a sua

facilidade na inducéo, rapidez, simplicidade, reprodutibilidade, uniformidade e
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controlabilidade (OKAYASU et al.,, 1990). Os camundongos que recebem a
solugéo por via oral desenvolvem colite aguda com caracteristicas semelhantes
a retocolite ulcerativa humana, apresentando perda de peso, diarréia,
sangramento retal, encurtamento do colon, e alto escore histolégico da doenca.
O DSS é um polissacarideo sulfatado carregado negativamente, soluvel em
agua, com propriedades anticoagulantes. Além de agravar o sangramento retal
devido a tais efeitos anticoagulantes, sua alta carga negativa é toxica para o
epitélio do codlon, resultando em erosao e ulcera¢cdes na mucosa, destruicdo de
mucina, maior exposi¢cdo a antigenos luminais e aumento da permeabilidade
intestinal. A lesdo extensiva causada pelo DSS é restrita ao colon,
principalmente na porgcdo distal, onde existe maior concentracdo de
microorganismos vivos (CHASSAING et al, 2015; MELGAR et al, 2005). Um
dos motivos pelos quais o DSS pode gerar a inflamacéo restrita ao coélon foi
explorada no trabalho de Laroui e colaboradores. Esses autores demonstraram
gue o DSS forma nano-lipocomplexos com acidos graxos de cadeia média
presentes no lumen lintestinal e que tais complexos podem se fundir com a
membrana dos colondcitos. A chegada do DSS no citoplasma ativa vias de
sinalizacdo que resultam em inflamacao intestinal e, posteriormente, em leséo
na mucosa do colon e rompimento na barreira (LAROUI et al, 2012). Como
esta é exatamente a regido mais rica em microorganismos é também a mais
propensa a translocacdo microbiana que a grava o quadro de inflamacéo.

Foi sugerido que a inflamacé&o induzida por esse sal inclui a exacerbacgéo
do infiltrado de neutréfilos, recrutamento de macrofagos e resposta de linfocitos
T e B (MELGAR et al, 2005; SARTOR, 2006; OKAYASU et al, 1990). A
inflamacdo € acompanhada da modificacdo na expressdo das proteinas das
tight junctions (PORITZ et al, 2007) e do aumento de algumas proteinas pro
inflamatérias (MELGAR et al, 2007). Além disso, a colite induzida por DSS
pode ser causada pela interferéncia do DSS na interacdo fisioldgica entre
linfocitos intraepiteliais, células epiteliais e proteinas de matriz extracelular, como
também a um aumento na expressao dos receptores das moléculas de adesao
(NI et al., 1996).

O DSS também leva a mudancas na microbiota intestinal, gerando

aumento de bactérias gram negativas anaerdbicas. Okayasu e colaboradores
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observaram aumento significativo na populacdo de Enterobacteraceae,
Bacteroidaceae e Clostridium spp em camundongos com colite ulcerativa aguda
e cronica induzida por DSS (OKAYASU et al, 1990). Neste contexto,
microorganismos probidticos tém aparecido como uma alternativa terapéutica
para pacientes com IBD e sua eficiéncia tem sido avaliada em modelos animais

e também em estudos clinicos (GREEF et al, 2014).

1.3 As Bactérias produtoras de Acido Latico

As bactérias produtoras de &cido latico (LAB) compreendem um grupo de
organismos gram-positivos, primariamente anaerébicos, sem esporulacdo e que
produzem acido latico como principal produto final da fermentacdo do acucar
(MATTU, 2013; CAVANAGH et al, 2015)

As LAB estdo entre os primeiros organismos vivos da terra e, ao longo
da evolugéo, elas colonizaram primeiramente frutas e vegetais, e depois
passaram a eleger um habitat rico em lactose (CARR et al, 2002)

Desde a sua descoberta, h4 muitos anos essas bactérias tem sido
utilizadas como pioneiras na fermentacdo de alimentos, principalmente queijos
e iogurtes, sendo assim classificadas e reconhecidas como GRAS (do inglés
Generally Regarded as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) dos
Estados Unidos (DONOHUE e GUEIMOND, 2016; FDA, 2010).

As LAB ficaram mais conhecidas apés a propagacdo da “Teoria da
longevidade” de Metchnikoff em 1910. O pesquisador relacionou o elevado
consumo diario de iogurte a maior longevidade de povos bulgaros, que viviam
além dos 100 anos. Assim, a causa dessa longevidade foi atribuida as
bactérias fermentadoras presentes no iogurte (GASBARRINI et al, 2016). Sua
alta capacidade de fermentacdo permite a geracdo de produtos finais que, além
de contribuirem com as propriedades organolépticas e preservagdo do
alimento, constituem no maior fator responsavel pelo desenvolvimento de um
meio antimicrobiano na matriz alimentar (PAPADIMITRIOU, 2015).

Além de fornecer vantagens para a industria alimentar, a mucosa
intestinal também se beneficia da fermentacdo das LAB ja que o lactato, acido

acético, peréxido de hidrogénio, didxido de carbono e bacteriocinas produzidos
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garantem um equilibrio no crescimento de bactérias patogénicas e benéficas
do intestino, contribuindo para a homeostase da microbiota ali presente
(ISHIDA, 2004; PESSIONE, 2012). Outra caracteristica vantajosa para o trato
gastrointestinal é o fato das LAB serem acidofilicas (possuem ph o6timo de
crescimento entre 3,5 e 6,5) e terem a capacidade de melhorar sua resisténcia
ao pH &cido do estdbmago criando estratégias de producdo de metabdlitos
alcalinos. E conhecido que as LAB também s&o capazes de acumular altas
guantidades intracelulares de zinco, manganés e selénio. (PESSIONE, 2012)

Muitas LAB tem sido estudadas como probidticas — “microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro” (WHO, 2002) — por apresentarem tais
atividades anti-inflamatorias, principalmente alguns tipos de Bifidobacterium e
Lactobacillus, bastante descritas por seus efeitos anti-inflamatorios (ISHIDA,
2004; SANDERS et al, 2003).

De forma adicional, alguns tipos de bactérias classificadas como LAB e
gue vem ganhando grande importancia, sédo as Lactococcus lactis. (STILES,
1997)

1.4 Lactococcus lactis

A Lactococcus lactis (L. lactis) € a bactéria mais importante dentre as LAB
usadas comercialmente; tem formato de cocos e € homolactea — o produto da
sua fermentacdo € 100% acido latico. Ela € comumente isolada de plantas ou
produtos lacteos (STILES,1997).

As L. lactis produzem alguns tipos de bacteriocinas, sendo a principal
chamada nisina, uma bacteriocina de amplo espectro que atua também em
bactérias gram positivas como o Clostridium botulinum e seus esporos
(STILES,1997).

As L. lactis foram as primeiras cujo genoma foi completamente
sequenciado, sdo bactérias de facil manipulacdo genética, sdo gram-positivas
nao produzem endotoxinas, LPS ou qualquer outro produto metabdlico tdéxico
(BOLOTIN et al, 2001; LeBLANC et al, 2015). E estimado que um individuo

humano ingere 10 células lactocécicas por ano (MILLS et al, 2010), em
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grande parte devido ao seu amplo uso na fermentacdo industrial, fato que
contribuiu para que a L. lactis seja reconhecida como GRAS, como citado
anteriormente neste trabalho (FDA, 2010). Apesar de ndo serem residentes
naturais do TGI, as L. lactis sdo capazes de sobreviver a passagem pelo trato
gastointestinal (CAVANAGH et al, 2015) (WEGMANN et al, 2007).

Por esses motivos, a partir do avanco da biologia molecular, essa
bactéria tem sido amplamente utilizada como GM-LAB (LAB geneticamente
modificadas) com o objetivo de carregar materiais de interesse, como DNA e
proteinas, via trato gastrointestinal (TGI) para uma finalidade especifica
(LeBLANC et al, 2015). Elas podem carregar biomoléculas de alto peso
molecular que interagem com as células M e células dendriticas intestinais
(BERLEC et al, 2012). Steidler e colaboradores mostraram que uma L. lactis
geneticamente construida para secretar a citocina IL-10, previne a colite em
camundongos quando administrada por via oral (STEIDLER et al, 2000).
Frossard e colaboradores retrataram que a mesma cepa de L. lactis secretora
de IL-10 foi capaz de reduzir os sintomas de anafilaxia induzidos pela alergia
alimentar em camundongos tratados previamente o contato com o alérgeno
(FROSSARD et al, 2007). Outro trabalho demonstrou que o L. lactis produtor
de lacticina 3147, uma bacteriocina, inibe infecgdo por Clostridium difficile em
pacientes com IBD (REA et al, 2007).

Apesar desse sucesso no desenvolvimento dos GM-LAB, busca-se
resgatar estudos que demonstrem os efeitos de algumas cepas de bactérias L.
lactis selvagens, por serem ainda pouco conhecidos. Inimeros trabalhos foram
utilizados com GM-LAB, mas os efeitos dos L. lactis selvagens ainda sdo pouco
conhecidos.

Neste contexto, um trabalho realizado por nosso grupo identificou
atividades anti-inflamatorias da cepa selvagem L. lactis subsp. lactis
NCDO2118, quando administrada durante a fase de remissdo da colite
induzida por DSS em camundongos. A cepa foi capaz de melhorar os sinais
clinicos da doenca, manter a integridade epitelial, reduzir a producdo de
algumas citocinas proé- inflamatérias, além de aumentar a expressao de células
T reguladoras (Treg) LAP+ nos linfonodos mesentéricos (LM) e baco, e de

aumentar a populacéo de células dendriticas CD11c+ CD11b- CD103+ no baco
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dos animais tratados (LUERCE et al, 2014).

Outro estudo do nosso grupo comprovou efeitos tolerogénicos da
mesma cepa L. lactis subsp. lactis NCDO2118 no modelo da doenca do
enxerto versus hospedeiro (do inglés graft-versus-host disease, GVHD). A cepa
foi administrada em camundongos doadores de medula éssea desencadeando o
aumento do percentual de células B reguladoras (Breg) CD19+ LAP+ e de células Treg
Foxp3+ nesses animais. O tratamento mostrou-se capaz de melhorar o percentual de
sobrevivéncia dos animais doentes apds o transplante e de reduzir o escore
inflamatorio da doencga, sendo assim considerada pelos autores uma boa adjuvante da
toleréncia imunolégica induzida a doenca. (MERCADANTE et al, 2016)

Um trabalho anterior comprovou a eficacia da cepa L. lactis subsp.
cremoris FC (NISHITANI et al, 2009), isolada de leite fermentado caucasiano
(ISHIDA et al, 2005) em modelo de colite experimental em camundongos. Sua
administracdo oral previamente a inducdo da doenca por DSS melhorou os
efeitos negativos da colite, como reducdo de citocinas pro-inflamatorias,
producdo de Oxido nitrico e prevencdo do encurtamento do célon. (NISHITANI
et al, 2009)

Portanto, € de suma importancia o estudo de potenciais cepas probidticas
para modulacdo de doencas inflamatérias. Nesse trabalho, optou-se por estudar
os efeitos de algumas cepas de L. lactis que ja possuem seu genoma
sequenciado: L. lactis subsp lactis NCD0O2118 (OLIVEIRA et al, 2014),

L. lactis subsp lactis 1L1403 (BOLOTIN et al, 2001) e L. lactis subsp cremoris
MG1363 (WEGMANN et al, 2007), por ainda ndo se conhecer muito bem os
efeitos dessas bactérias na mucosa intestinal.

A L. lactis subsp lactis IL1403 € uma cepa isolada de cultura de queijo,
nao possui plasmideo, codifica 2277 proteinas de diversas funcdes, porém,
possui 20,1% desses genes com funcdo ainda desconhecida (CAVANAGH et
al, 2015; BOLOTIN et al, 2001). Essa cepa € pertencente ao grupo biovariante
diacetylactis, que determina a caracteristica de possuir enzimas responsaveis
pelo catabolismo de citrato. Possui o gene gadb, que codifica a enzima
glutamato descarboxilase responsavel pela conversdo de glutamato em acido
gama-aminobutirico (GABA), envolvido também na resisténcia ao baixo pH
(CAVANAGH et al, 2015). Algumas reag¢fes do ciclo do acido citrico e enzimas

de gliconeogénese ndo existem na IL1403, mas as fun¢des necessarias para
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sua respiracdo aerdbica sdo codificadas em seus genes, como a fosforilagéo
oxidativa. Sdo bactérias produtoras de piruvato como produto intermediério da
fermentacdo lactica e possuem um gene que metaboliza arginina, sugerindo
um complexo de regulacdo. Possuem também genes que codificam enzimas
de degradacao de aminoacidos aromaticos, sulfurados e de cadeia ramificada,
além de genes de sintese de pelo menos 20 aminoé&cidos e de alguns cofatores
como acido félico, riboflavina, tioredoxina e menaquinona (BOLOTIN et al,2001).

A L. lactis subsp cremoris MG1363 é de origem lactea, ndo contém
plasmideo (CAVANAGH et al, 2015; WEGMANN et al, 2007), possui genes que
codificam 2436 proteinas, e € a cepa mais utilizada como carreadora de
proteinas heterdlogas para o intestino. Em comparacao, a L. lactis subsp lactis
IL1403, anteriormente descrita, e a L. lactis subsp cremoris MG1363 possuem
85% de identidade em seus genes codificadores de proteinas (WEGMANN et
al, 2007). Nao possui genes de viruléncia, ndo possui proteinase (caseinase),
mas utiliza oligopeptideos dessas proteinas do leite (produzidas por outras
bactérias) em seu metabolismo. L. lactis subsp cremoris MG1363 € um exemplo
atipico de sua subespécie, ja que recentemente descobriu-se a presenca de
uma via ativa de degradacdo de arginina em sua maquinaria, caracteristica até
entao restrita as subespécies lactis. (WEGMANN et al, 2007)

L. lactis subsp cremoris MG1363 tem maior plasticidade de crescer em
varias fontes de acuUcares, comparado a IL1403. Nao produz enzimas para o
metabolismo de citrato e, assim como a IL1403, ndo possui todas as enzimas
do ciclo do &cido citrico. Possui enzimas de producado de tiamina fosfato a partir
do piruvato, mas ndo a enzima que converte a tiamina fosfato em tiamina
(WEGMANN et al, 2007). Subespécies lactis sdo capazes de produzir GABA
(dcido gama-aminobutirico) enquanto cremoris ndo, devido a um gene inativo
gadb causado por uma mutacdo. Portanto, a cepa MG1363 ndo é capaz de
produzir GABA (CAVANAGH et al, 2015).

A MG1363 possui 0 gene fbpA, também presente no probioético
Lactobacillus acidophilus NCFM, que codifica proteinas ligadoras de
fibronectina, uma proteina dimerica da superficie celular. A presenca desse
gene pode conferir a tais bactérias a aderéncia a superficies celulares, como as

células intestinais, importante para a funcao probidtica (ALTERMANN et al,
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2004, WEGMANN et al, 2007).

Possui genes que participam da via de | NCDO2118 | MG1363 | 1L1403
sintese/degradacéo:

Producdo de GABA Sim N&o Sim
Producéo de acido folico Sim Nao Sim
Metabolizacao de arginina Sim Sim Sim
Producao de riboflavina Sim N&ao Sim
Producao de tioredoxina Sim N&ao Sim
Producdo de menaquinona Sim N&ao Sim
Producéo de cobalamina Sim N&o Sim
Producao de tiamina Sim Sim Sim
Possui gene fbpa, que confere aderéncia - Sim -
a superficie epitelial

Biosintese de aminoacidos essenciais - Sim Sim

Tabela 1: Funcdes encontradas no sequenciamento génico de cada cepa
de L. lactis (BOLOTIN et al, 2001; WEGMANN et al, 2007; OLIVEIRA et al,
2014).

A L. lactis subsp lactis NCDO2118 é a cepa que teve seu
sequenciamento génico descrito mais recentemente (OLIVEIRA et al, 2014). Ela
nao é fermentadora de produtos lacteos por ter sido isolada de ervilhas
congeladas, possui 2386 genes codificadores de 25 roteinas e tem
caracteristicas de potencial probidtico (CAVANAGH et al, 2015; OLIVEIRA et
al, 2014). Assim como 1L1403, sabe-se que a NCDO2118 também é uma
bactéria produtora de GABA, neurotransmissor que age modulando o sistema
nervoso central, contribuindo para relaxamento do musculo esquelético e tem
atividade hipotensora. Também age modulando o sistema imune, portanto,
bactérias produtoras de GABA geralmente apresentam propriedades probioticas
(OLIVEIRA et al, 2014).

E sugerido também que as L. lactis tenham um mecanismo de
transferéncia de genes da sua maquinaria para bactérias entéricas, o que pode

ser importante para individuos que ingerem estas cepas através do consumo
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de queijos fermentados (BOLOTIN, et al 2001; WEGMANN et al, 2007). Além
disso, o TGl de mamiferos apresenta um ambiente favoravel para a
transferéncia de material genético entre Lactococcus e outras bactérias da
microbiota intestinal residente, como enterobactérias gram-negativas
(CAVANAGH et al, 2015; BOLOTIN et al, 2004). Um estudo comprovou a
existencia de transferéncia do gene ycdB, que codifica uma proteina de funcéo
desconhecida, da L. lactis 1L1403 para bactérias entéricas, por conjugacao
(BOLOTIN et al, 2004).

Sendo assim, a L. lactis pode apresentar efeitos anti-inflamatérios ainda
desconhecidos que possam ser utilizados como ferramentas terapéuticas na

modulacdo de respostas inflamatérias presentes em algumas doencas.
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2. JUSTIFICATIVA

Ha muitos anos nossa equipe trabalha com a bactéria Lactococcus lactis
e tem descoberto efeitos anti-inflamatérios de algumas cepas dessa bactéria,
principalmente aquelas cepas geneticamente modificadas, em alguns modelos
experimentais de doencas inflamatorias como artrite reumatdide, colite
ulcerativa, mucosite e esclerose multipla. Nesse contexto, visando investigar
efeitos das cepas selvagens, fomos um dos primeiros grupos a descobrir
funcdes anti-inflamatérias da L. lactis subsp. lactis NCDO2118 na fase de
remisséo da colite induzida por DSS (LUERCE et al, 2014).

No entanto, ndo é conhecido se os efeitos das L. lactis selvagens diferem
entre subespécies ou até mesmo entre cepas diferentes da mesma subespécie.
Diante disso, decidimos estudar os efeitos de trés diferentes cepas de L. lactis

em modelo de colite experimental induzida por DSS.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos imunomoduladores das cepas Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363, Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118 e Lactococcus
lactis subsp. lactis I1L1403 na colite experimental induzida por DSS.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar os efeitos moduladores de trés cepas de Lactococcus lactis no
desenvolvimento da colite ulcerativa induzida por DSS em camundongos
C57BL/6;

e Verificar a acdo da L. lactis na melhora dos sinais clinicos, morfolégicos
e celulares da colite, além de seus efeitos na melhora da permeabilidade
intestinal;

e Avaliar a producdo de IgA secretéria presente no intestino delgado de
camundongos com colite ulcerativa e/ou tratados com L. lactis;

e Comparar a frequéncia de linfocitos T reguladores e células dendriticas
no baco, linfonodos mesentéricos e cecais entre camundongos tratados
com DSS e/ou com L. lactis.

e Analisar a concentracdo de citocinas IL-1B8, TGF-B, TNF-a, IL-10 e IL-6
em sobrenadante do extrato de colon de camundongos doentes e/ou

tratados com L. lactis;
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4. METODOS

4.1 ANIMAIS

Camundongos da linhagem C57BL/6 (MELGAR et al, 2005), com 9 a 11
semanas de idade, foram obtidos do CEBIO ou da colénia de camundongos
C57BL/6 expressando green fluorescent protein GFP) no locus foxp3 (Foxp3
9/ef) gentilmente cedidos pelo Dr. Howard Weiner (Harvard Medical School,
Boston, EUA) mantidos em nosso biotério.

Durante o0s experimento, o0os camundongos foram mantidos em
microisoladores ventilados no Biotério do Laboratério de Imunobiologia do ICB-
UFMG, alimentados com racdo padrdo para camundongos, agua ad libitum e
ciclo de luz de 12 horas. Os procedimentos experimentais utilizados neste
trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da UFMG- CEUA # 114/2010.

4.2 LACTOCOCCUS LACTIS

As cepas de bactérias utilizadas foram: Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363 e Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO2118 e Lactococcus
lactis subsp. lactis 1L1403 selvagens, estocadas em densitometria O6tica
(DO600) de aproximadamente 2,5 e glicerol na propor¢cdo de 3:1. Tais cepas
foram cultivadas em meio M17 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e
glicose 0,5% por 24 horas em temperatura de 30°C. Para gavagem, as doses
foram estocadas em falcons de 15ml com glicerol. Os falcons foram diariamente
centrifugados a 2000rpm por 10 minutos a 4°C, e os pellets ressuspendidos em

salina 1x.
4.3 INDU(;AO DA COLITE INDUZIDA POR DSS

A inducdo da colite ulcerativa aguda foi realizada por meio da

administracao de solucdo de Sulfato de Sodio Dextrano (DSS) a 2% diluido em
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agua filtrada, ofertada na mamadeira, como Unica fonte liquida durante sete
dias (MELGAR et al, 2007; OKAYASU et al, 1990).

As garrafas contendo solucdo de DSS eram renovadas e o consumo dos
animais foi mensurado diariamente durante o periodo de inducdo da colite. O
DSS usado foi da marca MP Biomedicals, lote Q4299, com peso molecular
entre 36-50 kDa.

Os camundongos receberam doses de gavagem de 1x10° UFC (Unidades
Formadoras de Coldnia) de bactérias diluidas em 100ul de salina 1x, durante
sete dias concomitantemente a administracdo de DSS.

A ANVISA (2008) determina que a quantidade diaria minima viavel para
consumo de probiéticos deve estar na faixa de 10® a 10° UFC (ANVISA, 2008).
Por essa razdo, visando observar efeitos anti-inflamatorios destas bactérias,
optou-se por utilizar a concentracdo de 10° UFC/camundongo.

Ao final de sete dias de tratamento, os camundongos foram sacrificados

como mostrado na Figura 1.

Y 2 A A A /A VA
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l ll \l« 1« .L ,l, l Sacrificio

l2gav.  2%gav. 32 gav 42 gav. 52 gav. 62 gav. 72 gav.
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lactis

Figura 1. Protocolo experimental do tratamento com L. lactis durante o
desenvolvimento do modelo de colite induzida por DSS. Camundongos
C57BL/6 receberam solugédo de DSS na concentracdo de 2% continuamente
durante todo o experimento. Uma gavagem diaria de 1X10°UFC de
Lactococcus lactis foi administrada a cada animal, durante 7 dias. No oitavo
dia, os animais foram sacrificados.
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4.4 AVALIACAO DO PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Durante o periodo experimental, os camundongos foram pesados
diariamente sempre no mesmo horario, em balanca de precisdo 0,25-2000g.
Foi calculado o percentual de variacdo de peso, o qual também foi utilizado

para obtencédo do escore macroscopico da doenca.

4.5 OBTENCAO DE SANGUE PARA ANALISE DA PERMEABILIDADE
INTESTINAL

Os animais foram anestesiados utilizando 100pul de solucéo de Cloridrato
de Ketamina (1,7 mg/Kg) e Xilazina (0,33mg/Kg). Em seguida, o sangue foi
coletado através de uma incisdo na veia axilar e coletado em tubos de
poliestireno. O sangue foi usado para mensurar a radioatividade utilizando

contador-gama.

4.6 TESTE DE PERMEABILIDADE INTESTINAL

A analise da permeabilidade intestinal foi realizada no sétimo dia de
tratamento com DSS. Os animais receberam por gavagem 100ul de solugao
contendo 18,5 Megabecquerel (MBqg) de &cido dietilenotriaminopentacético
(DTPA) marcado com o radioisétopo tecnécio (**"Tc-DTPA). O *™Tc- DTPA
trata-se de um complexo inerte e hidrossolivel com peso molecular
aproximadamente de 500 daltons apresentando caracteristicas ideais para
avaliacédo da permeabilidade intestinal (PI) (DINIZ et al., 2005).

Quatro horas apés a gavagem, o sangue foi coletado da veia axilar em
tubos de poliestireno para contagem da radioatividade em aparelho contador
de radiacdo gama (Perkinelmer Wallac,1480 Wizard 3) e determinacdo da PI.
Esse aparelno mede a quantidade de is6topos radioativos com emissao de
raios gama (GENEROSO et al., 2015; MAIOLI et al., 2014).

Os resultados obtidos foram comparados com o padrdo da dose. O
padrdo da dose, que corresponde a uma aliquota de igual volume de 99mTc-

DTPA oferecido aos animais, foi utilizado para correcdo do decaimento
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radioativo do 99mTc e teve a radioatividade determinada no mesmo tempo dos
demais tubos (ANDRADE, 2013; ANDRADE et al., 2015).
O percentual da dose foi calculado de acordo com o peso do sangue

(%dose por g de sangue) a partir da seguinte férmula:

% dose de **™Tc-DTPA no sangue = [(cpm do sangue X 100) / cpm da
dose (Padrao) administrada]

Onde: cpm= contagem por minuto

4.7 COLETA DO CONTEUDO DO INTESTINO DELGADO

No dia do sacrificio, o intestino delgado foi retirado.

Apos a extracdo do intestino delgado, foi feita perfusdo de 10 ml de
solucdo de PBS 1x através da insercao de seringa de 10 ml e agulha de
25x08mm na extremidade proximal do intestino. O lavado foi coletado com
auxilio de pipetas Pasteur e transferido para tubos falcons de 15 mL.

O conteudo intestinal foi centrifugado a 2000 RPM durante 20 minutos a
4°C, o sobrenadante foi coletado e utilizado posteriormente para a dosagem de

IgA secretdria (SIgA).

4.8 AVALIACAO HISTOLOGICA DA MUCOSA DO COLON

No dia do sacrificio o colon foi retirado. A porcédo distal do colon foi
separada para histologia, fixada com formaldeido a 10%, e corada com HE
(Hematoxilina-Eosina) ou com PAS (Periodic Acid-Schiff) para posterior analise
histoldgica da mucosa.

Para a obtencdo do escore histologico da doenca, o0s seguintes
parametros foram avaliados: destruicdo da arquitetura da mucosa, grau do
infiltrado celular, espessamento da camada muscular. (Adaptado de
MCCAFFERTY et al, 2000) A pontuacéo foi estabelecida conforme os valores
apresentados na Tabela 2.

Para analise da producdo de muco, foi calculada a area escura das
imagens binarizadas. O namero de células caliciformes e a producdo de muco

foram contabilizados utilizando o programa Image J.
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Escore | Destruigéo da Grau do Expessura da camada
arquitetura da infiltrado muscular
mucosa celular

0 Normal Nenhum Normal

1 Médio Médio Médio

2 Moderado Moderado Moderada

3 Dano Infiltracéo Espessamento excessivo
Excessivo transmural

Tabela 2: Pontuacdes relativas ao escore histolégico da colite (Adaptado de
MCCAFFERTY et al, 2000).

4.9 COMPRIMENTO DO COLON

A medicdo do comprimento do célon foi feita com o auxilio de uma régua
comum de 15 cm marcando-se do ceco até a porcao final do reto. Os valores

obtidos foram utilizados para calcular a média do grupo.

4.10 ESCORE MACROSCOPICO DA COLITE

Os parametros macroscopicos para avaliagdo da gravidade da colite
induzida por DSS foram listados na Tabela 3. O indice macroscépico
representa a soma de cada parametro ranqueado (% de perda de peso,

diarréia e sangramento). O indice maximo € igual a 12 (Kang et al., 2006).

Escore % perdade peso Diarréia Sangramento

0 nenhuma nenhuma  Ausente
1 lab

2 5a10 moderada  Oculto
3 11a15

4 >15 grave Visivel

Tabela 3: Pontuacdes relativas ao escore macroscopico da colite.
(COOPER et al, 1993)
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4.11 PREPARO DE EXTRATOS DE TECIDOS

Amostras do colon proximal foram pesadas e adicionados 1000ul de
solugéo tampéao contendo 0,05% de Tween-20, 0,1 mM de PMSF, 0,1 mM de
cloreto benzotonio, 10 mM de EDTA e 4ul de aprotinina A para cada 100 mg de
tecido. As amostras foram maceradas com um homogeneizador elétrico e
centrifugadas a 15000rpm (rotagbes por minuto) durante 10 minutos. As
amostras foram mantidas a -20°C para posterior dosagem de citocinas por
ELISA.

4.12 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA MEDIDA DE SIgA

A avaliacdo da SIgA presente no conteudo intestinal dos camundongos
foi realizada através do método ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent
Assay). Microplacas de poliestireno de 96 pocos (Sarstedt) foram incubadas
overnight a 4°C com 100ul de uma solucdo contendo anticorpo anti Ig
(Southern Biotechnology) na concentracdo de 1:10000 em tampéo carbonato
(pH=9,6). No dia seguinte, as microplacas foram lavadas cinco vezes com
salina-Tween (salina contendo 0,05% Tween-20 — SIGMA Chemical Co) e em
seguida bloqueadas com 200ul de PBS-caseina (0,25% caseina diluida em
PBS) e incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, as
placas foram lavadas novamente duas vezes em salina-Tween. As amostras
foram adicionadas e a placa foi incubada em diluicdo seriada de 1:100 a
1:12800 em PBS-caseina durante uma hora a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas por cinco vezes com solugdo salina-0,05%Tween. Foi
adicionada solugédo contendo anticorpo goat anti-mouse IgA biotinilado
(Southern Biotechnology) na proporcdo de 1:10000 em PBS-0,25% caseina e a
placa foi incubada por 1 h a 37°C. Apos lavadas seis vezes com salina- Tween,
as placas foram incubadas novamente com estreptavidina-peroxidase
(Southern Biotechnology) na concentracdo de 1:10000 em PBS-0,25% caseina,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas
seis vezes com salina-Tween. A reacdo enzimatica foi entdo revelada

incubando-se as placas, no escuro, com 100ul de uma solugcéo contendo 0,2
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pl/ml de peroxido de hidrogénio (H.O,) e 4 mg/ml de ortofenileno-diamino
(OPD) em tampéo citrato (pH 5,0) até o desenvolvimento de uma coloracdo
amarelo-escuro. Apds essa etapa, as reacdes foram interrompidas pela adi¢do
de 20 pl/poco de uma solucéo de acido sulfarico 2N (H2S0O4). A absorbancia (A
= 490 nm) de cada poco foi obtida pela leitura em leitor de ELISA automatico
(Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

4.13 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA MEDIDA DE
CITOCINAS

As placas (Nunc) foram incubadas overnight a 4°C com solugéo
(50ul/poco) contendo anticorpo de captura da citocina especifica desejada (Kit
R&D system IL-10: 8,33ul/ml, Kit Preprotech TNF-a:10ul/ml, Kit R&D system
TGF-B: 8,33ul/ml, Kit R&D system IL-1B: 8,33ul/ml) ou anticorpo purificado (BD
Pharmingen IL-6: 8ul/ml). As citocinas de kit foram diluidas em PBS1x e as
outras em tampéao carbonato (pH=9,6). O bloqueio das citocinas de kit foi feito
com uma solucdo de BSA 1% diluida em PBS 1x por uma hora a temperatura
ambiente (200 pl/pogo). Para bloqueio da IL-6, foi utilizada a solugdo de PBS-
caseina. Posteriormente, as placas foram lavadas com solucdo salina-
0,05%Tween por trés vezes. O sobrenadante de extrato de tecido do célon dos
animais (50 pL) foi incubado novamente overnight a 4°C. Para ativagao do TGF-
B, em 50ul de amostra colocou-se 10ul de solu¢do de HCI 1N. Ap6s 10 minutos
em temperatura ambiente, as amostras foram neutralizadas com solu¢gado NaOH
1,2N. Apos ativacdo, as amostras foram plaqueadas e as placas incubadas
overnight a 4°C.

No terceiro dia, as placas foram lavadas por seis vezes com solucao
salina-0,05%Tween e incubadas com solugdo contendo anticorpo de captura
(IL-10: 16,66ul/ml, TNF-a:10ul/ml, TGF-B: 16,66ul/ml, IL-1B: 16,66ul/ml) em
BSA1% em PBS1x, ou biotinilado (BD Pharmingen IL-6: 4ul/ml) em PBS-
caseina, por 2 horas. As placas foram lavadas por seis vezes com solucéo
salina-0,05%Tween e incubadas com estreptavidina-peroxidase (Sigma),
50pL/pogo na concentragdo de 1:15000, por 1 hora. A reacdo enzimatica foi

entdo revelada incubando-se as placas, no escuro, com uma solucao contendo
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0,2 y/ml de H,O, e 4 mg/mL de OPD em tampdo citrato (pH 5,0) até o
desenvolvimento de uma coloracdo amarelo-escuro. Apds essa etapa, as
reacdes foram interrompidas pela adicdo de 20 pl/poco de uma solucdo de
H,SO,4 2N. A absorbéancia (A= 490 nm) de cada poco foi obtida pela leitura em
leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

4.14 PREPARO DE SUSPENSOES DE CELULAS

Para obtencdo das células, os 6rgados foram colocados diretamente em
tudos falcons de 15ml contendo meio RPMI 1640 completo estéril. Utilizou-se
meio RPMI 1640 (GIBCO BRL) acrescido de 10% de soro fetal bovino, 2 mM
de L-glutamina, 20 pg/mL de sulfato de gentamicina, 25 mM de HEPES (Sigma,
St. Louis, Missouri) e 50mM de mercaptoetanol (Amersham Pharmacia
Biotech), pH 7,2.

Os oOrgaos foram macerados com o auxilio de um macerador de vidro
estéril para o baco e duas laminas de vidro de superficie aspera para o0s
linfonodos. As células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos sob
refrigeracéo a 4°C e o sobrenadante foi descartado.

As hemacias do baco foram lisadas acrescentando-se 9ml de agua
destilada estéril seguida de 1 ml de PBS concentrado 10X (diluicdo 1:10). Apos
a lise, a capsula do baco foi retirada e descartada com o auxilio de uma pipeta
de vidro estéril. As células do baco foram novamente centrifugadas a 1200 rpm
por 10 minutos sob refrigeracéo a 4°C e o sobrenadante foi descartado.

As células de baco e linfonodos foram ressuspendidas em 1 ml e 500ul
de meio RPMI 1640 completo, respectivamente. Aliquotas dessa suspensao
foram diluidas em solucdo de azul de tripan a 4% em PBS1x filtrada, para
contagem do numero de células viaveis em camara de Neubauer no

microscopio optico.

4.15 CITOMETRIA DE FLUXO

Em tubos de poliestireno para leitura de Facs (Fluorescence Activated
Cell Sorter), foram colocados 1x10° células obtidas da suspensdo celular e

200ul de PBS-Wash para lavagem das células. Os tubos foram centrifugados a
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1200rpm, durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 10 ul de anticorpos (na diluicdo padronizada), para marcacao de
moléculas superficie, conjugados com fluorocromos que se ligam as moléculas
de interesse expressas nas células de camundongos (Tabela 3). As amostras
foram vortexadas, encubadas a 4°C durante 30 minutos e decorrido esse
tempo foram entdo acrescentados 200ul de PBS-wash em cada tubo para
lavagem das células, que foram centrifugadas a 4°C durante 10 minutos a
1200rpm. O sobrenadante foi descartado, as amostras foram homogenizadas.

Para marcacao intracelular de Foxp3, as amostras foram incubadas por
30 minutos com 100ul da solugdo de fixagao/permeabilizagéo (eBioscience) na
concentragdo de 1:3 (concentrado:diluente). As amostras foram lavadas duas
vezes com o tampao de permeabilizacdo (eBioscience) diluido 10x em agua
destilada. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 10ul de anticorpo (ha
diluicdo padronizada) conjugado com o fluorocromo APC (Alloficocianina). As
amostras foram incubadas por mais 30 minutos a 4°C e lavadas duas vezes com
o tampéao de permeabilizacao (eBioscience).

O sobrenadante foi descartado, as amostras foram vortexadas,
incubadas por 30 minutos com 200ul de paraformaldeido 1% e lavadas uma
vez com PBS-wash. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente, o pellet
foi ressuspendido em PBS-wash e as suspensfes foram armazenadas a 4°C
protegidas de luz até aquisicdo dos dados no equipamento BD FACScantoll.

Foram feitos controles individuais (singles) contendo apenas um
anticorpo marcado em cada tubo para a realizacdo da compensacdo no
aparelho.

Para melhor determinacdo da regido (gate) ideal foram feitos controles
do tipo fluorescéncia menos um (FMO- Fluorescence minus one) em que todos
0s anticorpos do pool estdo presentes menos aquele de interesse para a
marcacdo em questdo (HERZENBERG, TUNG et al., 2006). A estratégia de
gating e os controles FMO estdo demonstrados na Figura 2. A aquisicdo dos
dados foi realizada utilizando um BD FACScantoll de 9 cores. A porcentagem de
células positivas e a média de intensidade de fluorescéncia foram analisadas

com o auxilio do programa FlowJo versao 10.0 (TreeStar).
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Marcador Fluorocromo Fabricante
CD4 FITC BD Biosciences
(fluorescein isothiocyanate), | Pharmingen ®
LAP PE (Phycoerythrin) BioLegend®
FOXP3 APC (Allophycocyanin) eBioscience®
CD11b PercpCy 5.5 (CyChrome) BD Biosciences®
CD11c Alexa flaor 647 BioLegend®
CD103 BV421 (Brilliant Violet) BD Biosciences®
CD4 APC (Allophycocyanin) eBioscience®

Tabela 4: Relacdo dos anticorpos utilizados na citometria de fluxo, seus
marcadores e seus fabricantes.

CD103+ CD11b- CD1lc+ \

SSC-A

2K FMO CD103

200K 7]

150K 7]

SSC-A

100K 7]

SSC-A

Regidode Granuldcitos

SSC-A

250K 7]

200K 7]

150K 7]

250K 7]

FMO CD11b

SSC-A

250K 7]

200K 7]

150K 7]

100K 7]

50K 7]

250K FMO CD11c
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https://en.wikipedia.org/wiki/Phycoerythrin
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Figura 2: Estratégia de gating para os experimentos de citometria defluxo.
Células de baco e de linfonodos mesentéricos e cecais foram coletadas e
submetidas a andlise de citometria de fluxo. A regido de granuldcitos e linfocitos
foram estabelecidas com base no tamanho relativo (forward light scatter) e
complexidade citoplasmatica (side angle scatter). A definicdo das regides (gate)
de interesse foi baseada em controles de fluorescéncia menos um (do inglés
fluorescence minus one — FMO) onde as células sdo marcadas com todos o0s
anticorpos menos aquele de interesse para o gating.
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4.16 ANALISE ESTATISTICA

As medidas realizadas foram comparadas, estatisticamente, através da
analise de variancia (ANOVA), utilizando o teste de Tukey para calcular a
significancia entre os grupos. O valor P considerado com diferenca significativafoi
> 0,05.
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5. RESULTADOS

O modelo de colite induzida por DSS tem mostrado correlagdes com a
doenca inflamatoria intestinal em humanos e € considerado adequado para
investigar algumas caracteristicas da sua patogénese jA que causa a ruptura
da barreira epitelial e da homeostase intestinal. Terapias com bactérias
probidticas estdo sendo usadas para tratar a colite e reverter seus sintomas
deletérios na mucosa intestinal, portanto resolvemos verificar o papel anti-

inflamatorio de trés cepas de L. lactis na colite induzida por DSS.

5.10 tratamento com L. lactis preveniu a perda de peso corporal

em animais doentes

Um dos parametros clinicos alterados durante a colite ulcerativa € o
peso corporal (MELGAR et al, 2007). A inducdo da doenca levou a queda de
cerca de 10-15% de peso corporal apds 7 dias de ingestdo exclusiva de DSS.
Camundongos tratados com L. lactis apresentaram menor perda de peso no
sétimo dia (5-10%) quando comparados ao grupo DSS (Figura 3). Porém, no
sexto dia, a perda de peso do grupo DSS + 1L1403 foi igual ao grupo DSS e se
manteve com gqueda menos brusca no sétimo dia. O grupo que nao sofreu a

inducao da colite (Naive) ndo perdeu peso.

Peso
2o
)
=)
o 04
o
['F] .
o -0- Mave
ﬁ 2 = DSS
-E = D55+ NCDO2118
g - D55+ MGS1363
4 -+ D55+ L1403

Dias
Figura 3: Variagdo do peso corporal dos camundongos tratados com DSS

e/ou L. lactis por via oral. Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao
modelo de colite ulcerativa induzida por DSS durante 7 dias e tratados
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concomitantemente com as cepas L. lactis subsp. lactis NCDO2118, L. lactis
subsp. cremoris MG1363 e L. lactis subsp. lactis IL1403. O peso dos animais
foi aferido diariamente. O grupo naive consistiu de animais ndo manipulados que
nao receberam nenhum tratamento, também pesados. A variacdo do peso diario
foi obtida a partir da subtracdo com o peso do primeiro dia, expresso em
gramas. Para analise estatistica, os grupos foram comparados entre si em
cada tempo experimental. n= 5. Realizou-se o teste two way ANOVA e a
diferenca estatistica foi representada por letras e apontada com valor p <0,05.
Valores representam média + dp (desvio padrao).

5.20 tratamento com as trés cepas de L. lactis aliviou os sinais
clinicos da doenca

O escore inflamatério macroscépico € o conjunto dos sinais mais
importantes e caracteristicos da colite ulcerativa experimental, e leva em
consideracdo: a intensidade do sangramento presente nas fezes/reto, o grau
de diarréia e o nivel de perda de peso corporal (MCCAFFERTY et al, 2000).
Como se esperava, 0 grupo naive (ndo manipulado) apresentou escore igual a
zero. O grupo doente (DSS) apresentou 0 maior escore, enquanto 0s animais
tratados com as L. lactis apresentaram um escore intermediario em relacdo aos
grupos controles (Naive e DSS) (Figura 4b). O grupo naive ndo apresentou
escore inflamatoério, jA& que ndo possui a doenca. Ao se comparar 0S
parametros do escore, separadamente, o tratamento com as trés cepas de L.

lactis teve efeito preventivo sob os trés parametros, por reduzir sua pontuacao

(Figura 4a).
3 b o
8§ 12 812, b
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Figura 4: Escore inflamatério macroscépico da doenca. Apos 7 dias de
ingestdo ad libitum de DSS 2% acompanhada da administracdo oral diaria de
L. lactis, camundongos C57/BL6 foram sacrificados e submetidos a
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classificacdo sintomatologica da doenca. a. O grafico em barras é dividido em
cores que representam cada parametro do escore. O sangramento (cinza claro) e
a diarréia (cinza escuro) foram avaliados apos a retirada do coélon no dia do
sacrificio. O percentual da perda de peso (preto) foi obtido comparando-se os
valores do peso do primeiro e do ultimo dia. Foi dado um escore de 0 a 4 para
cada parametro analisado. b. O escore total foi obtido a partir da soma dos trés
parametros. O gréafico representa valores de média + desvio padrdo (n=5). Foi
realizado o teste ANOVA e as letras diferentes representam diferencas
significativas (p<0.05).

5.3L. lactis ndo preveniu o encurtamento do c6lon em animais

doentes

O encurtamento do cdllon é uma caracteristica marcante da colite
(LUERCE et al, 2014). Animais tratados com L. lactis NCDO2118 e MG1363
apresentaram menor encurtamento do coélon se comparados com 0O grupo
doente (DSS), porém sem diferenca estatisticamente significativa. O grupo naive

apresentou comprimento do célon considerado saudavel para animais adultos.
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Figura 5: Comprimento do colon. Camundongos C57/BL6 foram submetidos a 7
dias de ingestdo ad libitum de DSS 2% acompanhada da administracéo oral diaria
de L. lactis. Ao final do sétimo dia, os camundongos foram sacrificados e o célon
foi retirado para analise. a. Ao lado esquerdo estdo as fotos representativas do
colon de um animal de cada grupo. b. Ao lado direito o grafico em barras expressa
as medidas do comprimento dos célons, em centimetros (cm), contendo média +
dp (n=10). Os valores foram obtidos a partir de medicdo com régua e
representados em centimetros no grafico. Realizou-se o teste ANOVA e a
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diferenca estatistica foi apontada com valor p
<0,05.

5.4 As trés cepas de L. lactis preveniram o aumento da

permeabilidade intestinal em camundongos tratados com DSS

O aumento da permeabilidade intestinal € uma das caracteristicas que
indica ruptura da barreira epitelial e, consequentemente, desequilibrio da
homeostase tecidual (DINIZ et al.,, 2005). Camundongos tratados com DSS
possuem aumento significativo da permeabilidade do intestino, porém notou-se
gue as bactérias preveniram o aumento da permeabilidade, quando
administradas durante o desenvolvimento da doenga, como mostrado na figura
6.

Permeabilidade intestinal

1.5-
o 3 Maive
= b 0SS
R 104 BE DSS+NCDO2118
<< B 0SS + MG 1363
E B DSs+ L1403
L 0.5
S a
* a

0.0-

Figura 6: Permeabilidade intestinal. Camundongos C57/BL6 foram
submetidos ao modelo de colite ulcerativa induzida por DSS durante 7 dias e
tratados concomitantemente com as cepas de L. lactis. Ao final do sétimo dia os
camundongos receberam uma solu¢do contendo **"Tc-DTPA por gavagem.
Apés 4 horas da administracdo de ¥MTc.DTPA, os camundongos foram
sacrificados e a permeabilidade intestinal foi mensurada no sangue através da
guantidade de radiacdo apresentada em cada amostra. Os dados foram
expressos em meédia = dp (n=5). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas através do teste ANOVA (P<0,05).
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5.5As trés cepas de L. lactis mantiveram niveis de SIgA no lavado

intestinal de camundongos com colite

O aumento da IgA secretéria € um mecanismo fisioldgico de regulacéo
do intestino contra qualquer invasao patogénica apés a lesdo da mucosa, ja
gue € uma imunoglobulina com ac¢do imunomoduladora e protetora ao TGl
(CRAIG & CEBRA, 1971).

A SIgA foi mensurada no lavado intestinal dos camundongos ap6s 7 dias
de administragéo oral de DSS e/ou L. lactis. O grupo de animais que ingeriu
somente DSS apresentou alta concentracdo de SIgA, enquanto camundongos
gue receberam L. lactis as mantiveram em niveis normais, iguais ao grupo Naive
(Figura 7a).

A administracdo exclusiva de L. lactis por gavagem, durante 7 dias, nao
modificou a concentracdo de SIgA no lavado intestinal em camundongos
saudaveis (Figura 7b).
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Figura 7: Concentracdo de SIgA no intestino delgado de camundongos.
Gréficos em barra representam a concentracdo de SIgA, em pg/ml, mensurada
por ELISA no lavado do intestino delgado de camundongos C57BL/6. a.
Camundongos C57/BL6 receberam administracdo diaria de L.. lactis por
gavagem e simultaneamente ingeriram DSS 2%, durante 7 dias. Os animais
foram sacrificados, o intestino delgado foi coletado e lavado para a analise da
SIgA. b. Os camundongos receberam admininstragédo exclusiva de L. lactis por
gavagem durante 7 dias. Os animais foram sacrificados, o intestino delgado foi
coletado e lavado para a analise da SIgA. O grupo Naive nao foi manipulado
durante todo o experimento. Valores representam meédia = dp (n=5).
Significancia estatistica medida por ANOVA com diferencas apontadas pelo
valor p<0,05.
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5.6Camundongos doentes tratados com L. lactis apresentaram
menor inflamacdo do célon e aumento no numero de células

caliciformes

A mucosa do colon distal é a regido mais acometida na colite ulcerativa.
Mudancas histoldgicas tipicas induzidas por DSS incluem aumento do infiltrado
celular, erosédo epitelial, ulceracdo, edema e deplecdo de células caliciformes
(CHASSAING et al, 2015).

A andlise das fotografias nos permitiu verificar que animais do grupo DSS
tiveram bastante edema principalmente na camada muscular, quase completa
perda da estrutura epitelial na mucosa, e criptas destruidas devido ao acumulo
de grande infiltrado celular tanto na submucosa quanto na mucosa. Essa analise
se comprova no grafico de escore histolégico, o qual os grupos menos
inflamados apresentaram menores valores. Os grupos tratados com as bactérias
apresentaram escore histolégico menor, quando comparados ao grupo DSS
sem tratamento, o que comprovou a atividade anti-inflamatéria das cepas.

Camundongos doentes tratados com as trés cepas apresentaram maior
integridade epitelial na mucosa, menos edema e menor infiltrado celular se
comparado ao grupo DSS sem tratamento. Observou-se grande aumento no
namero de células caliciformes nas criptas de camundongos tratados com as

trés cepas de L. lactis.
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Figura 8: Avaliacdo histologica da mucosa do célon. Camundongos
C57/BL6 foram submetidos ao modelo de colite ulcerativa induzida por DSS
durante 7 dias e tratados concomitantemente com as cepas de L. lactis. Ao
final do sétimo dia, os animais foram sacrificados e o célon foi retirado. Por¢cdes
de coélon distal foram coletadas para preparo das laminas de histologia. As
laminas foram coradas com H.E. e a morfologia da mucosa foi avaliada.
a,b,c,d,e. As fotos demonstram a regido representativa do célon de um animal
de cada grupo, com aumento de 10x no microscépio 6tico, obtendo-se a escala
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de 200um. Os aumentos demonstram regides de criptas integras e as setas
apontam a presenca de células caliciformes. f. O gréafico representa o nimero
de células caliciformes por area. Cada foto no aumento de 10x foi considerada
uma area. Para cada grupo obteve-se 15 fotos (n=15) e as células foram
contadas através do programa “Image J”. g. O escore histolégico foi obtido a
partir da avaliacdo qualitativa global da histologia. A analise do escore leva em
consideracdo a perda da arquitetura da mucosa, a espessura da camada
muscular (edema) e o grau de infiltrado celular. Foi dado um escore de 0 a 3
para cada parametro analisado. O escore total foi obtido a partir da soma dos
trés parametros. Valores representam a média + dp. A significancia estatistica
foi medida por ANOVA e apontada por letras diferentes com Valor p<0,05.

5.7Camundongos gue receberam L. lactis durante o

desenvolvimento da colite mantiveram a produc¢&o de muco

A administrac@o das trés cepas de L. lactis levou ao aumento no niumero
de células caliciformes, sendo assim, resolvemos analisar se o mecanismo
protetor gerado pelas L. lactis envolveu a produgdo de muco por essas células.
A andlise do muco produzido no cdlon foi realizada através da colora¢do dos
cortes histolégicos por P.A.S. A é&rea foi determinada atraves de analise
morfomeétrica.

Camundongos tratados com as trés cepas de L. lactis tiveram maior
presenca de muco no colon, em relacdo ao grupo DSS. O grafico em barras

confirmou que grupos tratados com L. lactis tiveram producdo de muco igual ao

grupo
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Figura 9: Avaliacdo histoldgica do muco produzido no célon. a,b,c,d,e.
Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao modelo de colite ulcerativa
induzida por DSS durante 7 dias e tratados concomitantemente com as cepas
de L. lactis. Ao final do sétimo dia, os animais foram sacrificados e o colon foi
retirado. Por¢cBes de colon distal foram coletadas para preparo das laminas de
histologia. O muco produzido pelas células caliciformes foi analisado através de
coloracdo por P.A.S. As fotos foram tiradas no aumento de 20x. f. O muco
produzido pelas células caliciformes foi quantificado e expresso como média *
dp no grafico em barras. Para cada grupo obteve-se 25 fotos (n=25) na escala
de 100um e a area onde o muco estava presente foi calculada através do
programa “Image J”. Realizou-se o teste ANOVA e a diferenca estatistica foi

apontada com valor p <0,05.

5.8L. lactis interferiram na frequéncia de células dendriticas

CD11c+ CD11b- CD103+ e nas Tregs CD4+LAP+

Sabe-se que células Treg sdo importantes para o controle de respostas

inflamatorias intestinais e que células dendriticas CD103+ sdo cruciais para

qgue ocorra a diferenciacdo de linfocitos T naive em Treg (COOMBES et al,

2007). Musaki e colaboradores (2016) demonstraram que na auséncia de
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células dendriticas CD103+ CD11b- ocorreu maior severidade da colite
induzida por DSS (MUZAKI et al, 2016). Portanto, tendo em vista essa
importante funcdo das Tregs e CDs tolerogénicas, buscou-se analisar o efeito
das trés cepas de L. lactis na producédo de algumas dessas células.

Observou-se que camundongos tratados exclusivamente com L. lactis
subsp. lactis NCDO2118 e L. lactis subsp. cremoris MG1363 apresentaram
maior percentual de células dendriticas CD11c+CD11b-CD103+ no linfonodo
cecal e no baco, respectivamente, ao passo que as duas bactérias
aumentaram essa populacdo de células no linfonodo mesentérico, em relagdo
ao grupo naive (Figura 10a).

A populacdo de células Treg CD4+Foxp3+ e CD4+LAP+ nao foram
alteradas apds o tratamento exclusivo com as trés cepas em nenhum dos
orgaos linfoides analisados (Figura 10b e 10c).

Os camundongos submetidos ao tratamento com DSS apresentaram
aumento das populacbes de células Treg e dendriticas apenas no linfonodo
cecal, se comparados com o grupo naive. Porém, em relacdo ao grupo DSS, os
animais administrados com L. lactis subsp. lactis NCDO2118 e L. lactis subsp.
cremoris MG1363 durante a inducdo da colite apresentaram menor populacéo
de Treg LAP+ e maior numero de células dendriticas no linfonodo cecal (Figura
11).

Entretanto, a cepa L. lactis subsp. lactis IL1403 nao alterou o percentual
de CDs e Tregs nos 6rgaos linféides tanto de animais saudaveis quanto
doentes.

As trés cepas ndo foram capazes de alterar o percentual de populacdes

CD4+Foxp3+ em relacao ao grupo controle DSS.
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Figura 10: Frequéncia de células ap6s administracdo exclusiva de L.
lactis. As cepas de L. lactis NCDO2HB (), MG13B () e IL14B8 ( ) foram
administradas durante 7 dias em camundongos C57/BL6, através de dose Unica
diaria de 1x10° UFC/animal. Ao final do experimento os camundongos foram
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sacrificados. A frequéncia de células T CD4+ LAP+ (a), T CD4+ Foxp3+

(b) e dendriticas CD11c+CD11b-CD103+ (c) foram analisadas nos linfonodos
cecal, mesentérico e baco. Para analise estatistica, realizou-se o teste ANOVA

e a diferenca estatistica foi representada por letras e apontada com valor p
<0,05. Valores representam média + dp (n=5).
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Figura 11: Frequéncia de células em camundongos submetidos a colite
experimental. Durante o desenvolvimento da colite, o DSS foi administrado, em
camundongos C57/BL6, simultaneamente com as cepas de L. lactis NCD02118,
MG1363 e 1L1403, ao longo de 7 dias. Ao final do experimento os camundongos
foram sacrificados. A frequéncia de células T CD4+ LAP+ (a), T CD4+ Foxp3+
(b) e dendriticas CD11c+CD11b-CD103+ (c) foram analisadas nos linfonodos
cecal, mesentérico e baco. Para analise estatistica, realizou-se o teste ANOVA
e a diferenca estatistica foi representada por letras e apontada com valor p
<0,05. Valores representam média + dp (n=5).

5.9As trés cepas de L. lactis modularam a producéo de citocinas

em camundongos doentes

A producéo de citocinas € importante para que a homeostase intestinal
seja mantida. Por isso é necessario avaliar o efeito anti-inflamatério das cepas
de L. lactis sob as citocinas produzidas na colite. Os camundongos que
receberam apenas DSS tiveram produgdo exacerbada das citocinas pro-
inflamatérias mensuradas (IL-6, TNF-a e IL-1B), porém niveis reduzidos de IL-
10, se comparados ao grupo naive.

Os camundongos tratados com L. lactis apresentaram niveis reduzidos
de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, TNF-alfa) e niveis aumentados de IL-10 no
colon. Apesar disso, as trés cepas de L. lactis ndo atuaram na reduc¢éo da IL-

1B, outra citocina pré-inflamatéria importante. A producdo de TGF-B nao foi
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alterada em nenhum dos grupos experimentais.
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Figura 12: Concentracdo das citocinas no colon. Camundongos C57/BL6
foram submetidos ao modelo de colite ulcerativa induzida por DSS durante 7
dias e tratados concomitantemente com as cepas de L. lactis. Ao final do sétimo
dia, os animais foram sacrificados e o colon proximal foi coletado para
processamento. O sobrenadante do extrato de tecido do colon proximal foi
usado para analise das citocinas. Os graficos expressos em barras
representam a concentragdo das citocinas IL-6 (a), TNF-alfa (b), IL-1B8 (c), IL-
10 (d) e TGF-B (e), em pg/ml, no extrato de tecido do cdlon. Foram usados
anticorpos e reagentes de kit, exceto para IL-6. Para analise estatistica,
realizou-se o teste ANOVA e a diferenca estatistica foi representada por letras
e apontada com valor p <0,05. Os valores foram expressos em média + dp
(n=5).
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6 DISCUSSAO

A colite induzida por DSS € um modelo caracterizado por alteracdes
clinicas que envolvem a perda de peso, diarreia, sangramento retal, alteracdes
histolégicas e celulares, aumento da permeabilidade intestinal, producdo de
linfocitos e de citocinas inflamatdrias, dentre outras. Esse modelo reproduz,
assim, alguns aspectos da colite ulcerativa (OKAYASU et al, 1990).

As L. lactis sdo boas candidatas como prevencdo ou tratamento da colite
ulcerativa, ja que existem indicios em publicacdes prévias de que elas
possuem efeitos anti-inflamatérios na mucosa intestinal (LUERCE et al, 2014).
Porém tais efeitos ainda ndo foram completamente elucidados nas cepas
selvagens. Por esse motivo, escolhemos estudar os efeitos da L. lactis na colite
induzida por DSS.

Um dos parametros clinicos relevantes na colite € a perda de peso, que
ocorre a partir do 3-4 dia de administracdo de DSS (CHASSAING et al, 2015).
Neste estudo, n6s observamos que no modelo apresentado aqui, as trés cepas
foram capazes de prevenir a perda de peso apos 7 dias de ingestdo de DSS.
Entretanto, animais tratados com L. lactis 1L1403 perderam peso mais
rapidamente do que aqueles tratados com outras cepas, uma vez que no dia 6
esse grupo teve reducdo de peso semelhante ao grupo DSS (Figura 3). E
importante salientar que no grupo controle doente (DSS), os camundongos
comecaram a perder peso a partir do terceiro dia de administragcdo de DSS,
enquanto que animais tratados com as bactérias tiveram reducdo de peso a
partir do quinto dia, em relacdo ao grupo naive. Deste modo, além de prevenir
a perda de peso no sétimo dia, o tratamento com as bactérias prorrogou a
gueda aguda do peso durante o desenvolvimento da doenca.

O tratamento com as bactérias também aumentou a sobrevivéncia ja
gue houve mortalidade de alguns camundongos do grupo DSS no sexto dia,
porém nos grupos que receberam as cepas juntamente com o DSS, todos
sobreviveram. Além disso, observamos prostracdo e sinais de fraqueza em
camundongos doentes, o que nao foi observado em grupos que receberam as

bactérias (dados ndo mostrados).
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No presente estudo, camundongos tratados com as bactérias
apresentaram sinais mais brandos da colite. Houve reducdo na perda de peso,
menor grau de diarréia e menor sangramento retal nesses animais (Figura 4).
Trabalhos anteriores publicados por nosso grupo relataram que a cepa L. lactis
NCDO02118 melhorou os sinais clinicos da colite percebidos a partir da reducéo
do escore inflamatério macroscépico da doenca (LUERCE et al, 2014), o que
corrobora os dados encontrados aqui. Portanto, notamos que as trés cepas de
L. lactis foram capazes de reduzir os trés parametros analisados no escore
inflamatério da colite e melhorar os sinais da doenca.

Apesar desses efeitos antiinflamatorios, ndo observamos mudancgas no
encurtamento do colon em grupos tratados com L. lactis (Figura 5). O
encurtamento do colon é uma consequéncia frequente causada pelo DSS
(CHASSAING et al, 2015) e nao foi prevenido pela administracdo das
bactérias.

O DSS é toxico e lesiona o epitélio tornando-o mais susceptivel a
penetracdo de antigenos externos. Sabendo disso, resolvemos analisar se as
L. lactis modificaram a permeabilidade intestinal de camundongos tratados com
DSS. A permeabilidade intestinal se encontrou elevada no grupo doente,
enquanto todos os grupos tratados com L. lactis permaneceram inalterados
com relacdo ao grupo naive, o que sugere um efeito potente de protecdo a
barreira mucosa. Nao foram observadas diferentes respostas entre as trés
cepas. Visto que o aumento da permeabilidade intestinal e consequente
translocacao bacteriana sao alguns dos principais efeitos deletérios causados
pelo DSS, é importante que as L. lactis atuem exatamente na reversdo desses
efeitos.

A maior exposi¢cdo da mucosa do célon aos microorganismos comensais
e externos também estdo relacionados com perda das proteinas das tight
junctions, causada pelo DSS (PORITZ et al, 2007). A permeabilidade intestinal
estd diretamente relacionada com a perda dessas proteinas. Portanto, a
melhora na permeabilidade intestinal, causada pelas L. lactis, pode estar
relacionada ao aumento na producdo de moléculals das tight junctions, nao
avaliadas aqui.

Resolvemos confirmar se a reducéao na permeabilidade intestinal envolveu
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aumento de SIgA, jA& que essa imunoglobulina est4d envolvida com a
integridade da barreira imune por limitar a penetracdo de bactérias comensais
e patogénicas (BRANDTZAEG, 1998). Em nosso trabalho, a administracdo de
L. lactis em condi¢des fisiolégicas ndo modificou a producdo de SIgA no
intestino delgado dos camundongos (Figura 7b). Porém, verificamos o aumento
da SIgA em camundongos doentes, e observamos que a administracdo de L.
lactis concomitante com DSS manteve os niveis de SIgA iguais ao grupo naive
(Figura 7a).

Varias bactérias probidticas induzem o aumento da SIgA (O’'SULLIVAN,
2001). Os mesmos efeitos ndo foram observados apdés a administracdo de L.
lactis. A nossa hipOtese para esse resultado € que a constante exposicdo a
antigenos através da mucosa intestinal lesionada pelo DSS pode ter levado ao
aumento da producéo de SIgA no grupo doente como um mecanismo reativo
protetor, acionado pelo processo inflamatorio. Porém, como a administracédo das
cepas de L. lactis mantiveram a barreira mucosa mais integra, resultado
confirmado pela andlise da permeabilidade intestinal, houve menor exposicao as
bactérias comensais, e, ndo houve alteracdo na producédo da SIgA. Concluimos
qgue a funcao anti-inflamatéria das cepas de L. lactis ndo envolveu aumento de
SIgA.

Decidimos, entdo, analisar a integridade da mucosa através do escore
histologico da doenca. Animais que receberam administracdo das bactérias
apresentaram arquitetura da mucosa mais integra com menor erosao epitelial,
reducdo do infiltrado inflamatério celular e menor edema, além de apresentarem
manutencdo no nimero de células caliciformes (Figura 8). E descrito, nesse
modelo experimental de colite, a alteracdo desses parametros histolégicos, ja
gue o DSS age rompendo a barreira da mucosa, contribuindo também para o
aumento da permeabilidade intestinal. Curiosamente, mesmo usando dois
métodos diferentes para avaliar os escores macroscopico e histolégico da
doenca, observamos efeito protetor semelhante das trés cepas de bactérias.

Tendo notado menor deplecdo de células caliciformes na mucosa,
resolvemos confirmar o efeito das cepas de L. lactis na producdo de muco que
constitui uma barreira protetora contra a agdo do DSS (Figura 9). A coloragdo

das laminas histolégicas com P.A.S. revelou reducdo na produ¢do de muco no
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célon de animais doentes. Animais tratados com L. lactis apresentaram niveis
de producdo de muco iguais aos do grupo naive, provavelmente devido a acéo
dessas bactérias na protecao a agressao fisica causada pelo DSS.

Portanto, nossos dados sugerem que um dos mecanismos pelos quais
as bactérias agem é via aumento no numero de células caliciformes e da
producdo de muco.

Em estudo relatado por Cobo e colaboradores (2017), foi demonstrado
gue a expressao e liberacdo de MUC 2 esta relacionada com o aumento na
producdo de peptideos antimicrobianos, como as catelicidinas, por células de
Paneth. Portanto, seria bastante proveitosa a investigacao de tais peptideos no
limem dos camundongos tratados com L. lactis, em modelos de doencas que
também afetem o intestino delgado. Sabemos também que a espécie L. lactis
produz nisina, um peptideo antimicrobiano, o que pode auxiliar no equilibrio da
homeostase intestinal se elas forem capazes de secreta-lo no intestino
(STILES,1997).

Um estudo feito com outra bactéria potencialmente probittica da familia
LAB, Lactobacillus paracasei LS2, administrada durante o desenvolvimento da
colite por DSS, protocolo semelhante ao desenvolvido aqui, demonstra os
mesmos efeitos tanto para o escore clinico, quanto para o escore histolégico da
doenca. Isso corrobora nossos dados e sugere um possivel efeito
antiinflamatério do tipo mediado por probiéticos promovido também pelas trés
cepas de L. lactis estudadas aqui (PARK et al, 2017).

O estudo ja citado de Luerce e colaboradores (2014), demonstrou que
células caco2 estimuladas in-vitro com L. lactis e IL-1B tiveram redugédo na
producéo de IL-8. Esse achado juntamente com os resultados expostos aqui nos
levam a suposicdo de que as L. lactis podem ser capazes de induzir a
imunorregulagéo por dois mecanismos: a) via agao direta no epitélio intestinal e
nas células caliciformes, levando a manutencdo da integridade da camada
epitelial da mucosa; b) via estimulacdo da expansdo de células imunes, como
as células dendriticas tolerogénicas ou as células T reguladoras. Sendo assim,
resolvemos analisar a frequéncia dessas células em camundongos tratados com
L. lactis (Figuras 10 e 11).

Musaki e colaboradores (2016) demonstraram que na auséncia da
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populacdo especifica de células dendriticas CD103+ CD11b-, ocorreu maior
severidade da colite induzida por DSS (MUZAKI et al, 2016). Portanto,
analisamos a frequéncia dessa populacdo em camundongos tratados ou néo
com DSS e L. lactis. Tanto os grupos saudaveis (Figura 10) quanto 0s grupos
doentes (Figura 11) que receberam administracdo das cepas L. lactis subsp.
lactis NCD0O2118 e L. lactis subsp. cremoris MG1363 apresentaram maior
percentual de células dendriticas tolerogénicas nos o6rgaos linféides. Isso
sugere que tal aumento pode ser uma acado da bactéria e ndo um mecanismo
fisioldgico imunorregulador causado pelo DSS.

E conhecido que, em camundongos normais, populacdes de células
dendriticas do perfil CD103+ da mucosa intestinal sdo capazes de induzir a
conversdo de células T naive em células T reguladoras no linfonodo
mesentérico, de maneira dependente de acido retindico e de TGF-B. Em estudo
in vitro, concluiu-se que células TCD4+ naives do baco de camundongos
DO11.10, cultivadas com células dendriticas CD103+ isoladas dos linfonodos
mesentéricos de camundongos sao capazes de se diferenciar em células T
reguladoras Foxp3+ (ANNACKER et al, 2005; COOMBES et al, 2007).

Diferentemente do esperado, ndo ocorreu aumento na populacdo de
células Treg CD4+Foxp3+ em animais saudaveis tratados com as trés cepas
de L. lactis. Houve aumento, no entanto, na frequéncia de células Treg CD4+
Foxp3+ e TCD4+ LAP+ no linfonodo cecal de camundongos tratados com DSS.
Portanto, nossos dados sugerem que esse aumento de Treg se deveu a
administracdo de DSS, mas ndo devido ao tratamento com as bactérias.

As cepas L. lactis subsp. lactis NCDO2118 e L. lactis subsp. cremoris
MG1363 apresentaram frequéncia reduzida de células Treg CD4+LAP+ no
linfonodo cecal, em relagdo ao grupo DSS, provavelmente porque, com a
inflamacé&o reduzida, ocorreu menor recrutamento ou proliferacdo de celular com
efeito regulador.

Nota-se que o efeito anti-inflamatério da cepa L. lactis subsp. lactis IL1403
nao ocorreu via aumento na frequéncia de células dendriticas ou de Tregs, ja
gue a frequéncia dessas células permaneceu inalterada em todos os animais
saudaveis ou doentes tratados com essa cepa.

Algumas cepas de L. lactis da subespécie lactis como a L. lactis
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NCDO2118 e a 1L1403 possuem genes que codificam enzimas da via de
producdo de &cido folico, porém ndo se sabe se essa vitamina pode ser
secretada por elas no intestino (BOLOTIN et al, 2001; OLIVEIRA ET AL, 2014).
Na literatura, é descrito que células Treg Foxp3+ possuem receptor de folato 4,
por necessitarem de acido félico como fator de sobrevivéncia (KUNISAWA et
al, 2012). Similarmente, bactérias entéricas possuem a caracteristica de
produzir acido folico, portanto, ndo se sabe se as L. lactis podem agir
modulando tal producao (IYER & TOMAR, 2009).

Apesar de em nosso modelo ndo ocorrer 0 aumento das células Treg, ja
foi demonstrado que, quando administradas em outros modelos experimentais
de colite induzida por DSS, as L. lactis estimulam o aumento na frequéncia de
células Treg CD4+ LAP+ no baco e linfonodo mesentérico de camundongos
doentes (LUERCE et al, 2014). Outro estudo relatou que, quando
administradas no modelo de doenca do enxerto versus hospedeiro (GVHD), as
L. lactis NCD0O2118 foram capazes de aumentar a frequéncia de células B
reguladoras CD19+ LAP+ nos esplendcitos de camundongos doadores
(MERCADANTE et al, 2016). Nao foram encontrados estudos relacionando
efeitos das L. lactis com a frequéncia de outras células reguladoras, como as
células Trl ou Th3. Portanto, mais estudos sao necessarios para a
comprovacdo dos efeitos dessas cepas de L. lactis na manutencao,
proliferacdo e recrutamento de varios tipos de células reguladoras na mucosa
intestinal.

Apesar de existirem evidéncias de que células Treg sdo importantes
para conter a inflamacdo do célon, nés observamos que o mecanismo pelo
qual as L. lactis estudadas aqui regulam a inflamacéo n&o envolveu aumento
na frequéncia de células Treg nos o6rgdos analisados, mas sim de células
dendriticas tolerogénicas.

As L. lactis produzem e secretam GABA (acido gama-aminobutirico), um
neurotransmissor que também possui fungdo de imunoregulacdo (JIN et al,
2013; LAROUTE et al, 2016; MAZZOLI et al, 2010). E conhecido que o sistema
nervoso esta intimamente ligado com o sitema imune através de suas células e
mediadores. GABA tem efeitos nas células imunes, como a ativacdo ou

supressdo de secrecdo de citocinas, modificacdo na proliferagcdo celular e
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migracao de células. Tais células imunes podem entrar em contato com GABA
guando elas mesmas liberam esse neurotransmissor, ou quando elas entram no
cérebro (JIN et al, 2013). Porém, uma nova proposta de contato com esse
neurotransmissor € a sua secrec¢do pelas L. lactis no intestino. Outro possivel
mecanismo de imunoregulacdo classico € a producdo de citocinas que
modifiguem a resposta inflamatoria. No nosso estudo, o tratamento oral com as
trés cepas de L.lactis reduziu os niveis de IL-6 e TNF-a aumentados pela
ingestao de DSS no colon dos animais. Similarmente ao encontrado, Nishitani et
al, (2009) identificaram reducédo da citocina TNF-a apés tratamento com as
cepas de bactérias L. lactis subsp. cremoris FC.

A ingestdo de L. lactis durante o desenvolvimento da colite ndo preveniu
o0 aumento da IL-18 no colon. Além de ativar fatores de transcricdo como NF-
kb, que induz aumento de expressao de mediadores pro-inflamatérios, a IL13
estd envolvida no processo de cicatrizacdo de feridas e reepitelizacdo
intestinal. Além disso, essa citocina também pode estar envolvida na producao
de peptideos antimicrobianos e de mucina, fatores importantes na protecédo da
barreira epitelial (FORKEL & MJOSBERG, 2016).

A IL-10 é provavelmente uma das principais citocinas que modulam
repostas imunes na mucosa intestinal. Camundongos deficientes em IL-10
desenvolvem espontaneamente inflamacao intestinal (KUHN et al, 1993;
MACCAFFERTY et al, 2000; GOMES-SANTOS et al, 2012). No presente estudo,
os niveis de IL-10 se encontraram reduzidos no colon de animais doentes, mas a
administracdo de DSS durante o desenvolvimento da colite impediu sua
reducdo. Portanto, a manutencdo da producédo local da citocina IL-10 pode ser
um dos efeitos anti-inflamatérios das trés cepas estudadas.

Ao investigar possiveis grupos celulares que estariam sendo estimulados
pelas L. lactis, contribuindo para a producao de altos niveis de IL-

10 no célon, os macrofagos com atividades anti-inflamatérias (MOSSER &
EDWARDS, 2008) e as células B-1 (AZIZ et al, 2015) seriam fortes candidatos.
Além dessas, outros tipos de células T reguladoras ja citadas aqui podem ter
influenciado nos niveis de IL-10, como as Trl. Porém, essas células ndo foram
analisadas no presente trabalho e sdo necessarios mais estudos para verificar

a influéncia das L. lactis na manutencgéo, proliferagdo e recrutamento de tais
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células.
N&o observamos alteragcdes na producdo de TGF-B em animais doentes
ou nos tratados com L. lactis.

7

Nenhum modelo experimental & capaz de reproduzir todas das
caracteristicas da IBD humana. Por isso, cada modelo de colite & util para
investigar um aspecto da doenca. Tendo em vista que o modelo de DSS é
otimo para estudar disturbios de permeabilidade intestinal e de producédo de
muco causados pela colite, € necessario investigar efeitos da L. lactis em
outras fases da doenca podendo ser usado como tratamento e/ou prevencgao
da colite. Além disso, € importante também investigar efeitos das L. lactis em
outras doencas, ja que outros modelos podem realcar atividades adicionais da
L. lactis ainda ndo observados.

As bactérias L. lactis se encontram na lista de probioticos da ANVISA.
Porém de acordo com os guidelines da FAO/WHO, elas ndo podem ser
incluidas na definicdo de probidticos, j& que ndo sdo capazes de colonizar o
TGI. No entanto, uma recente declaracdo de concenso publicada em 2014
ap6s um debate, organizado pela ISAPP (Associacdo Cientifica Internacional
para Probioticos e Prebidticos), entre pesquisadores especialistas ho campo de
probioticos da FAO e WHO, concluiu que podem entrar no escopo de
probidticos as bactérias que possuem efeitos anti-inflamatérios mesmo nao
sendo capazes de colonizar o intestino (HILL et al, 2014). Apesar disso,
estudos adicionais sdo ainda necessarios para que a L. lactis possa ser

estabelecida como probidtica.
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7 CONCLUSAO

E importante a presenca de um epitélio intacto para prevencdo da
inflamacéo intestinal ja que o DSS age rompendo a barreira de mucosa.
Portanto, o efeito protetor causado pelas L. lactis pode ser um grande avanco
na prevencgao/tratamento da colite por DSS. Em vérios aspectos da colite, tanto
macroscopicos quanto microscopicos, ndo foram identificadas diferencas entre
os efeitos das trés cepas de L. lactis. Portanto, sugerimos que o papel anti-
inflamatorio das L. lactis neste modelo experimental ndo é cepa-especifica,

mas as trés cepas estudadas possuem efeitos protetores na mucosa intestinal.
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