T )
} oy NS
% UNIVERSIDADE | %L'DE MINAS GER
| '

’ [ ‘ .
Ana Cla 5 Santos Pereira Andrade




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Ana Claudia dos Santos Pereira Andrade

A administracao diaria do probiético Lactobacillus paracasei
ST11 reduz a letalidade causada por Vaccinia virus em modelo

murino

Dissertacdo de mestrado apresentada
ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais como requisito para a
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas/Microbiologia

Orientador: Prof. Dr. Jénatas Santos Abrah&o
Co-orientadores: Prof. Dr. Flaviano dos Santos Martins
Dr. Danilo Bretas de Oliveira
Colaboradora: Prof. Dra. Jagueline Maria Siqueira Ferreira

Belo Horizonte, Setembro de 2015



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, por me guiar € me manter sempre no
caminho certo, rumo aos meus objetivos, sem perder as forcas e a esperanca,

por maiores que fossem os desafios;

Ao meu orientador, Dr. Jonatas Santos Abrahdo, pela orientacdo impecavel,
por ter me dado a oportunidade de desenvolver esse trabalho, por sempre
propor novos desafios e por acreditar no meu potencial. Aos professores,
Erna Kroon, Paulo Peregrino, Claudio Bonjardim e Giliane Trindade pelo

aprendizado.

A Dra Jaqueline Ferreira, por ter me mostrado a beleza da ciéncia durante a
iniciacdo cientifica. Devo muito do que aprendi a vocé. Aos Dr. Flaviano
Martins e Dr. Danilo Oliveira, obrigada pela orientacdo e por todos os

conselhos. Com certeza foram muito Uteis e os levarei para o resto da vida;

Aos colegas do GEPVIG, por todas as discussdes cientificas e por estarem
sempre dispostos a ajudar no fosse preciso. Com vocés, aprendi o que é
fazer parte de um grupo de pesquisa e enxerguei 0 quao incrivel é fazer

ciéncia;

A Dra. Daniele Souza pelos conselhos cientificos, pela prestatividade em
contribuir com este trabalho. A Dra. Camila Megale, pela ajuda nos

experimentos de histologia e por aceitar a enriquecer esse estudo;

Aos jovens distintos, Lud, Rafa, Ju, Mauricio, Rodrigo, Paulo, Grazi e Carol
por me fazer rir todos os dias e ter sempre vontade de voltar pro laboratorio. A
caminhada com vocés foi muito mais tranquila, principalmente durante as

disciplinas. Levarei vocés sempre no meu coracao.

Especialmente, quero agredecer a Grazi, Rafa, Mauricio e Ju que foram meus
anjos da guarda durante o mestrado, me ajudaram em todos 0os momentos

gue precisei, me motivaram e me ensinaram muito do que eu sei hoje;

As amigas Juliana, Mileide, Mariana e Jéssica que sempre estiveram
presentes, independente da distancia. Obrigado pela amizade sincera e
duradoura, pelos 6timos momentos que passamos juntos e que com certeza

ainda passaremos;



Ao meu companheiro da vida, Raffael Batista. Nao existem palavras para
descrever 0 quao grata sou por vocé estar ao meu lado. Vocé sempre estava
presente quando precisei e com vocé ao meu lado, tudo foi mais facil.
Obrigada por sempre acreditar em mim, por nunca deixar que eu desistisse

ou mesmo fraquejasse. Enfim, obrigada por tudo!;

A minha familia, pelo apoio incondicional e por todo o amor e carinho com que
me tratam. Em especial, agradeco aos meus avos, Francisco e Julieta, que
sempre me incentivaram e acreditaram que eu chegaria mais longe; a minha
madrinha Carmem, por todo o carinho e confianga que teve em mim. As
minhas irmds, Andréia e Amanda, por todos os O6timos momentos que
vivemos em casa e por me fazer querer sempre chegar mais longe, no intuito

de ser sempre um exemplo para VOCEs;

Finalmente, agradeco de corpo e alma aos meus pais! Se aqui estou,
escrevendo estas palavras e concluindo mais uma etapa da minha vida, é
gracas a vocés. A vocés, que sempre me incentivaram, mais do que
quaisquer outras pessoas no mundo, que nunca duvidaram da minha
capacidade e sempre tiveram fé nas minhas escolhas, muito obrigada! Jamais
teria chegado até aqui se ndo fosse por vocés. Muito obrigada, por tudo,
sempre. Vocés sao os meus orgulhos!

A banca avaliadora pela disponibilidade e por poder colaborar na fase final

desse trabalho.

As agéncias de fomento, CAPES, CNPq E FAPEMIG pelo auxilio financeiro

gue permitiu a execucdo desse projeto.

A todos vocés, meus sinceros agradecimentos!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...t 8
RESUMO . ... et e et e e e e e e e e e e e eenans 13
AB ST R A C T et ettt e e et e e e e e e e e e ra e aeee 15
T [ N 1 270 5 10T 07X @ ST 16
Capitulo I: Da variola a vaccinia bovina: O impacto dos poxvirus para a
RUMANTAAAE. ..o e 16
1.1, Familia POXVIFAAE.......ccccoiiiiiiiiiiiieicee e 16
1,00, TAXONOMUB i 16
1.2 GENEro OMhOPOXVIIUS ......uuviiieeeeeeeeeeiiiiie s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 17
1.2.1 Morfologia € gENOMA .......coieeiiieiiicce e 17
1.2.2 Ciclo de MUItIPIICAGAD ......eeeeeeeeeeeeicce e 20
1.3- A Historia natural do VACV ..........uuiiiiiiiiiiiiiieieeee e 23
1.3.1Vacinas anti-variola ..........ccooeuiiiiiiiiiieeeeeieeeee e 23
1.3.2 VaCCinia DOVING.........cuuiiiiiiiieie e 26
1.4 — Interac80 Virus-hoSpedeiro .............uuviiiiiiiiiiieecce e 28
1.4.1 — Patogénese e manifestacdes clinicas..........cccoeeveeeeiveieeiiiiiineeeennn, 28
1.4.2 RESPOSIA IMUNE ... 30
1.4.3 Estratégias de iMUNOEBVASAOD...........uueerrieeeaiiiiiiiiiieeeaaeeeeaiiniieeeeeens 35
1.5 Opcodes de tratamento contra 0S OPVS........ccoovvviiiiiiiiie e 36

Capitulo II: A complexa interacdo entre os microrganimos colonizadores
do trato gastrointestinal com os seus hospedeiros: como modular esse

SiStema a0 NOSSO FAVOI? oo 38
1. A microbiota gastrointestinal: instalacdo, composicéao e funcéo ..... 38
2. O Historico dos microrganismos probidticoS.........ccccvvvvviiiiiieeenennnnn, 40
3. Beneficios dos probioticos a sadde humana ...........cccoevvvvviiiiiieeeeeeeenns 41
4. O Género LactobacCillus ......ccooeviiieiiiiie e 42



4.2 O potencial imunomodulador da espécie L. paracasei CNCM 1-2116

(STLL) oottt ettt ettt ettt ettt e e e en e en et en s 44
. JUSTIFICATIV A e e eeneas 45
I, OBJIETIVOS ...t eeaans 46

3.1. ODJetivo geral ... 46

3.2. Objetivos €SPECITICOS ..uuvuiiiiieeeiiiiiie e e e e e 46
IV.  FLUXOGRAMA DE TRABALHO ..ot 47
V. METODOLOGIA ..o 48

5.1. Sistemas CelUlares ... 48

5.1.1. Células VERO € BSCA40 .........cuuvuuuuiiiiiiiiiiiinreiiinniennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 48

5.2, VITUS et 48

5.3. Multiplicacdo viral em Celulas Vero ...........oooouviiiiiiee e, 48

5.4, PUrificagao Viral..........cccciiiiiiiii 49

5.5. TIUIAGEO VIral.......coooiiiiiiiiii 49

5.6. Cultivo dO ProbiOtiCO.........ciieeeiiieeiiiiee e e e 50

5.7. Inativagao do ProbiGtiCO ..........coevvviiiiii e 50

5.8. Quantificagdo do probibGtiCo............ceveiiiiiiiiiee e 51

5.9, ANIMAIS ..o 51

5.10. Desenho experimental ... 51

5.11. INfeCCA0 dOS @NIMAIS ......ccceeeeiieeiiicee e e e e e eeanes 54

5.12- Titulacao viral dos 6rgaos processados (CAMPOS & KROON, 1993 -

[gaToTo [11Tor=To [« ) PSP 54
5.13- DoSagem de CILOCINAS........cccevviiiiiiiiie e eeeeeeeie e e e e e e eeaees 55
5.13.1 Ensaio Imunoenzimético ligado a enzima (ELISA) ........cccccceeeennee 55
5.13.2 PCR €M tEMPO FEAI ......uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiebee e 56
5.13. Andlises histopatolOgiCas.............eeeiiieeiiiiiiiiie e 57
5.13. ANAIISES EStAtiSHICAS. ... uuveeieiieeeiiiiiiiiiei e 57
VI.  RESULTADOS E DISCUSSAO PARCIAL .......ccoooviriiereeeeeeencenn, 58
6.1. Multiplicacao, purificacao e titulagao viral .............ccceevvvvevviiiiiiieeeeeeeens 58



6.2. Quantificacdo do ProbiGtiCO............uiiiiieiiiiee e 58

6.3. Infeccdo de camundongos Balb/C com VACV-WR e esquemas de

LU= 1= 1 01T o 1o PP 58
6.3.1 Tratamento utilizando probiético vivo apos a infecgéo.................... 58
6.3.2. Tratamento com o probi6tico antes da INfeCGaO0 ..........ccceevvrunnnnnee. 60
6.3.3. Tratamento com probidtico inativado pelo calor ..............ccceeee. 64

6.3.4. Titulo viral em 6rgaos de camundongos infectados com Vaccinia
virus tratados com ProbidtiCo ...........uuviiiiiieiiiiiiiiieee e 67

6.4. Avaliacdo do perfil de citocinas produzidas durante o tratamento com o

010 o] o 1o o 1 71
6.5. Dosagem dos genes estimulados por interferon por PCR em tempo real
.................................................................................................................... 77
6.6. Analises HiStopatOlOQICAS ........ccovviiiiiiiiiiiiae e 79
VI, DISCUSSAO ..ottt 80
VIH- CONCLUSOES ...ttt 91
IX- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cviiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 93



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Morfologia das particulas dos OrtOpOXViruS..........cccceeeeeveeivvvnnnnnnn. 18
FIGURA 2: Eletromicrografia de transmisséo de IMV(A), IEV(B) e EEV(C)...19
FIGURA 3: Representacao esquematica do genoma dos Orthopoxvirus......20

FIGURA 4: Representacdo esquematica do ciclo de multiplicagcdo dos

0100 QY (1 R 23
FIGURA 5: ECZEMA VACCINATUIM......uuiiiiiiiiiiiiiiiieeiee e e e e e e e e e esas e e s esiiiaeeneeeeaeees 25
FIGURA 6: Manifestacdes clinicas da vaccinia bovina ..........ccccccccevveeeeennn.. 27
FIGURA 7: Ativacao de ISGS POF IFNS.......uuuuiiiiiiiiiiiiieeeee e s 34
FIGURA 8: Desenho EXperimental ...........cccccoceieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 54

FIGURA 9: Variacdo percentual média diaria do peso (A) e curva de
sobrevivéncia (B) de camundongos Balb/c

101 {=Te] 7= Lo [0 TN TR 61

FIGURA 10: Manifestagfes clinicas decorrentes da infecgao intranasal com
VACV-WR em camundongos Balb/C no sexto d.p.i, tratados ou ndo com

PrODIOLICO VIVO.....uuiiiiiii et e e e e e e e e e e e aaaaaeaes 64

FIGURA 11: Variacdo percentual média diaria do peso (A) e curva de

sobrevivéncia (B) de  camundongos Balb/c infectados com

FIGURA 12: Variacdo percentual média diaria do peso (A) e curva de

sobrevivéncia (B) de  camundongos Balb/c infectados com

FIGURA 13: Manifesta¢cBes clinicas decorrentes da infeccéo intranasal com
VACV-WR em camundongos Balb/C no sexto d.p.i, tratados ou ndo com

[o]go] o]0 1 [oXo T g F= 11 1YZ= Lo [ 1SR 67



FIGURA 14: Titulos virais de VACV-WR em orgaos de camundongos

infectados pre tratados e pos tratados com probidtico

FIGURA 15: Titulo viral no pulmdo(A), cérebro(B) e figado(C) dos
camundongos infectados com VACV- WR, tratados ou ndo com probidtico,

(Lo RS R =T D o N o T TSP 71
FIGURA 16: Niveis de IFNy nO pulMm&80 ......cccoooeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 73
FIGURA 17: Niveis de IL-17 NO PUIMAO0 ......ccooiiiiiiiiiieiaiiiiiieee e 73
FIGURA 18: Niveis de TNFa NO PUIMAO ......oevviiiiiiiieeeeeieiiiieieeeeeeiveeeee 74
FIGURA 19: Niveis de IL-10 NO PUIMA0 .......coiiiviiiiieiiiiiiiiee e 76
FIGURA 20: Niveis de IFNa2 (RNAM) N0 pulmMa&0 .........ccccvveeeiiiniiiiieeeeenns 76
FIGURA 21: Niveis de IFNB (RNAM) N0 pulMmao...........cccvvvviiiiiiiiieeeeeeeeee, 77
FIGURA 22: Niveis de IFNA (RNAM) N0 pulMmao.............evvvvviiiiiiiieeeineeeeee, 77
FIGURA 23: Niveis de OAS (RNAM) N0 PUIMAO0 .......covvvvrvuviiiiiiiiieeeeeeeeee, 79
FIGURA 24: Niveis de PKR (RNAM) N0 pUulM&0........ccoeevveeeiiiiiiiieiiiiiiin, 79

FIGURA 25: Analises histolégicas dos pulmbes de camundongos pos-

tratados com o probiotico e dos grupos controle...........ooovvvvveiiiiiieiiieeeeeeee, 81



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg: Microgramas

uL: Microlitro

ARAV: Aragatuba virus

ATCC: American type cell colection

CDV: Cidofovir

CEBIO/UFMG: Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas
Gerais

CETEA: Comité de Etica Animal

CEV: Virus envelopados associados a célula
CPXV: Cowpox virus

CT: Ciclo limiar

CTGV: Cantagalo virus

DA: Dermatite atdpica

DNA: Acido desoxirribonucléico

dNTP’s: Desorribonuleotideo trifosfatado

dpi: Dias apés a infeccéo

ECP: Efeito citopético

EDTA: Acido etilenodiaminotetracético

EEV: Virus envelopado extracelular

elF2a: Fator de iniciacido eucaridtico 2
ELISA: Ensaio imunoenzimatico ligado a enzima
EUA: Estados Unidos da América

FAO: Organizacao de Alimentos e Agricultura
FDA: Food and Drug Administration

g: Forca gravitacional

g: Gramas

GAF: Fator ativado por interferon

GALT: Gut-associated lymphoid tissue

GAS: Sequéncia ativada por interferon gama
GP1V: Guarani P1 virus

GP2V: Guarani P2 virus

HE: Hematoxilina e eosina

ICB: Instituto de Ciéncias Bioldgicas

10



ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses
IEV: Virus intracelular envelopado

IgA: Imunoglobulinas A

IL: Interleucina

IMV: Virus maduro intracelular

INF: Interferon

IRFs: Fatores Regulatorios de interferon

ISGs: Transcrigao dos genes estimulados por interferon
ISGF3: fator genético 3 estimulador de IFN

ISRE (elemento responsivo estimulado por interferons
ITRs: Regides terminais invertidas

Jaks: Janus quinases

kpb: Kilo pares de base

MEM: Meio minimo essencial de Eagle

mg: Miligrama

MHC: Major histocompatibilitycomplex

mL: Mililitros

mM: Milimolar

MMLV-RT: Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
MOI: Multiplicidade de infecgéo

MPXV: Monkeypox virus

mRNA: Acido ribonucléico mensageiro

MRS: Caldo De Man, Rogosa& Sharpe

MX: Gene de resisténcia a mixovirus

MX1: gene de resisténcia a mixovirus 1 murino

NK: Células natural killers

NYCBH: New York City Departmentof Health Laboratory
OAS: 2’5'oligo adenilato sintetase

OMS: Organizacdo Mundial de Saude

OPV: Orthopoxvirus

p/v: Peso por volume

PAMPs: Padrdes moleculares associados a patégenos
PBS: Tampé&o fosfato salina

PCR: Reacdo em cadeia da Polimerase

pfu: Unidades formadores de placas

11



pH: Potencial hidrogeniénico

PKR: Proteina quinase R dependente de RNA dupla fita
PRRs: Receptores de reconhecimento de padrdoes moleculares
RNA: Acido ribonucléico

RNase L: Endorribonuclease latente

rpm: Rotagdes por minuto

SFB: Soro fetal bovino

STATSs: Transdutores de sinais e ativadores de transcricao
TCD4+: Células T auxiliares

TCD8+: Células T citotoxicas

TLR: Receptor do tipo Toll

TNF: Fator de necrose tumoral

Tyks: Tirosinas quinases

U: Unidade

UFC: Unidade formadora de col6nia

UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais

VACV: Vaccinia virus

VACV-BR: Vaccinia virus brasileiro

VACV-WR: Western Reserve

VARV: Variola virus

VB: Vaccinia bovina

VSV: Vesicular stomatitis virus



RESUMO
Dissertacdo de Mestrado

Programa de Pés-Graduagdo em Microbiologia-Universidade Federal de Minas Gerais

A ADMINISTRACAO DIARIA DO PROBIOTICO LACTOBACILLUS PARACASEI ST11
REDUZ A LETALIDADE CAUSADA POR VACCINIA VIRUS EM MODELO MURINO

ANA CLAUDIA DOS SANTOS PEREIRA ANDRADE
ORIENTADOR: Jbnatas Santos Abrahao
CO-ORIENTADORES: Flaviano dos Santos Martins
Danilo Bretas de Oliveira

Belo Horizonte, setembro de 2015

O Vaccinia virus (VACV), espécie prototipo do género Orthopoxvirus (OPV),
familia Poxviridae, desempenhou um importante papel para a humanidade
devido seu uso durante a campanha de erradicacdo da variola. O fim da
vacinagdo contra variola ocorreu em 1980, o que levou diminuicdo da
cobertura vacinal na humanidade e favoreceu a emergéncia de outros OPV
em diversas regifes do mundo. O VACV é o agente etioldgico da vaccinia
bovina (VB), uma zoonose emergente que tem sido associada a problemas
econdmicos, sociais, veterinarios e de saude publica, principalmente no Brasil
e na india. Apesar da importancia dos surtos de VB, existem poucas op¢ées
terapéuticas disponiveis comercialmente para o tratamento de infeccBes
causadas pelos OPV. Recentemente, a utilizagdo de microrganismos
probiéticos tem sido proposta como uma nova abordagem terapéutica para o
controle de diversas infeccdes virais. No entanto, as atividades que o0s
microorganismos probidticos podem exercer durante uma infeccdo causada
por um poxvirus sao desconhecidas. Este estudo investigou os efeitos
gerados pela ingestdo diaria de L. paracasei ST11 durante uma infeccéo letal
com VACV em modelo murino. Os resultados mostraram que o tratamento
utilizando L. paracasei ST11 apoés a infeccdo com VACV em camundongos
Balb/C foi capaz de diminuir a letalidade e a disseminagédo viral. Essa
atividade é mediada pela diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias como IFN
gama, TNF alpha e IL-17, associado a um aumento da expressao de citocinas

com atividade ativiral, IFN-alpha IFN beta e IFN lamba, além dos genes

13



estimulados por interferon, OAS e PKR. Estes resultados fornecem
informacgdes sobre como os probidticos podem modular o sistema imune do

hospedeiro durante uma infecgdo com VACV.
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DAILY ADMINISTRATION OF Lactobacillus paracasei ST11 PROBIOTIC REDUCES
LETHALITY CAUSED BY Vaccinia virus IN MURINE MODEL

ANA CLAUDIA DOS SANTOS PEREIRA ANDRADE
ADVISER: J6natas Santos Abrahao

CO ADVISORS: Flaviano dos Santos Martins

Danilo Bretas de Oliveira

Belo Horizonte, August, 2015

Vaccinia virus (VACV), the prototype specie of Orthopoxvirus (OPV) genus,
Poxviridae family, played an important role for humanity because of its use
during the smallpox eradication campaign. Following smallpox eradication,
other OPV have emerging worldwide. VACV is the etiologic agent of the
bovine vaccinia (BV), an emerging zoonotic disease that has been associated
with economic, social, veterinary and public health issues, especially in Brazil
and India. Despite the importance of VB outbreaks there are few therapeutic
options available commercially for treatment of OPV infections. In recent
years, the probiotic microorganisms utilization has been proposed as a new
therapeutic approach for the control of several viral diseases. However, it is
unknown the relationship between probiotics microorganisms and poxvirus.
This study investigated the effects generated by the daily intake of L.
paracasei ST11 in a lethal mice VACV infection. The results showed that
treatment using this probiotic after infection with VACV in Balb/c mice was able
to decrease the mortality and viral spread. This activity is mediated by the
reduction of proinflammatory cytokines such as IFN-y, TNF-a and IL-17,
associated with an increased expression of cytokines with ativiral activity, IFN-
a and IFN-B and IFN-A, in addition of interferon-stimulated genes, OAS and
PKR. These results provide information about how probiotics may modulate

the host's immune system during VACYV infection.
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INTRODUCAO

Capitulo I: Da variola a vaccinia bovina: O impacto dos poxvirus para a
humanidade.

1.1. Familia Poxviridae

1.1.1. Taxonomia
A familia Poxviridae é dividida em duas subfamilias, Chordopoxvirinae

e Entomopoxvirinae, cujos hospedeiros sdo vertebrados e invertebrados,
respectivamente (DAMON, 2013). A subfamilia Chordopoxvirinae agrupa dez
géneros: Avipoxvirus, Capripoxvirus, Cervidpoxvirus, Crocodylidpoxvirus
Leporipoxvirus, Molluscipoxvirus, Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Suipoxvirus,
Yatapoxvirus, além da espécie Squirrelpox virus, ainda ndo associada a
nenhum género (Tabela 1). A subfamilia Entomopoxvirinae € constituida por
trés géneros denominados Alphaentomopoxvirus, Betaentomopoxvirus,
Gammaentomopoxvirus, além das duas espécies Diachasmimorpha
entomopoxvirus e Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus ‘O’ que
permanecem sem classificacdo em termos de género [INTERNATIONAL
COMMITEE ON TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2014].

A subfamilia Chordopoxvirinae é a mais estudada principalmente
porque muitos membros desse grupo estéo relacionados com infeccbes em
humanos, tais como Orthopoxvirus (OPV), Parapoxvirus, Yatapoxvirus, e
Molluscipoxvirus. Dentre os representantes dessa subfamilia, destaca-se o
género Orthopoxvirus que agrupa uma espécie relacionada exclusivamente
com infeccbes em humanos, o Variola virus (VARV), e espécies zoonoticas,
tais como Monkeypox virus (MPXV), Cowpox virus (CPXV) e Vaccinia virus
(VACV) (ICTV, 2014, revisado por MOSS, 2013).
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TABELA 1 — Géneros da subfamilia Chordopoxvirinae.

Género Espécie prototipo Nurrje.ro de
espécies
Avipoxvirus Fowlpox virus 10
Capripoxvirus Sheeppox virus 3
Cervidpoxvirus Mule deerpox virus 1
Crocodylidpoxvirus Nile crocodilepox virus 1
Leporipoxvirus Myxoma virus 4
Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus 1
Orthopoxvirus Vaccinia virus 10
Parapoxvirus Orf virus 4
Suipoxvirus Swinepox virus
Yatapoxvirus Yaba monkey tumor virus 2
Sem género definido Squirrelpox virus 1

Fonte: ICTV, 2014

1.2 Género Orthopoxvirus

1.2.1 Morfologia e genoma
As particulas dos OPV sao envelopadas apresentando estrutura

complexa em formato oval (semelhante a um tijolo) ou pleomorfica, com
dimensdes variando entre 140-260nm de diametro por 220-450nm de
comprimento. Os principais elementos estruturais destas particulas sdo o
cerne, corpusculos laterais e membrana(s). O cerne dos OPV apresenta
conformacao biconcava e tem a funcdo de abrigar o genoma, enzimas e
fatores transcricionais de genes precoces. A membrana externa € constituida
por bicamada lipidica, onde se encontram proteinas de superficie, que por
sua vez, reveste corpusculos dispostos lateralmente ao cerne viral. Algumas
formas virais apresentam uma membrana adicional, denominada envelope,
também de natureza lipoprotéica, constituindo o componente mais externo da
particula (Figura 1). (revisado por MOSS, 2007; revisado por McFADDEN,
2005; CYRCLAFF, 2004).
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FIGURA 1: Morfologia da particula dos ortopoxvirus. A) Micrografia eletrbnica
de um ortopoxvirus, evidenciando o cerne em forma de halter, os corpusculos
laterais e a membrana externa. AbreviacGes: N: cerne; L: corpusculo lateral; M:
membrana. B) Representacdo esquematica da particula dos ortopoxvirus. Fontes:
MOSS, 2001; FENNER, 1989 — modificado.

Durante o ciclo de multiplicacdo dos poxvirus sdo formadas particulas
com diferencas estruturais, sendo que algumas apresentam uma unica
membrana e sao denominadas virus maduros intracelulares (IMV), outras
possuem trés membranas, os chamados virus envelopados intracelulares
(IEV) e ainda, particulas extracelulares que possuem duas membranas
denominadas virus extracelular envelopado (EEV). Além disso, podem ser
formadas particulas extracelulares que permanecem associadas a membrana
da célula hospedeira apresentando assim como os EEVs duas membranas, e
sdo denominados virus envelopados associados a célula (CEV) (Figura 2)
(revisado por MOSS, 2013).
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FIGURA 2: Eletromicrografia de transmissao de IMV(A), IEV(B) e EEV(C).

As setas e numeros indicam membranas. Fonte: MOSS, 2013 — modificado.

Os OPV apresentam genoma constituido por uma molécula de DNA
dupla-fita linear. Elementos essenciais na replicacdo do genoma desses virus,
como a enzima RNA polimerase dependente de DNA, enzima de metilacao e
fatores transcricionais de genes precoces estdo presentes no cerne da
particula viral (FENNER, 1989; revisado por MOSS, 2013).

A porcédo central do genoma é composta por aproximadamente 90
genes conservados, sendo estes, responsaveis pela codificacdo de proteinas
associadas a replicacdo do genoma e proteinas estruturais (GUBSER, 2004;
revisado por McCFADDEN, 2005; DRUMOND et al.,2007). As extremidades do
genoma sao compostas de regides terminais invertidas repetidas (ITRs- do
inglés inverted terminal repeats) que sao constituidas por sequéncias
repetidas idénticas e opostas em ambas as extremidades do genoma, que
podem variar, entre os diferentes ortopoxvirus. Estas regides codificam
genes associados a interacao virus-hospedeiro, conferindo caracteristicas
exclusivas de patogénese e imunomodulacdo a cada espécie (GUBSER et al.,
2004, revisado por SMITH et al 2013). As porc¢oes terminais do genoma sao
conectadas por sequéncias nucleotidicas conservadas, de fitas simples, ricas
em adenina e timina que sdo fundamentais na formacdo de concatameros

durante a replicacdo do genoma (FIGURA 3) (revisado por MOSS, 2013).
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Figura 3. Representacdo esquematica do genoma dos Orthopoxvirus. O
genoma possui aproximadamente 200 kb que é dividido em uma regido
central conservada e em regides terminais invertidas varidveis (ITRs). Nas
extremidades estdo demonstradas as alcas terminais. Fonte: SMITH &
MACFADDEN, 2002- Adaptado.

1.2.2 Ciclo de multiplicacéo

O ciclo de multiplicacdo dos poxvirus ocorre apenas no citoplasma da
célula hospedeira, sendo esse um fato interessante em se tratando de virus
de DNA. Durante a multiplicacdo do VACV sédo produzidas particulas virais
distintas, conhecidas como, IMVs, IEVs, EEVs, CEVs, como descrito
anteriormente. Com relagdo a capacidade dessas particulas de infectar a
célula hospedeira é descrito que EEVs, CEVs e IMVs sao infecciosas,
enquanto os IEVs ndo sdo capazes de infectar as células. Isso porque as

particulas dos IEVs ndo possuem proteinas de ligacao virais expostas por
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apresentarem também uma membrana externa adicional quando comparado
aos virus extracelulares (Figura 4) (SMITH et al., 2002; MOSS, 2006).

O ciclo de multiplicagdo dos poxvirus (Figura 4) tem inicio quando
particulas infecciosas realizam adsor¢cdo na membrana da célula hospedeira.
(SMITH et al, 2003; revisado por SCHMIDT et al., 2012). Ap6s a adsorcao,
ocorre 0 processo de fusdo do envelope viral com a membrana celular. As
particulas penetram nas células através da internalizacdo macropinocitica
(MERCER et al., 2010). Além disso, a penetracdo pode ocorrer através da
fusdo com a membrana plasmatica, a um pH neutro ou através de vesiculas
endossomais a um pH baixo. Estudos anteriores fornecem evidéncias de que
a utilizacao destas vias varia de acordo com o tipo de célula, da amostra viral
e das condicdes experimentais utilizadas (WHITBECK et al., 2009; BENGALI
et al., 2012; revisado por SCHMIDT et al., 2012).

ApoOs a penetracdo, ocorre o desnudamento primario com liberagdo do
nucleocapsideo no citoplasma da célula, o que propicia uma expressao
génica temporal. Inicialmente sdo expressos genes precoces ativados por
fatores transcricionais virais responsaveis por controlar a expressdao de
proteinas moduladoras da resposta imune inata e fatores de crescimento
celular e proteinas envolvidas na replicacdo do genoma (revisado por
McFADDEN, 2005; McLENNAN, 2007). Em seguida, ocorre um
desnudamento secundario, dando inicio a replicacdo do DNA com a formacéo
de concatameros (BROYLES, 2003; revisado por ROBERTS & SMITH, 2008).
Genes intermediarios serdo expressos regulando a expressdo de genes
tardios. Os genes tardios por sua vez codificam proteinas estruturais, que irdo
compor a particula, além de enzimas e fatores de transcricdo que serdo
empacotados durante a etapa de morfogénese do ciclo (revisado por MOSS,
2007; revisado por McCFADDEN, 2005; BROYLES, 2003).

A morfogénese dos poxvirus ocorre em regides do citoplasma ricas em
proteinas virais e do hospedeiro, denominadas fabricas virais (revisado por
ROBERTS e SMITH, 2008). A formacdo de particulas se inicia de forma
sequencial, a partir de estruturas lipoprotéicas denominadas crescentes, que
dao origem a particulas uniformes e esféricas, o virus imaturo (IV) que apos
passarem por um essencial processo proteolitico originardo os IMVs (MOSS,
2006). Os IMVs compBem a maior parte da progénie viral infecciosa, sendo

liberada durante a lise celular. Os IMVs podem ser transportados através de
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microtubulos até o complexo de Golgi, onde adquirem uma dupla membrana,
dando origem aos IEVs (MOSS, 2006).

As particulas do tipo EEVs sao formadas quando as IEVs séo
transportadas a membrana da célula hospedeira e liberadas por fusdo de
membrana perdendo sua membrana mais externa. As EEVs podem ser
liberadas ou permanecerem associadas a membrana celular gerando os
CEVs (SMITH et al., 2002; revisado por ROBERTS & SMITH, 2008). Caudas
de actina sdo polimerizadas sob as particulas dos CEVs, e estas séo
propelidas em direcdo as células vizinhas (revisado por MOSS, 2013,
revisado por McFADDEN, 2005). Esta capacidade dos poxvirus de
permanecerem associados a membrana celular esta diretamente relacionada

a sua disseminacéo célula a célula no hospedeiro (DOCEUL et al., 2010).
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FIGURA 4. Representacdo esquematica do ciclo de multiplicacdo dos
poxvirus (McFADDEN, 2005 — modificado).

1.3- A Histéria natural do VACV

1.3.1 Vacinas anti-variola

A vacinagdo contra a variola, introduzida pela primeira vez por Edward
Jenner em 1796, foi a intervencdo de saude publica mais eficaz na histéria
humana. Um poxvirus de identidade incerta, causador de doenca branda em

bovinos e ordenhadores foi utilizado como vacina. Para isso, foi feita a
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inoculacdo de preparados de escarificacdo das lesdes geradas em infeccdes
causadas por esse virus (FENNER et al., 1988). Como resultado desse novo
método os casos da doenca foram reduzidos consideravelmente na Inglaterra
e outros paises da Europa, no entanto em outros continentes a variola
continuava causando milh6es de mortes. Assim, em 1967, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) iniciou uma campanha de vacinacdo mundial contra
variola, sendo utilizadas amostras de VACV (FENNER et al., 1988). A espécie
VACYV foi utilizada na produgdo da vacina utilizada nessa campanha pelo fato
de oferecer alta protecdo imunogénica, por produzir somente lesdes
localizadas, pela caracteristica de ser menos virulento e possuir alto grau de
reatividade imunoldgica cruzada com o VARV (revisado por HALLER et al,
2014).

O VARV é o agente etioldégico da variola, a doenca infecciosa que
causou mais mortes no mundo (revisado por McFadden, 2005). Trata-se de
uma doenca exantematica febril sistémica, incluindo sinais e sintomas como
dor nas costas, dor de cabeca, vomito e prostracdo. Lesdes geralmente se
manifestavam nas palmas das maos, plantas dos pés e face, que evoluem de
iniciais maculas e papulas até a fase de vesiculas e pustulas (HENDERSON
et al., 1999; revisado por HALLER et al, 2014). Assim como ocorre com
outras espécies do género OPV, mais de um tipo de variante geneticamente e
clinicamente diferente ocorre dentre os VARV: a variola major apresentava-se
como o tipo mais virulento (letalidade de até 40%) e a variola minor, que
resultava em manifestagcdes mais brandas, com taxas de letalidade préximas
de 1% (BULLER & PALUMBO, 1991; revisado por DAMON 2013).

A variola foi declarada erradicada em 1980 pela OMS apés a intensa
campanha de vacinagdo, sendo que o Ultimo registro de um caso natural de
variola ocorreu em 1977, na Somalia (FENNER et al., 1988). A vacinacao
contra a variola foi suspensa em 1980, devido principalmente a erradicacao
da doenca e pelos efeitos adversos observados em alguns pacientes em
decorréncia da vacinacdo. A vacina ainda continua sendo administrada em
alguns profissionais da saude e militares nos Estados Unidos da América
(EUA) (revisado por ENGLER, 2002, ARTENSTEIN, 2008, DARLING, 2014).
A vacinacdo de militares levou a casos de transmisséo intrafamiliar, assim

como descrito também durante a campanha da OMS (VORA et al., 2008). No
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ano de 2007 um caso grave foi documentado, quando um soldado, pouco
apos ser vacinado, transmitiu VACV para seus familiares, incluindo uma
crianca de dois anos. Esta crianca desenvolveu eczema vaccinatum, uma

infeccdo disseminada e potencialmente letal, que induz o surgimento de

lesGes generalizadas, principalmente no ventre e nos membros (Figura 5)
(VORA et al.,2008).

FIGURA 5: Eczema vacinatum: Les0es generalizadas no peito e abdémen
de uma crianca de 2 anos provocadas por VACV. Fonte: VORA et al, 2008.

Individuos com dermatite atépica (DA) e que sdo vacinados contra
variola, apresentam maior risco de desenvolver o0 eczema vaccinatum
(DARLING et al., 2014). Por isso, a administragdo de vacinas utilizando o
VACV ndo é recomendada para individuos que apresentem DA ativa ou
quiescente bem como para as pessoas proximas a esses individuos
(EAGLER et al.,, 2002). Os mecanismos que explicam essa maior
suscetibilidade ao VACV por estes individuos ainda ndo sdo completamente
esclarecidos. Entretanto, alguns estudos demonstraram que a principal
citocina mediadora dessa maior susceptibilidade ao VACV é a interleucina 17
(IL-17) (KAWAKAMI et al, 2009; DARLING et al, 2014; OYOSHI et al, 2009).
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1.3.2 Vaccinia bovina
Nas ultimas décadas tem ocorrido a emergéncia de virus do género

OPV no mundo, possivelmente devido a suspensdo da vacinacdo global
contra variola o que levou a uma queda da populacédo imune contra os OPVs
(DI GIULIO et al., 2004; DURAFFOUR et al., 2013). Dentre esses, podemos
destacar os surtos de vaccinia bovina (VB), uma doenca exantematica que
acomete bovinos e humanos no Brasil que tem como agente causador o
VACV. (DUMBELL & RICHARDSON, 1993; revisado por FONSECA et al.,
1998, DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2007; DRUMOND et al., 2008;
ABRAHAO et al, 2009; ABRAHAO et al., 2010; ASSIS et al., 2013a, ASSIS et
al., 2013b; ABRAHAO et al., 2015).

A primeira descricdo desta doenca ocorreu na cidade de Cantagalo, no
estado do Rio de Janeiro, em 1999 (DAMASO et al., 2000) e a amostra viral
isolada foi denominada Cantagalo virus (CTGV). Neste mesmo ano, alguns
meses antes do surto de Cantagalo, uma amostra de VACV foi isolada de
bovinos em um surto exantematico que também acometeu humanos, na
cidade de Aracatuba, estado de S&o Paulo. Essa amostra foi denominada
Aracatuba virus (ARAV) e analises moleculares revelaram que se tratava de
um VACYV relacionado ao CTGV (TRINDADE et al., 2003).

Até o ano de 2001, as amostras de VACYV isoladas em surtos de VB
apresentavam caracteristicas filogenéticas muito similares. Porém, em 2001,
na Zona da Mata Mineira, amostras molecularmente diferentes entre si foram
isoladas durante um mesmo surto e denominadas Guarani P1 virus (GP1V) e
Guarani P2 virus (GP2V) (TRINDADE et al., 2006).Com base em diferencas
biolégicas e moleculares os VACV-BR foram divididos em dois grupos
filogeneticamente e biologicamente distintos, denominados Grupo 1
(Cantagalo, Aracatuba, Guarani P2, outros) e Grupo 2 (Guarani P1,
BeAn58058, SPAN232) (DRUMOND et al., 2008; FERREIRA et al., 2008;
TRINDADE et al., 2007).

Posteriormente, outras amostras de VACV foram isoladas de surtos de
VB no Brasil, em diferentes estados brasileiros, como Espirito Santo, Minas

Gerais, Pernambuco, Maranhdo, Tocantins, Para, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
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(DONATELE et al., 2007; TRINDADE et al., 2007; MEDAGLIA et al., 2009;
SILVA-FERNANDES et al., 2009; MEGID et al., 2008, ASSIS et al., 2013a;
OLIVEIRA et al., 2013).

A VB é caracterizada pelo aparecimento de lesdes localizadas e
ulcerativas que ocorrem frequentemente nos tetos e Uberes das vacas, sendo
comum também no focinho de bezerros quando sdo amamentados por vacas
manifestando as lesdes (LEITE et al.,, 2005; LOBATO et al.,, 2005). Além
disso, quando em humanos, as lesbes ocorrem principalmente nas maos e
bragos, e com menor frequéncia na face (SCHATZMAYR et al., 2005) (Figura
6).

A doencga é transmitida pelo contato direto com as lesdes, que pode
ocorrer tanto durante a amamentacéo dos bezerros como durante a ordenha
manual. A ordenha dos diferentes animais por trabalhadores rurais sem
protecdo nas maos, ajuda a disseminar a doenc¢a no gado e também favorece
a infeccdo dos ordenhadores (LOBATO et al., 2005). Além disso, tém sido

descritos casos de transmissao intrafamiliar de VACV associados a surtos de
VB (BATISTA et al., 2009; OLIVEIRA et al.,2014).
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FIGURA 6: Manifestacdes clinicas da vaccinia bovina. Lesdes causadas
por VACV nos tetos de vacas (A e B), no focinho de bezerros (C) e na méo de
ordenhador (D). Fontes: LEITE et al., 2005; SCHATZMAYR et al., 2011.

O tempo de evolucdo da doenca ocorre aproximadamente durante trés
semanas, sendo que as lesdes causadas por VACV no gado podem acarretar
0 aparecimento de infeccbes bacterianas secundarias e mastites, gerando um
agravamento da doenca e impossibilidade de ordenha. Além disso, as lesdes
geram em muitos casos incapacidade de trabalho dos ordenhadores. Essa
situacdo culmina na diminuicdo ou interrupcdo da producéo leiteira, gerando
perdas econdmicas significativas. E importante considerar também que entre
as fazendas acometidas, muitas praticam ordenha para subsisténcia o que
leva a um problema ndo s6 econémico, mas também social (KROON et al.,
2011). Nesse contexto, € importante ressaltar que Minas Gerais € 0 maior
produtor de leite do Brasil, sendo também local de ocorréncias constantes de
surtos de VB (LEITE et al.,, 2005; LOBATO et al., 2005; TRINDADE et al.,
2006; ASSIS et al.,2012a).

1.4 — Interacdo virus-hospedeiro

1.4.1 — Patogénese e manifestacdes clinicas

O termo patogénese se refere a um balanco entre a biologia do
patégeno e do hospedeiro que, em Ultima instancia, acarreta na manifestacao
da doenca. Os OPVs causam um amplo espectro de manifestacdes clinicas
dependendo da espécie viral e do hospedeiro envolvido (revisado por
MCFADDEN, 2005).

O primeiro contato dos OPVs com seus hospedeiros ocorre na
superficie cutanea ou em membranas mucosas. No caso do VACV, pequenas
abrasfes na pele atuam como porta de entrada para o virus no hospedeiro.
Estas abrasdes permitem que as particulas virais atinjam a camada basal da
epiderme, onde estas sdo capazes de causar infeccdo produtiva (DAMON,
2013). A multiplicacao viral ocorre na porta de entrada da infeccao e,
posteriormente, a liberacdo de mediadores inflamatorios pelas células
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epiteliais em consequéncia da replicacdo viral gera sintomas inespecificos
como febre e linfoadenopatia local (SILVA-FERNANDES et al., 2009;
TRINDADE et al., 2009).

A manifestagéo clinica mais marcante resultante das infec¢cdes geradas
pelos OPV é o surgimento de lesBes exantematicas. Primeiramente, € gerada
uma vasodilatacdo dos capilares na derme da regido acometida, em seguida
h& a formacéo de vesiculas contendo alta concentragdo viral. Essas vesiculas
favorecem, portanto, a infeccdo por contato. Posteriormente, as vesiculas se
tornam pastulas devido ao recrutamento de células inflamatorias. Estas
pustulas ulceram e cicatrizam formando crostas, que se desprendem apdés
alguns dias, deixando uma cicatriz (revisado por FENNER, 1989;
HENDERSON et al.,1999, revisado por DAMON, 2007).

A infeccdo causada pelo VACV gera ndo apenas lesdes localizadas,
mas também infeccdo sistémica (FERREIRA et al., 2008, RHEFELD et al.,
2013, TRINDADE et al.,, 2014). Neste caso, o0 VACV primeiramente se
multiplica no local de entrada, atinge o sistema linfatico e a corrente
sanguinea, gerando uma viremia primaria. Posteriormente, 0s virus se
multiplicam em 6rgados muito vascularizados (ex: baco e figado) e alcancam a
corrente sanguinea novamente, causando a viremia secundaria. Estes virus
podem circular pela corrente sanguinea tanto como particulas livres ou
associadas a células sanguineas. A viremia secundaria permite que 0s virus
alcancem outros 6rgaos, como rins, intestino, pulmbes e pele, nos quais
causam lesdes ulcerativas tipicas (FENNER, 1948; revisado por ESTEBAN &
BULLER, 2005, revisado por CHAPMAN et al., 2010).

Os camundongos sao considerados os melhores modelos animais para
estudos de patogénese para maioria dos OPVs, incluindo VACV (JACOBS et
al., 2006). As vias de infeccdo utilizadas para VACV podem ser, intranasal,
intracerebral, intraperitonial e aerossol, as quais sdo bastante utilizadas para
modelos de infeccdes sistémicas. Além disso, as vias, intravenosa e
intradérmica (escarificacdo nas patas, na cauda e orelha) também sao
bastante empregadas (BRIODY, 1959; TURNER, 1967; BULLER, 1985;
ANDREW et al., 1989; TSHARKE et al., 2002; MESEDA et al., 2005;
ABDALRHMAN et al., 2006, FERRIER-REMBERT et al., 2007).

29



A via intranasal apresenta como principal vantagem o fato de ser a via
mais frequente de transmissao entre os OPVs (FENNER, 1989, revisado por
CHAPMAN et al.,, 2010). Além de ser uma via eficiente, permite avaliar e
diferenciar a viruléncia das amostras de VACV (FERREIRA et al., 2008a). A
amostra Vaccinia virus Western reserve (VACV-WR) é uma amostras de
referéncia para estudos com VACV. Essa amostra foi obtida apds dezoito
passagens sucessivas da amostra vacinal New York City Board of Health em
cérebros de camundongos (BRONSON e PARKER, 1941). A infec¢do de
camundongos Balb/c por via intranasal utilizando essa amostra gera
pneumonia com graves lesbes degenerativas, necrosantes e hemorragicas
(FERREIRA et al, 2008a). Ja a infec¢do por inoculacdo cutanea com VACV-
WR, acarreta em uma infeccao limitada que é bem tolerada, até em doses
equivalentes a 5,0 x 10° unidades formadoras de placa (pfu) (WILLIAMSON et
al, 1990).

1.4.2 Respostaimune
A resposta imune induzida no hospedeiro frente a uma infeccéo

mediada pelos OPVs consiste em um processo complexo e ainda nao
completamente elucidado. De um modo geral, em humanos, a resposta imune
€ iniciada apds a penetracdo viral nas células epiteliais, com consequente
producdo de interferons (INFs) e outras citocinas. Os IFNs sdo capazes de
induzir, um estado antiviral em células vizinhas, bem como no recrutamento
de leucécitos para o foco da infeccdo (SMITH & KOTWALL, 2002; DAMON et
al., 2007).

Células dendriticas e macrofagos, que migraram para o foco inicial de
infeccdo, fazem o reconhecimento das particulas virais através dos seus
receptores de reconhecimento de padrbes moleculares (PRR’s — pattern
recognition receptors), 0os quais podemos citar os receptores do tipo Toll
(TLR’s — toll like receptors). Além desses receptores de superficie celular,
receptores citoplasmaticos também participam da resposta inata a poxvirus,
reconhecendo moléculas de DNA e RNA produzidos durante a infeccao
(SMITH & KOTWALL, 2002; DAMON et al., 2013).

A ativacdo desses receptores leva a producdo de varias citocinas,
como a IL-1, IL-12, fator de necrose tumoral a (TNF-a) e IIFN’s do tipo | (a e
B), IL-15 e IL-18. Essas citocinas estimulam a diferenciacdo das células T
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auxiliares (TCD4+) que estdo quiescentes em células ativas produtoras de
INF-y e TNF-a auxiliando no controle da multiplicacdo viral (SMITH &
KOTWALL, 2002; DAMON et al., 2007).

Células T citotoxicas (TCD8+), importantes na eliminacdo de células
infectadas, também séo ativadas pela IL-12 e por IFN’s do tipo I. Ambas as
células TCD4+ e TCD8+ ativadas podem persistir por até 75 anos apos a
vacinacdo contra a variola (AMANNA et al., 2006). Juntamente com essas
células, hd acéo de células natural killers (NK), que exercem um importante
papel no inicio da infeccdo, antes da formacdo da resposta adaptativa
especifica contra o virus (BURSHTYN, 2013).

Estudos utilizando camundongos como modelos para infecgcdo causada
por VACV mostraram que em uma infeccdo priméaria aguda, a resposta de
anticorpos dependente de linfocitos T CD4+ mais importante para a
eliminacdo viral que a resposta mediada por linfocitos T CD8 + . Os
anticorpos anti-VACV podem proteger os camundongos de forma eficiente,
mesmo quando ha deficiéncia nos niveis de linfécitos T CD4 + ou T CD8 + .
Entretanto, em uma infeccdo primaria na auséncia dos linfécitos T CD4+ e
dos anticorpos especificos contra o VACV, os linfocitos T CD8+ exercem um
importante papel na protecdo dos camundongos contra a infeccdo (XU et al,
2004; AMANNA et al., 2006).

A resposta imune humoral tem participacdo em diversoso mecanismos
para a eliminacdo dos VACVs: 1) ligacdo de anticorpos a particula viral
causando agregacao; 2) obstruindo a adsorcdo e internalizacdo do virus a
célula hospedeira; 3) ligacdo ao virus, permitindo a lise via complemento; 4)
opsonizacao, resultando em fagocitose; ou ainda 5) citotoxicidade celular
dependente de anticorpos (antibody dependent cellular cytotoxicity — ADCC)
(SMITH & KOTWAL, 2002; XU et al., 2004).

1.4.2.1. Interferon e sua atividade antiviral

IFNs correspondem a uma familia heterbgenea de citocinas que séo
expressas por varias células de vertebrados em resposta ao estimulo por
determinados patdgenos. Atuam como a primeira resposta contra uma gama
de infecgOes virais, levando ao controle precoce da infeccdo ou a montagem

de uma resposta imune adequada (LAROCQUE et al., 2011). Atualmente séo
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conhecidas trés classes, denominadas IFN do tipo |, compreendendo
principalmente IFNs alfa (14 — 20 subtipos) e IFN beta, IFN do tipo Il (IFN
gama) e IFNs do tipo Ill ou IFNs lambda (trés subtipos) (revisado por
BONJARDIM, FERREIRA e KROON, 2009).

Quase todas as fases de resposta imune inata e adaptativa tem
atuacao de IFNs. Todas as classes de IFNs compartilham a capacidade de
aumentar a expressao de proteinas MHC (do inglés major histocompatibility
complex) de classe | e assim promover respostas de células TCD8+. Em
contraste, apenas IFN gama é capaz de induzir a expressdo de proteinas
MHC de classe Il, promovendo assim respostas de células TCD4+. IFNs
podem também ter efeitos diretos sobre os linfécitos B, regulando o
desenvolvimento, a proliferagdo, e a secrecdo de imunoglobulinas. Outra
funcdo imunomodulatéria corresponde a acao sobre células NK, aumentando
sua citotoxicidade e estimulando a sua proliferagdo (BORDEN et al. 2007;
SEN, 2001; THOMAS et al., 2011).

Os IFNs do tipo | apresentam maior atuagdo em uma resposta imune
inicial eficaz contra infecgdes virais (revisado por BONJARDIM, 2005), sendo
por sua vez divididos em diferentes subtipos: alfa, beta, delta, epsilon, kappa,
omega e tau (LEVY, MARIE e DURBIN, 2011). Varios tipos celulares s&o
capazes de produzir IFNs do tipo I, tais como células dendriticas, fibroblastos,
células epiteliais e macréfagos. J4 o IFN do tipo Il é produzido por tipos
celulares mais restritos, como as células NK, linfécitos auxiliares CD4 e
linfécitos citotéxicos CD8+. O IFNy, é um potente estimulador da resposta
imune do tipo Thl, a qual é importante para eliminacdo viral em varias
infeccdes (revisado por BORDEN et al, 2007; LAROCQUE et al., 2011).

A producao de IFNs é transiente e culmina do desencadeamento de
uma cascata de transducado de sinal que requer a ativacao de receptores que
reconhecem PRRs por ligacdo a padrbes moleculares associados a
patébgenos (PAMPs), que correspondem aos mais diversos produtos
microbianos (revisado por BORDEN et al., 2007). Os fatores de transcricdo
mais importantes ativados pela cascata de inducdo dos IFNs séo os Fatores
Regulatérios de IFN (IRF), especialmente IRF3 e IRF7, e NFkB (revisado por
BONJARDIM, FERREIRA, KROON et al, 2009; revisado por BORDEN et al.,
2007).
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Os IFNs expressos irdo desencadear a ativagcdo da transcricdo dos
genes estimulados por interferon (ISGs), sendo estes os mediadores dos
efeitos antivirais e outras atividades biologicas. Os IFNs tipo | promovem a
fosforilacdo de membros da familia Janus quinases (Jaks) ou tirosinas
quinases (Tyks), que uma vez ativadas fosforilam transdutores de sinais e
ativadores de transcricdo (STATsS). As STATs formam heterodimeros
STAT1/STAT2 que ligam-se a um terceiro fator p48/IRF9, formando o fator
genético 3 estimulador de IFN (ISGF3) que por sua vez se ligara a porcéo
ISRE (elemento responsivo estimulado por interferons) presente na regiao
promotora dos ISGs, para a transcricdo destes genes. Os IFNsA também
ativam as cascatas de sinalizacdo muito semelhantes as que sao ativadas
pelos IFNSs tipo I, entretanto os receptores celulares para essa classe de IFN
sdo diferentes. O IFN tipo Il também induz ativacdo de JAK 1-2, que
fosforilam STAT1, que uma vez fosforilado formam homodimeros
STAT1/STATL1 para formar o fator ativado por interferon (GAF). Esta proteina
reconhece e se liga a sequéncia regulatoria conhecida como Sequéncia
Ativada por IFN gama (GAS) e inicia a transcricdo génica (Figura 7). Uma vez
expressos, 0s ISGs desempenham acdes que limitam a replicacdo e
propagacédo viral, e que modulam indiretamente a maturacdo da resposta
imune adaptativa (BERTLETT et al, 2005; SEN, 2001; revisado por
BONJARDIM, FERREIRA, KROON, 2009).
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Figura 7: Ativacdo de ISGs por IFNs. Os IFNs sédo reconhecidos por
receptores celulares especificos e ativam JAK1 a qual é responséavel pela
fosforilacdo de moléculas STAT. Em seguida, é formado um heterotrimero,
composto por STAT1, STATZ2 e IRF9, denominado ISGF3, o qual migra para o
ndcleo celular e leva a expressao dos ISGs. Fonte: BORDEN et al., 2007.

Os ISGs correspondem a um grupo diverso de mais de 300 genes,
dentre os quais se destacam por sua ampla caracterizacdo o homologo
humano para o gene de resisténcia a mixovirus (Mx) 1 murino, 2’5'cligo
adenilato sintetase (2’5’OAS) e proteina quinase R dependente de RNA dupla
fita (PKR) (SEN, 2001; SAMARAJIWA, et al., 2009).

Os genes Mx sdo ISGs que codificam proteinas que inibem a
replicacdo de diferentes de virus. Estas proteinas estdo envolvidas no trafico
de vesiculas através de sua associacdo com o0 citoesqueleto e o reticulo
endoplasmatico. Logo, essa interacdo leva a atividade antiviral por
complexacdo com nucleocaspsideos virais que sdo aprisionados em locais
celulares para o isolamento ou a degradacédo, prevenindo a replicacéo viral
(NETHERTON et al., 2009; SEN, 2001; STEVENSON et al., 2011).

Em células estimuladas com IFNs tipo | ou Il PKR ¢é

predominantemente encontrado no citoplasma e associado a ribossomos.
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PKR é uma serina/treonina quinase que € ativada por autofosforilacéo
mediada por dsRNA viral e assim, catalisa a fosforilagcdo intermolecular do
fator de iniciagao eucaridtico 2 (elF2a), um co-fator no processo de traducéo,
necesséario para o recrutamento de RNA transportador para os ribossomos
para formar o complexo traducional. Sua fosforilacdo por PKR permite que ele
se ligue de forma irreversivel ao elF2B3, que normalmente atua liberando
elF2a do complexo para que este possa participar da traducdo de outros
RNAs. Como a atividade de elF2[3 é inibida pela fosforilagdo e ligacdo de
elF2a, este fica preso ao complexo e impedido de iniciar futuros eventos de
traducdo. Isto evita que a traducdo de proteinas celulares e virais ocorra,
alterando o padrdo de traducdo da célula hospedeira e prejudicando a
replicacédo viral (revisado por BORDEN et al., 2007; SHORT, 2009).

Os genes da familia 2’5 oligoadenilato sintetdse (2'5°0OAS) e
endorribonuclease latente (RNase L) sdo induzidos em resposta a IFNs e
conduzem a degradacdo de RNAs. RNase L estimula a degradacdo de
MRNASs virais e celulares para prevenir a sintese de proteinas virais. RNase L
€ ativado por uma interacdo com oligbmeros de adenosina, que sao ligados
por uma ligacado fosfodiéster em uma configuragdo 2’5’ e que é ativada por
dsRNA (revisado por BONJARDIM, FERREIRA e KROON, 2009 ; SHORT,
2009).

1.4.3 Estratégias de imunoevasao
Os virus sdo dependentes da maquinaria celular para sua

multiplicagéo, portanto, necessitam de mecanismos de escape, de obstrugdo
ou subversao de elementos que medeiam a resposta antiviral do hospedeiro,
para que a infeccéo viral seja eficiente (revisado por DAMON, 2013). Assim
sendo, virus com grande capacidade -codificadora, como 0s poxvirus,
possuem genes que codificam varias proteinas imunomodulatérias que atuam
bloqueando ou amenizando a acdo de citocinas e mecanismos do sistema
imune inato. Um dos fatores demonstra a importancia de proteinas
imunomoduladoras € que cerca de um terco do genoma dos VACV codifica
essas proteinas. Proteinas relacionadas a imuno evasao Sao expressas
precocemente durante a infeccdo, sendo que a mesma proteina pode
apresentar diferentes funcdes além de ter a capacidade de atuar na mesma

via de transducéo de sinal, porém com fun¢des nédo redundantes, ja que, a

35



delecdo de uma delas pode resultar em um fendtipo viral distinto. Deste
modo, as estratégias de imuno evasdo dos poxvirus sao importantes fatores
de viruléncia que contribuem significantemente para a manutencdo de
infeccdes virais (revisado por BAHAR et al., 2011; SMITH et al., 2013).

As proteinas imunomodulatorias dos poxvirus podem ser divididas em
trés classes principais: proteinas de viromimetismo (virocinas e
viroreceptores), proteinas de virocamuflagem e virotransdutores (revisado por
HAGA e BOWIE, 2005). As virocinas séo secretadas pelas células infectadas
e sdo semelhantes as citocinas do hospedeiro (DAY et al., 2008). Os
viroreceptores sao receptores celulares alterados que perderam seus
dominios transmembrana e conseqientemente sdo secretados pelas células
infectadas para sequestrar seus ligantes (DAY et al., 2008). As proteinas de
virocamuflagem subvertem as vias de apresentacdo de antigenos nao-
préprios das células infectadas fazendo com que estas células ndo sejam
reconhecidas pelo sistema imune (JOHNSON e MCFADDEN, 2003;
JOHNSON e MCFADDEN, 2004). Os virotransdutores s&o proteinas
intracelulares que interferem com as vias sinalizadoras ou efetoras da
resposta antiviral (DAY et al., 2008).

1.5 Opgoes de tratamento contra os OPVs
Atualmente, as drogas mais promissoras para utilizacdo no tratamento

de infec¢cdes causadas pelos OPVs sdo Cidofovir (CDV)(e seu analogo
CMXO001); Tecovirimat (ST-246) e Imiquimod.

O CDV [(S)-1-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil) citosina, HPMPC], teve
suas propriedades antivirais designadas e mencionadas pela primeira vez no
ano de 1986. Esta droga apresenta um amplo espectro de acdo contra varios
virus com genoma de DNA (revisado por DE CLERCQ, 2010) e atua inibindo
seletivamente DNA polimerase viral (DE CLERCQ, 2002). O CDV é a unica
droga atualmente licenciada para o tratamento das infeccbes por OPV
(PARKER et al., 2008) e mostrou eficiéncia nos estudos realizados in vitro e in
vivo tanto em tratamentos profilaticos quanto terapéuticos em camundongos
infectados com VACV e CPXV (QUENELLE et al., 2004, SMEE et al.,
2004; NEYTS et al., 2004; revisado por DE CLERCQ, 2010).
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A biodisponibilidade oral do CDV é a maior limitacdo para a utilizacao
desta droga em larga escala ou em situacfes emergenciais, como um surto
causado por OPVs. Alguns efeitos colaterais também sdo notados, como o
aumento dos niveis séricos de creatinina e a possibilidade de
desenvolvimento de lesdes renais (DE CLERCQ, 2002). Além disso, a
geracdo de amostras virais resistentes ao CDV com DNA polimerases
mutantes € um agravante (GAMMON et al., 2008). O CMX001 & uma
subtancia analoga ao CDV que possui boa biodisponibilidade oral e apresenta
menor nefrotoxicidade, apresentando porém menor efetividade (SLIVA e
SCHNIERLE, 2007; LANIER et al., 2010).

O composto Tecovirimat (anteriormente conhecida como ST-246) é
uma pequena molécula que foi descoberta por meio de triagem de alto
rendimento de uma biblioteca de compostos quimicos. Tecovirimat é
especifica contra os OPVs incluindo VACV, CPXV, MPXV, ECTV e VARV,
nao existindo atualmente nenhuma evidéncia de que essa droga possa ser
utilizada no tratamento de infec¢cdes causadas por outras familias virais. O
mecanismo de acdo desta droga € distinto do CDV, e o Tecovirimat por sua
vez ja se mostrou efetivo contra amostras virais resistentes ao CDV. O alvo do
Tecovirimat € uma proteina altamente conservada entre 0s poxvirus, com
nenhum homaologo conhecido em mamiferos, chamada p37. O papel desta
proteina no ciclo dos OPVs é mediar, juntamente com outras proteinas virais
e celulares a formacédo dos virus envelopados comprometendo a liberagéao
das particulas virais das células infectadas e a disseminacédo das progénies
virais no hospedeiro. J& foi demonstrado que virus mutantes para producéo
de EEVs sao avirulentos in vivo (GROSENBACH, et al., 2010, revisado por
KROON et al., 2011).

Tecovirimat jA& se mostrou eficiente in vitro contra varios OPVs e
previne a morbidade e letalidade em infecgbes por OPVs em camundongos
imunocompetentes (BERHANU, 2009), imunosuprimidos (GROSENBACH et
al, 2010), esquilos (SBRANA et al., 2007), cachorros (SMITH et al., 2011)
coelhos (AMANTANA et al, 2013) e primatas ndao humanos (MUCKER et al,
2013). Atualmente esta droga esta sendo submetida a estudos de fase clinica
conduzidos pelo Food and Drug Administration (FDA). Porém, amostras de
VACV resistentes ao Tecovirimat ja foram descritas (YANG et al, 2005,
revisado por KROON et al, 2011).
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Outra opcao terapéutica contra infec¢des por OPVs € o Imiquimod, cujo
nome comercial € Aldara™. O Imiquimod € um composto que pertence a
familia das imidazoquinolinas e induz a expressédo de citocinas por ser um
agonista de receptores do tipo Toll 7 (TLR7) por uma via dependente da
proteina MyD88 (HEMMI et al., 2002), induzindo principalmente a expressao
de IFNa, IFNB, IL-6, IL-12, TNFa em estudos in vivo (revisado por KROON et
al., 2011). A formulacéo contendo 1% de Imiquimod em creme foi eficaz no
tratamento de lesdes cutaneas geradas por infeccdo com VACV em
camundongos imunossuprimidos. Entretanto a formulacdo s6é se mostrou
eficaz até a concentracdo de 5%, uma vez que acima dessa concentracdo ha
reducao da atividade (TARBET et al., 2011).

Capitulo Il: A complexa interacdo entre os microrganimos colonizadores
do trato gastrointestinal com os seus hospedeiros: como modular esse
sistema ao nosso favor?

1. A microbiota gastrointestinal: instalacdo, composicao e funcéao
O ser humano inicia a vida desprovido de colonizagdo microbiana devido ao
ambiente estéril do Utero. Esta existéncia livre de germes possui curta
duracdo, uma vez que o nascimento expde o recém-nascido a microbiota da
mae, iniciando o processo de colonizacao dos tecidos do aparelho digestivo,
respiratério e urogenital, e da pele. A microbiota que se instala ap6s o
nascimento € bastante diversificada, e passa a coexistir com seu hospedeiro
durante toda a sua vida. A interacdo complexa e dindmica entre a microbiota
e o0 ser humano se deve a milhdes de anos de co-evolucdo. De forma
reciproca a diversidade microbiana modula o sistema imune do hospedeiro,
permitindo que a microbiota nos seres humanos seja, na grande maioria das
vezes, controlada e bem tolerada (revisado por MAYNARD et al., 2012).

O trato gastrointestinal dos mamiferos abriga a microbiota mais diversa
e abundante do hospedeiro. A microbiota intestinal € composta por bactérias,
archeas, virus e pequenos eucariotos. Estima-se que cerca de 100 trilhdes de
microrganismos compde a microbiota intestinal, sendo que o ileo e o célon
sdo as regides mais densamente habitadas (WHITMAN, et al., 1998). O

namero de células presentes na microbiota é cerca de dez vezes maior que 0
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namero total de células no corpo humano. O microbioma intestinal apresenta
mais de cem vezes o numero de genes do genoma humano, sendo que cada
individuo € preenchido por cerca de 15% das mais de 1000 espécies de
bactérias intestinais que foram descritas, 0 que reflete a substancial
variabilidade na composi¢do da microbiota entre individuos (QIN, et al., 2010).

A microbiota intestinal é responsavel por varias funcodes, tais como: (i)
resisténcia a colonizacao (inibem a multiplicacdo de patdégenos aléctones e
autoctones oportunistas);(ii) imunomodulacdo (permite uma resposta imune
mais rapida e adequada durante uma agressao infecciosa, além de ser peca
chave no desenvolvimento do sistema imune adaptativo); (iv) nutricional
(atuam no fornecimento de vitaminas e substratos energéticos como &cidos
butirico, propidnico e acético); (v) e desenvolvimento da mucosa intestinal
[garantem o adequado desenvolvimento do epitélio intestinal e do GALT (do
inglés, gut-associated lymphoid tissue)] bem como sua vascularizacao
(BERG, 1996; MOREAU & GABORIAU-ROUTHIAU, 2000; NICOLI & VIEIRA,
2004; EGERT et al., 2006; WALL et al., 2009; STECHER & HARDT, 2011).

Em troca, membros dessa microbiota encontram um nicho protegido e
rico em nutrientes, no qual podem se multiplicar e atingir elevadas densidades
populacionais (HOOPER et al., 2002). Portanto, perturbacdes dessa relacao
pode resultar em condi¢des patoldgicas (ISOLAURI et al., 2001; GUARNER &
MALAGELADA, 2003).

Enquanto em recém-nascidos humanos as bifidobactérias sdo os
organismos dominantes (MITSUOKA, 1992) em outros animais como
camundongos, suinos e galinha, os lactobacilos sdo predominantes
(SCHAEDLER et al.,, 1965; BARROW, 1992; MOUGHAN et al.,, 1992).
ModificagcBes na composi¢cdo da microbiota induzida por alteragdes na dieta,
tratamento com antibiéticos ou por agentes patogénicos, pode perturbar o
equilibrio da microbiota intestinal favorecendo o0 crescimento dos
componentes potencialmente patogénicos. Essas alteracbes na microbiota,
referidas como disbioses, podem perturbar o equilibrio estabelecido com o
sistema imunolégico que normalmente restringem a inflamacé&o intestinal
(THAISS et al., 2014).

A manutencdo de um equilibrio apropriado da microbiota pode ser
assegurada por uma suplementacdo sisteméatica da dieta com

microrganismos probiédticos. De forma empirica a humanidade ja havia
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descoberto este efeito benéfico ha séculos. Porém, até o0 momento, alguns
aspectos com relacdo ao mecanismo de acado que estes microrganismos
exercem sobre o hospedeiro ainda permanecem desconhecidos (revisado por
VASILJEVIC & SHAH, 2008).

2. O Historico dos microrganismos probidticos

A historia dos probidticos é conhecida ha centenas de anos, desde a
versdo Persa do Velho Testamento (Génesis 18:8) que relata que “Abrao
atribuiu a longevidade ao consumo de leite azedo” (MARTINS et al., 2009). O
pesquisador Escherich em 1885 foi o primeiro a reconhecer a importancia do
estudo das bactérias presentes nas fezes e no trato intestinal de individuos
saudaveis, e, desta forma auxiliou na compreensédo da fisiologia da digestéo,
bem como na patologia e terapia de doencas intestinais de origem microbiana
(revisado por VASILJEVIC & SHAH, 2008).

No ano de 1905, llya Metchnikoff notou que camponeses bulgaros
possuiam expectativa de vida média de 87 anos, o que era considerado
excepcional para o inicio de 1900. Além disso, percebeu também que quatro
em cada mil individuos vivia mais de 100 anos de idade. Uma das principais
diferencas observada no estilo de vida destes individuos em comparacao com
a dieta contemporanea foi um grande consumo de leite fermentado.
Metchnikoff sugeriu em sua teoria de autointoxicagcéo, que o corpo humano é
lentamente envenenado por toxinas produzidas por agentes patogénicos no
intestino e o corpo € progressivamente enfraquecido pela proliferacédo destes
patébgenos entéricos e este processo € combatido de forma eficaz com o
consumo de leite fermentado e de bactérias produtoras de acido lactico.
(revisado por VASILJEVIC & SHAH, 2008).

A partir disso, os cientistas comecaram a estudar os possiveis efeitos
benéficos que as bactérias poderiam proporcionar a sautde humana. A palavra
probidtico, que significa “promotor da vida” foi criada por Lilley e Stillwell
(1965) como um antébnimo da palavra antibiético. No ano de 1989, Fuller
definiu os probidticos como, “um suplemento microbiano vivo que afeta
beneficamente o animal hospedeiro gracas a melhoria no balango microbiano
intestinal”. Entretanto, estudos atuais jA demostraram que 0s probidticos

podem gerar beneficios que vao além do trato gastrointestinal (ZUCCOTTI et
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al., 2008; KHANI et al., 2012). Com o passar dos anos, a definicdo de
probioticos foi redefinida, de acordo com a OMS e a Organizacdo de
Alimentos e Agricultura (FAO) como, “microrganismos vivos que quando
ingeridos em quantidade suficiente conferem um beneficio a saude do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2002; LEW & LIONG, 2013).

Para que uma espécie seja considerada um probiético ela deve cumprir
0S seguintes requisitos: ndo ser patogénica; ter a possibilidade de ser
integrado em alimentos funcionais em altas concentragbes; apresentar
resisténcia ao ambiente acido do estbmago e sais biliares; ser um antagonista
das bactérias patogénicas do trato gastrointestinal; oferecer beneficios a
salude (HERBEL et al., 2014). As principais espécies de microrganismos
probiodticos pertencem aos géneros bacterianos: Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc e Bifidobacterium,
sendo que dentre estes, os lactobacilos e as bifidobactérias sdo os mais
estudados (NARAYAN et al.,, 2010). Espécies de leveduras, como a
Saccharomyces boulardii e algumas linhagens de Saccharomyces cerevisiae
também sdo bastante empregadas como probiéticos (MARTINS et al., 2010;
MARTINS et al., 2011).

3. Beneficios dos probiodticos a saude humana

Os beneficios dos probiéticos atribuidos a saude humana mais
estudados estao relacionados com disturbios no trato gastrointestinal. Varias
pesquisas ja demonstraram o papel que os probiéticos possuem na reducao
da duracéo e do risco de desenvolvimento de diarreias associadas ao uso de
antibioticos e diarreias agudas infecciosas (SAZAWAL et al., 2006; KLIGLER
& COHRSSEN, 2008). Além disso, podem atuar também reduzindo os
sintomas da sindrome do intestino irritAvel. As principais espécies descritas
nestes estudos sdo L. rhamnosus, L. acidophilus, S. boulardii, L. casei, L.
bulgaricus, S. thermophilus e B. infantis (SAZAWAL et al., 2006; KLIGLER &
COHRSSEN, 2008; MCFARLAND & DUBLIN, 2008; RITCHIE & ROMANUK,
2012).

Na maior parte das vezes, sdo atribuidos aos probioticos varios

mecanismos de acdo, que simultaneamente, geram as a¢des benéficas. Esse
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fendbmeno ocorre, por exemplo, na prevencdo e tratamento de infeccdes
gastrointestinais. Acredita-se que uma combinacdo entre 0 mecanismo de
competicdo direta com bactérias patogénicas no intestino juntamente com a
modulacdo imune sejam responsaveis pelos efeitos dos probidticos diante dos
distarbios gastointestinais (KLIGLER & COHRSSEN, 2008).

Os beneficios dos probidticos sdo bastante diversos e ndo se
restringem ao trato gastrointestinal (LEW & LIONG, 2013). Além de sua
capacidade de influenciar positivamente a composicdo da microbiota
intestinal, varias evidéncias sugerem que alguns probioticos podem modular o
sistema imune, tanto localmente, quanto sistemicamente melhorando os
mecanismos de defesa imune e/ou diminuindo distarbios imunes, como
alergias ou inflamag6es (GUENICHE et al., 2010). Resultados de varios testes
clinicos e pré-clinicos ja revelaram a habilidade que varias linhagens de
probidticos possuem de diminuir os sintomas e agir como profilatico contra
dermatite atopica, atuando principalmente através da reducdo de citocinas
pré-inflamatérias. Dentre 0s géneros que apresentaram esta atividade,
destacam-se: Bifidobacterium e Lactobacillus (KLIGLER &COHRSSEN, 2008;
YESILOVA et al., 2012).

4. O Género Lactobacillus

As espécies do género Lactobacillus pertencem ao filo Firmicutes,
sendo estas Gram positivas, acido tolerantes, anaerdbicas facultativas e
fermentadoras. Os lactobacilos sdo comumente encontrados em alimentos
como vinho, leite, carne, frutas, vegetais, e cereais integrais. Além disso,
algumas espécies deste género compdem a microbiota normal do trato
gastrointestinal, vaginal e cavidade oral de humanos e de diversas espécies
de animais. Os lactobacilos tém sido utilizados por milhares de anos na

conservacao de alimentos atraves da fermentacdo (HERBER et al., 2014).

O género Lactobacillus, é bastante diverso e engloba espécies
encontradas principalmente em produtos lacteos (por exemplo, L. delbrueckii
ssp. bulgaricus e L. helveticus), espécies comumente encontradas em trato
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gastrointestinal humano e animal (por exemplo, L. acidophilus e L. gasseri), e
espécies com notavel capacidade de adaptacdo a diversos habitats (por
exemplo, L. plantarum, L. pentosus, L. brevis e L. paracasei) . L. paracasei €
um membro da microbiota intestinal humana e animal e € amplamente
utilizado na industria alimentar em culturas para produtos lacteos e também

como bactérias com caracteristicas probiéticas (SMOKIVINA et al., 2013).

4.1. A atividade antiviral dos Lactobacilos

O uso de probidticos tem sido proposto como uma nova abordagem
terapéutica para o controle de diversas doencas virais (MURGUIA-PENICHE,
2013). A indicacdo do uso de probidticos, principalmente dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus em casos de infecc¢des virais € fundamentada
por alguns estudos que demonstraram que o0s probidticos sdo capazes de
prevenir, diminuir os sintomas e a duracao de infeccfes virais, na maior parte
das vezes, por meio de processos imunomoduladores (MARAGKOUDAKIS et
al., 2010; PARK et al., 2013; KISO et al., 2013, KUMPU et al., 2013).

O género Lactobacillus apresenta varias espécies com grande
potencial no controle de infecgbes virais. Lee e colaboradores (2013)
publicaram um estudo mostrando que a administracdo sublingual de 1x 10%
unidades formadoras de colénias (UFC) de L. rhamnosus em camundongos,
foi capaz de aumentar a protecdo destes animais contra a infeccdo com
Influenza A virus, por meio do aumento da secrecdo de Imunoglobulinas A
(IgA) nas mucosas, estimulo das células NK e linfécitos T, além do aumento
da producéo de IL-12 nos pulmdes (LEE et al., 2013a).

Em 2013, outros dois estudos descreveram a atividade protetiva de L.
pentosus e L. plantarum contra Influenza A virus (KISO et al., 2013; PARK et
al., 2013). A administracdo de 10° UFC de L. plantarum, via intranasal, foi
capaz de causar um aumento na producdo IL-12 e IFN-Y no fluido
bronquioalveolar e diminuiu a inflamacédo durante a infeccdo com Influenza A
virus em camundongos (PARK et al., 2013). O efeito gerado pela ingestao
diaria de L. rhamnosus também foi testada contra rinovirus. Foi relatado que
este tratamento diminuiu a ocorréncia de infecgbes por este virus em
humanos (LUOTO et al.,, 2013; LEHTORANTA, 2014). Em alguns casos, 0
efeito antiviral apresentado pelos probiéticos pode ser atribuido a mais de

uma espécie de microrganismo ou a utilizacdo de uma combinacdo de
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diferentes espécies. No ano de 2007, Ivec e colaboradores publicaram um
trabalho mostrando um aumento da resposta antiviral in vitro contra o
Vesicular stomatitis virus (VSV) gerado pelas espécies L. paracasei, L.
rhamnosus e B. longum. Estas espécies foram capazes de induzir
mecanismos de defesa em macréfagos contra a infeccdo por VSV, por meio
da producédo de oxido nitrico e citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e IFN-Y..
A colonizacdo com L. rhamnosus e B. lactis contribui para, homeostase
imunoldgica, maturacdo das células do sistema imune e diminuicdo da

diarreia causada por rotavirus humano, em porcos (VLASOVA et al., 2013).

4.2 O potencial imunomodulador da espécie L. paracasei CNCM 1-2116
(ST11)

Um dos primeiros estudos que investigou o potencial imunomodulador
da espécie L. paracasei, linhagem ST11 foi realizado por Von der Weid em
2001, no qual foi avaliada a inducdo de linfocitos T CD4 naives de
camundongos BALB/c estimulados por células alogénicas e tratadas com esta
linhagem bacteriana. Os resultados deste estudo mostraram que, neste
modelo, o probidtico inibiu fortemente a producédo das citocinas mediadoras
tanto da resposta inflamatoria do tipo Th2 (IL-4 e IL-5), quanto do tipo Thl
(IFNy). Porém, induziu a producdo de TGFB de maneira dose dependente e
manteve a producéo de IL-10, sendo essas, citocinas que exercem importante
papel na contencdo da resposta inflamatoria.

Outro estudo também corroborou o potencial de contencéo da resposta
inflamatoria gerada por esta linhagem. Neste caso a linhagem ST11 foi capaz
de aliviar os sintomas da doenca inflamatdria intestinal em camundongos. O
tratamento com ST11 diminuiu a infiltracdo de neutrofilos, e a expressao de
citocinas pro inflamatérias como IL183, IL-6 e IL12 (OLIVEIRA et al., 2011).

A industria L'oreal® em parceria com a Nestlé® comercializa um
produto probidtico chamado Innéov Sensicap®, composto por Lactobacillus
paracasei CNCM 1-2116 (ST11), que é indicado para melhora da imunidade
do organismo e do aspecto da pele e dos cabelos. Um estudo publicado por
pesquisadores destas industrias relatou que este microrganismo, na dose de
1x 10" UFC/mL, inibiu os sintomas da inflamac&o cutdnea em um ensaio ex

vivo utilizando amostras de pele humana (GUENICHE et al.,2010).
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Il. JUSTIFICATIVA

O VACYV foi utlizado como vacina durante a campanha de erradicagao
da variola, que foi declarada erradicada pela OMS, em 1980. ApdOs sua
erradicacao, a vacinacgao foi suspensa principalmente devido aos seus efeitos
adversos graves 0 que propiciou a emergéncia de surtos zoonéticos causados
por estes virus em todo o mundo. O VACV tem sido associado a surtos de
VB no Brasil, levando a uma doenca exantematica que afeta principalmente
ordenhadores e o gado leiteiro no Brasil.

A diminuicdo da producéo leiteira e o afastamento do paciente infectado
do trabalho resulta em impactos na saude publica e veterinaria, além de
econdmicos e sociais. Apesar dos impactos gerados pelos surtos de VB no
Brasil, bem como dos efeitos adversos graves que sdo gerados pela
vacinagao, atualmente existem poucas opcdes terapéuticas disponiveis para
o tratamento das infec¢bes geradas pelos OPVs.

Nos ultimos anos, a utilizacdo de microrganismos probiéticos tem sido
proposta como uma possivel nova abordagem terapéutica para diversas
doencas virais. Entre as espécies de microrganismos probiéticos estudadas,
destacam-se as espécies do género Lactobacillus. O probiético Innéov
Sensicap® demonstrou inibir sintomas de inflamagcdo cutanea, como a
vasodilatacdo, edema, degranulacdo de mastdcitos e producdo da citocina
pro-inflamatéria TNF-o. Além disso, outros estudos corroboram as
propriedades anti-inflamatérias apresentadas por esse probiético.

Considerando que muitos sintomas gerados durante a infeccdo com
VACYV séo decorrentes de uma resposta inflamatoria sistémica e do completo
desconhecimento de como o0s probiéticos podem interagir com os OPVs, este
estudo visou contribuir de forma inédita, no entendimento da influéncia que o
L. paracasei € capaz de exercer durante uma infeccdo com VACV. O
entendimento dessas relacbes podem, no futuro auxiliar na prospeccédo de

novas opcoes terapéuticas contra as infec¢des geradas pelos OPVs.
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do tratamento com o probidtico L. paracasei (ST11)

na infeccéo por Vaccinia virus em modelo murino.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar as manifestacdes clinicas apresentadas pelos camundongos
infectados com VACV-WR, comparando o grupo tratado e n&o tratado

com o probidtico;

Analisar a influéncia do tratamento com probiético na taxa de letalidade
geranda durante infeccéo pelo VACYV;,
Avaliar a influencia do tratamento com o probi6tico na disseminacéo

viral.

Realizar analises histoldégicas dos pulmbes dos camundongos dos
grupos tratados e nao tratados com o probiotico, infectados e nédo
infectados com VACV.

Quantificar as citocinas, TNF alfa, IL-10, IL-17, IFN gama, alfa e beta,

bem como os ISGs, OAS, PKR e Mx1 dos grupos tratados e nao

tratados com o probidtico, infectados e nado infectados com VACV.
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V. METODOLOGIA

5.1. Sistemas celulares

5.1.1. Células VERO e BSC40
As células Vero e BSC foram obtidas da American Type Culture

Collection (ATCC), (Maryland, EUA) e séo derivadas de células epiteliais de
rim de macaco verde africano (Cercopthecus aethiops). O cultivo dessas
células foi realizado para multiplicacdo e titulacdo viral, quando as mesmas
apresentaram cerca de 90 % de confluéncia da monocamada. Para isso,
células Vero e BSC foram cultivadas com meio minimo essencial de Eagle
(MEM) (Gibco, USA) acrescido de glutamina (2mM), gentamicina (50 pg/mL),
penicilina potassica (200 U/mL), anfotericina B (2,5 pg/mL) e 5% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), e posteriormente incubadas em estufa com
atmosfera de 5% de CO; a 37°C. Os subcultivos ou repiques foram realizados
a cada 2 dias por lavagem da monocamada celular com solucdo tampao
fosfato salina 1X (PBS 1X) (NaCl 137mM; KCl, 7mM; Na,HPO, 1,4mM; pH
7,2) e tratamento com tripsina acrescida de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) (NaCl 136mM; kCl 5mM; glicose 55mM; NaHCO3; 69mM; 0,59 p/v
tripsina 1:250 [Difco]; EDTA 0,5mM; 1% vermelho de fenol).

5.2. Virus

Foi utilizada a amostra VACV-WR, originada de uma amostra do New
York City Department of Health Laboratory (NYCBH), em 1876 (FENNER et
al., 1988) gentilmente cedida pelo Dr. C. Jungwirth, Universitat Wirzburg,

Alemanha.

5.3. Multiplicagéo viral em células Vero
Para obtengdo dos estoques virais foi feita a multiplicacdo em células

Vero, cultivadas em garrafas de 150 cm? (TPP®), em estufa a 37°C com
aporte de 5% de CO,. Monocamadas de células Vero com cerca de 90% de
confluéncia foram lavadas duas vezes com PBS e infectadas com
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,01, diluido em 5 mL de MEM sem

48



adicdo de SFB. Apods 1 hora de adsorcao, a 37°C, foi acrescentado 25 mL de
MEM suplementado com 1% SFB. Novamente, as células foram incubadas a
37°C e monitoradas diariamente ao microscopio éptico até a deteccéo de 90%
de efeito citopéatico (ECP). Em seguida, o meio de cultivo foi desprezado, as
células foram lavadas com PBS e desprendidas das garrafas com auxilio de
um raspador e utilizando Tris-HCI 10mM, pH 8,0. A suspensédo obtida foi
centrifugada durante 10 minutos a 264g (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B) a
4°C e o sedimento obtido foi mantido a — 70°C para posterior purificacdo das

particulas virais.

5.4. Purificacéo viral
O sedimento obtido durante a multiplicacdo viral (item 5.3) foi

homogeneizado em 8 mL de Tris-HCI 10mM, pH 8,0 e centrifugado a 2.500 x
g (rotor H1000B - Sorvall RT6000 B) durante 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante obtido foi mantido em banho de gelo e o sedimento celular foi
lisado duas vezes em 10 mL de solugéo de lise (MgCl, 1mM; Tris10mM, pH
7,0; KCI 10mM). Apoés a adicdo desta solucdo, a suspensao foi incubada em
banho de gelo, durante 10 minutos e as células lisadas mecanicamente em
homogeneizador do tipo “Douncer’ (Wheaton, USA) por 80 vezes. A
suspensao viral resultante foi entdo centrifugada a 35.000 g, 4°C, por duas
horas sobre um colchdo de sacarose a 36% em Tris-HCI 10mM, pH 8,0 para
separacdo dos restos celulares. Utilizando-se uma pipeta Pasteur, o
sobrenadante e a interface foram coletados e desprezados e o restante foi
descartado por inversdo do tubo. Os sedimentos obtidos foram
homogeneizados em até 500uL de Tris 10mM (pH 8,0), distribuidos em
aliquotas de 2 uyL em microtubos e estocados a — 70°C (Adaptado de
JOKLIK,1962).

5.5. Titulagéo viral (CAMPOS & KROON, 1993)

A titulacdo foi realizada utilizando placas de seis pocos com
monocamada de células BSC-40 com aproximadamente 80-90% de
confluéncia por poco incubadas a 37°C por 16-24 horas em MEM
suplementado com 5% SFB (Cultilab, Brasil). O meio das placas foi
desprezado e a monocamada lavada com PBS 1X. O virus foi diluido na

proporcdo de 1: 10 de forma seriada, para concentracdes de 10" a 10° em
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MEM 0% e adicionado em cinco poc¢os da placa, sendo que um poco foi
utiizado como controle da viabilidade celular, onde apenas meio foi
adicionado. As células foram incubadas a 37°C durante uma hora com
homogeneizagcdo a cada dez minutos para a adsor¢cdo e posteriormente
adicionado 2 mL de MEM contendo 1% de SFB (CAMPOS e KROON, 1993).
As placas foram incubadas a 37°C, e ap0s 48 horas fixadas com solucao de
paraformaldeido 3,7% e coradas com solucdo de cristal violeta 1%. Para
calculo do titulo viral, as placas de lise foram contadas na diluicdo que
apresentou entre 30 e 100 placas de lise, multiplicada pelo inverso da diluicao

e convertido para o volume de 1 mL.

5.6. Cultivo do probidtico
O probiotico utilizado nesse estudo foi L. paracasei CNCM 1-2116

(ST11) (LP T11) (GUENICHE et al., 2010b) isolado do produto probiético
Innéov® Sensicap comercializado no Brasil pelas empresas L'oreal® e
Nestlé®, gentilmente cedido pelo Professor Dr. Flaviano Martins . O conteudo
da capsula deste produto foi transferido para um tubo de ensaio contendo 10
mL de caldo De Man, Rogosa & Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA). Este tubo
foi incubado a 37°C, durante 48 horas, em ambiente aerdbico para reativacao
do L. paracasei. Apos a reativacdo, 100uL deste caldo contendo L. paracasei
foram transferidos para um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo MRS e
incubado a 37°C, durante 24 horas, em ambiente aerébico. Este processo foi
repetido diariamente para manutencdo da cultura, durante todo o

experimento.

5.7. Inativacéo do probidtico

Para inativagdo do probidtico foi primeiramente realizada a
centrifugagéo da cultura bacteriana em meio MRS obtida pelo procedimento
descrito no item 5.6, a 264g por 5minutos (Eppendorf®, 5430R, Sao Paulo,
Brasil). Posteriormente o sobrenadante obtido foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 10mL de PBS 0,9%. Esta suspensédo bacteriana possui
uma concentracdo bacteriana equivalente a (10° UFC/mL) e foi aliquotada em

10 microtubos de 1,5mL (Eppendorf®). Os microtubos foram incubados a 75 °
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C durante 20 min em termobloco (Eppendorf® Thermomixer confort). Uma
das aliquotas foi transferida para caldo MRS (Himedia®), e esta cultura foi
incubada a 37°C por 12 horas para certificacdo de que o probiotico foi
inativado, perdendo assim sua capacidade multiplicag&o.

5.8. Quantificacédo do probiotico

A concentracdo de L. paracasei administrada nos camundongos foi
quantificada pelo método spread-plate (BUCK & CLEVERDON, 1960), que
consiste em sucessivas diluicbes da amostra com posterior plagueamento e
contagem das colbnias crescidas apds incubacéo. A amostra foi diluida na
proporcdo de 1: 10 de forma seriada, para concentracdes de 10" a 10°. Uma
aliquota de 100puL de cada diluicdo foi inoculada em placas de Petri contendo
o meio de cultura Agar MRS (Himedia®) e as placas foram incubadas a 37°C,
durante 48 horas em ambiente aerdbico. Apds a incubacao, a contagem foi
realizada na placa que apresentou entre 20 e 200 UFC. A guantificacdo do
probiético foi feita multiplicando o numero de colbnias contadas na placa, pelo
fator de diluicdo da amostra e pelo inverso da diluicdo. Este ensaio foi

realizado em triplicata.

5.9. Animais

Camundongos Balb/c machos com quatro semanas de idade foram
utilizados como modelo animal, sendo adquiridos no Centro de Bioterismo da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Durante a realizagcao
ds experimentos os camundongos foram mantidos no biotério do
Departamento de Microbiologia da UFMG, em gaiolas com microisoladores e
fluxo de ar individualizado. Para a vermifugacdo dos camundongos foi
utilizado Albendazol 10% (Tortuga) na diluicdo 1:100 em H,O, sendo a
mamadeira contendo o vermifugo disponibilizada para os animais por 24
horas. Este procedimento foi repetido apos trés dias e 0s experimentos
iniciaram dez dias ap6s a vermifugacdo. Os experimentos foram previamente
submetidos e aprovados de acordo com as normas do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, protocolo n°® 240/2010.

5.10. Desenho experimental
Os animais foram divididos em oito grupos de tratamento, contendo 5

animais em cada grupo (FIGURA 8):
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Grupo PBS/ndo infectado: animais que receberam por gavagem
diariamente 100 pL de PBS 0,9%, durante todo o experimento. Este grupo
nao foi infectado e receberam 10uL de PBS 0,9% por via intranasal.

Grupo Probiético vivo/ndo infectado: animais que receberam por
gavagem diariamente 100 pL de solucdo de L. paracasei vivo contendo 10°
UFC do probiotico, durante todo o experiemnto. Este grupo néo foi infectado e
receberam 10uL de PBS 0,9% por via intranasal.

Grupo Probidtico morto/ndo infectado: animais que receberam por
gavagem diariamente 100 pL de solucdo de L. paracasei morto contendo 10°
UFC do probiotico, durante todo o experiemnto. Este grupo néo foi infectado
e receberam 10uL de PBS 0,9% por via intranasal.

Grupo VACV/infectado: animais que receberam por gavagem
diariamente apenas 100 uL de PBS 0,9%, durante todo o experimento. A
infeccéo foi feita administrando 10° PFU/10uL de VACV por via intranasal.

Grupo Pré-tratado morto/infectado: animais que receberam por
gavagem diariamente 100 pL de solucdo de L. paracasei morto contendo 108
UFC do probidtico, durante todo o experimento. A infeccdo foi feita
administrando 10° PFU/10uL de VACYV por via intranasal.

Grupo Pré-tratado vivo/infectado: animais que receberam por gavagem
diariamente 100 pL de solucdo de L. paracasei vivo contendo 10° UFC do
probiético, durante todo o experimento. A infeccao foi feita administrando 10°
PFU/10uL de VACV por via intranasal.

Grupo Poés-tratado vivo/infectado: animais que receberam por gavagem
diariamente 100 pL de PBS 0,9% 10 dias antes da infeccdo e 100 pL de
solucdo de L. paracasei vivo contendo 10° UFC do probiético, por nove dias
apos a infeccdo. A infeccéo foi feita administrando 10° PFU/10uL de VACV
por via intranasal.

Grupo Pés-tratado morto/infectado: animais que receberam por
gavagem diariamente 100 pL de PBS 0,9% por dez dias antes da infeccéo e
100 pL de solucado de L. paracasei morto contendo 10 UFC do probiético, por
nove dias ap6s a infeccéo. A infeccéo foi feita administrando 10° PFU/10uL de

VACYV por via intranasal.
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FIGURA 8: Desenho Experimental: Representacdo esquematica do modelo

de infeccdo dos camundongos divididos em oito grupos de tratamento.

O periodo de tratamento, assim como a dose de probiotico
administrada diariariamente foram escolhidos baseados em outros estudos
que avaliaram a influéncia da utilizacdo de probidticos contra o Influenza A
virus que, assim como o VACV por via intranasal, gera uma doenca aguda de
curta duracdo. Estes estudos também utilizaram uma dose diaria de 10® UFC
durante cerca de dez dias tratamento antes e apds a infeccdo (LEE et al,
2013; PARK et al, 2013). A dose viral utilizada também foi determinada
baseada em um estudo prévio que também utilizou 10° pfu da amostra VACV-

WR para infectar camundongos Balb/C (Ferreira et al. , 2008).

5.11. Infeccdo dos animais
Cinco camundongos em cada grupo foram anestesiados utilizando

injecao intraperitonial de Ketamina e Xilasina (3.2 mg e 0.16 mg/animal, em
tampéo fosfato salina (PBS) 0,9%, respectivamente) e inoculados por via
intranasal com um volume de 10 pL, contendo 10° pfu da amostra viral
purificada (item 5.4). Como controle negativo, animais foram inoculados com
10 pL de PBS. Os animais foram acompanhados por 9 d.p.i, sendo registrada
diariamente a evolucdo dos sinais clinicos: variacdo de peso dos animais,
letalidade, piloerecdo, arqueamento de dorso e balanopostite (Ferreira et al.,
2008a).

Os animais foram sacrificados apos 10 dias de observacéo, por meio
da administracdo de 100uL da solucdo anestésica/analgésica seguida por
deslocamento cervical. Posteriormente, foram coletados orgdos (baco, figado,

pulmao, cérebro e intestino) e o sangue (FERREIRA et al.,2008a).

5.12- Titulacao viral dos 6rgédos processados (CAMPOS & KROON, 1993 -
modificado)

Apoés o sacrificio dos animais, o sangue, pulméao, intestino, figado e o
baco destes animais foram coletados e estocados a —70°C para anélise do
tropismo viral. Os érgéos coletados foram pesados e macerados em PBS 1X
na proporgao de 1:10 (p/v), com o auxilio de um graal. Posteriormente, foram

congelados e descongelados trés vezes para liberacdo de particulas virais
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das células. Em seguida, centrifugados a 425 g por 10 minutos a 4 C, e 0
sobrenadante coletado para ser utilizado no ensaio de titulacdo viral dos
orgaos processados. Para determinar os titulos de virus presentes nos 6rgaos
dos animais infectados foram feitos ensaios de titulagéo viral de acordo com
protocolo descrito no item 5.5. O titulo do 6rgao foi dado em pfu por grama de

tecido.

5.13- Dosagem de citocinas

5.13.1 Ensaio Imunoenzimatico ligado a enzima (ELISA)

Para avaliar a expressdao de citocinas (IL-10, INF-y, TNFa, IL-17),
fragmentos de 100mg do pulméo foram macerados com auxilio de um ultra
turrax (IKA T 18 Basic) e ressuspendidos em 1mL de solucéo de extracdo de
citocinas [PBS contendo um coquetel de anti-proteases (0,1 mM PMSF, 0,1
mM cloreto de benzeténio, 10 mM EDTA e 20 KI de aprotinina A) e 0,05%
Tween-20]. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a 4°C por
10 minutos a 10.621 g (Eppendorf 5430 R, S&o Paulo, Brasil). Os
sobrenadantes foram imediatamente coletados e armazenados a -70°C para
posterior dosagem das citocinas.

A dosagem das citocinas foi realizada pelo método de ELISA. Estes
ensaios foram realizados em parceria com o Laboratério de Agentes
Bioterapéuticos sob a supervisdo do Professor Dr. Flaviano Martins e com o
Laboratério de Biologia Molecular de Microorganismos sob a supervisdo da
Professora Dra.Daniele de Souza. Os kits para as citocinas e quimiocinas
foram obtidos da R&D Systems (DuoSet) (R&D Systems, Minneapolis, USA).
As instrucBes do fabricante para a realizacdo dos ensaios foram seguidas
(MARTINS et al., 2011). Os resultados foram expressos como picogramas de
quimiocinas / citoquinas (+ SEM) normalizado para o tecido 100 mg ou 1 mL
de sobrenadante de cultura.
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5.13.2 PCR em tempo real

5.15.2.1 Extracdo de RNA total celular e transcricédo reversa

A extracdo de RNA total celular foi feita a partir de aliquotas de pulmdes
macerados (item 4.11.1) utilizando o kit Rneasy (Qiagen, Alemanha), de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

A obtencdo de cDNA foi realizada tendo como molde 1 ug de RNA
extraido do pulm&o. As reacdes foram realizadas utilizando a enzima MMLV
(Promega, Madison, WI, USA), tampao 5X, dNTPs, oligo Dt (0,5 pg) e DTT
nas concentracfes indicadas pelo fabricante e agua qg.s.p para 25 ul de
reacdo. O RNA e oligo dT foram incubados a 70 °C por 5 minutos e depois
incubados em gelo por 5 minutos. Os outros componentes da reacdo foram
adicionados e os tubos incubados a 42 °C por uma hora. O cDNA resultante
foi diluido em 50 pl de agua.

5.13.2.2 PCR em tempo real

O cDNA obtido com a reacédo de transcricao reversa foi utilizado como
molde nas reacdes de PCR em tempo real. Estas foram realizadas em placas
de 48 pocos, em duplicata, utilizando oligonucleotideos especificos (200uM),
SYBR Green Master Mix (1X) (Applied Biosystem, EUA), 1y de cDNA e agua
em g.s.p. 10 pl. As reacdes foram feitas no aparelho StepOne (Applied
Biosystem, EUA). Os resultados foram obtidos a partir de valores arbitrarios
dados a curva padrdo e corrigidos utilizando normalizacdo com os niveis do
gene constitutivo beta actina.

Os resultados foram analisados com base no valor de Cicle
Threshold (CT) ou ciclo limiar, sendo este o ponto correspondente ao numero
de ciclos onde a amplificacdo atinge dado limiar, 0 que permite a analise
guantitativa da expressdo do fator em avaliacdo. Os valores de Ct obtidos
nesses experimentos foram utilizados para o calculo da expresséo relativa de
MRNA das citocinas em relacdo a do B- actina. Essa relacdo é denominada

pelo Delta Ct (ACt) e é calculada pela férmula:

ACt = (Ct controle endégeno — Ct gene-alvo)
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Em funcdo da caracteristica logaritmica dessa variavel, foi utlizado o

2 -ACt

parametro para a analise dos dados conforme recomendado na literatura

(Livak e Schmittgen, 2001).

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reagcdes de

PCR em tempo real (dados do Laboratério de Virus).

Oligonucleotideo Sequéncia Foward Sequéncia Reverse
Beta actina AAATCGTGCGTGACATCAAAGA GCCATCTCCTGCTCGAAGTC
IFN a2 GGACAGGCAGGACTTTGGATT GCCTTCTGGATCTGC TGGTTA
IFNB ACACCAGCCTGGCTTCCATCA AGGGCTETCGTEGTEGAGAAGTAL
IFNA2/3 ACCCTEAAGGTCTGGGAGAAL AAGAGGCTGGLCCAGGAT
0AS1a CCACACTCAAGGGCAAGTCA CAAAGCTGGTGAGATTGTTAAGA
PKR CCTCCTCAGTCTCCCGAACA TGCTCGCTGGCAATCTCA
Mx2 TGAATGCCTACCGCCAAGA AATACTGGATGATCAAGGGAACGT

5.13. Anédlises histopatoldgicas

Os tecidos foram fixados em formalina a 10% para avaliagao
histopatolégica. Os tecidos fixados foram embebidos em parafina e
seccionados em 5 a 6 um em micrétomo rotatério padréo, e colocados sobre
laminas para coloracdo com hematoxilina e eosina (HE). As lesdes
histopatoldgicas observadas foram graduadas na escala de leve, moderada e
grave, baseada na gravidade das lesdes (FERREIRA et al, 2008). As analises
histologicas foram feitas pela patologista Dra Camila Megale de Almeida
Leite, Professora do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas (ICB) da UFMG, que gentilmente aceitou contribuir neste trabalho.

5.13. Anéalises estatisticas
Os resultados obtidos referentes aos titulos virais encontrados em

diferentes 6rgaos, porcentagens de médias de perda de peso dos diferentes
grupos e letalidade foram analisados utilizando o teste ANOVA e pos teste
Newman-Keuls, e para os dados de sobrevivéncia foi utilizado o teste Log-
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Rank. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente diferentes

(GraphPad Prism software, versao 5.0).

VI. RESULTADOS E DISCUSSAO PARCIAL

6.1. Multiplicacao, purificacao e titulagao viral

A multiplicacdo da amostra VACV-WR em células Vero, purificacdo em
colchado de sacarose e titulagdo em células BSC-40, permitiram a obtencédo de
um titulo viral de 2,57x10° PFU/mI. Titulo viral suficiente para infeccdo dos

camundongos conforme o item 5.11.

6.2. Quantificacédo do probiotico

A quantificacdo do probidtico pelo método de spread-plate obteve uma
concentracdo de 10° UFC/mL, 10 (colénias contadas) x 10 (fator de diluicdo
da amostra) x 10’ (inverso da diluicdo). Sendo assim, a gavagem foi feita
utilizando 100uL de solugdo com o probidtico, para que uma concentracdo de

10® UFC/mL fosse administrada nos camundongos diariamente.

6.3. Infeccdo de camundongos Balb/C com VACV-WR e esquemas de
tratamento

6.3.1 Tratamento utilizando probidtico vivo apds ainfeccéo
Com o intuito de investigar se a ingestdo diaria de L. paracasei

exerceria alguma influéncia ap6s uma infecgao intranasal utilizando 100 vezes
a LDsy de VACV-WR (10° pfu), quatro grupos de tratamento utilizando
camundongos Balb/C foram utilizados: PBS/n&o infectado (n&o infectado com
VACV e nédo tratado com o probiotico), Probidtico vivo/ ndo infectado (ndo
infectado com VACV e tratado com probidtico vivo), VACV/ infectado
(infectado com VACV e ndo tratado com probidtico), Pd4s-tratado vivo/
infectado (infectado com VACV e tratado com probiético a partir do dia da
infeccdo) foram utilizados conforme descrito no item 5.10 na Figura 8.

O acompanhamento feito durante nove dias apdés a infecgcdo
demonstrou que, conforme o esperado, 0s grupos controles nao infectados,
(PBS/néo infectado e Probiotico vivo/ ndo infectado) ndo apresentaram
qualquer sinal. Além disso, os animais ganharam peso, cerca de 13%,

gradualmente até o 9°d.p.i. (Figura 9A).

58



Todos os camundongos dos grupos infectados (VACV/infectado e o
Probiotico vivo/ infectado) apresentaram arqueamento de dorso e pilo-erecéo,
do 3° ao 9°d.p.i.,, ou até a data do O6bito. Quatro animais de cada grupo
apresentaram balanopostite, do 5° ao 9° d.p.i., sendo que trés camundongos
que apresentaram balanopostite no grupo VACV e um camundongo que
apresentou balanopostite no grupo Probidtico vivo/Infectado morreram entre o
8°e9°dpi.

Apesar dos camundongos dos grupos infectados demonstrarem perda
de peso semelhante até o 9°d.p.i., (Figura 9A) o tratamento com o probidtico
foi capaz de reduzir a letalidade dos camundongos do grupo Probidtico
vivo/infectado comparando com o0 grupo controle n&o tratado,
VACV/infectado. Sendo que este Ultimo grupo apresentou letalidade de 44%,
ja que gquatro animais infectados foram a 6bito, dois no 8° e dois no 9°d.p.i.
(Figura 9B). O grupo Probiético vivo/infectado, apresentou letalidade de 22%,
no qual dois animais foram a 6bito no 9° d.p.i. Esse resultado mostra que
apesar do tratamento com probiético ndo evitar a perda de peso e o
aparecimento dos sinais clinicos em uma infeccdo com VACV, ele é capaz de

diminuir a letalidade dos camundongos durante a infec¢édo (Figura 9B).
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FIGURA 9: Variacdo percentual média diaria do peso (A) e curva de
sobrevivéncia (B) de camundongos Balb/c infectados. Dois grupos de
camundongos Balb/c foram inoculados pela via intranasal com 10° PFU/10pL
de VACV-WR (em vermelho o grupo ndo tratado com probiético e em azul o
grupo Pods-tratado/infectado). O grupo PBS/ néo infectado (preto) e o grupo
Probidtico vivo/ ndo infectado (verde) foram inoculado com PBS. As barras
indicam desvio padrao. * P< 0,05, ** P< 0,001, *** P< 0,0001 (teste Log-rank).

6.3.2. Tratamento com o probidtico antes da infec¢céo
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Com o objetivo de investigar se a atividade exercida pelo probidtico que
resultou na diminuicdo da letalidade dos camundongos infectados com VACV-
WR possuia natureza preventiva ou apenas curativa, um novo grupo de
tratamento foi inserido na andlise. Esse grupo, chamado Pré-tratado
vivo/infectado, contendo 9 animais, recebeu diariamente por gavagem uma
dose de 108 UFC/mL de probidtico vivo suspenso em PBS, durante nove dias
antes e também durante nove dias apos a infecgéo intranasal com VACV-WR,
realizada como descrito anteriormente no item 5.10 e na Figura 8. Os grupos
de tratamento descritos no topico anterior também foram inseridos nesta
analise.

Ap6s acompanhar os camundongos durante 9 d.p.i foi demonstrado
que todos os animais do grupo Pré-tratado/infectado apresentaram um curso
de infeccdo muito semelhante ao grupo ndo tratado VACV/infectado. Os
sinais clinicos foram os mesmos, assim como o periodo de manifestacao.
Argueamento de dorso e pilo-erecédo ocorreram do 3° ao 9°d.p.i., ou até a data
do 6bito. Quatro animais de cada grupo apresentaram balanopostite, do 5° ao
9° d.p.i, sendo que a balanopostite apresentada pelo grupo de Pré-
tratado/infectado foi mais exacerbada, como a que foi observada no grupo
Pos-tratado/infectado (Figura 10).

A perda de peso também foi semelhante entre os grupos infectados
como pode ser visualizado no (Figura 11A). Com relacdo a mortalidade, o
grupo Pré-tratado/infectado apresentou a maior mortalidade (55%) entre os
grupos infectados (44% do grupo VACV/infectado e 22% do grupo Poés-
tratado vivo/ infectado) (Figura 11B). Esse resultado mostra que o tratamento
com o probidtico antes da infeccdo ndo exerce efeito benéfico para os
camundongos, diferentemente do que foi observado para esquema de
tratamento que inicia apos a infec¢cdo. O tratamento com o probidtico,

portanto, exerceria um efeito apenas curativo e nao preventivo.
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A) Grupos nao infectados (PBS/néo infectado e Probiotico vivo/ ndo
infectado)

B) Grupo infectado nao tratado com probidtico VACV/infectado

C) Grupo de infectados e tratados com probiotico (Probidtico
vivo/infectado)
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Figura 10: Manifestacdes clinicas decorrentes da infeccdo intranasal
com VACV-WR em camundongos Balb/C no sexto d.p.i, tratados ou néo
com probidtico vivo. Os camundongos nao infectados ndo apresentaram
nenhum sinal clinico (A). Sinais clinicos como, piloerecado, arqueamento de dorso
e balanopostite apresentados pelos camundongos do grupo VACV/infectado (B)
foram semelhantes aos apresentados pelos grupos Pdés-tratado vivo/infectado (C)
e Pré-tratado vivol/infectado (D). Entretanto os camundongos tratados com

probidtico apresentaram balanopostite mais exarcebada como mostrado nesta

figura.
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FIGURA 11: Variacdo percentual média diaria do peso (A) e curva de
sobrevivéncia (B) de camundongos Balb/c infectados com VACV. Trés
grupos de camundongos Balb/c foram inoculados pela via intranasal com 10°
PFU/10pL das amostras VACV-WR (em vermelho o grupo néo tratado com
probidtico, em cinza o grupo Pré-tratado e em azul o grupo que recebeu
probiotico apenas apods a infec¢do). O peso dos animais foi monitorado por 15
dias. O grupo PBS/nao infectado (preto) e o grupo Probidtico vivo/ ndo
infectado (verde) foram inoculado com PBS. * P< 0,05, ** P< 0,001, *** P<

0,0001 (teste Log-rank).

6.3.3. Tratamento com probidtico inativado pelo calor

A fim de investigar se a atividade exercida pelo probidtico apdés a
infeccdo era decorrente apenas da presenca da bactéria ou se era devido
algum produto do seu metabolismo, foram feitos experimentos utilizando o
probidtico inativado pelo calor. Para isso, trés novos grupos de tratamento
foram inseridos na analise. O grupo Probidtico morto/ndo infectado (n=4),
possui funcdo semelhante ao do Probiotico vivo/ndo infectado servindo como
um controle para verificar como os camundongos reagem a ingestdo do
probiético diariamente e para garantir que os efeitos adversos gerados nos
demais grupos nao sejam devido a ingestdo do probibtico. Esse grupo
recebeu apenas o probidtico inativado pelo calor diariamente.

Os grupos Pré-tratado morto/infectado (n=4) e Péds-tratado
morto/infectado (n=5) receberam o mesmo esquema de tratamento descrito
acima para os grupos Pré-tratado vivo/infectado e Pd4s-tratado vivo/infectado
respectivamente. Porem, nesse caso foi administrado o probidtico inativado
pelo calor. Os sinais clinicos clinicos gerados no decorrer da infecgdo foram
0S mesmos para todos os grupos infectados, como descrito no 6.3.1 e
demonstrados na Figura 13.

A variacdo de peso entre os grupos infectados também foi semelhante,
como mostrado no Figura 12A. Entretando, no quesito letalidade é
interessante notar que a mortalidade foi muito semelhante entre os grupos
Pré-tratado vivo e Pré-tratado morto, 55% e 50% respectivamente. O mesmo
foi observado quando comparamos os grupos Pds-tratado vivo e Pés-tratado

morto em que a taxa de mortalidade foi de 22% e 20% respectivamente.
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Estes resultados sugerem que os efeitos benéficos gerados no pos-
tratamento sdo devido apenas a presenca do probiotico e ndo devido a alguma
substancia produzida por ele. Além disso, podemos notar que o pré-tratamento
mais uma vez nao foi efetivo e que este probibtico apresenta apenas uma acao

curativa e ndo preventiva em uma infeccdo com VACV.
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FIGURA 12: Variacdo percentual média diaria do peso (A) e curva de
sobrevivéncia (B) de camundongos Balb/c infectados com VACV. Cinco
grupos de camundongos Balb/c foram inoculados pela via intranasal com 10°
PFU/10uL das amostras VACV-WR: VACV/infectado (vermelho), Pré-tratado
com probidtico vivo (cinza), Pré-tratado com probiético morto (azul claro), Pos-
tratado com probidtico vivo (azul escuro), Pré-tratado com probiético morto

(rosa). O peso dos animais foi monitorado por 15 dias. Os grupos PBS/nao
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infectado (preto), Probidtico vivo/ nado infectado (verde) e Probidtico

morto/infectado (roxo) foram inoculado com PBS. * P< 0,05, ** P< 0,001, ***
P< 0,0001 (teste Log-rank).

A)

Grupo tratado com probiético morto e ndo infectado
(Probiotico morto/néo infectado)

B) Grupo Pré-tratado com probidtico morto e infectado (Pré-tratado
morto/infectado)

C) Grupo Pés-tratado com probidtico morto e infectado (Pés-tratado
morto/infectado)

Figura 13: Manifestacdes clinicas decorrentes da infec¢cdo intranasal

com VACV-WR em camundongos Balb/C no sexto d.p.i, tratados ou néo

com probiético inativado. Sinais clinicos (piloerecdo, arqueamento de

dorso e balanopostite) dos camundongos do grupo Pré-tratado
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morto/infectado (B) e Pos-tratado morto/infectado (C). Camundongos do
grupo Probidtico morto/ ndo infectado, ndo apresentaram nenhum sinal clinico

de infecgao (A).

6.3.4. Titulo viral em 6rgédos de camundongos infectados com Vaccinia
virus tratados com probiotico

Objetivando identificar se o tratamento com o probidtico levou a
alteracdes na disseminacéo viral nos 6rgados dos camundongos infectados, foi
feito a titulacao viral do baco, figado, cérebro, intestino e pulméo coletados no
9°d.p.i, conforme descrito no item 5.5. Os titulos virais presentes no baco,
cérebro, figado e pulmao estdo demonstrados no Figura 14. O titulo viral
obtido no intestino, de todos os grupos, foi proximo de zero, portanto o
resultado da titulag@o deste érgao nao foi representada.

Os maiores titulos obtidos foram detectados no pulméao, variando de
106 a 107 pfu/g no grupo VACV/infectado, 105 no grupo Pés-tratado
vivo/infectado, e entre 105 a 106 no grupo Pré-tratado vivo/infectado. As
andlises estatisticas mostraram que a diferenca entre o grupo VACV/infectado
e 0 grupo Pds-tratado é significativa (Figura 14B).

No cérebro o grupo VACV/infectado também apresentou o maior titulo
viral, correspondente a 105 pfu/g, sendo que a diferenca com relacao ao titulo
do grupo Pds-tratado vivo/infectado (entre 103 e 104 pfu/g) foi significativa
(Figura 14A). No figado foram detectados virus apenas nos grupos
VACV/infectado (102 pfu/g) e no grupo Pré-tratado vivo/infectado (103 pfu/g)
sendo que a diferenca observada entre o grupo VACV/infectado e Pés-tratado
vivo foi significativa (Figura 14C). O bago foi o 6rgado que apresentou a menor
carga viral que variou entre 103 e 104, sendo que nao foi observado diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 14D).
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FIGURA 14- Titulos virais de VACV-WR em o6rgaos de camundongos
infectados pre tratados e pos tratados com probidtico. Camundongos
(n=5) foram infectados com amostras de VACV-WR (10° pfu/10pL). Os
orgaos foram coletados e a carga viral titulada no 9° d.p.i. Os 6rgéos titulados
foram: A) Cérebro; B) Pulmédo; C) Figado e D) Baco. O titulo viral foi
apresentado a partir da média obtida dos titulos de virus nos 6rgdos foi
calculado como pfu/g de tecido. * P< 0,05, ** P< 0,001, *** P< 0,0001 (ANOVA

e pos teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padrao.

Considerando os resultados descritos acima, assim como o fato de que
0 pos tratamento com o probidtico foi capaz de reduzir de forma significativa o
titulo viral no pulméo, cérebro e figado, a atividade do probidtico nestes
orgaos foi melhor investigada. Para isso, estes 6rgaos do grupo Pés-tratado
morto/infectado também foram titulados. Além disso, um experimento paralelo
foi realizado, no qual trés grupos de camundongos foram submetidos ao
mesmo esquema de tratamento descrito para os grupos VACV/infectado, POs
tratado vivo/infectado e Pré-tratado morto/ infectado, porém estes
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camundongos foram sacrificados no inicio da infec¢do, 3° d.p.i., quando foi
observado o primeiro sinal clinico, a piloerecédo. Este experimento foi feito
para investigar se a atividade do probidtico é mais robusta no inicio da
infeccéo.

Os resultados mostraram que o titulo viral no pulmdo € maior no 3°
d.p.i.,, para todos os grupos de tratamento. O titulo viral no cérebro foi
semelhante tanto no terceiro quanto no 9° d.p.i, e no figado ndo foram
detectadas particulas virais no 3° d.p.i (Figura 15A). Como ja foi descrito
anteriormente, o titulo viral nos trés 6rgaos testados do grupo Pds-tratado vivo
diminui consideravelemente no 9 d.p.i (Figura 14). Fato que condiz com a
menor letalidade apresentada por este grupo em relagédo aos demais (Figura
12B). Entretanto, o pdés-tratamento utilizando o probiético inativado néo foi
capaz de diminuir de forma significativa o titulo viral no pulméo e no cérebro
dos camundongos infectados em relacdo ao grupo controle ndo tratado
VACV/infectado. Este dado, ao contrario do que foi visto para a mortalidade
(Figura 12B) informa que o probidtico ativo € mais eficiente na reducdo do

titulo viral no pulmao.
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FIGURA 15: Titulo viral no pulmé&o(A), cérebro(B) e figado(C) dos
camundongos infectados com VACV- WR, tratados ou n&do com
probidtico, no 3° e 9° d.p.i. Camundongos (n=5) infectados com amostras
de VACV-WR (10° pfu/10uL). Os ¢érgdos foram coletados e a carga viral
titulada no 3° e 9° d.p.i. Os orgéos titulados foram: A) Pulméao; B)Cérebro; C)
Figado. O titulo viral foi apresentado a partir da média obtida dos titulos de
virus nos orgdos foi calculado como pfu/g de tecido. * P<0,05, ** P< 0,001,
*** P< (0,0001 (ANOVA e pos teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio

padrao.

6.4. Avaliagdo do perfil de citocinas produzidas durante o tratamento
com o probidtico

Para avancarmos na andlise das alterac6es exercidas pelo probiotico
frente a infecgdo por VACV-WR na letalidade foi realizada uma avaliagdo do
perfil de citocinas dos diferentes grupos aqui propostos. As citocinas IFNy, IL-
10, IL-17 e TNFa foram dosadas pelo método de ELISA, conforme descrito no
item 5.15.1. Enquanto que o RNAmM das citocinas IFNa2, IFNB e IFNA2/3,
assim como os ISGs: OAS e PKR, foram dosadas utilizando PCR em tempo
real como descrito no item 5.15.2.

A dosagem da citocina IFNy, um potente indutor da atividade
inflamatéria, mostrou que os grupos Pos-tratados, tanto utilizando o probiético
vivo quanto o morto, tiveram uma reducao significativa de 45% e 65%
respectivamente, nos niveis de IFNy produzidos no pulm&o no 9° d.p.i (Figura
16). A citocina IL-17, que exerce importante papel no recrutamento de células
inflamatoérias para o local da infeccdo (Darling et al.,, 2014) também
apresentou menor expressao, com reducao de 37,4% e 29,5% nos grupos
pos-tratados com probidtico morto e vivo, respectivamente, comparando com
o grupo VACV/infectado (Figura 17). A citocina pré-inflamatéria, a TNFa
também foi dosada. E possivel notar uma diferenca significativa (20%) nos
niveis de TNFa entre os grupos Probidtico vivo/infectado e o grupo
VACV/infectado, como mostrado na Figura 18.

Além das citocinas pro-inflamatérias, IFNy, IL-17 e TNFa, também foi

avaliada a citocina IL-10 que apresenta importante funcdo de contencdo da
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resposta inflamatéria (SARAIVA e O'GARRA, 2010). Nao foi verificada
diferenca significativa entre os niveis de IL-10 produzidos pelos grupos Pés-
tratados (vivo e morto) e o grupo VACV/infectado. Também ndo houve
diferenca significativa entre os grupos néo infectados (PBS, Probiético vivo e
Probiotico morto) e o grupo VACV/infectado (Figura 19). Portanto, todos
esses dados evidenciam que o probidtico pode estar exercendo uma atividade
anti-inflamatoria ao inibir os niveis de expressao de importantes citocinas que

participam da resposta inflamatéria como IFNy, TNFa e IL-17.
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FIGURA 16: Niveis de IFNy no pulmao: Dosagem ,no 9° d.p.i., de IFNy no

0 -

pulmdo dos camundongos dos grupos: VACV, Pdés-tratado vivo/infectado,
Pés-tratado morto/infectado, Probidtico vivo/ndo infectado, Probiotico
morto/ndo infectado e PBS.. * P<0,05, ** P< 0,001, *** P< 0,0001(ANOVA e
pés teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padréo.
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FIGURA 17: Niveis de IL-17 no pulmé&o : Dosagem , no 9° d.p.i., de IL-17
no pulmao dos camundongos dos grupos: VACV, Pds-tratado vivo/infectado,
Pés-tratado morto/infectado, Probidtico vivo/ndo infectado, Probidtico
morto/néo infectado e PBS . * P<0,05, ** P< 0,001, ** P< 0,0001 (ANOVA e

pés teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padréo.
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FIGURA 18: Niveis de TNFa no pulmé&o :Dosagem, no 9° d.p.i., de TNFa
no pulméo dos camundongos dos grupos: VACV, Pds-tratado vivo/infectado,

Pés-tratado morto/infectado, Prébidtico vivo/ndo infectado, Probidtico
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morto/ndo infectado e PBS.. * P<0,05, ** P< 0,001, *** P< 0,0001(ANOVA e

pos teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padréo.
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FIGURA 19: Niveis de IL-10 no pulmé&o : Dosagem, no 9° d.p.i.,, de IL-10
no pulméo dos camundongos dos grupos: VACV, Pdés-tratado vivo/infectado,
Pés-tratado morto/infectado, Probidtico vivo/ndo infectado, Probiotico
morto/ndo infectado e PBS.* P<0,05, ** P< 0,001, *** P< 0,0001 (ANOVA e
pés teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padréo.

Dentre as diversas citocinas que compde a resposta imune antiviral
gerada contra os poxvirus os interferons do tipo | (predominantemente INFa e
INFB) e do tipo Il (IFNA) execem um importante papel. Estas citocinas
estimulam a transcricdo de genes especificos (ISGs), que codificam diversas
proteinas com fun¢des antivirais (revisado por BONJARDIM, FERREIRA,
KROON, 2009). Portanto, como o propésito de elucidar melhor os resultados
apresentados acima, a dosagem de IFNa2, IFNB, IFNA, assim como de alguns
ISGs (OAS, PKR, Mx2) foi determinada.

A dosagem de IFNa2 mostrou que os niveis de RNAm desta citocina
estdo cerca de 70% mais altos no pulméo dos grupos pés-tratados com o
probidtico vivo e morto respectivamente, quando comparado com 0s niveis de
RNAmM produzido pelo grupo VACV/infectado (Figura 20). Além disso, 0s
niveis de RNAm do grupo VACV/infectado foi 86% maior comparando com o
grupo PBS/néo infectado e semelhante aos demais grupos nao infectados

(Probidtico vivo e Probidtico morto) (Figura 20).
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FIGURA 20: Niveis de IFNa2 (RNAm) no pulmao : Dosagem, no 9° d.p.i.,
de IFNa2 RNAmM no pulmédo dos camundongos dos grupos: VACV, Poés-

IFN alpha/Beta actina (fold induction)

.

tratado vivo/infectado, Poés-tratado morto/infectado, Proébidtico vivo/nao
infectado, Probiético morto/ndo infectado e PBS..* P<0,05, ** P< 0,001, *** P<
0,0001(ANOVA e po6s teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio

padrao.

A dosagem de IFNB mostrou que o grupo Pés-tratado vivo apresenta
uma concentracdo 81% maior de RNAm desta citocina no pulméao, em relacao
ao grupo VACV/infectado (Figura 21). A dosagem de IFNA1/2 (Figura 22)
apresentou um perfil muito semelhante ao mostrado para IFNB (Figura 21), na
qual o grupo Pds-tratado vivo também obteve concentragcdo de RNAmM 87,5%
maior do que a obtida para o grupo controle ndo tratado, VACV/infectado.
Assim como, ocorreu na dosagem de IFNB, as diferengas apresentadas nos
niveis de IFNA entre os demais grupos nao foram significativas (Figura 22). E
pertinente destacar que, ao contrario do que foi demostrado no perfil das
citocinas, IFNy, IL-17 e IFNa, o grupo Pds-tratado morto ndo apresentou
niveis de RNAmM semelhante aos do grupo Pds-tratado vivo para as citocinas
IFNB e IFNA 2/3.
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Figura 21: Niveis de IFNB (RNAmM) no pulmao : Dosagem, no 9° d.p.i.,, de
IFNB RNAmM no pulmdo dos camundongos dos grupos: VACV, Pdéds-tratado
vivo/infectado, Pos-tratado morto/infectado, Probidtico vivo/ndo infectado,
Probiotico morto/ndo infectado e PBS.* P<0,05, * P< 0,001, *** P< 0,0001

(ANOVA e pos teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padréo
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FIGURA 22: Niveis de IFNA (RNAm) no pulmao : Dosagem, no 9° d.p.i., de

IFNA RNAmM no pulméo dos camundongos dos grupos: VACV, Pdés-tratado

vivo/infectado, Poés-tratado morto/infectado, Proébidtico vivo/ndo infectado,
Probi6tico morto/nao infectado e PBS. * P<0,05, ** P< 0,001, *** P< 00,0001

(ANOVA e pos teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padrao.
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6.5. Dosagem dos genes estimulados por interferon por PCR em tempo
real

Diante das evidéncias de que o tratamento com probiético € capaz de
modular os niveis de IFN tipo | e lll, fez-se importante investigar quais ISGs
seriam 0s responsaveis pela atividade mediada por interferon nesse contexto.
Para isso, a dosagem da expresséo de trés ISGs, dentre os quais OAS, PKR
e Mx2 foi realizada. A quantificacdo de OAS mostrou que o grupo Pds-tratado
vivo e 0 Poés-tratado morto apresentaram uma concentracdo de 56% e 52%
maior, respectivamente, de RNAm desta citocina no pulméo, em relacdo ao
grupo VACV/infectado (Figura 23).

A analise da expressdo de PKR também mostrou que seus niveis de
RNAmM no grupo Probidtico vivo/infectado foi maior (62%) comparado ao
grupo VACV/infectado. Entretanto, ndo houve diferenca significativa na
expressdo de PKR entre o0s grupos Probidtico morto/infectado e
VACVl/infectado (Figura 24). Com relacdo a dosagem da expressao do gene
Mx2, ndo foi obtido sucesso na amplificacdo cDNA correspondente a este
gene,entretanto a amplificacdo do controle positivo demostrou que a reacao
funcionou corretamente.

No modelo estudado a analise de componentes do sistema IFN
demosntram ,em conjunto, que o0 tratamento com probiético é capaz de
estimular a expressao de IFNs do tipo | e lll. O estimulo desses IFNs ativa
mecanismos celulares de protecdo antiviral, que neste caso sao

desempenhados principalmente por OAS e PKR.
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FIGURA 23: Niveis de OAS (RNAmM) no pulméao : Dosagem, no 9° d.p.i.,, de
OAS RNAmM no pulméo (n=4) dos camundongos dos grupos: VACV, PGgs-
tratado vivo/infectado, Pos-tratado morto/infectado, Prébibtico vivo/néo
infectado, Probiotico morto/néo infectado e PBS. * P<0,05, ** P< 0,001, *** P<
0,0001 (ANOVA e po6s teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio

padrao.
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FIGURA 24: Niveis de PKR (RNAmM) no pulmé&o : Dosagem, no 9° d.p.i., de
PKR RNAmM no pulmé&o dos camundongos dos grupos: VACV, Pdés-tratado
vivo/infectado, Poés-tratado morto/infectado, Probidtico vivo/nédo infectado,
Probiético morto/néo infectado e PBS. * P<0,05, ** P< 0,001, *** P< 0,0001

(ANOVA e pos teste Newman-Keuls). As barras indicam desvio padréo.
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6.6. Andlises Histopatoldgicas

Para investigar se a diminuicdo das citocinas pro-inflamatorias, IFN-y,
TNF-a, e IL-17 apresentadas nos grupos pos-tratados com o probidtico
resultou na diminuicdo da resposta inflamatéria no pulméo, analises
histoldgica foram realizadas nos pulmdes dos camundongos, coletados no 9°
d.p.i.

As analises dos grupos nao infectados (PBS/nao infectado, Probidtico
vivo/ndo infectado, Probiético morto/ndo infectado) revelaram que o
tratamento com o probidtico ndo gera nenhuma modificagdo histopatoldgica
no pulmao (Figura 25A). No entanto, os pulmdes dos camundongos do grupo
nao tratado com probidtico (VACV/infectado) mostrou lesdes pulmonares
graves, com espessamento interalveolar, septos e inflamacéo intersticial. O
colapso alveolar devido ao edema também pode ser obervado, além de
fibrina, hemorragia e infiltrado inflamatério. Pode ser observado também, de
forma disseminada degeneracfes e necrose do epitélio bronquiolar (Figura
25B).

Os pulmdes dos grupos que receberam o poés-tratamento com
probioticos vivos (Figura 25C) ou mortos (Figura 25D)  (Pos-tratado
vivo/infectado e Pods-tratado morto/infectado) apresentaram lesfes
moderadas ou leves. As lesdes pulmonares foram focais, apresentando
espessamento menos proeminente dos septos interalveolares com
preservacdo parcial dos espacos aéreos alveolares e menor inflamacao

intersticial, comparado ao grupo VACV/Infectado (Figura 25B).
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FIGURA 25: Anadlises histologicas dos pulmdes de camundongos pos-
tratados com o probidtico e dos grupos controle. Achados histologicos
normais nos camundongos dos grupos nao infectados (A) LesOes
pulmonares graves em VACV camundongos infectados (B) mostrando
espessamento dos septos interalveolares (seta), inflamacédo intersticial (*),
colapso alveolar (seta) devido ao edema, fibrina, hemorragia e infiltrado
inflamatorio. Leses moderadas a leves nos camundongos dos grupos Pés-
tratado vivo/infectado (D) e Pdés-trado morto/Infectado (C), septos
interalveolares conservados (seta), inflamacéo intersticial menos proeminente
(*), e preservacao de espagos de ar nos alvéolos (seta). Barra = 50 ym.
Coloracéao HE.

VI. DISCUSSAO

Atualmente a utilizacdo de probidticos tem sido proposta como uma
possivel abordagem terapéutica para diversas doencas virais. Recentemente,
inUmeras publicacdes tem demonstrado que os probidticos sdo capazes de
modular o sistema imune do hospedeiro favorecendo assim, a contencédo da
infeccdo viral. Dentre os géneros de microrganismos que tém apresentado
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potencial antiviral destaca-se o género Lactobacillus (KASAA et al., 2014). Os
lactobacilos ja demostraram atividade antiviral contra Influenza A virus (PARK,
2013), rinovirus (LUOTO et al., 2013), rotavirus (VLOSOVA et al., 2013) e
VSV (IVEC et al., 2007).

Entretanto, a possivel interacdo entre os probidticos e 0s poxvirus
ainda nédo foi descrita. Este fato demonstra a importancia de estudos que
visam descobrir se os probidticos sdo capazes de modular o sistema imune,
gerando beneficios ao hospedeiro, durante infec¢cdes com estes virus. Aliado
a isso, é importante ressaltar que existem poucas opc¢Oes de tratamento
disponiveis para as infec¢cdes causadas pelos OPVs, apesar dos impactos
gue as infec¢des caudadas por estes virus apresentam (revisado por KROON
et al., 2011).

As primeiras andlises feitas a fim de avaliar a influencia exercida por L.
paracasei ST11l frente a infeccdo por VACV-WR demonstraram que o
tratamento utilizando o probi6tico vivo foi capaz de diminuir a letalidade dos
camundongos, apesar de néo evitar a perda de peso quando comparado ao
grupo controle néo tratado, VACV/infectado (Figura 9). Essa atividade
observada na taxa de sobrevivéncia mas ndo na variacado de peso também foi
descrita em estudos anteriores, no qual a administracdo de lactobacilus em
camundongos infectados com Influenza A virus foi capaz de prevenir a
letalidade, mas néo foi capaz de evitar a perda de peso de forma significativa
(KISO, et al. 2013, LEE et al., 2013).

Nesse contexto, é importante destacar que a dose viral utilizada na
infeccéo dos animais (10° pfu/10uL) foi alta, correspondendo a 100 vezes a
LD50 determinada para esta amostra viral neste modelo de infecgao
(FERREIRA et al., 2008). Nesse contexto, é possivel supor que se 0 mesmo
tratamento com o probidtico proposto neste trabalho fosse aplicado em um
modelo de infecgdo que utilizasse amostras menos virulentas, ou uma dose
viral menor, a perda de peso dos camundongos poderia ter sido evitada. Os
sinais clinicos apresentados pelos camundongos infectados neste trabalho,
como perda de peso, piloerecao, arqueamento de dorso, balanopostite, assim
como o periodo em que eles se manifestaram, condizem com o que foi
descrito previamente para este modelo de infeccdo (FERREIRA et al., 2008).

Analisando os resultados de variacdo de peso (Figura 9A) e letalidade

(Figura 9B) do grupo Probiético vivo/ndo infectado, demonstramos que a
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ingestao diaria do probidtico se mostrou segura, uma vez que nenhum sinal
de reacdo adversa foi observado durante todo o experimento. Este fato
corrobora resultados obtidos por outros trabalhos publicados que utilizaram
essa mesma linhagem de probidtico em camundongos e humanos nao
demonstrando nenhuma reagdo adversa (OLIVEIRA et al., 2011;
SCHABUSSOVA et al., 2012, WASSENBERG et al., 2011).

A andlise realizada a fim de investigar se a influéncia exercida pelo
probidtico possuia uma natureza preventiva ou curativa evidenciou que nao €
necessario que haja uma estimulacao prévia, antes da infeccéo, para que o
probiotico exerca seus efeitos benéficos, uma vez que o grupo pré tratado
vivo infectado apresentou taxa de sobrevivéncia, variacdo de peso e
manifestacdo de sinais clinicos (Figuras 10 e 11) semelhante ao grupo
controle nao tratado (VACV/infectado). Dessa forma, foi demonstrado que
apenas o poés-tratamento foi capaz de gerar beneficios ao hospedeiro o0 que
evidencia que a interacdo entre o probiético e o VACV é bastante peculiar, ja
que os demais estudos que demontraram atividades benéficas de probidticos
em outras infec¢des virais obtiveram sucesso nos grupos pré-tratados (KISO
et al, 2013; PARK et al, 2013; LEE et al, 2013). Entretanto, relatos de
atividades protetoras exercidas pelo pés-tratamento utilizando lactobacilos ja
foi demonstrado em infeccdo por Salmonella (HIGGINS et al., 2007) e
Helicobacter pylori (GOLDMAN et al., 2006).

O potencial curativo que o L. paracasei ST11 apresenta durante uma
infeccdo com VACV pode ser oportuno, caso o consumo desse probiético
seja, no futuro, indicado em casos de infec¢cdes geradas por OPV, ja que o
paciente podera fazer uso do probiético apenas quando infectado. Seria
interessante que no futuro fosse melhor investigado até quantos dias apos a
infeccdo o tratamento com o probidtico € eficiente, ja que na maioria das
vezes o individuo ndo é capaz de determinar quando a infeccao ocorreu.
Geralmente, o paciente s6 percebe que foi infectado quando surge os
primeiros sintomas, que sdo inespecificos e muitas vezes confundidos com
outras infeccbes virais (TRINDADE et al., 2009; SILVA-FERNANDES et al.,
2009). Uma futura aplicacdo mais interessante para o poés-tratamento
utilizando este probidtico seria a tentativa de minimizar as reacdes adversas
relacionadas com a vacinag¢do utilizando o VACV atenuado, jA que assim

seria possivel saber exatamente quando a exposi¢céo ao virus ocorreu.
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A utilizacdo do probiotico inativado a fim de investigar se o efeito
observado era resultado da acdo de algum produto proveniente do
metabolismo bacteriano ou devido a presenca de algum componente
morfolégico, revelou que o tratamento com o probidtico inativado apresentou
um perfil bastante semelhante ao dos grupos tratados com o probiotico vivo
(Figura 12). Além disso, ndo houve mudanca significativa na variacdo de peso
(Figura 12) e manifestacao de sinais clinicos dos camundongos tratados com
0 probidtico inativado assim como para grupos tratados com o probi6tico vivo,
comparando com o grupo VACV/infectado (Figura 13C).

A taxa de letalidade do grupo Pdés-tratado morto/infectado e do grupo
Pré-tratado morto/infectado foram semelhante a apresentada pelo grupo Pos-
tratado vivol/infectado e Pré-tratado vivo/infectado respectivamente (Figura
12). Diante disso, foi possivel constatar que o tratamento com o probiético
inativado também gera beneficios aos camundongos infectados e que néo é
necessario que o probidtico esteja metabolicamente ativo para exercer sua
atividade aqui demonstrada. Semelhante ao aqui observado, revelando um
efeito protetor exercido por um probiotico inativado em uma infeccéo viral.
KISO e colaboradores em 2013 demonstraram que a espécie Lactobacillus
pentosus inativada foi capaz de reduzir a letalidade de camundongos
infectados com Influenza A virus(KISO et al, 2013).

A titulacdo viral dos 6rgdos dos animais poés-tratados revelou que o
pos-tratamento com o probidtico foi capaz de alterar a distribuicéo viral, ja que
os titulos de VACV no pulmao, cérebro e figado dos camundongos do grupo
Pés-tratado  vivo/infectado apresentaram uma reducdo significativa,
comparando com o grupo nao tratado VACV/infectado (Figura 14).

Ferreira e colaboradores em 2008 também descreveram a distribuicéo
viral no pulmao, cérebro, figado, sendo os titulos obtidos de 108 10° 10°
pfu/g, respectivamente. Fazendo uma comparagao com os dados citados do
estudo acima com os resultados apresentados pelo grupo nédo tratado
VACV/infectado deste trabalho, podemos notar que o titulo detectado no
cérebro foi o0 mesmo nos dois estudos (10° pfu/g); o titulo no pulmédo e no
figado foram menores, 10° e 10? pfu/g, respectivamente, e 10* pfu/g foram
detectados no baco, neste trabalho.

O pulmdo apresentou maior titulo viral que os demais 06rgaos

analisados (Figura 14). A presenca de maior titulo viral no pulméo pode ser
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justificada pelo fato de que, o pulm&o € um dos sitios primarios de
multiplicacéo viral no modelo de infeccdo intranasal (revisado por DAMON,
2013). De uma forma geral podemos inferir pelas analises dos resultados de
titulacdo viral nos 6rgdos que a acdo do probidtico € sistémica e ndo se
restringe apenas ao sitio de colonizacao que € o intestino. Corroborando com
os dados aqui obtidos, o efeito sistémico ja foi demonstrado em estudos
anteriores nos quais a ingestéo diaria desta mesma linhagem de probiotico foi
capaz de diminuir mediadores inflamatérios e sintomas alérgicos no sistema
respiratério de camundongos e de humanos (WASSENBERG et al., 2011;
SCHABUSSOVA et al.,, 2012; PERRIN et al., 2014). Além disso, estes
resultados evidenciam que o pos-tratamento com probidtico pode estar
interferindo na disseminacéo viral o que pode explicar a menor letalidade
verificada para este grupo (Figura 9B).

Ao analisar o0s resultados referentes ao grupo poés-tratado
morto/infectado observamos que o tratamento com o probidtico inativado nao
obteve sucesso na reducédo da disseminacdao viral, jA que ndo houve diferenca
significativa entre o titulo viral obtido pelo grupo Pés-tratado morto/infectado
comparando com o grupo VACV/infectado (Figura 15). Comparando o0s
resultados obtidos na titulacdo dos 6rgdo dos grupos tratados com probiotico
vivo (Pos-tratado vivo/infectado) e morto (Pos-tratado morto/infectado),
mostrado no Figura 15, € possivel notar que probiético vivo € mais eficaz na
contencédo da disseminacao viral. Possivelmente isso se deve ao fato de que,
0 probidtico vivo, quando administrado por gavagem pode se multiplicar no
trato gastro-intestinal, aumentando assim a concentracdo desta bactéria no
intestino e consequentemente a sua atividade. Portanto, os efeitos gerados
pelo probiédtico inativado pelo calor, podem ser comprometidos, uma vez que
0 processo de inativacdo impede a multiplicacdo desse probidtico no intestino.

O titulo viral dos érgaos coletados em etapas iniciais da infeccédo (3°
dp.i) mostraram que o probiético ndo foi capaz de conter a disseminacao viral
nesta etapa precoce da infeccéo, ja que ndo houve reducdo significativa nos
titulos virais nos 6rgaos, em nenhum dos grupos analisados (Figura 15). Além
da titulacdo dos orgaos no 10° d.p.i., Ferreira e colaboradores também
avaliaram o titulo viral no pulmé&o no 3° d.p.i. O titulo no pulméo no 3° dpi foi
de 10" pfu/g, menor que o titulo apresentado no 10° d.p.i. No presente

trabalho também foi avaliado o titulo viral no pulmé&o no 3° d.p.i., sendo que o
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titulo obtido foi de 10° pfu/g. As diferencas nos titulos virais entre os dois
estudos podem ser justificadas por algumas diferencas na metodologia
empregada por Ferreira e colaboradores, como o fato de que a coleta dos
orgdos ocorreu no 10° d.p.i, dos camundongos serem trés semanas mais
jovens, e da titulacdo ter sido realizada em outra linhagem celular (células
Vero) (FERREIRA et al., 2008).

A imunomodulacdo tem sido apontada como o principal mecanismo
pelo qual os probidticos conferem beneficios durante as infec¢des virais (lvec
et al., 2007; Park et al., 2013; Lee et al., 2013; Kumpu et al., 2013). A
linhagem L.paracasei ST11 j& demonstrou propriedades imunomoduladoras
em estudos anteriores. Von der Weid e colaboradores em 2001, ao avaliarem
a influéncia do tratamento com L. paracasei ST11 na inducdo de linfocitos T
CD4 naives in vitro, verificaram que este probidtico inibiu fortemente a
producado de citocinas mediadoras da resposta inflamatéria como IL-4, IL-5 e
IFNy, além de induzir o aumento na producdo de IL-10. Resultados
semelhantes foram obtidos neste trabalho, ja que a dosagem de IFNy
apresentou-se reduzida nos grupos pos-tratados tanto com o probidtico vivo
guanto com o morto.

Oliveira e colaboradores em 2011 mostraram que a utilizacdo de L.
paracasei ST11 resultou em uma reducdo significativa na infiltracdo de
neutroéfilos e expressado das citocinas pré-inflamatoérias IL1B, IL-6, e IL12 nos
camundongos tratados. Essa atividade resultou na diminuicdo da inflamagéao
intestinal em um modelo experimental de colite em camundongos (OLIVEIRA
et al., 2011).

Um estudo anterior publicado no mesmo ano demonstrou que as
linhagens de L. paracasei possuem capacidade de estimular a maturacdo de
células dendriticas, uma vez que um experimento in vitro revelou que quando
estas células foram incubadas com o probi6tico houve aumento da expressao
de receptores (CD11l, CD80 e CD86) especificos de células dendriticas
maduras. Os resultados mostraram também que as propriedades de modular
0 sistema imune de cada uma dessas linhagens sdo diferentes. Enquanto
algumas linhagens exercem interessante papel anti-inflamatério estimulando a
producéo de IL-10 pelas células dendriticas, outras exercem fraco ou nenhum
potencial de inibicAo da resposta inflamatéria, quando analisadas em um

mesmo sistema in vitro (D’ARIENZO et al., 2011). Estes resultados
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exemplificam a grande especificidade das atividades biolégicas exercidas
pelos probidticos, o que inviabiliza a comparacdo dos efeitos bioldgicos
exercidos por espécies e até mesmo por linhagens diferentes de probiotico.

Como citado anteriormente a linhagem ST11 j& demonstrou ser capaz
de induzir uma maior expressao da citocina IL-10, uma importante citocina
com um papel crucial na prevencéo de patologias inflamatérias e auto-imunes
(SARAIVA E O'GARRA, 2010). A inducdo de IL-10 ndo foi detectada no
presente trabalho ja que ndo houve diferenca significativa nos niveis de IL-10
produzidos no pulmé&o dos camundongos dos diferentes grupos de tratamento
analisados (Figura 19). Provavelmente esse desacordo se deve as diferencas
metodoldgicas apresentadas entre os diferentes estudos, bem como o fato de
gue 0 aumento na expressao dessa citocina pode ndo ocorrer no 9 d.p.i, mas
pode ocorrer em outros momentos da infeccdo que ndo foram analisados no
presente trabalho.

L. paracasei ST11l € capaz de inibir sintomas inflamatérios como
vasodilatacdo, edema, degranulacdo de mastocitos e producdo de TNF-q,
uma importante citocina ativadora da resposta inflamatoéria (Gueniche et al.,
2010). Estes dados corroboram os resultados aqui obtidos referentes a
dosagem de TNF-a nos pulmdes dos grupos Pds-tratado vivo/infectado, que
também apresentou um reducdo significativa nos niveis dessa citocina
comparado ao grupo nao tratado VACV/infectado (Figura 18).

A citocina IL-17 exerce importante papel no recrutamento e ativacédo de
neutroéfilos para o local da infeccdo e a sua producdo esta relacionada com
diversas doencas inflamatérias, dentre elas a dermatite atopica (DARLING et
al., 2014). Além disso, ja foi descrito que a maior producdo da citocina IL-17
estd associada a uma maior susceptibilidade a infec¢cdes por VACV, sendo
gue um estudo mostrou que essa citocina inibe a atividade das células NK,
que sdo importantes na contencdo da infeccdo primaria com VACV
(KAWAKAMI et al., 2009). Outro estudo demostrou também que a inoculagéo
de VACV em sitios cutaneos que apresentam dermatite atépica com elevada
producéo de IL-17, gera lesdes maiores, mais humerosas e com maior carga
viral quando comparado com a inoculagéo em tecido cutdneo sem dermatite.
Além disso, este mesmo estudo mostrou que o tratamento com anticorpos
anti-IL17 foi capaz de diminuir a tamanho, o nimero e a carga viral das lesdes

geradas pela infeccdo em camundongos (OYOSHI et al., 2009).
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Nesse estudo, foi demonstrado uma reducdo nos niveis da citocina IL-
17 no grupo Pds-tratado com probidtico vivo comparado ao grupo néo tratado
VACV/infectado (Figura 17). Além disso, observamos ainda que 0 mesmo
grupo que obteve menor expressao de IL-17 no pulmdo (Pos-tratado
vivo/Infectado) obteve também menor letalidade (Figura 9B) e titulo viral nos
orgaos (Figura 14). Estes dados corroboram estudos anteriores citados acima
que associam 0 aumento dessa citocina com a piora no prognostico de
infeccbes com VACV (KAWAKAMI et al.,, 2009; OYOSHI et al., 2009;
DARLING et al., 2014). O fato do pés-tratamento com o probidtico ser capaz
de diminuir a producédo de IL-17, pode ser uma das razfes pela qual este
tratamento consegue reduzir a letalidade e a disseminagdo viral em
camundongos infectados com VACV.

A producdo de IFN é uma importante resposta da imunidade inata
frente as infeccdes virais. Isto tem sido demonstrado de diferentes maneiras,
seja na atividade antiviral direta dos IFNs em cultura de células, ou a reduzida
capacidade dos animais com deficiéncias genéticas na producédo de IFNs em
resistir as infecc¢des virais, e no fato dos virus produzirem inUmeras proteinas
destinadas a antagonizar ou inibir a acdo dos IFNs (revisado por BORDEN et
al., 2007). Os IFNs tipo | (IFNa/B) e Il (IFNy) apresentam ndo sé atividade
antiviral, mas também de inducdo a resposta imune adaptativa. O IFNy
particularmente, € um potente estimulador da resposta do tipo Thl, sendo
esta resposta fundamental na eliminacdo dos virus em diversas infec¢des. O
IFN tipo Il (IFN A) é biologicamente bastante similar aos IFN tipo I, porém
possuem receptores celulares distintos (revisado por BORDEN et al., 2007).

Os resultados apresentados nesse estudo corroboram os dados
obtidos por Bartlett e colaboradores, em que foi demonstrado que o aumento
na expressdo de IFN tipo Ill protegeu os camundongos dos sinais clinicos
caracteristicos de uma infecc¢éo intranasal com VACV. Além disso, no 7° d.p.i,
0 aumento da expressao de IFN tipo Ill, promoveu a reducdo nos niveis de
IFNy no lavado bronco-alveolar dos camundongos, a diminui¢do do titulo viral
no pulméo e o bloqueio da disseminacao viral para o cérebro (BARTLETT et
al., 2005). No presente estudo o grupo Poés-tratado vivo/infectado também
apresentou um aumento na expressao dos IFNs do tipo Ill. A manutencao dos
niveis de producdo dessa citocina pode ter contribuido para reducdo da
letalidade (Figura 9B), dos titulos virais no pulméao, cérebro e figado (Figura
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14), além de uma reducdo significativa da expressao de IFNy no pulmao
(Figura 16).

Apesar do fato de que a producao de IFNy exerce importante papel na
eliminacdo do VACV durante a infecgéo (Xu et al, 2004), houve uma reducao
na producdo desta citocina no pulmdo dos grupos poés-tratados, que
apresentaram melhores prognosticos (Figura 16) . E importante considerar o
fato de que é possivel que a producéo de IFNy tenha sido maior em uma fase
mais precoce da infec¢do, porém € menos estimulada, no 9° d.p.i. Este menor
estimulo para producéo de IFNy, pode ser devido a manutencdo da atividade
antiviral, mediada pelo aumento dos IFN tipo | e lll, apresentada no grupo
pos-tratado. Assim, essa atividade antiviral pode ser responsavel por uma
maior contencdo da infeccdo, o que diminui a necessidade de uma intensa
atividade inflamatoéria, mediada por IFN-y.

A atividade antiviral apresentada pelos grupos pos-tratados é mediada
pela producado de IFN tipo I (Figura 20 e 21) e Ill (Figura 22), no pulmédo do
grupo pés-tratado com o probidtico vivo comparado com o grupo controle ndo
tratado (VACV/infectado). Além disso, a dosagem dos ISGs, OAS (Figura 23)
e PKR (Figura 24), mostra que expressao dos genes induzidos por IFNs, que
codificam as proteinas que de fato exercem as funcdes antivirais, é
significativamente maior no grupo Pés-tratado vivo/infectado.

A reducdo nos titulos virais apresentada no pulmao, cérebro e figado
dos camundongos do grupo pés-tratado vivo pode estar relacionado com o
fato de que neste grupo foi detectado a expresséo de IFN tipo | e Ill, bem
como dos ISGs. O grupo pés-tratado com probidtico morto ndo apresentou
aumento significativo na producédo de IFNB (Figura 21), IFNA (Figura 22) e
PKR (Figura 24), o que pode explicar a menor eficiéncia deste tratamento em
inibir a disseminacéo viral (Figura 15).

As andlises histolégicas também mostraram que 0s grupos poés-
tratados com probiético apresentaram pulm&es menos inflamados com lesbes
mais brandas e com menor comprometimento alveolar comparado ao grupo
controle néo tratado (VACV/Infectado) (Figura 25). Os resultados observados
nas analises histolégicas para o grupo VACV/Infectado estdo de acordo com
os achados de Ferreira e colaboradores, 2008, que também mostraram que a
infecgéo intranasal com VACV-WR gera um quadro de pneumonia grave com
danos teciduais no pulmao de camundongos Balb/C.
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A reducdo da letalidade parece estar associada principalmente a
reducdo da atividade inflamatéria no pulmé&o, mediada pela citocina IFN-y. A
exacerbacdo da resposta inflamatoéria durante a infeccdo com VACV resulta
em danos teciduais graves no pulmdo como mostrado pelas analises
histol6gicas (Figura 25). A expressdo da citocina IFN-y sofreu redugao
significativa no pulméo dos grupos pés-tratados tanto com o probiético vivo,
quanto com probidtico morto, sendo que ambos apresentaram também menor
letalidade (Figura 12 e 16).

Apesar do fato de que a expressdao de outras citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a e IL-17, também demonstrarem reducdo no grupo
Pés-tratado vivo/infectado, o mesmo ndo ocorreu no grupo Pos-tratado com
probiético morto, sendo que a reducdo da inflamacdo pulmonar e da
letalidade em ambos o0s grupos foi semelhante. Esses resultados
evidenciaram que estes efeitos observados ndo estdo diretamente
relacionados com a reducao dessas citocinas.

Assim, a andlise da expressdo das citocinas revelaram que o
tratamento com L.paracasei apés a infeccdo com VACV induziu uma
diminuicdo da expressao de citocinas pré-inflamatérias, principalmente IFN-y,
associado a manutencédo da atividade antiviral, mediada pelos IFN-a, IFN-B e
IFN-A. Em conjunto, esses processos imunomoduladores resultam num
panorama desfavoravel a geracdo de uma resposta inflamatéria danosa como
a gue ocorre na auséncia do tratamento com o probiético.

Os mecanismos pelos quais esse probidtico é capaz de regular de
forma seletiva os mediadores inflamatérios e antivirais no pulmao dos
camundongos durante a infeccdo com VACV ainda precisam ser elucidados.
Entretanto, € provavel que este probidtico esteja exercendo seus efeitos por
meio da inducdo da maturacdo das células dendriticas, ja que estas células
sdo capazes de interagir com a microbiota intestinal (THAISS et al., 2014).
Além dissso, ja foi demonstrado que esta linhagem de probi6tico € capaz de
modular o padréo de citocinas produzido por essas células (CHRISTENSEN
et al., 2002; MILETI et al., 2009; D"ARIENZO et al., 2011).

Este trabalho, portanto, descreve pela primeira vez efeitos
imunomoduladores que o probiotico L.paracasei exerce durante uma infeccéo
com VACV. Em conjunto, demonstramos que os efeitos gerados pela ingestao

diaria deste probidtico resultaram na reducdo da disseminagdo viral,
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atenuacdo do processo inflamatorio pulmonar, bem como na diminuicdo da
letalidade dos camundongos infectados. A elucidacdo dos mecanismos
utilizados por esse probidtico durante a infeccdo com VACV, pode contribuir
na busca por tratamentos alternativos que possam minimizar os danos
causados por essas infeccOes. Além disso, esse trabalho abre portas para o
estudo das interacdes entre OPV e probioticos, apresentando uma proposta
inicial no que se refere a um modelo experimental para esses estudos, uma
vez que foi realizado utilizando o prot6tipo do género além de se tratar do

primeiro estudo envolvendo probioticos e OPV.
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VIII- CONCLUSOES

O probidtico L. paracasei ST11l foi capaz de infuenciar de forma
benéfica o curso da infeccéo intranasal por VACV em camundongos
Balb/C.

O pos-tratamento com o L. paracasei ST11 vivo e inativado reduziu a

letalidade dos camundongos infectados com VACV.

O probiotico L.paracasei ST11 apresenta uma atividade curativa e nao
preventiva, ja que a tratamento com esse probiético antes da infecgcéo
nao gerou beneficios aos camundongos infectados com VACV.

O pos-tratamento com probidtico vivo foi capaz de inibir a
disseminacao viral, jA que reduziu os titulos do VACV no pulméao,

cérebro e figado.

A expressao da citocina pro-inflamatoria IFN-y foi inibida nos pulmdes
dos camundongos pos-tratados com o L.paracasei ST11. Esta inibicdo

parece estar associada a menor atividade inflamatéria pulmonar.

A expressdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-17 também
foram inibidas no pulmdo dos camundongos poés-tratados com o

L.paracasei ST11 vivo.

Em paralelo a diminuicdo da expressdo das citocinas pro-
inflamatorias, o tratamento com L.paracasei ST11 manteve a atividade
antiviral, mediada pela expressdo de IFN- a2 e OAS nos grupos pos-
tratados com probidtico vivo e morto e de IFN-B, IFN-A2/3 e PKR no

grupo pos-tratado com probiotico vivo.

A inibicdo da disseminacéo viral do grupo pos-tratado vivo pode estar
relacionada com a expressao de IFN tipo | e Ill, bem como dos ISGs.
O grupo pos-tratado com probidtico morto ndo apresentou aumento
significativo na producao de IFNPB, IFNA e PKR, o que pode explicar a

menor eficiéncia deste tratamento em inibir a disseminacao viral.
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e Andlises histolégicas mostraram que o pds-tratamento resultou na
geracdo de menor ativade inflamatéria no pulméo e lesbes de menor

gravidade, comparado com o grupo néo tratado.

e Areducao da letalidade nos grupos pés-tratados pode estar associada
a uma menor atividade inflamatéria pulmonar e desenvolvimento de
lesbes pulmonares, devido a menor expressao de citocinas
inflamatdrias, principalmente IFN-y, associada a manutencdo da

resposta antiviral mediada por IFN tipo | e lll.
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3) Disciplinas cursadas durante o mestrado

Periodo | Nome da atividade Frequéncia | Nota | Conceito | Créditos
2014/1 TOP. ESP. EM S 92 A 03
MICROBIOLOGIA
2014/1 BIOLOGIA S 90 A 03
MOLECULAR DE
MICROORGANISMOS
2014/1 | BIOSSEGURANCA E S 97 A 02
BIOETICA
2014/2 | TOPICOS ESPECIAIS S 90 A 10
EM VIROLOGIA |
2014/2 ECOLOGIA S 100 A 02
MICROBIANA DO
TRATO DIGESTIVO
2014/2 TREINAMENTO S 100 A 02
DIDATICO EM
MICROBIOLOGIA |
2014/2 | A IMUNIDADE INATA S 90 A 04
A INFEC.
MICROBIANAS
2014/2 ANTIMICROBIANOS S 93 A 02
2015/1 SEMINARIOS EM S 100 A 02

MICROBIOLOGIA
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