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RESUMO

Os probioticos possuem diversos efeitos benéficos além da salde intestinal, inclusive
sobre aspectos cutaneos, tanto clinicos quanto estéticos. No entanto, 0s mecanismos de
acdo pelos quais esses efeitos benéficos sdo alcangados ainda ndo estdo completamente
elucidados. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial probiotico da bactéria
Bifidobacterium longum 5 (BL51A) sobre aspectos inflamatérios cutaneos em um
modelo murino de camundongos hairless e em um modelo de cultura de pele humana.
Para tal, foram estudados efeitos imunomoduladores de BL51A, em sua forma ativa, em
camundongos hairless, com inducdo da inflamacdo por administracdo de oxazolona,
analisando-se a perda de agua transepidérmica (TWEL) e a atividade enzimatica da
peroxidase eosinofilica (EPO) e da mieloperoxidase (MPO). Pode-se observar uma maior
atividade de EPO na pele dos camundongos sensibilizados pela oxazolona, que foi
reduzida de maneira significativa pela administracdo oral do probidtico BL51A,
demonstrando seu efeito imunomodulador sobre este parametro. No modelo de cultivo
tridimensional de amostras de pele de mama e palpebra humana, foi investigado o efeito
do lisado bacteriano do probiotico BL51A, diante de inducédo da inflamacéo por aplicacéo
de substancia P. Analises histologicas e de imunohistoquimica, mensurando os niveis das
citocinas IL-1pB, IL-18, IL-10, IFN-y, IL-33, IL-6 e TNF-a in situ foram realizadas. A
mama ndo foi uma regido anatdmica ideal para este modelo. Na analise histolégica em
pele de palpebra, ocorreu uma discreta reacdo inflamatoria provocada pela substancia P,
enguanto o lisado de BL51A provocou um aumento no namero de células perivasculares
na derme, que quando correlacionadas a imunohistoquimica, revelaram ser células de
carater anti-inflamatdrio, com correlagdo negativa para IL-18 e TNF-o e correlagdo
positiva para a expressdo de IFN-y e IL-10, confirmando a importancia de IL-10 na
homeostase cutdnea. Nossos dados sugerem uma capacidade probidtica do lisado de
BL51A sobre a saude cutdnea via imunomodulacdo, que precisa ser confirmada em

estudos futuros.

Palavras-chave: Probidtico; Bifidobacterium longum 5'4; Hairless; Cultura de pele

humana; Cultura de 6rgdo; Saude cutanea; Imunomodulacéo.



ABSTRACT

Probiotics have many beneficial effects beyond intestinal health, including over clinical
and aesthetic cutaneous aspects. Despite there are many studies in the area, the action
mechanisms by which these beneficial effects are performed are not completely
elucidated yet. In this study, we aimed to evaluate the probiotic potential of
Bifidobacterium longum 5'A (BL51A) over inflammatory cutaneous aspects in a murine
model of hairless mice and in an organ culture model. We assessed immunomodulatory
effects of BL51A on its active state, in hairless mice, with inflammation induction by
oxazolone topical administration, performing evaluation of transepidermal water loss
(TWEL), enzymatic assays of eosinophil peroxidase (EPO) and myeloperoxidase (MPO).
Higher EPO activity was observed on sensibilized mice, indicating tecidual eosinophilia
on sensibilized mice. This tecidual eosinophilia caused by oxazolone was reduced, in a
significative way, by oral administration of BL51A probiotic, showing its
immunomodulatory effect over this parameter. On histological analysis of eyelid human
skin, there was a small inflammatory reaction caused by Substance P, and BL51A lysate
caused an increase in perivascular cells in the dermis, which were correlated to
immunohistochemistry results, indicating anti-inflammatory function, with negative
correlation to IL-1p8 and TNF-a and positive correlation to IFN-y and 1L-10, showing this
citokyne’s importance on cutaneous homeostasis. Our data suggest a probiotic capacity
of BL51A lysate over cutaneous health, by immunomodulation, which needs validation

on future studies.

Key words: Probiotic; Bifidobacterium longum 5'4; Hairless; Human skin culture; Organ

culture; Cutaneous health; Immunomodulation.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Os probidticos

Os beneficios dos probiodticos na regulacdo da saude intestinal vém sendo
explorados e reconhecidos ha séculos. Relatos dos efeitos benéficos das bactérias na
alimentacdo datam desde a versdo persa do Velho Testamento (Génesis 18:8), que relata
que “Abrado atribuiu sua longevidade ao consumo de leite azedo”. Plinio, um historiador
romano, em 76 a.C., recomendou 0 uso de leite fermentado para o tratamento de
gastroenterites (Teitelbaum & Walker, 2002). O termo probi6tico, proposto por Lilley e
Stillwell (1965), foi criado como um antdénimo ao termo antibi6tico e, originalmente,
significando “aquele que favorece o crescimento de micro-organismos”. Em 1974, foram
definidos como probidticos “organismos ou substancias que contribuem para o equilibrio
microbiano intestinal”. Em 1989, Fuller definiu o termo probidtico como “um suplemento
microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro gracas a melhoria no
balan¢o microbiano intestinal” (Zuccotti et al., 2008; Khani et al., 2012). Desde entao, o
interesse sobre o assunto foi crescendo, mas ainda com foco na satde intestinal. Ao longo
dos anos, o termo probidtico foi redefinido para “micro-organismos vivos que produzem
efeitos saudéaveis no hospedeiro, quando consumidos em quantidades adequadas”. Uma
definicdo mais recente ja aceita o papel dos probi6ticos sem uma rota de administracédo
oral. Assim sendo, de acordo com a definicdo da Organiza¢do Mundial da Saude (WHO)
e da Organizacao das Nac¢des Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO), probi6ticos
sdo “micro-organismos vivos que quando administrados em quantidade suficiente
conferem um beneficio a satide do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).

A base conceitual de “probidticos” ¢ bem fundamentada. No entanto, o conceito
de que somente “micro-organismos vivos” podem induzir beneficios merece discussao.
A sinalizacdo provocada pelos padrdes moleculares associados aos micro-organismos
(PAMPs) possui efeitos claros sobre a citoprotecdo epitelial, os mecanismos de
sobrevivéncia e proliferagdo e fungdo de barreira. Muitos estudos mostraram que 0S
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), Toll-like receptors (TLRs) e Nod-like
receptors (NLRs) possuem papeis cruciais na manutencdo de uma relacdo estavel e

saudavel entre o intestino do hospedeiro e sua microbiota (Vieira et al., 2013).
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Entre as principais bactérias probidticas estdo os géneros: Lactobacillus,
Lactococcus,  Enterococcus,  Streptococcus,  Pediococcus,  Leuconostoc e
Bifidobacterium, sendo que os lactobacilos e as bifidobactérias sdo 0s mais comumente
utilizados como probioticos (Narayan et al.,, 2010). Dentre as leveduras estdo
Saccharomyces boulardii e algumas linhagens de Saccharomyces cerevisiae (Martins et
al., 2010; Martins et al., 2011).

Com o tempo, houve um aumento progressivo do interesse sobre os efeitos
benéficos dos probidticos em outros aspectos além da salde intestinal. Atualmente,
existem inimeras pesquisas que confirmam esses efeitos nos mais diversos sistemas,
inclusive sobre a o ecossistema cutaneo (Messaoudi et al., 2011; Hsiao et al., 2013;
Tillisch et al., 2013; Costa et al., 2014; Xu et al., 2016; Mogna et al., 2016).

Os probidticos sdo capazes de exercer efeitos desejaveis sobre o hospedeiro de
diversas maneiras, tais como: competicdo com patégenos por nutrientes e sitios de adeséo
(Prince et al., 2012; Assis et al., 2015), producdo de metabdlitos antimicrobianos
(Ornellas et al.,, 2017), agregacdo aos patdgenos (Tiago et al., 2012) e efeitos
imunomoduladores (Vieira et al., 2015a; Vieira et al, 2015b). De fato, além da capacidade
de influenciar positivamente a composicdo da microbiota intestinal, alguns probi6ticos
podem modular o sistema imune tanto localmente quanto sistemicamente, melhorando os
mecanismos de defesa imune e/ou diminuindo reacGes exacerbadas, como alergias ou
inflamacGes intestinais. Varias linhagens de probioticos atuam na melhoria da imunidade
especifica e ndo especifica, inclusive proporcionando efeitos desejaveis sobre a pele
(Guéniche et al., 2010b), estando eles em sua forma ativa (Sugimoto et al., 2012) ou em
forma de lisados bacterianos (Guéniche et al., 2010a).

A capacidade de um micro-organismo de ativar células monociticas-macrofagicas
dormentes esta ligada & presenca de estruturas presentes na parede bacteriana (por
exemplo, peptideoglicanos ou lipopolissacarideos) contra os quais alguns receptores,
como 0s TLRs, sdo especificamente direcionados. Os TLRs séo expressos na superficie
da membrana monocitica. A interacdo entre as estruturas bacterianas e os TLRs resulta
na ativacdo de mondcitos, sua diferenciagdo para células dendriticas imaturas e posterior
maturacdo para células dendriticas maduras, que podem ser consideradas celulas
apresentadoras de antigenos profissionais (Braido et al., 2007).

A utilizacdo de antigenos bacterianos obtidos por lise mecéanica ou quimica é,

dessa forma, capaz de ativar as células monociticas-macrofagicas, induzindo a
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diferenciacéo para células dendriticas imaturas e sua maturagdo em células dendriticas
maduras. A apresentacdo de antigenos bacterianos pelas celulas dendriticas maduras
resulta no estimulo de células T (com uma consequente inducdo de uma funcéo helper
intensa) e do compartimento de células B da resposta imune, com posterior maturacao a
plasmaocitos e secrecdo de anticorpos especificamente direcionados. A ativacdo de tal
mecanismo resulta em um estimulo adequado da resposta imune, portanto, a
administracdo de lisados bacterianos € capaz de induzir uma resposta T helper e uma

maturacdo de linfocitos B especificos (Braido et al., 2007).

1.2. Administracdo oral de probidticos e a pele — ENSAIOS CLINICOS

Existem varios estudos nos quais sdo documentados efeitos desejaveis dos
probidticos sobre a pele, trazendo beneficios ao tratamento da dermatite atdpica, das
dermatites de contato e na inibicdo de infec¢bes cutaneas pelo Staphylococcus aureus
(Babaetal., 2010; Han et al., 2012; Prince et al., 2012; Shah et al., 2012). No entanto, 0s
mecanismos ou 0S compostos exatos responsaveis pelos beneficios dos probidticos na
salide cutanea ainda ndo foram completamente elucidados (Lew & Liong, 2013; Niccoli
et al., 2014). Portanto, a demanda crescente por formulacdes empregando esses micro-
organismos reforca a necessidade do entendimento dos mecanismos de agéo envolvidos
(Lew & Liong, 2013).

A ligacdo entre probidticos, dermatologia e salde mental vem sendo cada vez
mais explorada, com a hipdtese de que a integridade funcional e micro-organismos
residentes do trato intestinal podem desempenhar um papel mediador tanto na inflamacao
cuténea quanto no comportamento emocional (Bowe et al., 2014).

Kalliomaki e colaboradores (2001) verificaram que o consumo diario perinatal de
L. rhamnosus GG por mulheres gestantes e sua administracéo via oral aos bebés das mées
tratadas com o probidtico por seis meses ap6s 0 nascimento, reduziu de modo
significativo a incidéncia de eczema em criancas de dois a quatro anos de idade. Essas
criangas foram avaliadas apds seus quatro anos e foi verificado que os efeitos preventivos
dos probidticos contra o eczema persistiram até a idade avaliada (Kalliomaki et al., 2003).
Ap0s sete anos de acompanhamento dessas criancas, foi verificado que o risco cumulativo
de desenvolvimento de eczema nos primeiros sete anos de vida permaneceu reduzido de

maneira significativa nas criancas tratadas com o probiético (Kalliomaki et al., 2007).
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Este efeito imunomodulador também foi observado em pacientes com dermatite
atépica, diante da ingestdo por oito semanas de uma combinacdo de B. bifidum, L.
acidophilus, L. casei e L. salivarius na dose de 2 x 10° UFC (unidades formadoras de
col6nia) por dia. Houve reducdo no indice de Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD) -
que é a ferramenta utilizada mundialmente para medir a intensidade de sintomas da
dermatite atOpica - niveis séricos de interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6),
interferon-gamma (IFN-y) ¢ niveis séricos totais de imunoglobulina E (IgE) (Yesilova et
al., 2012).

Uma redugdo no SCORAD também foi verificada por Niccoli e colaboradores
(2014), com uma reducdo do prurido mediante a administracéo oral de L. salivarius LS01,
na forma liofilizada, a criangas com dermatite atopica.

Um dos efeitos benéficos dos probidticos com administracdo oral em pacientes
com dermatite atopica seria 0 aumento significativo e relevante na concentracdo de
ceramidas cuténeas, o que demonstra a acdo dos micro-organismos sobre aspectos
estruturais da pele tratada, além de seus efeitos de imunomodulacdo (Di Marzio et al.,
2003).

O L. paracasei ST11, administrado por via oral por Guéniche e colaboradores
(2014), em um ensaio clinico com 60 mulheres, foi capaz de diminuir a perda de agua
transepidérmica (TWEL) e a sensibilidade cutanea. Estes efeitos benéficos podem ter sido
exercidos pela acdo direta, por meio da inibicdo da liberacdo de neuromediadores

envolvidos na reacdo de sensibilidade, ou pela diminuic¢ao na inflamacao neurogénica.

1.3. Administracdo oral de probioticos e a pele - MODELO MURINO

Atualmente, existem poucos modelos animais para reproduzir uma complicada
condicdo de um paciente com dermatite atopica. Dessa forma, ha dificuldade na anélise
patoldgica e desenvolvimento de medicamentos para esta condi¢do. Alguns modelos
foram propostos e desenvolvidos, mas 0 modelo espontaneo em camundongos NC/Tnd,
gue expressam anormalidades imunoldgicas, patoldgicas, dermatoldgicas e bioldgicas a
nivel molecular, similares as encontradas na dermatite atopica humana €, atualmente, o
modelo murino mais eficaz (Tanaka et al., 2011).

Testando a capacidade dos probidticos em diversos modelos murinos, Shin e

colaboradores (2016) observaram que um pool de probidticos (L. acidophilus, L.
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rhamnosus, L. plantarum, B. bifidum, B. breve, Lactococcus lactis e Streptococcus
thermophilus) foi capaz de melhorar os sintomas em camundongos em um modelo de
dermatite atdpica, com supressdo das citocinas Th2 (T helper 2) e um aumento nas
citocinas Thl (T helper 1). Uma supressao da resposta Th2 e da producao de IgE também
foi verificada por Inoue e colaboradores (2009), mediante a administracdo via oral de B.
breve em um modelo murino.

As células Thl secretam IFN-y e TNF-B ¢ sdo eficientes em eliminar patogenos
intracelulares, enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que afetam a
imunidade humoral a helmintos e sdo responsaveis por respostas imunes a alérgenos
persistentes. Essa diferenciagdo das células CD4+ é influenciada pelo microambiente no
qual essas células encontram os antigenos, sendo as citocinas IL-12 a maior indutora da
resposta Thl e IL-4 a maior indutora da resposta Th2. O balanco das respostas Thl e Th2
é extremamente importante e pode determinar se a resposta imune é apropriada ou se ela
pode causar imunopatologias. Uma superproducdo de citocinas Thl, é relacionada a
hipersensibilidade tardia e doencas auto-imunes. Por outro lado, a base para desordens
alérgicas ¢ o desequilibrio do fenoétipo Th2 (Abbas et al., 1996).

Alterando o perfil de producdo de citocinas Th2 pela indugdo de respostas Thl
tem efeito protetor contra desordens relacionadas a resposta Th2, como a asma e alergias
(Teixeira et al., 2005).

Phillipe e colaboradores (2011) verificaram uma diminuicdo na TWEL e uma
diminuic&o na inflamagao local, utilizando diferentes doses de L. paracasei (de 10° a 10°
UFC) via oral, em um modelo inflamat6rio em camundongos hairless.

Uma reducdo nos sintomas respiratorios de origem alérgica em camundongos,
utilizando Bifidobacterium breve, B. infantis, B. animalis, L. plantarum e L. rhamnosus,
todos na dose de 10° UFC por dia, via oral foi constatada por Hougee e colaboradores
(2010). Neste estudo, o B. breve foi identificado como o agente antialérgico mais potente
dentre 0s micro-organismos testados.

Mediante a administracdo oral de B. breve a camundongos, houve prevengéo de
um aumento na TWEL causada pela exposic¢ao a radiagdo UV e prevencdo da diminuigdo
da hidratacdo do estrato corneo. Além disso, 0 micro-organismo suprimiu um aumento
nos niveis de peroxido de hidrogénio, na oxidacgéo de proteinas e lipidios e na atividade

de xantina-oxidase na pele (Ishii et al., 2014).
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A administragdo via oral de B. breve B-3 a camundongos expostos a radiacdo
UVB diminuiu alteragcbes na TWEL, na hidratacdo cutanea, espessamento epidérmico e
diminuiu os danos a estrutura das juncdes celulares e membrana basal induzidos pela
exposicao cronica a radiacdo UVB (Satoh et al., 2015).

Os estudos acerca dos efeitos dos probidticos vém crescendo cada vez mais além
dos aspectos clinicos da saude cutanea, abordando também aspectos estéticos da pele.
Levkovich e colaboradores (2013) observaram que camundongos recebendo L. reuteri
via oral apresentaram uma pele com aparéncia mais saudavel, com aumento na espessura
da derme, crescimento robusto dos pélos e pH cutaneo significativamente mais baixo,
sugerindo uma interacdo com a microbiota residente. Além disso, em camundongos
machos mais velhos, a ingestdo de L. reuteri estimulou o crescimento dos pélos, devido
a uma mudanca folicular para 70% desses foliculos na fase andgena, gracas a acdo de
micro-organismos. Esses efeitos foram relacionados a aumento sérico de interleucina-10
(IL-10) e diminuigdo concomitante de interleucina-17 (IL-17), associada a infec¢des
microbianas patogénicas.

Em camundongos mutantes, com auséncia da producédo de IL-10, a administracéo
de probidticos ndo foi capaz de induzir o brilho no pélo e esses animais possuiam niveis
de pH cutaneos mais alcalinos. Dessa forma, foi verificado que a 1L-10 e niveis de pH do
hospedeiro sdo de imensa importancia para um tegumento saudavel (Levkovich et al.,
2013).

Diversos pesquisadores utilizaram, com sucesso, 0 modelo de inflamacdo
induzida pela oxazolona, um agente sensibilizador irritante (Sheu et al., 2002; Fowler et
al., 2003; Hatano et al., 2010, Man et al., 2007, Man et al., 2008; Man et al., 2012).

A oxazolona é uma substancia utilizada como adjuvante que aumenta, estimula,
ativa, potencializa ou modula a resposta imune a nivel celular e humoral. Seu mecanismo
de acdo pode ser ndo-especifico, resultando em uma responsividade imunologica
aumentada a uma ampla variedade de antigenos, ou especifico a alguns antigenos,
afetando um tipo restrito de resposta imune a um seleto grupo de antigenos. A eficacia
terapéutica deste modificador de respostas biologicas estd relacionada a sua
imunoadjuvancia antigeno-especifica. O principal dano encontrado mediante sua
utilizacdo é uma reacdo alérgica cutanea, sendo utilizado em diversos artigos académicos

como um sensibilizador cutaneo (Pubchem, 2017; Man et al., 2007; Hatano et al., 2010).
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Man e colaboradores (2007) demonstraram a eficiéncia do modelo utilizando a
oxazolona em camundongos hairless, considerado um modelo efetivo, de baixo custo,
reproducéo facil e de alta previsibilidade. Apés dez sensibiliza¢@es utilizando oxazolona,
foi observada uma reacdo de hipersensibilidade tipo Th2, com maultiplas caracteristicas
semelhantes a dermatite atopica humana. A atividade da serino-protease aumentou,
acarretando falha na funcdo de permeabilidade da barreira — permitindo uma maior
TWEL e facilitando a entrada de antigenos. O aumento na expressdo de interleucina-4
(IL-4) e nos niveis séricos de IgE foi obervado. Houve uma diminui¢cdo no conteudo
lipidico do estrato cdrneo e secrecdo lamelar prejudicada, resultando em membranas
lamelares anormais, como na dermatite atopica humana. Além disso, a atividade de
peptideos antimicrobianos diminuiu, tornando a pele mais suscetivel a infec¢do por S.
aureus.

Hatano e colaboradores (2010) utilizaram o mesmo modelo experimental
utilizando sensibilizagbes subsequentes com a oxazolona (uma sensibilizacdo com
oxazolona a 1% e depois sensibilizagdes sucessivas com oxazolona a 0,1%), podendo
aferir alteracGes na TWEL, na hidratacao do estrato corneo, pH de superficie do estrato
cdrneo, niveis séricos de IgE e niveis de fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-
la (IL-10), antes e depois do tratamento com o composto de interesse.

O aumento da atividade da serino-protease, induzido pelo aumento do pH, pode
levar a camadas lamelares anormais em camundongos com dermatite atdpica induzida
pela oxazolona, pela degradacgdo de enzimas processadoras de lipidios e pelo bloqueio da
secrecdo lamelar corporal (Hatano et al., 2010).

Vale ressaltar que o modelo murino é Gtil em alguns aspectos, mas ndo reflete a
variabilidade observada em pacientes humanos e ndo pode ser utilizado quando as
estrutura proteicas murinas e os mecanismos de ligacao diferem, de maneira significativa,
dos humanos (Nolte et al., 2013).

1.4. Administracao topica de probidticos e a pele

O primeiro relato avaliando a “bacterioterapia topica” foi publicado em 1912. Na
época, observando a similaridade de processos inflamatorios da pele e do “canal
alimentar”, Peyri administrou a partes doentes da pele - com impetigo contagioso,

impetigo de Bockhart, eczema, acne, seborreia - grandes quantidades de bactérias
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inofensivas a saude, da mesma forma que ele costumava testar em doengas do “canal
intestinal”. O pesquisador relatou ter administrado a levedura de cerveja, bacilos do leite,
leite combinado com L. bulgaricus (ha época, chamado de Bulgarian bacillus) e culturas
de Staphylococcus. Ele concluiu, nesta experimentagdo, que 0S micro-organismos
atuaram favoravelmente, por meio de autofagia natural dos patdgenos com os quais eles
entraram em contato. Além disso, ele observou que nas piodermites superficiais, a
aplicacdo da levedura de cerveja sempre resultou em melhora mais rapida das lesdes e em
todas as lesdes associadas com seborreia, a utilizacdo de culturas de L. bulgaricus no leite
atuou de forma muito favoravel (Peyri, 1912).

A partir de entdo, é crescente 0 numero de artigos cientificos descrevendo a
administracdo topica de micro-organismos. Uma composicdo de leite fermentado
contendo L. helveticus promoveu a diferenciacdo de queratindcitos em uma cultura de
celulas humanas e aumentou a expressdo de RNA-mensageiro (MRNA) de profilagrina,
precursor da filagrina, proteina essencial para a formacao e manutencao da integridade da
barreira cutanea (Baba et al.,2006). Em um modelo murino de camundongos hairless
tratados oralmente com esse mesmo leite fermentado contendo L. helveticus, o0s
camundongos apresentaram uma melhora na TWEL, com recuperacao mais rapida apos
a indugdo da dermatite, diminuicdo das areas afetadas e melhora na umidade do estrato
coérneo (Baba et al., 2010).

A melhora de lesdes decorrentes da dermatite atdpica, uma diminui¢do no prurido,
na TWEL, no SCORAD e uma diminuicdo na colonizacdo por S. aureus foram
observados com a administracdo de um creme contendo o lisado da bactéria Gram-
negativa Vitreoscilla filiformi, na concentracdo de 5%, aplicado na pele afetada de
pacientes com dermatite atopica (Guéniche et al., 2008b). Utilizando-se a V. filiformi
incorporada a uma agua termal, foi verificada também uma melhora nos sintomas de
pacientes com dermatite seborreica (Guéniche et al., 2008c).

A administragéo topica de um extrato de L. plantarum na concentragdo de 5% em
seres humanos apresentou efeitos anti-inflamatérios e melhorou a propriedade
antimicrobiana da pele. Observou-se diminuicdo do eritema, recuperagdo da barreira
cutanea e uma diminuicdo no tamanho das lesdes provocadas pela acne (Muizzudin et al.,
2012).

Nesses testes de utilizagdo tdpica dos probiodticos, os explantes ex vivo vém

ganhando importancia. Os explantes de pele sdo tipicamente adquiridos de recém-
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nascidos, cadaveres ou pela retirada de amostras a partir de cirurgias realizadas e podem
ser mantidos em meio de cultura celular diretamente ou em suporte, com interface ar-
liquido e permanecer viaveis em cultura por até duas semanas. A cultura de pele tem a
vantagem de conter todos os tipos celulares residentes da epiderme e derme, bem como
0s apéndices cutaneos (Popov et al., 2014).

Segundo Freshney (2010), a cultura de tecidos foi inventada no inicio do século
20, como um método para estudo do comportamento de células animais livre de variacGes
sistémicas que podem surgir in vivo tanto durante a homeostase normal quanto durante o
estresse causado durante a execugdo de um experimento. Como o préprio termo implica,
a técnica foi primeiramente elaborada com fragmentos ndo desagregados de tecido e o
crescimento acontecia pela migracao radial de células do fragmento tecidual, com mitoses
ocasionais durante o crescimento. Como a cultura de células destes explantes primarios
dominou o campo por mais de 50 anos, o termo “cultura de tecidos” permaneceu em uso
como um termo genérico, apesar do fato que a expansao explosiva do campo na segunda
metade do século 20 tornou possivel a utilizacdo de culturas de células dispersas.

As principais vantagens da utilizacdo de culturas celulares sdo: (1) a possibilidade
de controlar de maneira precisa 0 ambiente fisico-quimico (pH, temperatura, pressao
osmatica e tensdo de Oz e CO2); (2) a homogeneidade das amostras; (3) uma vez que as
replicatas experimentais sdo praticamente idénticas, a necessidade de analise estatistica
de variancia é simplificada; (4) as culturas podem ser expostas diretamente a um reagente
em uma concentracdo definida, mais baixa e com acesso direto a célula. Dessa forma,
menos reagentes sao requeridos do que in vivo, onde mais de 90% pode ser perdido por
excrecdo e distribuicdo a tecidos que ndo sdo foco do estudo. Além disso, as questdes
legais, morais e éticas da experimentacdo animal sdo evitadas (Freshnay, 2010).

O foliculo piloso, por exemplo, é um tecido que pode continuar a produzir novos
pélos, aparentemente sem interrupcdo, por até duas semanas apos sua disseccdo e
colocacdo em uma placa. O modelo de cultura de pele replica a fisiologia e funcgéo
normais da pele, podendo ter comportamento elaborado, com coordenacéo de divisdo
celular, diferenciacdo e migracdo (Oh et al., 2013).

No entanto, vale ressaltar quea principal deficiéncia do modelo de cultura de 6rgéo
é a auséncia do sistema vascular (Freshnay, 2010). O modelo replica a organizagéo e
funcdo da pele somente parcialmente, tendo um repertdrio de tipos celulares muito mais

simples e falta de um feedback de sinalizacdo que normalmente chega a pele de uma
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variedade de fontes sistémicas. Alem disso, a difusdo dos nutrientes do meio de cultura
ao tecido pode ser ineficiente (Popov et al., 2014; Oh et al., 2013).

Guéniche e colaboradores (2010a), utilizando um modelo de cultura de pele
verificaram que a aplicacéo topica de lisado de B. longum resultou em um efeito benéfico
sobre varios parametros de inflamagéo, como diminuicdo na vasodilatacdo, no edema, na
liberacdo de TNF-a e na degranulacdo de mastocitos.

Também foi verificado que o L. paracasei CNCM 1-2116 (ST11), aqui
denominado LPST11, administrado em uma cultura de pele, como lisado bacteriano de 1
x 10" UFC/mL, impediu a vasodilatacio, edema, degranulacdo de mastdcitos e liberacdo
de TNF-o induzida pela substancia P (SP), um neuromediador pré-inflamatério.
Utilizando-se cultura de pele humana, tal micro-organismo foi capaz de induzir uma
recuperacdo mais rapida na funcdo de barreira (Guéniche et al, 2010b). Além disso,
LPST11 foi capaz de promover melhora na cicatrizacdo de feridas, recuperagdo na
homeostase cutdnea mais rapida ap6s a exposicdo a radiacdo UV, servindo como
potencial estratégia de fotoprotecdo (Gueéniche et al., 2008a; Guéniche et al., 2009;
Rodrigues et al., 2005).

Em um modelo de cultura de queratindcitos tratados com lisados de B. longum, L.
plantarum, L. reuteri e L. rhamnosus GG, foi verificada uma melhora na fungéo de
barreira nas jungdes celulares em 24 horas, sendo o B. longum e L. rhamnosus GG o0s
probidticos de maior eficiéncia (Sultana et al., 2013). Também utilizando um modelo de
cultura de queratinécitos, Muhammedsaeed e colaboradores (2014), verificaram que a
utilizagdo do L. rhamnosus GG em sua forma viavel ou na forma de lisado celular, quando
aplicado antes ou simultaneamente ao S. aureus, foi capaz de aumentar a sobrevivéncia
dos queratindcitos, pelo mecanismo de competicdo exclusiva. O probiotico foi capaz de
inibir o crescimento de S. aureus e reduzir a adesdo bacteriana.

A acéo antibacteriana de L. acidophilus foi demonstrada in vitro contra diferentes
patdgenos, como S. aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Shigella
flexneri, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae
(Bernet-Camard et al., 1997).

Gan e colaboradores (2002) mostraram que L. fermentum RC-14 foi capaz de
inibir a adesdo bacteriana de S. aureus em proteses cirurgicas colocadas em
camundongos, inibindo de modo significativo a infecgéo cirdrgica causada por S. aureus,

enquanto Prince e colaboradores (2012) verificaram a presenca de um mecanismo
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protetor do L. reuteri contra o S. aureus por exclusdo competitiva do patdgeno de seus
locais de ligacdo, em um modelo de cultura de queratindcitos. Tais dados sugerem que a
utilizacdo profilatica de um probidtico topico poderia inibir a colonizacéo da pele pelo S.
aureus, e, dessa forma, auxiliar na prevencao de infecces.

Em células Hs68 (fibroblastos dérmicos humanos), a administracdo de
Lactobacillus plantarum HY7714 aumentou os niveis de mMRNA de serina
palmitoiltransferase e diminuiu os niveis de mMRNA da enzima ceramidase, auxiliando na
manutencdo da hidratacdo cutanea mediante a exposic¢do a radiacdo UV (Ra et al., 2014).
Utilizando o mesmo micro-organismo — L. plantarum HY7714, foi verificado, nas
mesmas células Hs68, que o tratamento com o micro-organismo recuperou de maneira
efetiva a expressdo reduzida de pré-coldgeno pela inibicdo da expressdo da

metaloproteinase de matriz induzida pela radiacdo UVB (Kim et al., 2014).

1.5. Bifidobactérias na salide cutanea

As bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez em fezes de criancas
recebendo aleitamento materno, em 1899, por Henri Tissier, e foram denominadas
Bacillus bifidus. Apesar de Orla-Jensen ter proposto o género Bifidobacterium em 1924,
elas foram classificadas como Bacteroides bifidus de 1923 a 1934, da primeira a quarta
edicdo do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. De 1939 a 1957, da quinta a
sétima edicdo do mesmo manual, foram classificadas como Lactobacillus bifidus,
permanecendo assim por varias décadas. Em 1973, Poupard e a oitava edi¢do do Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology reclassificaram as bifidobactérias como pertencentes
a familia Bifidobacteriaceae, que contém um Unico género, Bifidobacterium, consistindo
de 11 espécies. Em 1986, o género foi atualizado a 24 espécies e atualmente ha 31
especies propostas (Lee & O’Sullivan, 2010).

As bifidobactérias pertencem ao filo Actinobacteria, que é formado por bactérias
Gram-positivas, caracterizadas por genoma rico em guanina e citosina. A denominacao
de bifidobactérias deriva da morfologia bifida, apesar de serem pleomérficas in vitro,
dependendo das condi¢es de cultura (Sela & Mills, 2010). Além disso, sdo imoveis, ndo
esporulam e ndo produzem gas a partir de metabolismo fermentativo. A maioria das
espécies sdo anaerdbicas obrigatorias, e algumas poucas foram caracterizadas como

microaerofilas. As bifidobactérias ja foram isoladas a partir varios nichos ecoldgicos de
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mamiferos, como cavidade oral, trato geniturinario, trato gastrointestinal. Também ja
foram isoladas a partir do trato gastrointestinal de alguns passaros e insetos, além de leite
cru (Lee & O’Sullivan, 2010; Sela & Mills, 2010).

As bifidobactérias exercem efeito imunomodulador com possivel aplicacdo para
tratamento de alergias, prevencdo de danos causados a pele pela radiacdo UV, tratamento
de dermatite atdpica, além de inibir o crescimento e reduzir a adesdo de bactérias
patogénicas (Inoue et al., 2009).

As propriedades probitticas de Bifidobacterium longum 5 (BL51A) vém sendo
estudadas pelo grupo de pesquisa do Laborat6rio de Ecologia e Fisiologia de Micro-
organismos (LEFM) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) hd mais de uma década, com abordagem em diferentes
ecossistemas.

Em testes de potencial probiético de diferentes bifidobactérias (B. breve 1101A,
Bifidobacterium pseudolongum 1191A, B. bifidum 1622A e BL51A), a BL51A
demonstrou ter o melhor potencial probiotico entre as bactérias testadas, apresentando
maior sensibilidade a antimicrobianos, uma melhor taxa de crescimento e maior
capacidade de producdo de substancias antagonistas contra diversos patdgenos (Souza et
al., 2013). Além disso, a BL51A incorporada a um leite fermentado demonstrou
capacidade de protecdo de camundongos infectados por S. Typhimurium, por meio da
inducdo da proliferacdo de imunoglobulina-A (IgA) intestinal mesmo apo6s a perda de
viabilidade das células bacterianas em um periodo de estoque dos leites fermentados por
28 dias, mostrando que mesmo suas células ndo vidveis sdo capazes de exercer efeitos
desejaveis (Souza et al., 2012).

Quando incorporada a um iogurte a base de leite de cabra, BL51A foi capaz de
promover uma melhora na frequéncia de defecacdo e dor abdominal em pacientes
diagnosticados com constipacdo intestinal funcional crénica (Guerra et al., 2011). Em
um modelo murino de infec¢do pulmonar por K. pneumoniae, BL51A foi capaz de
promover uma melhora mais rapida da inflamagdo, com efeitos benéficos associados a
producdo de IL-10. Nos animais que receberam administracdo oral do probidtico, foi
verificada uma diminuicdo dos danos pulmonares, com reducdo significativa da carga
bacteriana pulmonar, que reduziu a mortalidade em 100% dos camundongos infectados.

Estes efeitos foram atribuidos, pelo menos em parte, a ativacdo da via TLRs, que resulta
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na producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e protege 0 hospedeiro contra a morte
por pneumonia (Vieira et al., 2015b).

A administracdo via oral de BL51A em camundongos nos quais foi induzida uma
inflamacdo semelhante a gota (elevado acido urico) foi capaz de aliviar parametros
inflamatorios, diminuindo a hipernocicepcdo, o acumulo de neutréfilos na articulagéo
fémorotibial / fémoropatelar e a atividade de mieloperoxidase no tecido periarticular.
Houve inibicdo da producdo da quimiocina CXCL1 e de IL-1B nas articulagdes dos
animais tratados com BL51A e os niveis de IL-10 foram significativamente mais altos
nos tecidos do joelho de animais tratados com o probidtico, mais uma vez relacionando
os efeitos imunomoduladores de BL51A a producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10
(Vieira et al., 2015a).

1.6. Microbiota cutanea

Micro-organismos comensais na microbiota da pele humana atuam no combate de
patdgenos e na manutencdo da homeostase da propria microbiota (Wang et al., 2014).

A percepcéo da pele como um ecossistema, composto de componentes biolgicos
vivos e componentes fisicos ocupando diversos habitats, pode melhorar nosso
entendimento sobre a grande delicadeza do balanco entre hospedeiro e micro-organismos.
Qualquer problema no equilibrio em um dos lados da equacdo pode resultar em doencas
cuténeas ou infecgdes (Grice & Segre, 2011).

Os micro-organismos residentes pertencem a um grupo relativamente fixo
encontrado rotineiramente na pele e que se reestabelece apds perturbacoes.
Frequentemente, 0s micro-organismos residentes sdo considerados comensais, 0 que
significa que ndo sdo prejudiciais e podem oferecer efeitos benéficos aos hospedeiros. O
outro grupo Ssdo 0s micro-organismos transitorios, que ndo se estabelecem
permanentemente na superficie, mas tém origem ambiental e persistem por horas a dias
(Kong & Segre, 2012).

Os micro-organismos que fazem parte da microbiota cutanea residente possuem
caracteristicas fisicas comuns, tais como paredes celulares Gram-positivas conferindo alta
estabilidade estrutural, tornando-os resistentes ao ressecamento, choque osmotico e

estresse mecanico. Estes sdo atributos importantes tendo em vista que a superficie da pele
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é relativamente deficiente em agua livre e sujeita a flutuagdes de temperatura, radiacao
solar e concentracdo de sal e ions (Bojar & Holland, 2002).

Os micro-organismos e 0s acaros cobrem a superficie da pele e residem
profundamente nos pelos e glandulas (Figura 1). Na superficie cutanea, uma grande
variedade de bactérias, como as proteobactérias e S. epidermidis formam comunidades
que estdo profundamente entrelacadas entre si e outros micro-organismos. Fungos
comensais, como Malassezia sp., crescem tanto como hifas filamentosas ramificadas
quanto como células individuais. Particulas virais vivem nas células bacterianas. Acaros
cuténeos, como o Demodex folliculorum e Demodex brevis séo alguns dos menores

artropodes, e vivem perto dos foliculos pilosos (Grice & Segre, 2011).
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Figura 1 — Representagdo esquematica da histologia cutanea em corte transversal
com micro-organismos e apéndices cutaneos. (Fonte: adaptado de Grice & Segre,
2011).

Em adultos, bactérias do filo Actinobacteria foram encontradas em maior

quantidade nos individuos estudados, seguido por membros dos filos Firmicutes,
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Proteobacteria e Bacteroidetes. Dos 205 géneros identificados, trés deles foram
associados com: Corynebacterium (22,8%; Actinobacteria), Propionibacterium (23,0%;
Actinobacteria), e Staphylococcus (16,8%; Firmicutes) (Grice et al., 2009).

O ecossistema formado pela microbiota cutanea tem uma ampla variacdo, com
nichos diferindo entre si tanto fisiologicamente quanto topograficamente. Por exemplo,
as axilas contém pelos e umidade e ficam a uma distancia pequena do antebraco, que
contém pele seca. No entanto, esses dois nichos, apesar da grande proximidade
anatdmica, sdo ecologicamente distintos, como uma floresta tropical e um deserto (Grice
et al., 2009). Além disso, as estruturas cutaneas, como foliculos pilosos, sebaceos, e
glandulas écrinas e apocrinas sdo sub-habitats que podem ser associados com suas
préprias microbiotas, que sdo Unicas (Grice et al., 2008).

Micro-organismos residentes ou transitorios sdo ndo patogénicos em condi¢cbes
normais, se a higiene propria é mantida e se a microbiota residente, a resposta imune e a
funcdo de barreira estdo intactas. No entanto, apds alguma perturbacao, tais populactes
de micro-organismos residentes ou transitérios podem causar doencas. Por exemplo, 0 S.
epidermidis é considerado um micro-organismo comensal, mas pode ser um patdgeno
oportunista em hospedeiros imunocomprometidos. Da mesma forma, o S. aureus pode
ser um micro-organismo residente em casos assintomaticos, mas também é um patégeno
importante em determinados casos, podendo causar infec¢cdes localizadas e sistémicas
(Kong, 2011; Kong & Segre, 2012).

P. acnes é o principal micro-organismo comensal da pele, responsavel pela
manutencdo da satde da mesma. No entanto, € considerado um fator patogénico na acne,
uma doenca cutanea comum, que afeta mais de 80% da populacdo mundial. No entanto,
¢ de fundamental importancia entender as diferencas entre diferentes linhagens da
microbiota humana na patogénese das mais diversas doencas (Johnson et al., 2016). A
suplementacdo com vitamina B12 aumenta a producdo de porfirinas por P. acnes, um
grupo de metabdlitos pro-inflamatorios importante no desenvolvimento da acne (Kang et
al., 2015). Comparando linhagens tipo 1A-2 de P. acnes, associadas a acne, e linhagens
tipo 1l de P. acnes, associadas a uma pele saudavel, verificou-se que as linhagens tipo 1A-
2 produziram niveis significativamente mais altos de porfirinas, que, depois, foram
aumentados pela suplementacdo com vitamina B12. Por outro lado, as linhagens
associadas a uma pele saudavel, tipo Il, produziram baixos niveis de porfirinas e ndo

responderam a suplementacdo com vitamina B12 (Johnson et al., 2016).
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Dessa forma, o papel da microbiota humana na doenca ou na saude ainda precisa
de muita pesquisa para ser compreendido. Em particular, os mecanismos moleculares de
diferentes linhagens da mesma espécie comensal com funcdes distintas em manter a saude

ou desencadear a doenca ainda precisam ser elucidados (Johnson et al., 2016).

1.7. Imunologia cutanea

A pele humana constitui a interface do organismo com o ambiente externo e é
composta por uma camada superficial, a epiderme, uma camada intermediéria, derme e,
uma camada profunda, a hipoderme. A inter-relagdo harmonica entre estas camadas
mantém a homeostasia do tecido mais importante na protecdo do organismo contra
agentes de agressao ambiental (Elias, 2009).

Das diversas agressdes ambientais é importante citar a perda de umidade com
consequente desidratacdo e a entrada de micro-organismos patogénicos; agressoes
quimicas, como poluentes, tabaco, xenobiéticos; agressdes mecanicas e fisicas, como
radiacdo UV e oscilacdes de temperatura (Elias, 2009; Grice et al., 2009; Valdman-
Grinshpoun et al., 2012; Guéniche et al., 2014).

A defesa cutanea do hospedeiro ocorre através da acdo combinada de uma grande
variedade de sistemas complementares. Estes incluem a barreira fisica, pH de superficie
hostil (em torno de 5,4 a 5,9) que inibe colonizacdo de bactérias patogénicas e favorece a
adesdo de bactérias ndo patogénicas e a sintese ativa de moléculas de defesa do
hospedeiro, tais como 0s peptideos antimicrobianos, proteases, lisozimas, citocinas e
guimiocinas que servem como ativadores de respostas imunes celular e adaptativa (Cork
et al., 2009; Cogen et al., 2008).

As citocinas representam uma familia heterogénea de glicoproteinas; que podem
ser induzidas, produzidas por varios tipos celulares, que fazem a mediacdo entre a
interacdo local e a comunicacéo distante entre elementos celulares das respostas imune e
inflamatdria. As citocinas podem agir diretamente como indutoras e reguladoras do
crescimento, divisdo e diferenciacdo celular, como estimuladoras do movimento e
multiplicacdo celular e como controladoras da fungéo celular e interacdo via mudancas
induzidas na expressdo das moléculas de adesdo e receptores de citocinas (Corsini &
Galli, 2000).
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As citocinas sdo produzidas por quase todas as células nucleadas, quando
estimuladas ou ativadas, incluindo queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans na
epiderme, fibroblastos, células endoteliais, células musculares, mastocitos, linfocitos e
outras células inflamatdrias da derme (Kondo, 2000).

A pele e o trato intestinal estdo em “contato direto” com o ambiente externo,
portanto, sdo continuamente expostos a um grande nimero de micro-organismos e
agressoes. Para lidar com esses desafios/agressdes, os epitelios produzem um arsenal
diverso de componentes imunoldgicos que combatem a infec¢ao por micro-organismos e
lesBes fisicas e quimicas (Bernet-Camard et al., 1997; Rodrigues et al., 2005; Nestle et
al., 2009; Gallo & Hopper, 2012).

Estudos iniciais ja destacavam os tipos individuais de células na pele, entretanto,
foram os conceitos visiondrios do “tecido linfoide associado a pele” (SALT) e do “sistema
imune cutdneo”, responsaveis pela interpretagdo moderna e a definicdo do paradigma
geral para imunologistas. O conceito inicial do SALT introduziu a ideia de células imunes
circulantes, que se movimentam de maneira direta entre a pele, os linfonodos e a
circulacdo e proporcionam uma imunovigilancia ideal ao organismo (Nestle et al., 2009).

Células especializadas da epiderme incluem melandcitos, que produzem o
pigmento melanina e as células de Langerhans, que sdo as principais células imunes
residentes da pele. Além disso, células T, principalmente células CD8+, podem ser
encontradas no estrato basal e estrato espinhoso (Nestle et al., 2009).

A derme é anatomicamente mais complexa do que a epiderme, apresentando
enorme diversidade celular, como representado na Figura 2. A derme contém muitas
células imunes especializadas, incluindo células dendriticas, células T helper CD4+,
células T yé e células T natural killer (NK). Além disso, estdo presentes na derme
macrofagos, mastdcitos, fibroblastos e tipos celulares relacionados aos nervos. A derme
é drenada pela circulacdo linfatica e vascular, pelas quais células migratérias trafegam
(Nestle et al., 2009).
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Figura 2 — Anatomia cutanea e células efetoras. (Fonte: adaptado de Nestle et al.,
2009).

As células na derme e epiderme, incluindo células dendriticas dérmicas, células
de Langerhans epidérmicas, melandcitos, linfocitos migradores e queratindcitos
produzem uma grande variedade de citocinas (Welss et al., 2004). Anteriormente,
acreditava-se que os queratinocitos eram meramente uma barreira fisica entre o ambiente
externo e 6rgdos internos. No entanto, na decada de 70, descobriu-se que 0s proprios
queratindcitos sdo os principais contribuintes para a producédo de citocinas epidérmicas,
seja de forma constitutiva ou por inducdo de varios estimulos (Welss et al., 2004). Os
queratinécitos sdo células pré-inflamatorias efetoras que estdo estrategicamente
posicionadas na camada exterior do corpo para reagir em tempo habil a danos causados
por agentes externos pela producdo coordenada de peptideos antimicrobianos, citocinas
pré-inflamatorias e quimiocinas (Nestle et al., 2009).
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Na epiderme, os queratindcitos sdo a principal fonte de citocinas, junto com as
celulas de Langerhans e melandcitos. As ceélulas epidérmicas podem produzir
constitutivamente, ou ap0s ativacdo, um arsenal de citocinas, apoiando, fortemente, as
funcGes da pele como um érgdo imune, constituindo-se em uma barreira imune entre o
ambiente externo e tecidos internos. O padrdo histopatologico da maioria das doencas
cuténeas é causado pela acdo de uma citocina ou pela combinacgdo de diversas citocinas
(Corsini & Galli, 2000).

De maneira semelhante as células epiteliais intestinais, 0s queratindcitos podem
identificar os patégenos e mediar respostas imunes para discriminar entre micro-
organismos comensais e patdégenos. As células eucariotas detectam produtos microbianos
usando receptores que reconhecem varios componentes microbianos conservados
evolutivamente, chamados PAMPs, que incluem lipopolissacarideos, peptidoglicanos,
flagelinas e &cidos nucleicos. Os PAMPs se ligam a TLRs, que por sua vez, induzem a
ativacdo das vias celulares sinalizadoras e subsequentes respostas imunes inata e
adaptativa. Os queratindcitos epidérmicos expressam varios TLRs, localizados na
superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) ou nos endossomos (TLR3 e
TLR9). A expressao de TLRs pelos queratindcitos é crucial na inducdo das respostas
imunes cutaneas, uma vez que a ativacao desses receptores nos queratindcitos humanos
leva a uma resposta imunoldgica do tipo Thl e a producdo de IFNs do tipo | (Nestle et
al., 2009).

ApoOs a exposicdo a haptenos ou altas doses de radiacdo ultravioleta, os sensores
intracelulares presentes no complexo inflamossoma dos queratindcitos sdo ativados,
levando a ativacdo da caspase 1 e ao processamento e secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Por sua vez, isso resulta na ativacdo das células imunes residentes no
tecido, que induzem e perpetuam uma resposta inflamatéria (Nestle et al., 2009).

Dentre as citocinas produzidas pelos queratinécitos, estdo IL-1, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, TNF-a e 0s interferons alpha, beta e gamma (IFN-a., -B e -y),
0s quais exercem mdaltiplos efeitos na migracdo de células inflamatorias, tendo efeitos
sisttmicos no sistema imune e influéncia nos processos de proliferagéo e diferenciagéo
dos queratindcitos, bem como na producéo de outras citocinas (Uchi et al., 2000; Grone,
2002; Welss et al., 2004).

Os queratinocitos desempenham o papel principal na producdo de mediadores

imunes na dermatite de contato provocada por irritantes. A quebra da barreira cutanea
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leva a liberacdo de IL-1a, que representa o passo inicial na cascata inflamatoria. A
ativacdo de IL-la estimula uma posterior producdo de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas, como IL-1pB, TNF-a, IL-6 e CXCL8 (IL-8) pelas células epidérmicas
proximas e células dérmicas. Junto com IL-1a, as agdes subsequentes de IL-1p sdo
pleiotrdpicas e envolvem a ativacao de células dendriticas e células T, posterior produgédo
de citocinas e quimiocinas e estimulo & producdo de moléculas de adesdo, como ICAM-
1 nas células endoteliais e fibroblastos, que levam a perpetuacéo da inflamacgéo cuténea
(Lee etal., 2013).

Outra citocina chave na dermatite de contato € TNF-a. Os efeitos de TNF-a
também s&o pleiotrdpicos, levando a uma maior produgdo de moléculas de adeséo celular,
como ICAM-1 nos queratindcitos e células endoteliais e posterior inducdo de mediadores
inflamatorios como IL-1, IL-6, GM-CSF, IFN-y ¢ CXCL8. Além disso, TNF-o em
conjunto com IL-1a atua como o primeiro sinal de alarme, que leva a libera¢éo de CCL20
secundaria e sinaliza a quimiocina CXCL8. Esses niveis aumentados de CCL20 e CXCL8
tém potencial para iniciar o processo de infiltracdo de células imunes, como células T
CCR6+ e células dendriticas imaturas na area exposta ao irritante (Lee et al., 2013).

Queratindcitos em repouso contém uma grande quantidade, em termos bioldgicos,
de IL-1a pré-formada e biologicamente ativa, além de pro-IL-1p inativa. Uma agressao
aos queratindcitos provoca a liberacdo de IL-1a, que é, essencialmente, 0 evento primario
na defesa cutdnea. IL-1a estimula a posterior produgdo e liberagao de outras citocinas,
como IL-8, IL-6, GM-CSF. Dessa forma, por uma cascata e uma rede de citocinas, uma
resposta inflamatdria pode ser rapidamente gerada. Neste cenario, 0s queratindcitos agem
como transdutores de sinais pro-inflamatérios, respondendo a estimulos externos nédo
especificos com a producdo de citocinas inflamatorias, moléculas de adesdo e fatores
quimiotaticos preparando a derme para atividade imunoldgica especifica (Corsini &
Galli, 2000). Além disso, IL-1 também promove a diferenciacdo de queratindcitos e a
ativacdo de celulas de Langerhans na epiderme a potentes células apresentadoras de
antigenos (Uchi et al., 2000).

A IL-6 é uma citocina pleiotropica, tendo papel crucial na transi¢do da imunidade
inata para a adquirida. Ela é responsavel pela substituicdo do infiltrado inicial de
neutrofilos, induzindo a apoptose dos mesmaos, contribuindo, dessa forma, pela resolucao

do contetido neutrofilico agudo, que é substituido por mondcitos e células T apds 24 a 48
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horas, prevenindo dano tecidual excessivo pelo acimulo de proteases e ROS secretadas
pelos neutréfilos no local de inflamagéo (Scheller et al., 2011).

Posteriormente, a IL-6 estimula a diferenciacdo dos mondcitos em macréfagos,
sendo necessaria para o0 recrutamento das células T, ativando quimiocinas que as atraem
e evitando sua apoptose. Ela também tem grande atuacdo na diferenciagéo de células B e
T, aumentando a producéo de anticorpos nas células B. Levam a diferenciacao de células
T “helper” naive a células apresentadoras de antigenos com tendéncia maior a Th2 ou
Th17 (Scheller et al., 2011).

Ja a IL-10 é produzida pelos queratindcitos e células T e possui acdo anti-
inflamatoria, inibindo a producéo de IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y
e diminuindo a producdo de moléculas de adesdo (Lee et al., 2013). A IL-10 suprime a
fase de elicitacdo das respostas de hipersensibilidade de contato para inibir a producéo de
IFN-y por células T. Também inibe as respostas Th1 pela prevencdo de um aumento na
expressdo de CD80, que € um co-estimulador para a geracdo de células Thl, nas células
de Langerhans. Em camundongos knockout para a producdo de IL-10, foi observado que
esta citocina funciona para completar reacdes inflamatorias e restaurar as interacdes entre
citocinas epidérmicas aos niveis basais, pela inibicdo da produgdo de citocinas proé-
inflamatorias, como IL-1 e TNF-a (Uchi et al., 2000).

1.8. Substancia P (SP)

A substancia P (SP) € um neuropepetideo e possui efeitos pro-inflamatérios nas
células imunes e epiteliais e participa da patogenia de doencas inflamatorias em diversos
sistemas (O’Connor et al., 2004).

Os neuropeptideos representam um grupo heterogéneo de moléculas. A menor
delas contém somente dois aminoacidos, enquanto os maiores peptideos possuem 40 ou
mais aminoacidos. Mais de 50 neuropeptideos estdo envolvidos na transmissao de sinais
ndo somente entre células nervosas, mas também entre células nervosas e células do
sistema imune (Lotti et al., 1995).

A pele possui varios neuropeptideos, como a SP, a neuroquinina A, a
somatostatina, o peptideo intestinal vasoativo, o peptideo histidina isoleucina e o peptideo
histidina metionina, o peptideo calcitonina relacionado ao gene, neurotensina,

neuropeptideo Y, peptideo natriurético atrial, galanina e o horménio estimulador de
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melandcitos-y (Lotti et al., 1995). Na pele, os neuropeptideos estdo envolvidos na
media¢do da inflamagdo, imunomodulacdo e termoregulagdo, e dessa forma, estdo
envolvidos na patogénese de diversas afec¢cdes cutaneas (Branchet-Gumila et al., 1999).

A SP é liberada por fibras-C aferentes primarias sensitivas da pele e apresenta
importantes variagdes de concentragdo local de acordo com os efeitos de dor, estresse e
infecgdo. Este peptideo da familia taquicinina esta envolvido na patogénese de diversas
doengas cutaneas de origem multifatorial, como, por exemplo, a dermatite atopica
(N’Diaye et al., 2016).

As taquicininas sdo uma familia extensa de peptideos que compartilham a
sequéncia C-terminal comum Fe-X-Gli-Leu-MetNH2. Quatro taquicininas mamiferas
foram descritas: substancia P, neuroquinina A, neuroquinina B e neuropeptideo K (uma
forma estendida da neuroquinina A com terminacdo N). Essas quatro taquicininas séo
reconhecidas por diferentes seletividades por varios diferentes receptores de superficie
celulares (Lotti et al., 1995).

A SP é um neuropeptideo curto que € sintetizado e liberado pelos neurdnios do
sistema nervoso central, neurénios aferentes primarios sensiveis a capsaicina e neurénios
GIT intrinsecos ndo sensiveis a capsaicina, bem como células inflamatérias ndo—
neuronais. Como um ligante enddgeno, a SP se liga preferencialmente a proteina-G
acoplada a NK-1R expressa no sistema nervoso central, bem como células imunes,
queratindcitos e mastdcitos. Apos a despolarizacéo, as fibras-C ndo mielinizadas liberam
a SP nos tecidos adjacentes. Apesar de serem rapidamente degradadas pela enzima
conversora de angiotensina e endopeptidase cutanea neutra, a SP tem varios efeitos
eferentes. Ela se liga a NK-1R em queratindcitos e fibroblastos, dessa forma, estimulando
a secregdo de IFN-y, IL-1B e IL-8. Nos mastocitos, a ligagdo NK-1R leva & degranulacéo
e secrecdo de histamina, leucotrieno B4, prostagladina D2, TNF e fator de crescimento
endotelial vascular. Nos vasos, esse processo leva a vasodilatagdo e inflamacéo
neurogénica, cujos sintomas clinicos incluem eritema, edema e prurido (Lotts & Sténder,
2014; N’Diaye et al., 2016).

A SP é o neuropeptideo mais efetivo e abundante da pele (Branchet-Gumila et al.,
1999), sendo o principal neuropeptideo que ativa a resposta inflamatdria cutanea
(Guéniche et al., 2010a). A SP e taquicininas relacionadas estdo presentes no sistema
nervoso central e nos aferentes primarios de pequeno diametro, que pertencem ao grupo

de fibras-C (Branchet-Gumila et al., 1999). A SP e/ou peptideos relacionados estdo
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principalmente envolvidos em transmisséo de dor e no processo de reparacao tecidual,
sendo um dos vasodilatadores mais potentes e aumentando a permeabilidade vascular. A
SP é considerada 100 vezes mais potente que a histamina e possui receptores nos
mastocitos, leucdcitos polimorfonucleares e macrofagos (Lotti et al., 1995).

A SP libera 6xido nitrico das células endoteliais. Ela ativa os mastdcitos, aumenta
a producdo de histamina, leucotrienos e TNF-a e também ativa as células endoteliais, que
aumentam sua expressdo de moléculas de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), moléculas de
adesdo celular vascular (VCAM-1) e interleucinas. Além disso, a SP aumenta a producgéo
de IL-1 e IL-8 nos queratindcitos, sendo quimiotatica nas células T, aumentando a
proliferacdo e a funcdo de células T e B, induzindo a expressdo de IL-1 e IL-6,
aumentando a producdo de imunoglobulinas e a atividade de células NK (Freitas et al.,
2015).

A SP pode agir diretamente na parede vascular ou indiretamente pela estimulacéo
da degranulagdo de mastdcitos, com liberacdo subsequente de histamina e serotonina.
Além dos efeitos vasculares, também ocorre a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios
como IL-1a, IL-6 e TNF (Branchet-Gumila et al., 1999). Além disso, ela interage com
células endoteliais, mastocitos, células imunes e 0s vasos sanguineos, iniciando uma
cascata de respostas inflamatorias caracterizadas por eritema e hiperemia (secundarias a
vasodilatacdo), edema local (secundario ao extravasamento de proteinas plasmaticas) e
hipersensibilidade (secundéria a alteracfes na excitabilidade de determinados neurénios
sensitivos). Este fendbmeno, que envolve a vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade
vascular, ¢ denominado “inflamagdo neurogénica” (Malhotra, 2016).

A SP induz, tanto diretamente quanto indiretamente, a inflamacdo por meio da
modulacdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas na pele. Ela estimula
a proliferacdo de mastocitos, a degranulagdo e liberacdo e citocinas pro-inflamatorias,
como: IL-1, IL-2 e TNF-a. Possui efeito quimiotatico nos mondcitos, linfocitos T e
neutrofilos (Lee et al., 2008). Ela estimula a produgdo de IL-1 em macrofagos, que
sensibilizam neutrdfilos e aumentam a liberacdo de dopamina. Além disso, ela leva a
liberacdo de prostaglandina pela via do &cido araquiddnico, levando a uma maior
producéo de corticosteroides pela adrenal (Datar et al., 2004).

Lee e colaboradores (2008) comprovaram a participacdo da SP na etiopatogenia
da acne. Foi verificado que a incubacdo de glandulas sebaceas em um meio de cultura

com neuropeptideos selecionados, como a SP, peptideo intestinal vasoativo,
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neuropeptideo Y, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), revelou que
somente a SP afetou a estrutura das glandulas sebéaceas e que este efeito foi dose-
dependente.

Pacientes com acne possuem uma maior concentracdo média de SP em
comparagao com 0s que ndo tém este acometimento cutaneo. O estresse emocional pode
afetar a microbiota intestinal e aumentar a permeabilidade intestinal, o que leva a uma
inflamacéo sistémica no corpo (Rokowska-Waluch et al., 2016).

Até mesmo a acne branda ou moderada é uma doenca crénica, imprevisivel, com
desfiguracdo cosmética da face. A ligacdo entre a secrecéo de neuropeptideos durante um
periodo de estresse emocional e o desenvolvimento de inflamacéo cuténea resulta na
exacerbacdo dessas condicGes dermatoldgicas, como dermatite atOpica, psoriase e
alopecia. A pele e seus apéndices sdo alvos proeminentes dos mediadores de estresse,
como a SP (Arck et al., 2006).

Arck e colaboradores (2001) verificaram que com a administracdo de SP em
camundongos, foi mimetizado um estado de estresse, que inibiu o crescimento de pelos,
em resultado da estimulacdo realizada pela SP sobre a degranulacdo de mastdcitos, no
contexto do eixo cérebro-foliculo piloso. Liu e colaboradores (2013) também verificaram
uma inibicdo do crescimento de pelos diante de estresse crénico causado pela SP.

A SP induz a liberacdo de citocinas de mastdcitos com funcdo inflamatoria, anti-
proliferativa e pro-apoptotica, que exercem grande efeito sobre o epitélio do foliculo
piloso (Peters et al., 2006).

Em feridas de pacientes diabéticos, a SP esta suprimida, o que leva a falha na
cicatrizacdo das mesmas nestes pacientes (Ni et al., 2016). A cicatrizacdo de uma ferida
na pele é um processo complexo que envolve a reepitelizacdo, angiogénese, formacdo de
tecido de granulagdo e matriz de deposicéo intersticial, que sdo executadas por diferentes
tipos de células, como queratinocitos, fibroblastos e células inflamatdrias e endoteliais.
Inicialmente, o0 estresse mecanico nas margens da ferida estimula os nociceptores
mecanico-sensitivos nas fibras sensitivas da pele. As fibras estimuladas liberam
neuropeptideos, como a SP e o CGRP. O principal gatilho para inflamacéo neurogénica
é a ativacdo de substancias imunoinflamatérias e pré-inflamatorias, resultando em um
aumento no fluxo sanguineo e um consequente edema causado pela exsudacao do plasma

da vénula po6s-capilar (Freitas et al., 2015).
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Os mecanismos da cicatrizacdo de feridas prejudicada na diabetes incluem uma
inflamacéo sistémica e uma bioviabilidade cutanea reduzida de SP, o que resulta em um
estado pro-inflamatdrio cutaneo cronico, que leva a inabilidade de formar uma resposta
inflamatdria aguda, culminando na falha de cicatrizar uma ferida cronica. Nestes casos, 0
tratamento com a SP induz uma resposta inflamatdria aguda, que possibilita a progressao
da fase proliferativa e modula a ativacdo macrofagica para o fen6tipo M2, que promove
a cicatrizacao da ferida, dessa forma, revertendo o estado pro-inflamatorio crénico na pele
diabética, promovendo cicatrizacdo de feridas (Leal et al., 2015).

Em fibroblastos da pele de camundongos geneticamente diabéticos, em co-cultura
com macrofagos, a SP induziu a migracdo de fibroblastos e a secrecdo de fatores pro-
inflamatdrios. A SP promoveu respostas inflamatérias em fibroblastos pela ativacdo do
fator nuclear- k8 (NF-kR), melhorando a cicatrizacdo (Ni et al., 2016).

A dexametasona ndo foi capaz de exercer seu efeito anti-inflamatério diante dos
niveis aumentados de SP em camundongos, durante o processo de inflamacdo
neurogénico na cicatrizacdo de feridas de pele. Independentemente de sua influéncia
inibitdria sobre o componente inflamatério imuno-enddcrino, a dexametasona nao reduz
a liberacdo destas substancias inflamatorias pelas terminacGes nervosas (Freitas et al.,
2015).

A SP entre concentracdes de nano a micromolar atua sobre as bactérias e leva a
um aumento geral na viruléncia das mesmas. Ela potencializa a viruléncia de S. aureus,
e S. epidermidis, com aumento de sua atividade de formacéo de biofilmes. O aumento na
adesdo destes micro-organismos aos queratindcitos, quando tratados com a SP foi
observado. Dessa forma, conclui-se que a SP atua na regulacdo da homeostase da
microbiota cutanea (N’Diaye et al., 2016).

A SP também aumentou massivamente a citotoxidade de Bacillus cereus, tendo
impacto direto na microbiota cutanea, sendo um mecanismo de acdo a parte, somando
com a potente inflamacao neurogénica que o neuropeptideo provoca (Mijouin et al.,
2013).

A administracdo de L. paracasei normalizou a sensibilidade visceral e a
imunomarcacao de SP, previamente aumentadas no colon, apés antibioticoterapia em
camundongos (Verdu et al., 2006).

Além disso, a inflamacédo cutanea provocada pela SP foi inibida por LPST11 nas

pesquisas de Philippe e colaboradores (2011) e Guéniche e colaboradores (2010b).
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Ainda segundo Lee e colaboradores (2008), o papel da SP neste processo anti-
inflamatorio induzido pelos probidticos é notavel, uma vez que a SP pode ser um
mediador primario da amplificacdo da inflamacdo e producdo de sebo induzidas por

estresse na patogenia da acne.

2. JUSTIFICATIVA

Os probidticos foram intensamente explorados por seus efeitos benéficos sobre a
salde intestinal e, atualmente, a sua atuacdo em outros ecossistemas tem sido estudada,
com resultados muito positivos. Estudos recentes dos efeitos dos probidticos sobre a pele
sugerem um grande potencial de fun¢do imunomoduladora e antimicrobiana, com papel
na restauracdo da funcdo de barreira cutanea, na prevencdo do fotoenvelhecimento, da
acne, entre outros. O foco esta tanto na parte clinica, explorando seu efeito preventivo e
curativo diante das mais variadas afeccOes cutaneas, quanto na parte estética, que tem
como publico-alvo mulheres e homens de diversas idades no mundo todo. No entanto, 0s
mecanismos de acdo envolvidos nesses efeitos ndo estdo esclarecidos. Apds o
levantamento bibliogréafico sobre o tema, pode-se constatar que faltam dados mais
detalhados e uniformes para que a terapia cutanea com probidticos possa ser empregada
com confianc¢a na rotina clinica, criando protocolos de utilizacdo seguros, e ainda existe
um campo enorme de exploracdo de efeitos desses micro-organismos sobre diversos
aspectos da pele.

Atualmente, existem no mercado poucos produtos a base de probidticos com
beneficio a salde cutanea que tém, verdadeiramente, seus efeitos benéficos comprovados
por trabalhos cientificos. Nao existe no mercado brasileiro nenhum produto de utilizagdo
topica a base de probioticos desenvolvido para ser administrado na pele com o intuito de
prevenir ou tratar lesdes de carater inflamatorio decorrentes de doencgas cutaneas ou
acometimentos cutaneos, com objetivo clinico ou estético.

No mercado brasileiro, por exemplo, sdo encontrados os produtos da linha
Innéov®, em especial o Innéov Duocap®, que € de uso oral, a base do micro-organismo
LPST11, produzido pela Nestlé e L"Oreéal, que possui suas propriedades probidticas
descritas nos trabalhos de Guéniche e colaboradores (2010b) e Phillipe e colaboradores
(2011). No entanto, trata-se de um produto importado, e, dessa forma, com preco de venda

mais elevado no Brasil. Como é comercializado como cosmético, ndo é passivel de
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regulamentacdo de valor pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) ao
contrario do que ocorre com medicamentos. Geralmente, a indicacao é de uso prolongado
e 0 alto custo do tratamento muitas vezes impede que pacientes possam dar continuidade
a essa opcao de terapia, que apesar de bem sucedida, é onerosa e faltam opgdes mais
vidveis aos consumidores.

Os fatos acima descritos encorajam a exploracdo, identificagéo e esclarecimento
dos mecanismos de ac¢do de micro-organismos probioticos isolados no Brasil, que podem
dar origem a um produto nacional e trazer efeitos benéficos a saude da pele a um preco
mais viavel, tornando-o mais acessivel a um maior nimero de pessoas.

O objetivo no presente estudo é elucidar o potencial probidtico da bactéria
Bifidobacterium longum 54 (BL51A) sobre a pele inflamada, uma vez que ja foram
comprovados, pelo nosso grupo de pesquisa, os efeitos benéficos deste probidtico em
diversos outros ecossistemas.

A BL51A demonstrou a melhor capacidade probidtica entre quatro linhagens de
bifidobactérias testadas (B. breve 1101A, B. pseudolongum 1191A, B. bifidum 1622A e
BL51A), apresentando maior sensibilidade a antimicrobianos, melhor taxa de
crescimento e maior capacidade de producdo de substancias antagonistas em teste de
antagonismo in vitro. Além disso, foi verificado em modelo murino de infeccdo por S.
Typhimurium que a BL51A incorporada a um leite fermentado, mesmo com suas células
ndo viaveis, foi capaz de exercer efeitos benéficos, protegendo os animais contra a
infeccdo. Em um estudo em pacientes com constipagéo intestinal funcional cronica, nossa
equipe verificou que a BL51A incorporada a um iogurte a base de leite de cabra foi capaz
de melhorar a frequéncia de defecacdo e a dor abdominal. Além da saude intestinal, a
BL51A diminuiu danos pulmonares causados pela infeccdo por K. pneumoniae e
diminuiu parametros inflamatérios em um modelo murino de gota.

Assim sendo, a partir da avaliagdo dos efeitos benéficos de BL51A sobre a pele
inflamada, vislumbra-se a utilizacdo desta bactéria na formulagdo de um produto
probiotico de uso tdpico para tratamento de doencas inflamatorias cutaneas. Para tal, neste
estudo foram utilizados dois modelos experimentais: (i) o modelo murino de
camundongos hairless, com indugéo de inflamacao pela administracdo de oxazolona; e
(ii) cultura de pele humana com inducdo da inflamacé&o pela substancia P (SP), o principal
neuropeptideo cutaneo. O modelo de pele humana foi testado no intuito de obtermos uma

reducdo na utilizacdo de animais de laboratdrio, de acordo com principios éticos e morais



43

e respeitando a rejeicdo crescente dos consumidores por esses tipos de testes que geram

sofrimento em animais.

3. HIPOTESE

A bactéria probidtica BL51A exerce efeito imunomodulador quando administrada na sua
forma ativa, via oral, em camundongos hairless inflamados pela administragdo tépica de
oxazolona e também quando administrada topicamente em forma de lisado em cultura de

pele humana inflamada pela substancia P.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos de potencial probidtico de BL51A sobre aspectos cutaneos
inflamatdrios, ou seja, capacidade imunomoduladora, em sua forma ativa em um modelo
murino de animais hairless, com inflamagdo induzida pela administracdo tdpica de
oxazolona ou na forma de lisado bacteriano em um modelo de cultura de 6rgédo de pele

humana com inflamacéo induzida pela substancia P.

4.2. Objetivos especificos

o Reproduzir o0 modelo de inducdo da inflamacdo pela administracdo topica de
oxazolona em camundongos hairless, para testes do potencial probiético de BL51A.

o Reproduzir o modelo de inducdo da inflamagdo pela administracdo tépica de
substancia P em um modelo de cultura de pele humana, para testes do potencial probiético
de BL51A.

° Verificar a existéncia de efeitos imunomoduladores de BL51A em sua forma
ativa, sobre aspectos inflamatorios cutaneos, no modelo utilizando animais hairless e

inducdo de inflamacdo pela administracdo topica de oxazolona.
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o Verificar a existéncia de efeitos imunomoduladores de BL51A sob a forma de
lisado bacteriano, sobre aspectos inflamatdrios cutaneos, no modelo de cultura de 6rgéo

e inducdo de inflamac&o pela administracdo topica de substancia P.

Para facilitar o entendimento das alteracGes na metodologia ao longo deste trabalho, a
Metodologia, Resultados e Discussdo de cada uma destas fases, serdo divididos em quatro
etapas, sendo elas:

1) Etapa 1: Modelo de camundongos hairless

Nesta etapa foi necessaria a formacdo da coldnia dos camundongos hairless. Realizagdo
de varios ensaios com o modelo de camundongos hairless, sendo a inducdo de inflamacéo
pela administracdo tdpica de oxazolona e tratamento com BL51A e LPST11 em forma
ativa, via oral.

2) Etapa 2: Modelo de cultura de pele da mama humana (substancia P a 10 uM)
Quatro amostras de pele de mama, com administracdo topica dos lisados de BL51A e
LPST11, em 10 tratamentos distintos (preventivo e curativo), tratadas ou ndo com SP a
10 pM.

3) Etapa 3: Modelo de cultura de pele da mama humana (substancia P a 40 uM)

Cinco amostras de pele de mama, com administracdo topica dos lisados de BL51A e

LPST11, em seis tratamentos, sendo a SP utilizada na concentracdo de 40 pM.

4) Etapa 4: Modelo de cultura de pele da palpebra humana (substancia P a 10 uM)

Cinco amostras de pele de pélpebra, com administracdo somente do lisado de BL51A, em

quatro tratamentos, sendo a SP utilizada na concentragdo de 10 pM.
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5. ETAPA1

5.1. Linhagens bacterianas

A espécie de bifidobactéria utilizada neste estudo foi isolada e identificada como
Bifidobacterium longum 54 (BL51A) no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-
organismos (LEFM) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), e ja demonstrou sua capacidade probidtica como mencionando
anteriormente no item 1.5. Este micro-organismo foi isolado de fezes de uma crianca
sadia de cinco anos de idade, da cidade de Salvador (Bahia, Brasil), e identificado por
testes morfotintoriais, respiratorios e bioquimicos, seguido de Polymerase Chain
Reaction Multiplex (PCR Multiplex), de acordo com Kwon e colaboradores (2005). A
BL51A é criopreservada a -80°C em leite desnatado (Cat#232100, Difco, Sparks, EUA)
e sua multiplicacéo foi realizada pela inoculacdo de 100 pL da cultura criopreservada em
5 mL de caldo De Man, Rogosa & Sharpe (caldo MRS, Difco) suplementado com cisteina
(1 /1000 mL), hemina e menadiona (100 puL/100 mL) com posterior incubacédo a 37°C,
durante 24 horas, em camara de anaerobiose (Forma Scientific Company, Marietta, EUA)
contendo uma atmosfera de N2 a85%, H2a 10% e CO2 a 5%. Ap0s, foi realizado o indculo
de repique de 100 pL desta cultura em 5 mL de caldo MRS e nova incubacéo a 37°C,
durante 24 horas, em condicBes anaerdbicas. Em seguida foi feito mais um repique, sob
as mesmas condicdes e incubacao por mais 24 horas.

A amostra de Lactobacillus paracasei CNCM 1-2116 (LPST11), utilizada como
controle positivo (Guéniche et al., 2010b; Phillipe et al., 2011) foi isolada do produto
probidtico Innéov Duocap® comercialmente disponivel no mercado. A cultura de
LPST11 foi mantida em ultrafreezer (-80°C) em caldo MRS (Difco) contendo 20% de
glicerol esterilizado e seu crescimento foi realizado pela inoculacdo de 50 uL da cultura
em 5 mL de caldo MRS, por 24 horas, em condic¢des aerdbias.
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5.2. Animais

Neste estudo, foram utilizados camundongos convencionais hairless (SKH1-E
Mouse, Crl:SKH1-Hr"™) de 21 a 23 dias de idade, machos, provenientes da col6nia
instalada no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, estabelecida por mim, a partir de
trés matrizes provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, da Universidade de Séo Paulo, gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Maria
Vitoria Lopes Badra Bentley. O tempo de gestacdo dos camundongos foi de,
aproximadamente, 21 dias.

Os animais foram mantidos em micro-isoladores modelo ALE.MIL.01.03
(Alesco, Monte Mor, SP) em racks ventiladas (Alesco) com filtro HEPA e pré-filtro
(lavado 1 vez por més e trocado 1 vez por ano), com temperatura controlada (23°C + 1°C)
por ar-condicionado (um termdmetro € mantido na sala para verificar a temperatura), com
um ciclo diurno/noturno de 12 horas. As trocas de serragem foram feitas em mddulo de
troca (CLII Al, Alesco) e os inoculos de micro-organismos, quando realizados, foram
feitos em capelas de fluxo laminar, equipadas com luz UV, que foram ligadas 15 minutos
antes e 15 minutos apds a manipulacdo, além do uso de etanol a 70% para desinfeccao.
Os animais foram mantidos no biotério nivel de biosseguranga 2 (NB2) do Departamento
de Microbiologia do ICB/UFMG. Para 0s experimentos, 0s animais receberam ad libitum
uma racdo solida autoclavavel (Nuvilab Nuvital, Curitiba, PR) e &gua, esterilizadas por
calor umido.

A manutengdo, assim como 0 uso dos animais nos experimentos, foi conduzida
respeitando as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio /
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA, 2013). A realizacao
desta etapa do projeto de pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), sob o nimero de protocolo 100/2014, aprovado em 20/05/2014
(Anexos).

Os animais machos da coldnia, mesmo quando eram da mesma familia, ndo
conviviam no mesmo micro-isolador, mostraram comportamento muito agressivo,
conferindo mutilagbes e morte uns aos outros, dificultando, extremamente, sua
manutencdo, uma vez que, para 0s experimentos, eles precisavam ficar mantidos um a
cada micro-isolador. Nos experimentos foram utilizados machos devido a uma menor

influéncia hormonal nos animais deste sexo.
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5.3. Ensaios piloto 1 e 2

No primeiro e segundo ensaios piloto, o objetivo foi testar o modelo proposto por
Man e colaboradores (2008) e Hatano e colaboradores (2010), que induziram um fenétipo
tipo dermatite atdpica em camundongos hairless, com administracéo topica de oxazolona.
Nesta etapa, objetivou-se observar a inducdo do fenotipo, com anormalidades
imunoldgicas, estruturais, funcionais e bioquimicas similares a dermatite atopica humana
apos sensibilizagbes subsequentes por meio da administracdo topica de oxazolona.

Para conferir se houve a inducdo da dermatite, foi mensurada a TWEL, que, de
acordo com os pesquisadores, tem seu valor aumentado apds esta série de sensibilizacdes.

Para isso, foram utilizados camundongos hairless machos (n=10, em cada um dos
experimentos), retirados da col6nia formada no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG. Seguindo o modelo de sensibilizacdo com administracdo topica de oxazolona a
1%, adaptado de Hatano e colaboradores (2010), no primeiro dia do experimento, 0s
animais (n=5) foram sensibilizados com uma aplicacéo topica de 50 pL de oxazolona (4-
Ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one, 862207-1G-A, Sigma Chemical Co., St.
Louis, EUA) na concentracdo de 1% diluida em etanol em ambos os flancos, enquanto
no outro grupo de animais controle (n=5) foi administrado somente o veiculo (etanol),
no mesmo volume, 50 pL, em ambos os flancos (Figura 3).

ApO6s uma semana desta primeira sensibilizacdo com 50 pL de oxazolona a 1%,
o0s animais foram tratados topicamente com 60 pL de oxazolona a 0,1%, em ambos 0s
flancos, duas vezes ao dia, em dias alternados, totalizando mais 10 sensibilizac6es, feitas
ao longo de 20 dias.

A partir da 102 sensibilizagdo com oxazolona, quando o fenotipo tipo dermatite
atopica foi estabelecido, segundo metodologia de Man e colaboradores (2008) e Hatano
e colaboradores (2010), ap6s 48 horas da ultima sensibilizacao, foi mensurada a TWEL,
na unidade de g/h/m?, com a utilizagio do equipamento Tewameter® TM300 (Courage
+ Khazaka Eletronic GmbH, Cologne, Germany).

Segundo Corsini e Galli (2000), a reexposicdo a0 mesmo antigeno resulta na
elicitacdo de reacdo inflamatoria apos um atraso caracteristico de 12 a 48 horas (fase de

elicitacéo).
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A medida da TWEL foi feita no aparelno Tewameter (Courage + Khazaka
Eletronic GmbH), no Laboratdrio de Agentes Bioterapéuticos (LABI0), na UFMG, em
ambiente fechado, sem circulacdo de ar, com temperatura controlada com utilizacéo de
ar-condicionado, conforme recomenda o fabricante, conferindo o posicionamento correto
da sonda em cada animal. Para tal, foram feitas 10 leituras sucessivas em cada um dos
10 animais utilizados no experimento (n=10). O Tewameter fornece uma medida a cada
30 segundos. As medidas fornecidas foram registradas e depois, foi tirada a média destas
leituras sucessivas, a qual foi considerada para analises.

Apos as leituras, os animais foram anestesiados e eutanasiados por deslocamento
cervical (CETEA/UFMG). Nesta primeira etapa dos ensaios piloto, ndo foram coletadas
amostras de sangue ou pele, uma vez que o objetivo inicial era somente verificar a indugéo
da TWEL por meio da administracdo topica da oxazolona nestes animais, o que foi
verificado com os animais ainda vivos, 48 horas ap6s a Ultima sensibilizacdo com a

oxazolona.

n = 10 camundongos hairless

(RN NERCN ARG,

n=>5 n=5
Grupo controle Grupo sensibilizado
(tratado com o veiculo etanol puro) (tratadocom oxazolona)

*Dia 8

Inicio da série de 10 sensibilizagdescom
aplicagdo de 60pL de oxazolona 0,1%

/ etanolem dias alternados

@ 7 dias sem sensibilizagdo

*Dial 10 sensibiliza¢des 48 horasapos
Sensibilizagdo inicial comaplicagdo em dias alternados a Ultima sensibilizagdo
de 50pL de oxazolona 1% / etanol Medida da TWEL

Figura 3 — Delineamento experimental geral do primeiro e segundo ensaio piloto do
modelo murino. Foram utilizados 10 camundongos hairless, sendo 5 néo sensibilizados
pela oxazolona, sendo controle negativo de inflamacéo e 5 sensibilizados pela oxazolona,
sendo controle positivo para inflamagdo. A primeira sensibilizacdo foi feita com
aplicagdo de 50 pL de oxazolona a 1% em ambos os flancos dos camundongos e depois
de 7 dias, foi realizada uma sequéncia de sensibilizacdes com aplicacdo de 60 uL de
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oxazolona a 0,1% em ambos os flancos dos camundongos, 2 vezes ao dia, em dias
alternados. Nos animais do grupo controle, foi aplicado somente o veiculo etanol, sem
oxazolona. 48 horas apos a Gltima sensibilizacao foi medida a TWEL. n = namero de
camundongos. TWEL: perda de &gua transepidermica.

5.3.1. Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo e analisados usando
o teste T. Os gréaficos e as andlises estatisticas foram realizados no programa GraphPad
Prism versdo 7.02 para Windows (GraphPad Software, San Diego, E.U.A) e

consideradas significativas as diferengas que apresentaram p < 0,05.

5.3.2. Resultados dos ensaios piloto 1 e 2

Como resultado na analise de TWEL no primeiro e segundo ensaio piloto,
realizados com 10 animais por ensaio, sendo cinco animais pertencentes ao grupo controle
e cinco animais sensibilizados com aplicacdo topica de oxazolona na concentracdo de 1%
(na primeira sensibilizacdo) e depois 0,1% (nas demais administracdes tdpicas
sucessivas), foi constatado que ndo ocorreu um aumento na TWEL nos animais
sensibilizados, quando comparados com os animais controle, apos 48 horas da Ultima

sensibilizacdo, conforme pode ser observado na Figura 4.
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Primeiro piloto (N = 10)
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Etanol (controle) Oxazolona

Segundo piloto (N = 10)

TWEL (g/h/m?)

0 T
Etanol (controle) Oxazolona

Figura 4 — Perda de &4gua transepidérmica (TWEL) em animais sensibilizados com a
oxazolona, no piloto 1 (n=10) e no piloto 2 (n=10). O grupo controle foi tratado com o
etanol (veiculo). Teste T com p <0,05.

A TWEL observada nos animais do grupo controle (registrada entre 15 e 30
g/h/m?) foi semelhante aos valores de TWEL encontrados no grupo controle de
camundongos hairless utilizado no estudo de Man e colaboradores (2007) e Hatano e
colaboradores (2010).

No entanto, nos animais sensibilizados com oxazolona, ndo foi verificado um
aumento significativo desta TWEL, ao contrario do observado nos animais sensibilizados
com oxazolona por Hatano e colaboradores (2010), no qual foram observados valores de
até 160 g/h/m? nos animais sensibilizados.

Segundo Man e colaboradores (2007), uma unica sensibilizacdo com oxazolona
produz uma condi¢do tipo dermatite atopica, porém aguda, eritematosa e edematosa por
6 a 12 horas, enquanto 9 a 10 sensibilizagcbes com oxazolona ao longo de 22 a 25 dias
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provocam uma dermatose persistente, crénica, com prurido moderado a severo. Os
pesquisadores observaram, apds a 102 sensibilizacdo, um aumento significativo na

TWEL, que chegou a mais de 165 g/h/m?em camundongos hairless.

5.4. Ensaio piloto 3

Para o terceiro ensaio piloto, foram utilizados animais machos (n=28), obtidos da
nossa coldnia formada no ICB/UFMG.

A sensibilizagdo dos camundongos foi feita da mesma maneira descrita no item
5.3, seguindo a metodologia de Hatano e colaboradores (2010).

A partir do 102 sensibilizacdo com oxazolona, quando o fenotipo tipo dermatite
atopica foi estabelecido, com anormalidades imunoldgicas, estruturais, funcionais e
bioguimicas similares a dermatite atopica humana, segundo metodologia de Man e
colaboradores (2008) e Hatano e colaboradores (2010), foi iniciado o tratamento com as
bactérias BL51A a LPST11, a 102 UFC/mL, por meio de gavagem com seringa de 1 mL
com administracdo de 100 pL por animal, sendo os animais controles gavados com 100

pL de salina tamponada (PBS), com os tratamentos descritos a seguir.
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O grupo de 14 animais sensibilizados com a oxazolona foi dividido

aleatoriamente, conforme a Figura 5:

Grupo sensibilizado— OXAZOLONA
n = 14 camundongos hairless

2RReR

Grupo controle OXAZOLONA
Sensibilizagdo com oxazolona, sem probidticos

DRV RY WLRRLW

n=5 n=>5
Grupo OXAZOLONA - BL51A Grupo OXAZOLONA - LPST11
Sensibilizagdo com oxazolona Sensibilizagdo com oxazolona
e administragdode BL51A e administragaode LPST11

Figura 5 — Distribuicdo de camundongos no grupo que recebeu as sensibilizacbes
com oxazolona. 14 camundongos foram sensibilizados, com aplicacéo de oxazolona
diluida em etanol em ambos os flancos, sendo que 4 deles ndo receberam administracéo
oral de BL51A e LPST11, 5 receberam administracdo oral de BL51A ativa, na
concentracdo de 108 UFC por 30 dias a partir da 102 sensibilizacdo com oxazolona e 5
receberam administracdo oral de LPST11 ativo, na concentracéo de 108 UFC por 30 dias
a partir da 102 sensibilizacdo com oxazolona (26° dia de experimento). n = nimero de
camundongos. BL51A: Bifidobacterium longum 5'A, LPST11: Lactobacillus paracasei
ST11.
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O grupo de animais tratado com etanol (Et) puro, sendo o controle negativo para

irritacdo, foi dividido aleatoriamente, conforme a Figura 6:

Grupo controle— ETANOL
n = 14 camundongos hairless

LR L0

Grupo controle etanol
Veiculo etanol puro, sem probidticos

LRRLY VRVOLY

= n=5
Grupo controle BL51A Grupo controle LPST11
Veiculo etanol puro Veiculo etanol puro
e administracdode BL51A e administracdode LPST11

Figura 6 — Distribuicdo de camundongos no grupo controle negativo para
inflamacéo, que ndo recebeu as sensibilizagdes com oxazolona. 14 camundongos
receberam a aplicacdo de etanol puro em ambos os flancos, sem incorporacéo de
oxazolona. Destes 14 camundongos, 4 ndo receberam administracdo oral de BL51A e
LPST11, 5 camundongos receberam administracéo oral de BL51A ativa na concentragdo
de 108 UFC por 30 dias a partir da 102 aplicacéo de etanol e 5 receberam administragao
oral de LPST11 ativo na concentracéo de 108 UFC por 30 dias a partir da 102 aplicag&o
de etanol (26° dia de experimento). n = numero de camundongos. BL51A:
Bifidobacterium longum 5!, LPST11: Lactobacillus paracasei ST11. O etanol foi o
veiculo utilizado para diluir a oxazolona.
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O cronograma da administracdo tépica com etanol/oxazolona, a administracao via

oral de salina/BL51A ou LPST11 foi seguido conforme representado na Figura 7:

Inicio das
Dia 1 Sensibilizagdes 102 sensibilizacdo
Oxazolona 1%  Oxazolona 0,1% Fendtipo DA

Dias alternados, 2 vezes ao dia

7 dias

56 dias

30 dias

Todos os dias, 1 vez ao dia

Inicio da administracdo de
BL51A ou LPST11
e continuagdo das sensibilizagdes com
Oxazolona a 0,1%

TWEL E EUTANASIA
PELE — EPO E MPO

Figura 7 — Cronograma de administracdo das sensibilizagbes com oxazolona,
administracdo dos probidticos BL (Bifidobacterium longum 5'4) e LP (Lactobacillus
paracasei ST11), momento de inducdo da DA (dermatite atdpica) e momento da
eutanasia e analises. A primeira sensibilizacdo dos camundongos do grupo sensibilizado
com oxazolona (n = 14) foi feita pela aplicacdo de 50 pL de oxazolona a 1% em ambos
os flancos. Apo6s 7 dias, foi iniciada a série de sensibilizacdes pela aplicacdo de
oxazolona a 0,1% em dias alternados, duas vezes ao dia. A partir da 102 sensibilizacao,
qguando o fenétipo de dermatite atdpica foi estabelecido, foi iniciado o tratamento dos
animais que receberam BL51A ou LPST11 via oral, diariamente, por 30 dias. Neste
periodo as sensibilizacdes com oxazolona a 0,1% em ambos os flancos dos camundongos
em dias alternados continuou sendo feita. Nos animais ndo sensibilizados (controle
negativo para inflamacéo) foi aplicado somente o etanol. 48 horas ap6s a Ultima
sensibilizagéo, foi mensurada a TWEL, os camundongos foram eutanasiados e amostras
de pele da regido sensibilizada com oxazolona foram retiradas para realizacdo dos
ensaios de atividade enzimatica de EPO e MPO. EPO: peroxidase eosinofilica. MPO:
mieloperoxidase. TWEL.: perda de 4gua transepidérmica.

Vale ressaltar que, ao longo do experimento, os camundongos apresentaram
eritema na regido na qual foram sensibilizados (flancos). No entanto, esse sinal clinico
foi inconstante ao longo dos dias, e ao final do experimento, o eritema foi observado.

A TWEL foi mensurada, na unidade de g/h/m?, com a utilizagéo do equipamento
Tewameter apos 48 horas da ultima sensibilizagdo no LABio/UFMG, sob as mesmas
condigdes relatadas no item 5.3.

Apos a medigdo da TWEL, os camundongos foram eutanasiados por

deslocamento cervical.
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Amostras cutaneas dos flancos onde foram aplicados o etanol ou a oxazolona,
foram coletadas com punch de 12 mm, de acordo com a metodologia de Sugimoto e
colaboradores (2012), em cada um dos 28 animais, para as dosagens das enzimas
peroxidase eosinofilica (EPO) e mieloperoxidase (MPO).

Vale ressaltar que as amostras cutaneas, para cada analise correspondente, foram
coletadas nas mesmas regides em cada animal, padronizando as condi¢Ges de cada
amostra, para que nao ocorressem discrepancias devido a coletas em regides diferentes,

em relacdo a microbiota e caracteristicas proprias da pele, ou de sua coleta.

5.4.1. Atividade da peroxidase eosinofilica (EPO)

A atividade da enzima EPO, como medida da quantidade relativa de eosinofilos
no tecido foi avaliada, como descrito por Strath e colaboradores (1985). A quantificacdo
dos niveis de peroxidase de eosinéfilos no tecido é utilizada como uma maneira indireta
de estimar a eosinofilia tecidual.

Para cada 100 mg de tecido pesado, foram adicionados 1,9 mL de PBS 5X (pH
7.2). Em seguida o tecido foi homogeneizado e centrifugado a 10.000 rpm (10.621 x g)
por 10 minutos e o sobrenadante desprezado. O pellet obtido foi submetido a lise
hipotdnica por adicdo de 500 pL de salina a 0,2%, seguido pela adi¢do de 500 uL de
salina a 1,6%, suplementada com glicose a 5%. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado a 10.621 x g por 10 minutos, e 0 sobrenadante novamente desprezado. O
pellet foi ressuspendido em 1,9 mL de PBS (pH 7.4), contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetrilaménio (HTAB). Essa solucdo foi novamente homogeneizada e 1 mL
do homogenato foi transferido para um microtubo de 1,5 mL, seguido de trés ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. A amostra foi, entdo,
centrifugada a 10.621 x g por 15 minutos a 4°C. Apenas o sobrenadante foi utilizado para
quantificacdo da peroxidase. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, sendo que em
cada pogo 75 pL de amostra ou branco (PBS) foi incubada com 75 pL de substrato (1,5
mM de o-fenilenodiamina, OPD, em tampao Tris-HCl a 0,075 uM, pH 8, suplementado
de H.O2 a 6,6 mM). A placa foi incubada no escuro, em temperatura ambiente, por
aproximadamente 30 minutos e a reacdo interrompida pela adi¢do de 50 pL de H2SO4 a

1M. A leitura foi realizada em leitor de microplacas, com densidade 6ptica (OD) de 450
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nm (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.). Os resultados foram expressos como

unidades relativas.

5.4.2. Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo da atividade da enzima MPO é utilizada como indice de
recrutamento de neutréfilos nos tecidos. Segundo Vieira e colaboradores (2015a), a
enzima MPO esta presente em uma atividade altamente especifica no interior dos
neutrdlifos.

Para dosagem de MPO os fragmentos da pele dos animais foram removidos e
congelados a -80°C. Apo6s o descongelamento, o tecido (100 mg de tecido em 1,9 mL de
tampédo) foi homogeneizado em tampédo com pH 4.7 (NaCl a 0,1 M; NaH2PO4.1H20 a
0,02 M; Na-EDTA a 0,015 M), utilizando-se homogenizador de tecidos (Ultra-Turrax,
IKA T10 basic), centrifugado a 10.621 x g por 15 minutos. O pellet obtido foi submetido
a lise hipoténica (500 pL de solucdo de NaCl 0,2% seguido de adicdo de igual volume de
solucdo contendo NaCl a 1,6% e glicose a 5%, 30 segundos ap0s) para lise de hemécias.
Apbs nova centrifugacdo o pellet foi ressuspendido em tampdo NaH2PO4 a 0,05 M (pH
5,4) contendo brometo dehexadeciltrimetrilaménio (HTAB) a 0,5% e re-homogeneizado.
Aliquotas de 1 mL da suspensdo foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e
submetidas a trés ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio
liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm
(10.621 x g). O sobrenadante foi descartado e a atividade da mieloperoxidase no
precipitado ressuspendido foi calculada pela medida das alterages na OD a 492 nm
utilizando tetrametilbenzidine (TMB) a 1,6 mM e H20. a 0,5 mM. A leitura foi feita em
leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.) e os resultados foram

expressos em unidades relativas.

5.4.3. Andlises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média * erro padréo e analisados usando

teste de andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-teste de Tukey. Os graficos e

as anélises estatisticas foram realizados no programa GraphPad Prism versdo 7.02 para
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Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, E.U.A.) e consideradas

significativas as diferencas que apresentaram p < 0,05.

5.4.4 Resultados do ensaio piloto 3
5.4.4.1. Perda de &gua transpidérmica (TWEL)

Como resultado na analise de TWEL no terceiro piloto realizado com 28 animais,
sendo 14 animais pertencentes ao grupo controle (somente com administracdo topica de
etanol, sem oxazolona) e 14 animais sensibilizados com aplicacao topica de oxazolona,
foi constatado que ndo ocorreu um aumento na TWEL nos animais sensibilizados com a

oxazolona, quando comparados aos animais controle, conforme pode ser observado na

Figura 8.

151

ST

TWEL (g/h/m %)
(4]
1

Figura 8 — Perda de agua transepidérmica (g/h/m?) nos animais controle tratados
com o veiculo (etanol) e nos animais sensibilizados com a oxazolona, no piloto 3
(n=28) como descrito no item 5.4. TWEL: perda de agua transepidéermica; Et + Sal:
etanol + salina; Et + BL: etanol + BL51A; Et + LP: etanol + LPST11; Ox + Sal:
oxazolona + salina; Ox + BL: oxazolona + BL51A; Ox + LP: oxazolona + LPST11.

ANOVA com pos-teste de Tukey (p<0,05).

N&o ocorreu uma diferenca estatistica significativa na elevacdo na TWEL dos

camundongos hairless sensibilizados com oxazolona, como verificado no estudo de
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Hatano e colaboradores (2010), que utilizaram o mesmo modelo murino. Dessa forma,
com base neste parametro de TWEL, ndo foi possivel afirmar que ocorreu a inducéo de
dermatite pela administracdo topica pela oxazolona no nosso ensaio, €, dessa forma, ndo
foi possivel avaliar o potencial efeito probidtico de BL51A e LPST11 oferecido aos
camundongos hairless.

Acreditamos que a TWEL, mensurada com o equipamento Tewameter, ndo foi o
melhor pardmetro para avaliar a inducdo de inflamacdo. Man e colaboradores (2007) e
Hatano e colaboradores (2010) utilizaram, além da TWEL, a medida de outros parametros
para comprovar a inflamacéo tais como o aumento na expresséo de 1L-4, aumento sérico
de IgE, diminuicéo do conteudo lipidico do estrato corneo, aumento de serino-protease
(Man et al., 2007) e aumento nos niveis séricos de IgE, TNF e IL-1a (Hatano et al., 2010).

Caso tais parametros tivessem sido avaliados no presente estudo, eles poderiam
nos dar uma informagdo completa sobre o que realmente ocorreu, uma vez que, ao longo
do experimento foi observado eritema, o principal sintoma de inflamagdo. Medidas de

TWEL intervaladas ao longo do ensaio também poderiam ter revelado dados importantes.

5.4.4.2. Resultados da atividade da EPO

Na mensuracdo da atividade da enzima EPO, utilizada como uma maneira indireta
de estimar a eosinofilia tecidual, verificou-se diferenca significativa entre os tratamentos
(p<0,05), no Anova, pelo pds-teste de Newman-Keuls, conforme registrado na Figura 9.

Diferenca significativa foi observada entre o grupo dos camundongos hairless
tratados com etanol (ndo sensibilizados) e salina (que ndo receberam probidticos), ou seja,
o controle negativo de inflamagdo e o grupo dos camundongos sensibilizados com
oxazolona e tratados com salina (que ndo receberam probidticos), ou seja, controle
positivo de inflamagédo, demonstrando que, para o parametro EPO, ocorreu inflamacéo,
representada pela eosinofilia tecidual, confirmando a eficacia da administracdo de
oxazolona como um sensibilizador cutaneo irritante no modelo murino de camundongos
hairless, como foi proposto por Hatano e colaboradores (2010).

Foi encontrada diferenca significativa também entre o grupo de camundongos
hairless tratados com etanol (ndo sensibilizados) e tratados com a bactéria BL51A
(controle positivo de BL) e camundongos sensibilizados com oxazolona e tratados com

salina (controle positivo de inflamacdo), demonstrando, mais uma vez, a inducdo de
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eosinofilia tecidual provocada pela administracdo topica de oxazolona, validando o
modelo proposto por Hatano e colaboradores (2010).

Na analise dos dados dos camundongos sensibilizados com oxazolona e tratados
com salina (que né@o receberam probidticos, ou seja, controle positivo para inflamacéo e
dos camundongos sensibilizados com oxazolona e tratados com o probidtico BL51A
também foi constatada diferenca sifnificativa, demonstrando uma acéo protetora de
BL51A administrada via oral aos animais que foram sensibilizados.

O probidtico BL51A foi capaz, no presente modelo, de diminuir a atividade da
enzima EPO, um importante pardmetro inflamatorio, na pele dos camundongos,
sugerindo um efeito imunomodulador desta bactéria.

A bactéria LPST11 nédo exerceu efeitos protetores no presente modelo testado.

Dessa forma, observou-se que a administracdo topica de oxazolona, em animais
ndo tratados com probidticos induziu uma maior producdo de eosinéfilos na pele dos
animais, demonstrando uma inducdo de resposta inflamatdria, validando o modelo
utilizado.

Ocorreu diferenca estatistica significativa entre o grupo tratado com o probidtico
BL51A comparado ao grupo do controle positivo para inflamacdo. Dessa forma, na
utilizacdo do parametro de mensuracdo de eosinofilia tecidual, foi possivel observar
efeitos imunomoduladores de BL51A administrado em sua forma ativa, via oral aos
animais hairless, que apresentaram maior eosinofilia tecidual provocada pela
administracdo topica de oxazolona do que os animais do grupo controle, ndo
sensibilizados e apresentaram menor eosinofilia tecidual quando sensibilizados e tratados

com este probiotico.



60

1.0

osq4 1

0.6 1 —
0.4 T

0.2 7

0.0 T T T

p—
*
e sl

EPO (Unidades relativas)

Figura 9 — Avaliacdo qualitativa da presenga de eosindéfilos, por meio da atividade
da enzima espeficifica EPO, expressa em unidades relativas, na pele dos animais
sensibilizados com a oxazolona (n=14) e na pele dos animais tratados com o veiculo
etanol (n=14), como descrito no item 5.4.1. EPO: peroxidase eosiofilica; Et + Sal:
etanol + salina; Et + BL: etanol + BL51A; Et + LP: etanol + LPST11; Ox + Sal:
oxazolona + salina; Ox + BL: oxazolona + BL51A; Ox + LP: oxazolona + LPST11.
ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05).

Doencas alérgicas estdo relacionadas com a resposta imune Th2, que sao
caracterizadas por altos niveis de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, citocinas que estimulam o
recrutamento e ativacdo de diferentes células efetoras, como eosinéfilos e mastdcitos
(Teixeira et al., 2005).

A atividade imunomoduladora de B. breve liofilizado, em um modelo murino de
rinite alérgica, reduzindo a infiltragcdo de eosinofilos na mucosa e submucosa nasal foi
observada por Ren e colaboradores (2015).

Em nossa equipe, Souza e colaboradores (2016), em um modelo de doenca
inflamatdria intestinal, verificaram um efeito protetor exercido pela bactéria E. coli Nissle
1917, com redugdo da atividade de EPO nos animais tratados oralmente com esta bactéria.

Vérias funcbes sdo descritas & microbiota intestinal, como o metabolismo de
carboidratos complexos para gerar acidos graxos de cadeia curta (AGCCs). Os
carboidratos fibrosos (incluindo celulose, pectina, beta-glucanos, lignina) ndo séo

digeridos pelo trato gastrointestinal superior, uma vez que ele ndo possui capacidade
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enzimatica para degrada-los. No entanto, essas substincias sdo fermentadas,
seletivamente, por bactérias residentes em AGCCs, particularmente acetato, propionato,
butirato e lactato no colon (Vieira et al., 2013).

A maioria das bactérias do colon sdo anaerdbias estritas, que adquirem energia a
partir da fermentacéo devido a expressdo de diversas enzimas e proteinas transportadoras
(Vieiraetal., 2013). Em avaliacdo de nossa equipe (LEFM/UFMG), comparando BL51A
a outras bifidobactérias, inclusive bactérias probioticas comerciais, verificou-se que
BL51A foi a maior produtora de acetato (Dados nao publicados).

Os receptores GPR41 (Ffarl), GPR109A e GPR43 (Ffar2) foram identificados
como os receptores para 0s AGCCs butirato, propionato e acetato. Enquanto a expressdo
de GPRA41 ocorre no tecido adiposo e em um nivel muito baixo nas células mononucleares
do sangue periférico, a expressao de GPR43 é quase exclusiva ao sistema imune e é
particularmente alta nas células polimorfonucleares - eosindfilos e neutrofilos —
exercendo seu efeito anti-inflamatorio (Vieira et al., 2013).

Devido a alta producdo de acetato pela BL51A viva, administrada via oral aos
camundongos hairless, acredita-se que o efeito imunomodulador exercido por este
probiotico sobre a eosinofilia tecidual no foco da inflamacdo, pode ser, entre outros
mecanismos, causado pela ligacdo do acetato aos receptores GPR43 presentes nos
eosinofilos, diminuindo os niveis de EPO encontrados, que sdo uma avaliacdo indireta do
infiltrado eosinofilico pela mensuracdo desta enzima presente nos granulos dentro dos
eosinofilos.

Vieira e colaboradores (2017) em um modelo murino de gota em camundongos,
verificaram que a administracdo de acetato foi efetiva na resolucdo da inflamacao,
observando a resolucdo neutrofilica local, que foi associada a uma diminuicdo na
atividade do fator nuclear- kB (NF- kB) e uma producdo aumentada de mediadores anti-
inflamatdrios, incluindo IL-10. No presente trabalho, como veremos a seguir, 0
tratamento com BL51A, grande produtora de acetato, ndo foi capaz de influenciar os
niveis da enzima MPO, no entanto, seu efeito imunomodulador ficou claro na mensuragao
dos niveis de EPO.
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5.4.4.3. Resultados da atividade da MPO

Na mensuracdo da atividade da enzima MPO, como marcador de neutrofilos
ativados, ndo ocorreu diferenca estatistica significativa entre nenhum dos tratamentos. Os
animais sensibilizados com oxazolona ndo apresentaram uma atividade de MPO maior na
pele do que os animais que ndo foram sensibilizados com a oxazolona, e receberam
apenas o veiculo, etanol, conforme registrado na Figura 10.

Elian e colaboradores (2015), Tiago e colaboradores (2015) e Souza e
colaboradores (2016) verificaram aumento na atividade de MPO, em modelos de doenca
inflamatoria intestinal, e uma diminuicdo na atividade desta enzima diante da
administracdo de Bifidobacterium longum subsp. infantis BB-02, Saccharomyces
cerevisiae cepa UFMG A-905 e E. coli Nissle 1917, respectivamente.

Segundo Scheller e colaboradores (2011), o infiltrado inicial de neutrofilos é
substituido por mondcitos e células T apds 24 a 48 horas, prevenindo dano tecidual
excessivo pelo acimulo de proteases e espécies reativas ao oxigénio (EROS) secretadas
pelos neutrofilos no local de inflamacdo, devido ao acumulo neutrofilico agudo. Essa
alteracdo € promovida, principalmente, pela producdo de IL-6. Dessa forma, como as
amostras de pele analisadas foram coletadas apds 48 horas da ultima sensibilizacéo, o
conteddo neutrofilico no local ja poderia ter sido dissipado, corroborando com as

informacdes de Scheller e colaboradores (2011).
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Figura 10 — Avaliacdo qualitativa da presenca de neutrofilos, por meio da atividade
da enzima espeficifica MPO, expressa em unidades relativas nas peles dos animais
tratados com o veiculo (etanol) e dos animais sensibilizados com a oxazolona (n=28),
como descrito no item 5.4.2. MPO: mieloperoxidase Et + Sal: etanol + salina; Et + BL:
etanol + BL51A; Et + LP: etanol + LPST11; Ox + Sal: oxazolona + salina; Ox + BL:
oxazolona + BL51A; Ox + LP: oxazolona + LPST11. ANOVA com pds-teste de Tukey

(p<0,05).
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6. ETAPA 2

6.1. Delineamento experimental da Etapa 2

Curva de crescimento das bactérias BL51A
e LPS11 para verificagdo do tempo
necessario para concentragdo desejada

Preparo dos lisados bacterianos
de BL5TA e LPST11

Coleta de amostras de
pele humana - MAMA

Cultura de pele

>...o.o.....

Aplicagd@o de SP 10uM e/ou lisados de BL51A ou LPST11 sobre a
superficie cutanea (24 horas em estufa 5% C02)

® @
¢ °
7\ .
7
Ensaios de histologia e imunohistoquimica (IHQ) ®
(IL-1, IL-33, TNF, IFN-y, IL-18, IL-6) ®
. )
7\
{= N
TTO1 - controle negativo: sem adi¢do de SP e de lisados bacterianos
TTO2 - somente lisado de BL51A
TTO3 - somente lisado de LPST11
TT04 - somente adi¢do de SP
TTO5 - administragdo simultanea de SP e lisado de BL51A
TT06 - administragdo simultanea de SP e lisado de LPST11
TTO 7 - administragdo do lisado de BL51A e, apds 5 horas, administragdo da substancia P;
TTO 8 - administragéo do lisado de LPST11 e, apds 5 horas, administragdo da substancia P;
TTO 9 - administragdo de SP e, apds 5 horas, administragdo do lisado de BL51A;
TTO 10 - administragdo de SP e, apds 5 horas, administragao do lisado de LPST11.
L J

Figura 11 — Delineamento geral experimental da Etapa 2. Inicio dos testes in vitro
utilizando cultura de pele humana (mama). TTO - tratamentos. BL51A —
Bifidobacterium longum 5. LPST11: Lactobacillus paracasei ST11. SP: substancia P.
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6.2. METODOLOGIA

6.2.1. Linhagens bacterianas

As espécies bacterianas utilizadas nesta etapa do estudo sdo as mesmas descritas
no item 5.1, ou seja, Bifidobacterium longum 5 (BL51A) e Lactobacillus paracasei
CNCM 1-2116 (LPST11), como controle positivo (Guéniche et al., 2010b) isolado do

produto probiotico Innéov Duocap® comercialmente disponivel no mercado.

6.2.2. Lisados bacterianos

Para determinacdo da concentracdo desejada dos micro-organismos para
confeccéo do lisado bacteriano (108 UFC/mL) para a realizagdo dos experimentos, foi
realizada uma curva de crescimento de ambas as bactérias.

Apds ativacao e dois repiques dos BL51A e LPST11, ambas foram inoculadas no
caldo MRS suplementado com cisteina, hemina e menadiona e no caldo MRS sem
suplementacdo para BL51A e LPST11, respectivamente. Foram inoculados 100 pL de
BL51A e 50 pL de LPST11 a cada 5 mL dos caldos. A cultura de BL51A foi incubada a
37°C em condigdes anaerdbicas e a cultura de LPST11 em condigdes aerdbicas.

Nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 horas ap0s inoculacdo, aliquotas de 100 pL
de cada cultura bacteriana foram transferidas, em triplicata, em uma placa de 96 pocos
para posterior determinacdo da densidade Optica a 600 nm no Multiskan Spectrum
(Thermo Scientific).

Para a determinacdo do numero de unidades formadoras de coldnia, também
foram coletadas aliquotas do mesmo tubo base, nos mesmos tempos mencionados acima.
Tais aliquotas foram plaqueadas em placas contendo meio MRS (suplementado para
BL51A), por meio da técnica de microgota (10 puL por microgota), realizada em triplicata
em trés diluicBes, crescentes a cada tempo de medicdo. Para o tempo 0, foram plaqueadas
as diluigdes -1, -2 e -3; para o tempo 2 horas, as dilui¢des -2, -3 e -4; para o tempo 4 horas,
as diluigdes -2, -3 e -4; para 0 tempo 6 horas, as dilui¢des -3, -4 e -5; para o tempo 8 horas,
-4, -5 e -6 e do tempo 10 horas em diante, as dilui¢bes -5, -6 e -7.

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em condi¢des anaerdbicas para

BL51A e aerdbicas para LPST11. Em seguida, foi realizada a contagem das UFCs.
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Para o preparo dos lisados, foi seguida a metodologia de Sultana e colaboradores
(2013) e Mohammedsaeed e colaboradores (2014), com algumas modificagdes. Culturas
com aproximadamente 108 UFC/mL foram centrifugadas (Thermo Scientific) a 4000 rpm
por 15 minutos, lavadas trés vezes com 5 mL de PBS (pH 7.4) e, em seguida,ressuspensas
em 1 mL do meio utilizado na cultura celular — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
com alta glicose (DMEM) (Cat#D7777-1L, Sigma-Aldrich), suplementado com
antibidticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Cat#15240-062,
Gibco, Grand Island, EUA), fator de crescimento epidérmico EGF (10 ng/mL)
(Cat#E9644, Sigma-Aldrich) e soro fetal bovino a 10% (Cat#12657-029, Gibco).

As amostras bacterianas foram lisadas utilizando-se sonicador (Vibra-Cell,
Sonics, Newtown, EUA), aplicando-se cinco pulsos de um minuto cada, com intervalos
de 30 segundos, amplitude de 40%. Os lisados foram filtrados em filtro 0,22 um (Filtropur
V100 0.2, cat#83.1824.001, Sarstedt, Newton, EUA) para remover quaisquer residuos de
bactérias inteiras. Aliquotas de 0,5 mL foram armazenadas em criotubos para estoque a -
80°C.

6.2.3. Cultura de pele de mama

Este projeto foi aprovado pelo Conselho Nacional de Saude (CONEP), com o
numero CAAE 44452015.3.0000.5149 (Anexos).

O modelo de cultura de pele humana empregado foi semelhante ao utilizado por
Guéniche e colaboradores (2010a), Boisnic e colaboradores (1999), Boisnic e
colaboradores (2001) e Boisnic e colaboradores (2003). Vale ressaltar que tais autores
ndo relatam a regido anatbmica da qual foram retiradas as amostras de pele utilizadas nos
seus estudos.

No presente estudo foi utilizada pele retirada de quatro mulheres submetidas a
mamopexias no Hospital LT Diamond, situado em Belo Horizonte, Minas Gerais, com a
colaboracdo do Dr. Leonardo Araudjo. Todas as quatro pacientes assinaram termo de
consentimento livre esclarecido (Anexos).

A regido da mama foi selecionada pela pequena exposicdo ao sol, menor
interferéncia da utilizacdo de cremes, maquiagens, entre outros.

As amostras de pele de mama foram coletadas de forma asséptica e transferidas

para tubos de polipropileno de 50 mL estéreis contendo DMEM com alta glicose
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(Cat#D7777-1L, Sigma-Aldrich), transportadas e processadas imediatamente no
Laboratdrio de Imunologia Celular e Molecular (LICM) do Centro de Pesquisas René
Rachou.

As amostras de pele foram lavadas trés vezes em meio DMEM contendo 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. O excesso de gordura foi retirado
com auxilio de bisturis e tesouras. Em seguida, cada amostra de pele foi cortada em 10
pedacos redondos de aproximadamente 1 cm? com o auxilio de tesouras de ponta fina. Os
fragmentos de pele foram colocados em insertos para cultura de tecido (filtros de poro de
tamanho 8 um Cat#MCEP12H48, Millipore, Billerica, EUA) com o epitélio voltado para
cima.

Os insertos contendo os fragmentos de pele foram colocados em placas de 12
pocos (Cat#PIMWS1250, Millipore) contendo 500 pL de meio/pogo, quantidade
suficiente para alcancar o nivel do filtro do inserto. O meio de cultura utilizado foi o
DMEM alta glicose (Cat#D7777-1L, Sigma-Aldrich), suplementado com antibiéticos nas
concentracdes finais de 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Cat#15240-062, Gibco), fator de crescimento epidérmico (10 ng/mL) (Cat#E9644,
Sigma-Aldrich) e 10% de soro fetal bovino (Cat#12657-029, Invitrogen, América do Sul).

A coesdo entre a pele e o inserto foi feita por meio da aplicacdo de um selo de
vinil de polissiloxano (Kit Express XT Pasta Fluida, 3M), de forma que nem a retracao
da pele nem a passagem lateral de liquidos aplicado topicamente na pele fossem possiveis.

Para confirmar se a vedacdo perfeita foi obtida por meio do procedimento de
aplicacdo do selo de vinil de polissiloxano ao redor da amostra de pele no interior do
inserto, foi feito o teste de aplicacdo do cristal de violeta, no qual vedamos as amostras
de pele em varios insertos e administramos 1 mL de cristal violeta sobre cada uma das
amostras. O comportamento do liquido no interior do inserto foi monitorado por 24 horas,
0 mesmo tempo utilizado no experimento com os lisados bacterianos. Nesse periodo, ndo

houve qualquer vazamento do liquido.

6.2.4. Tratamentos com BL51A e LPST11

Para a verificagdo da eficacia da BL51A em modelo de cultivo de pele inflamada
ou ndo pela adicdo da SP foram utilizados os parametros descritos por Boisnic e
colaboradores (2003) e Guéniche e colaboradores (2010a). Para tal, a SP (Cat#05-23-
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0600; Calbiochem, China), foi adicionada diretamente ao meio de cultura (DMEM
suplementado), na tentativa de reproduzir ex vivo os efeitos inflamatdrios descritos in vivo
em diversas afeccdes e acometimentos cutaneos. Dessa forma, a SP entrou em contato
com o fragmento de pele colocado e vedado no inserto suspenso pela derme profunda,

enquanto os lisados bacterianos foram aplicados sobre o epitélio (Figura 12).

Lisados bacterianos de BL51A ou LPST11

Inserto suspenso

(|

| DMEM ]

Substancia P

Figura 12 — Representacdo do modelo experimental. O meio de cultura DMEM foi
colocado em cada pogo da placa com administracio de SP ou néo, tendo contato com a
pele pela derme profunda. Os lisados bacterianos de BL51A e LPST11 foram
administrados topicamente, sobre a superficie epitelial do fragmento de pele. Para que
ndo ocorresse a descida do lisado bacteriano até o DMEM, ndo houvesse subida de SP
para a parte superior do epitélio e ndo ocorresse retracdo do fragmento de pele, foi feita
a vedacao com o selo de vinil de polissiloxano, representado na cor azul.

Antes de qualquer um dos tratamentos, todas as amostras de pele permaneceram
em estufa 37°C, com 5% de CO, por cinco horas, como realizado por Guéniche e
colaboradores (2010a).

Trés estratégias foram utilizadas para investigar a atuagdo dos micro-organismos
em diferentes circunstancias: (i) efeito preventivo — na qual os lisados foram aplicados
antes do estimulo pro-inflamatorio; (ii) efeito curativo — na qual os lisados foram
aplicados depois do estimulo pro-inflamatorio e; (iii) aplicagdo da SP e dos lisados de
forma simultanea, sendo esta Gltima (iii) a estratégia utilizada por Boisnic e colaboradores
(2003) e Guéniche e colaboradores (2010a).
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As amostras de pele foram mantidas em cultura por 24 horas, em presenca ou
auséncia de 10 pM de SP (adicionada ao meio de cultura) e a preparagdo de BL51A na
concentragéo de 108 UFC/mL, no volume de 40 pL ou LPST11, na mesma concentragao

e mesmo volume, aplicada topicamente a pele (Figura 13).

TTO1 - controle negativo: sem adigdo de SP e de lisados bacterianos

TTO2 - somente lisado de BL5TA

TTO3 - somente lisado de LPST11

TT04 - somente adigao de SP

TTOS - administragdo simultanea de SP e lisado de BL51A

TT06 - administragao simultanea de SP e lisado de LPST11

TTO 7 - administragéo do lisado de BL51A e, apés 5 horas, administragao da substancia P;
TTO 8 - administracéo do lisado de LPST11 e, ap6s 5 horas, administragéo da substancia P;
TTO 9 - administragdo de SP e, apds 5 horas, administragao do lisado de BL51A;

TTO 10 - administragao de SP e, apds 5 horas, administragao do lisado de LPST11.

SUBSTANCIA P

Concentragao: 10 uM

Local: diluida ao meio de cultura
utilizado no cultivo de pele

(500 pL em cada pogo da placa)

LISADOS BACTERIANOS

Concentragao: 108 UFC/mL
Volume: 40pL/cm2
Local: sobre a amostra de pele

12:00 12:00 12:00 12:00 12:00 - sp 12:00 - sp
ON REtA Lostts =5 17:00 -BL51A 17:00 - LPST11
17:00 17:00 12:00 - BL51A 12:00 - LPST1
SP e BL51A SP e LPST11 17:00 - sp 17:00 - sf

Figura 13 — Tratamentos administrados a cada amostra de pele de cada um dos
quatro casos, concentragdo, volume e localizacdo de administracdo dos lisados
bacterianos de BL51A e LPST11 e de SP, desenho esquematico das placas contendo
as amostras de pele com seus respectivos tratamentos. Os horarios de 12:00 e 17:00
sao os horarios nos quais foi aplicadacada substancia. BL51A: Bifidobacterium longum
5!A. CN: controle negativo. LPST11: Lactobacillus paracasei ST11. SP: substancia P.
TTO: tratamento.

Apbs 24 horas, os fragmentos de pele foram retirados dos insertos, fixados em
formaldeido a 3,7 % e transportados para o Laboratério de Anatomia Patoldgica da

Faculdade de Medicina da UFMG para a realizacdo dos experimentos de histologia e da
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imunohistoquimica, sob supervisdo do Prof. Dr. Marcelo Pascoal Xavier e da bidloga
Fernanda Cesari.

6.2.5. Analise histoldgica da cultura de pele de mama

No Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da UFMG, as amostras de
pele foram retiradas do formaldeido a 3,7%, e embebidas em parafina. Cortes de 5 um de
espessura foram feitos em microtomo (RM2125RT, Leica Biosystems). Ap0s montagem
das laminas, foi feita a coloracdo de hematoxilina eosina (HE).

As laminas com cortes histologicos foram codificadas. Os cortes foram
examinados em microscopio 6ptico (BX, Olympus) pelo Dr. Marcelo Pascoal e por mim
em exames cegos. Os seguintes parametros foram avaliados: (i) a epiderme e a derme
foram observadas quanto a sua estrutura e foi realizada a estimativa do namero de células
inflamatorias presentes nas regides perivascular superficial e perivascular profunda; (ii)
foi realizada a contagem do nimero total de vasos por corte, e posteriormente, a contagem
do namero de células inflamatérias ao redor do vaso de maior celularidade; (iii) foi
analisada a razdo entre a quantidade de células inflamatorias da derme superficial e derme
profunda.

6.2.6. Analise imunohistoquimica da cultura de pele de mama

Para realizacdo dos ensaios imunohistoquimicos para a investigacdo da expressao
das citocinas IL-1p, IL-6, I1L-18, 1L-33, TNF-a ¢ IFN-y foi utilizado o kit Novo Link Max
Polymer Detection (Cat#RE7140-K, Novocastra, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha). As laminas silanizadas contendo os cortes seriados de 5 um das amostras
parafinadas foram incubadas em estufa a 56°C por 18 horas. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a etapas de desparafinizacéo e re-hidratacdo, com lavagens com xilol,
por 20 minutos e com &lcool etilico (PA), por cinco minutos. Apds a re-hidratagéo, foi
realizada a recuperacdo antigénica, processo necessario para induzir a exposi¢do dos
antigenos, no qual as laminas foram aquecidas em solucéo de citrato de sodio a 0,01 M
(pH 6,0) a 90°C por 20 minutos no vapor e resfriadas em temperatura ambiente por 20

minutos.
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A peroxidase enddgena dos tecidos e as proteinas inespecificas foram bloqueadas
nas diferentes etapas utilizando-se as solucdes especificas fornecidas pelo kit Novo
Link. A coloracdo para imunohistoquimica foi feita separadamente com o0s seguintes
anticorpos primarios: anti-IL-1p (Cat#SC-130323, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, EUA); anti-IL-18 (Cat#SC-7954, Santa Cruz Biotechnology), anti-IFN-y
(Cat#Ab9657, Abcam, Cambridge, Reino Unido), anti-1L-33 (Cat#Ab54385, Abcam),
anti-1L-6 (Cat#Ab9324, Abcam) e anti-TNF-a (Cat# 9579, Abcam).

Vaérios testes foram realizados para verificagdo da concentracdo ideal dos
anticorpos primarios, incluindo diluicGes de anticorpos que variaram de 1:50 até 1:300
em diluente fornecido pelo kit Novo Link. A diluicdo 1:200 foi definida para todos os
anticorpos primarios utilizados neste estudo, exceto para o anti-TNF-a, para o qual foi
empregada a diluicdo de 1:100.

Assim, ap6s a adi¢do de 50 pL das respectivas diluicdes dos anticorpos primarios
as laminas, estas foram incubadas, em camara Umida, por 1 hora, em temperatura
ambiente. Em seguida, foi feito o bloqueio por 30 minutos, utilizando-se a solucéo de
bloqueio pos-primario especifica do kit Novo Link. Os cortes foram incubados com o
sistema universal de deteccdo por polimeros do kit Novo Link por 30 minutos em
temperatura ambiente seguido da adi¢do de 200 pL da solugéo reveladora fornecida pelo
kit contendo o cromdgeno diamino-benzidina 3,3 (DAB) e a reacdo incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos. A contra coloracdo foi realizada mergulhando-se as
laminas em solugdo de hematoxilina (Cod. 248, Vetec, Saint Louis, EUA) por 30
segundos. As laminas foram lavadas em &gua corrente por dois minutos e, em seguida,
lavadas trés vezes em alcool etilico e duas vezes em xilol antes da montagem com as
laminulas.

As laminas foram analisadas utilizando-se o microscopio 6ptico Olympus BX,

conforme os parametros do estudo descritos no item 6.2.6.1.
6.2.6.1. Parametros imunohistoquimicos
Para analise de marcag@o imunohistoquimica dos cortes histoldgicos das amostras

de pele submetidos aos diversos tratamentos foram adotados parédmetros e scores

(discriminados entre parénteses) abaixo discriminados.
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1) Epiteélio:

(a) presenca ou auséncia de reacao: (0) negativa; (1) positiva.

(b) intensidade de reacéo: (0) negativa; (1) fraca; (2) moderada; (3) forte.

(c) topografia da reacéo: (0) negativa; (1) somente terco basal; (2) em dois tercos e (3)
em todo o epitélio.

(d) percentual de células reativas: (0) de 0 a 25% do total de células; (1) de 26 a 50%;
(2) de 51 a 75%; (3) mais que 75% das células.

(e) localizacdo da reacdo: (0) ausente; (1) somente no citoplasma; (2) somente no

nacleo; (3) no citoplasma e nucleo.

2) Infiltrado inflamatdrio presente na derme superficial e profunda:

(a) presenca ou auséncia de reacao: (0) negativa; (1) positiva.

(b) intensidade de reacdo: (0) negativa; (1) fraca; (2) moderada e (3) forte.

(c) quantidade de células reativas: (0) de 0 a 25%; (1) de 26 a 50%; (2) de 51 a 75% e
(3) mais que 75%.

(d) percentual de células reativas: (0) de 0 a 25%; (1) de 26 a 50%; (2) de 51 a 75% e
(3) mais que 75%.

(e) tipo celular prevalente: (0) ausente; (1) mononuclear; (2) polimorfonuclear; (3) —
misto.

(f) topografia do infiltrado: (0) ausente; (1) perivascular superficial; (2) perivascular
profundo; (3) perianexial; (4) perineural; (5) difuso.

(9) localizacdo da reacdo: (0) ausente; (1) somente no citoplasma; (2) somente no

nacleo; (3) citoplasma e nucleo.

3) Endotélio

(a) presenca ou auséncia de reacdo: (0) negativa; (1) positiva.

(b) intensidade de reacéo: (0) negativa; (1) fraca; (2) moderada e (3) forte.

(c) percentual de células reativas: (0) de 0 a 25%; (1) de 26 a 50%; (2) de 51 a 75% e
(3) mais que 75%.
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(d) topografia de endotélio positivo: (0) ausente; (1) derme superficial; (2) derme
profunda; (3) derme superficial e profunda.
(e) localizacdo da reacdo: (0) ausente; (1) somente no citoplasma; (2) somente no

nucleo; (3) citoplasma e nucleo.

6.3. Andlise estatistica

Para a imunohistoquimica, foi utilizada a estatistica descritiva para analise dos
dados. Foram avaliadas: (1) distribuicdo do infiltrado - a presenca ou auséncia de reagédo
nas areas epiteliais, na derme superficial e derme profunda (infiltrado inflamatdrio) e na
regido endotelial, para cada citocina; (2) intensidade da reacdo - para cada citocina, em
cada um destes compartimentos. Os dados foram plotados em graficos boxplot no
programa MiniTab7 para representacdo e analise dos resultados obtidos. As laminas nas
quais a leitura ndo foi possivel devido a montagem mal realizada ou colora¢do ineficaz
foram agrupadas na coluna com o simbolo *.

Os resultados da contagem de células inflamatorias também foram analisados no

programa MiniTab7, empregando-se o teste ANOVA, com pds-teste de Tukey.

6.4. Resultados e Discussdo da Etapa 2

6.4.1. Curva de crescimento das bactérias BL51A e LPST11

As curvas de crescimento das bactérias BL51A e LPST11 foram determinadas
para verificar o tempo de incubacdo necessario e a densidade dptica correspondente ao
nimero de UFCs desejadas (108 UFC/mL) para a confecgéo dos lisados bacterianos.

Ap6s o periodo de 24 horas de incubagdo a 37°C, em condicdes anaerdbicas para
BL51A e condigOes aerdbicas para LPST11, foi realizada a contagem de coldnias
bacterianas nas placas. A contagem de cada placa foi registrada para que depois pudesse
ser comparada as DOs obtidas por analise fotométrica com comprimento de onda de 600
nm mensuradas nos tempos correspondentes.

A concentragdo de 108 UFC/mL foi obtida com 12 horas de incubacéo para a
BL51A, com DOegoonm mMeédia correspondente de 0,2245 obtida, como demonstrado na
Tabela 1.
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Comparando-se os resultados obtidos por meio do emprego da técnica de um
unico tubo e tubos multiplos, verificou-se que ndo houve diferenca entre os valores
obtidos, 0 que nos remete a consideracdo da grande capacidade de aerotolerancia de
BL51A nas consecutivas retiradas do tubo unico da cAmara de anaerobiose, como relatado
por Souza e colaboradores (2013), que verificaram que BL51A tem aerotolerancia por 72

horas.

Tabela 1 — Curva de crescimento de Bifidobacterium longum 54 (BL51A)

Plagueamento UFC (log/mL)  Densidade 6ptica (600 nm)

Tempo (h) Unico tubo Mdltiplos Unico tubo Mdltiplos

tubos tubos
0 - - 0,0775 0,076
2 6,45 6,02 0,0775 0,075
4 6,6 6,69 0,0745 0,079
6 6,92 7,41 0,084 0,1085
8 6,67 7,22 0,1035 0,155
10 - - 0,1435 0,2925
12 8,19 8,34 0,2245 0,2295
14 8,61 - 0,3665 0,3665
16 8,47 8,44 0,453 0,305
18 8,54 8,63 0,542 0,632
20 8,43 8,58 0,6305 0,5455
22 - 8,43 0,631 0,8365
24 - 8,7 0,723 0,806

(-) n&o houve crescimento de colbnias na placa apos 24 horas de incubacao.
Valores obtidos nos tempos 0 a 24 horas pés-inoculacédo e valores da densidade éptica nos
tempos correspondentes.

A concentragdo de 108 UFC/mL foi obtida apds 8 horas de incubagio para
LPST11, com DOsoonm média correspondente de 0,553 neste tempo, como demonstrado
na Tabela 2.

Para LPST11, também ndo houve diferenca entre valores das técnicas de tubo
unico e maltiplos tubos, o que ja era esperado, considerando que LPST11 é um micro-

organismo fermentador, e ndo depende do oxigénio para obter energia.
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Tabela 2 — Curva de crescimento de Lactobacillus paracasei ST11 (LPST11)

Plagueamento UFC (log/mL)  Densidade Optica (600 nm)

Tempo (h) Unico tubo Mdltiplos Unico tubo Multiplos

tubos tubos

0 6,83 6,81 0,0665 0,068

2 6,88 6,95 0,1005 0,09

4 7,28 7,53 0,129 0,1505

6 1,77 7,83 0,269 0,3335

8 8,32 8,48 0,533 0,553

10 8,66 8,68 0,8695 0,7815

12 8,79 8,67 1,057 0,9685

14 8,83 8,58 1,1325 1,04

Valores de UFC (unidade formadora de col6nia) obtidos nos tempos 0 a 14 horas pos-inoculagéo
e dedensidade 6ptica a 600 nm nos momentos correspondentes.

Estes resultados foram utilizados para a confeccao dos lisados bacterianos, na qual
foi realizada a incubagdo dos micro-organismos nos tempos determinados (12 horas para
BL51A e oito horas para LPST11). Nesses momentos, foi realizada a conferéncia das
densidades Opticas correspondentes, confirmando a concentracdo do lisado bacteriano

utilizado nos experimentos.

6.4.2. Analise histoldgica das culturas de pele de mama

A anélise histologica foi realizada para a verificacdo da estrutura da epiderme e
derme da pele de mama cultivada submetida aos diferentes tratamentos utilizados. Além
disso, a partir da coloracdo de HE, foi possivel realizar a estimativa do nimero de células
inflamatdrias perivasculares presentes na derme superficial (DS) e derme profunda (DP).
Para isso, foram contados os nimeros de vasos de cada corte correspondente ao seu caso
(quatro casos) e foi feita a contagem das células ao redor do vaso de maior celularidade.

Para as laminas de HE foi realizada a analise estatistica descritiva e ANOVA com
poOs-teste de Tukey para a estimativa do numero de células inflamatérias presentes na
derme superficial e derme profunda, feitas no programa MiniTab7. A partir dessa
contagem, observou-se uma diferenca estatistica significativa somente na derme profunda
entre controle negativo (1) e a administracdo de SP e BL51A simultanea (5), como
representado na Figura 14.
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Figura 14 — Andlise descritiva dos dados de contagem de células perivasculares na
derme profunda (DP). As contagens de ClI foram realizadas por estimativas,
multiplicando-se o maior nimero de células encontrado em um vaso sanguineo pelo
numero de vasos presentes nos cortes da derme profunda, corada com HE. Os cultivos
de pele foram submetidos aos seguintes tratamentos (TTO):

TTO 1 - controle negativo: sem adi¢do de SP e de lisados bacterianos;

TTO 2 — somente lisado de BL51A;

TTO 3 —somente lisado de LPST11;

TTO 4 — somente adicao de SP;

TTO 5 — administracao simultanea de SP e lisado de BL51A;

TTO 6 — administracao simultédnea de SP e lisado de LPST11;

TTO 7 - administracdo do lisado de BL51A e, ap6s 5 horas, administracdo da substancia
P;

TTO 8 — administracdo do lisado de LPST11 e, apds 5 horas, administracdo da
substancia P;

TTO 9 — administracdo de SP e, ap6s 5 horas, administracdo do lisado de BL51A;

TTO 10 — administracéo de SP e, ap0s 5 horas, administracéo do lisado de LPST11.

* Simboliza diferenca estatistica significativa entre os tratamentos, no caso TTO1e TTO
5. Teste ANOVA, com pos-teste Tukey (p<0,05).

Era esperada uma diferenca significativa no numero de células extravasadas entre
o0 tratamento controle negativo (TTO1) e o tratamento controle de SP (TTO4). Entretanto,
para os tratamentos 1 e 4, verificou-se que a mediana teve um aumento no tratamento 4,
comparada a mediana do tratamento 1, no entanto, tal diferenca ndo foi significativa. O
aumento do numero de células perivasculares foi maior, e significativo, entre o tratamento
1 e 5, o que nos leva a acreditar que o lisado de BL51A exerceu algum efeito para

contribuir com este aumento no nimero de células extravasadas.
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No presente estudo, o predominio do tipo celular encontrado tanto na derme
superficial quanto na derme profunda foi de mononucleares, principalmente linfocitos.
Guéniche e colaboradores (2010a) apresentaram somente os dados de resultados acerca
da avaliacdo do extravasamento de mastocitos, e nao apresentaram em seus resultados “o
namero de células do infiltrado inflamatorio principalmente consistido de linfécitos,
histiocitos ou mastdcitos”, como apresentado na metodologia proposta pelos
pesquisadores (Material e Métodos, Parte | do artigo citado).

Guéniche e colaboradores (2010a) observaram um aumento no extravasamento de
mastécitos diante da administracdo de SP e uma diminuicdo de extravasamento de
mastdcitos a partir da administracdo do lisado de B. longum. No entanto, para essa
avaliacdo de mastdcitos, os pesquisadores realizaram uma analise qualitativa do nimero
de células, em quatro campos, classificando a quantidade de células presentes em: 0 —
ausente, 1 — células ocasionais, 2 — infiltrado moderado, 3 — infiltrado presente, 4 —
infiltrado significativo e valores intermediarios, que ndo foram descritos no artigo, foram
atribuidos as amostras nas quais a reacdo inflamatdria ndo foi homogénea entre as
diferentes regides analisadas. Os pesquisadores representaram estes resultados como um
namero médio e erro padrdo para a média, a partir desta avaliacdo de carater qualitativo.

No presente trabalho, ndo foi utilizada a coloracdo de azul de toluidina para
avaliacdo de mastocitos, sendo realizada a coloracdo de HE para contagem do nimero de
células do infiltrado inflamatorio, predominantemente de linfocitos. Foi adotada a
avaliacdo semi-quantitativa, realizando a contagem do nimero de vasos e do nimero de
células ao redor do vaso de maior celularidade, fornecendo informacéo mais fidedigna do

que ocorreu no tecido.
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Na derme superficial, ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0 nimero
de células inflamatdrias nos diferentes tratamentos analisados. Verificou-se que houve
uma tendéncia a ter diferenca significativa pelo desenho dos dados, o que precisaria de
posterior confirmagdo em outras amostras a serem coletadas.

Os dados obtidos mostram que houve uma resposta inflamatdria na pele cultivada
mediante a aplicacdo dos lisados bacterianos, o que nos levou ao questionamento do
motivo deste aumento da fungédo dessas células presentes ao redor dos vasos, e se seriam
células com funcéo inflamatéria ou anti-inflamatéria.

No entanto, verificou-se que ndo houve um estimulo inflamatério robusto pela SP
na pele cultivada, como afirmado por Guéniche e colaboradores (2010a), de acordo com
o0s parametros e condicdes testadas no presente estudo, de avaliacdo semi-quantitativa das
celulas perivasculares da derme da pele de mama, com sensibilizacdo pela SP na
concentragéo de 10 pM.

Guéniche e colaboradores (2010a) nao relatam a regido anatémica da qual foram
retiradas as amostras de pele. No presente trabalho, foram utilizadas amostras de pele de
mama de pacientes submetidas a mamopexia. Essa regido foi escolhida para coleta por
ser uma area pouco exposta ao sol e menos suscetivel a alteracfes pela utilizacdo de
cremes, perfumes, produtos cosméticos que poderiam interferir em nossas avaliacdes.
Além disso, o tamanho das amostras retiradas permitia que pudéssemos realizar os 10
tratamentos propostos nesta etapa, avaliando a atividade de ambos 0s micro-organismos,
com as diferentes estratégias utilizadas (como descrito no item 6.2.4).

Portanto, a partir desses resultados, foram ponderados quais pontos poderiam ter
prejudicado a replicacdo dos experimentos realizados pela equipe de Guéniche e
colaboradores (2010a): (i) uma regido anatdmica diferente poderia ter sido utilizada pelos
pesquisadores, o que alteraria a resposta inflamatoria, de acordo com a espessura e
estrutura da pele da regido; (ii) a concentracdo de SP a 10uM foi insuficiente para
promover a inflamagéo, sendo a pele de mama mais espessa do que a utilizada pelos
pesquisadores; (iii) o tempo de sensibilizagdo com SP na concentracdo de 10 uM de 24
horas foi insuficiente.

Assim, como descrito na Etapa 3 (item 7.2.4 deste manuscrito) a concentragédo
ideal de substancia P seria determinada em experimentos de dose-resposta e ajustada de

acordo com a espessura das amostras de pele de mama utilizadas. O tempo de exposicéo
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do tecido & SP também poderia ter sido insuficiente, portanto, foi feita uma cinética,
acompanhando a resposta inflamatdria em fungéo do tempo.

6.4.3. Analise imunohistoquimica das culturas de pele de mama

A analise imunohistoquimica foi realizada com intuito de avaliagdo in situ da
funcdo cutanea, a partir da quantificacdo da expresséo das citocinas IL-1p, IL-6, I1L-18,
IL-33, IFN-y ¢ TNF-a.

Foram avaliados 17 pardmetros em cada corte, de cada uma das quatro pacientes,
para todos os anticorpos como descrito no item 6.2.6.1 da Metodologia. Com seis
anticorpos analisados em cada um dos 10 tratamentos, dos quatro casos, foram feitas 240
laminas de imunohistoguimica e 40 ldminas com coloracdo HE. Todos esses parametros
citados acima foram avaliados e registrados em tabelas com scores.

A primeira leitura das laminas de imunohistoquimica e das laminas de HE foi
realizada por mim e a segunda leitura foi realizada com acompanhamento do Dr. Marcelo
Pascoal. Todos os dados foram digitados em tabelas no programa Microsoft Excel.

Na presente etapa, foram analisados estatisticamente os dados de presenga e
auséncia de reacOes epiteliais, com suas respectivas intensidades de reagédo, que foram
agrupadas em 0 — as de classificacdo ausente e fraca (scores 0 e 1) e em 1 — as de
classificacdo moderada e acentuada (scores 2 e 3). As células inflamatdrias perianexiais
ndo foram contadas.

Na analise imunohistoquimica para IL-1p, foi verificado que, na camada epitelial,
houve uma resposta inflamatoria discreta diante da aplica¢do da SP (TTO4), como pode
ser observado na Figura 15, na qual 75% das amostras testadas (nimero absoluto de 3
amostras) receberam o score 1, que indica hiperexpresséo de IL-1p na camada epitelial.
O mesmo pode ser observado nos tratamentos 9 (no qual foi feita a sensibilizacdo com a
SP, e depois de 5 horas foi administrado o lisado de BL51A) e 10 (no qual foi feita a
sensibilizacdo com a SP, e depois de 5 horas foi administrado o lisado de LPST11), nos
quais 75% (3 amostras de cada grupo) das amostras receberam o score 1, indicando, da
mesma forma, hiperexpressao de IL-1 na camada epitelial.

Acredita-se que esta hiperexpressao de IL-1f nos tratamentos 4, 9 e 10 demonstra
que ocorreu uma reacao inflamatoria com a administracdo da SP nestes trés tratamentos.

Nos tratamentos 9 e 10, nos quais os lisados de BL51A e LPST11 foram administrados,
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respectivamente, a aplicacdo dos lisados posterior a sensibilizacdo com a SP néo foi capaz
de inibir a resposta inflamatdria que j& estava ali presente, sugerindo que os lisados de
BL51A e LPST11, da maneira que foram preparados no presente estudo, e da maneira
que foram analisados, ndo possuem um efeito terapéutico ou imunomodulador no sentido
de diminuir a resposta inflamatoria exacerbada ja instalada. O efeito terapéutico de
probidticos com acgdo cutdnea também ndo foi encontrado por Muhammedsaeed e
colaboradores (2014), que encontraram efeitos benéficos exercidos por micro-organismos
de potencial probiotico somente quando administrados previamente a inducdo de
inflamacéo.

Como o numero de amostras foi pequeno, mostrou-se necessaria a coleta de um

maior niUmero de amostras para confirmacdo desta possibilidade.

25
20 [ ] 11 ] ] D
15
10

0,5

0,0
INTEP O8* ©8%% 08 % O6%* 0A* O8* 8% * O8* A%  Oa*

TTO % V¥ > L] ) © A D ] AS

Figura 15 — Intensidade da resposta inflamatoria epitelial para IL-1. Amostras de
pele foram coletadas de quatro pacientes distintas e o material foi processado para
deteccdo da expressdo de IL-75 pela técnica de imunohistoquimica. A classificacao de
intensidade foi agrupada nos scores 0 e 1, sendo que a intensidade epitelial (INT EP) de
0 (ausente) ou 1 (fraca) foi agrupada no score 0 e a intensidade epitelial de 2 (moderada)
ou 3 (forte) foi agrupada no score 1. O * representa os dados perdidos. Foi utilizada a
estatistica descritiva para analise dos dados, no programa MiniTab7. Os cultivos de pele
foram submetidos aos seguintes tratamentos (TTO):

TTO 1 — controle negativo: sem adicao de SP e de lisados bacterianos;

TTO 2 — somente lisado de BL51A;

TTO 3 —somente lisado de LPST11;

TTO 4 — somente adi¢do de SP a 10uM por 24 horas;

TTO 5 — administracdo simultanea de SP e lisado de BL51A;

TTO 6 — administracao simultéanea de SP e lisado de LPST11;
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TTO 7 - administracéo do lisado de BL51A e, ap6s 5 horas, administracao da substancia
P;

TTO 8 — administracdo do lisado de LPST11 e, apds 5 horas, administracdo da
substancia P;

TTO 9 — administracdo de SP e, ap6s 5 horas, administracdo do lisado de BL51A;
TTO10 — administracao de SP e, apds 5 horas, administracdo do lisado de LPST11.

- TTO: tratamento; INT EP: intensidade epitelial -

Os dados acerca da reacdo endotelial e de infiltrado inflamatdrio foram mais
heterogéneos, indicando um estimulo inflamatorio insuficiente da SP na concentracdo e
tempo de exposigéo utilizados (10 pM por 24 horas). Dessa forma, como mencionado
anteriormente, a concentracdo de SP utilizada foi estudada para posterior alteracdo, para
que fosse obtida uma resposta inflamatoria robusta (Etapa 3 deste manuscrito).

Vale ressaltar que os vasos da derme superficial respondem ao estimulo
inflamatorio causado por SP primeiro que os vasos da derme profunda, devido a seu
calibre e composicéo. Estes vasos da derme superficial enviam, entdo, o estimulo para 0s
vasos da derme profunda, que respondem em seguida. Como essa cascata ndo foi
verificada nesta etapa, presumiu-se que a concentracdo de SP utilizada (10 pM em
amostras de pele de mama) foi insuficiente para causar o estimulo inflamatério desejado.

Dessa forma, com as analises de histologia e imunohistoquimica, concluiu-se que
a SP ndo provocou uma resposta inflamatdria robusta na concentragéo e tempo utilizados
no cultivo de pele de mama e, portanto, houve a necessidade de ajuste destes parametros
para a continuagdo do estudo. Além disso, 0 niUmero de amostras ainda era muito pequeno,
o0 que interferiu na realizacdo das analises estatisticas. A partir de entdo, foram colocadas
metas para a Etapa 3 do projeto e foi delineado um novo planejamento experimental,

relatado a sequir.
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7.ETAPA 3

7.1. Delineamento experimental da Etapa 3

Coleta de amostras de
pele humana - MAMA

Cultura de pele

>...o...

Aplicacdo de SP 40uM e/ou lisados de BL5TA ou LPST11 sobre a
superficie cutanea (24 horas em estufa 5% C02)

] ®
o °
TN\ .
Ensaios de histologia e imunohistoguimica (IHQ) i
(IL-1, 1L-33, TNF, IFN-y, IL-18, IL-6) P
®
7\
' N

TTO1 - controle negativo: sem adigdo de SP e de lisados bacterianos
TT02 - somente lisado de BL5TA

TTO3 - somente lisado de LPST11

TT04 - somente adigdo de SP

TTOS5 - administragdao simultanea de SP e lisado de BL51A

TT06 - administragdo simultanea de SP e lisado de LPST11

Figura 16 - Delineamento geral experimental da Etapa 3. Testes in vitro utilizando
cultura de pele humana (mama).
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7.2. Metodologia

7.2.1. Linhagens bacterianas

As espécies bacterianas utilizadas nesta etapa e condi¢fes de cultivo foram as
mesmas descritas no item 5.1 do presente trabalho, sendo elas Bifidobacterium longum
51A(BL51A) e Lactobacillus paracasei CNCM 1-2116 (LPST11), utilizada como controle

positivo.

7.2.2. Lisados bacterianos

Os lisados utilizados nesta etapa do trabalho foram os mesmos feitos na segunda
etapa, na concentracdo de 102 UFC/mL, volume de 40 pL/cm?, como descrito no item
6.2.2.

7.2.3. Cultura de pele de mama

A coleta e cultivo das peles de mama seguiram 0s mesmos procedimentos

descritos no item 6.2.3.

7.2.4. Tratamentos

Apds a constatacdo de um estimulo inflamatorio insuficiente com a utilizacdo da
SP na concentracdo de 10 uM, foi realizada uma cinética, com amostras de pele
provenientes de ambas as mamas de uma paciente submetida a mamoplastia redutora no
Hospital LT Diamond, pelo Dr. Leonardo Araujo, para avaliacdo de diferentes
concentracgdes e diferentes tempos. Foram testadas as concentragdes de SP de 10, 20, 30,
40 e 50 uM, com os tempos de incubacgéo de 24 horas, 48 horas e 72 horas.

Em todos os casos, as peles foram mantidas em cultura com DMEM por cinco
horas previamente a troca de meio por DMEM contendo SP diluida nas diferentes
concentragdes. O estimulo inflamatorio méximo foi observado com a concentragdo de 40

MM, com incubacdo de 24 horas, conforme mostrado na Figura 17. Dessa forma, a
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concentracdo de 40 uM de SP e o periodo de incubacdo por 24 horas foram adotados
como padréo no presente estudo.

A estimativa do namero de células do infiltrado inflamatorio foi feita pela
contagem do nimero de vasos presentes em 10 campos da derme e a contagem do nimero

de células perivasculares ao redor do vaso de maior celularidade.
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Figura 17. Namero de células inflamatérias correspondente & curva de dose-
resposta da concentracao de SP das amostras provenientes de uma paciente. A curva
varia as concentragdes de SP de 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM e 50 uM para a pele de
mama cultivada em laboratorio por 24, 48 e 72 horas de incubacdo para verificacdo do
efeito de nimero méaximo de extravasamento das células perivasculares na derme.
Gréfico feito no programa GraphPad Prism. h — horas.

Dando continuidade ao estudo, foram coletadas novas amostras de pele de mama
de cinco doadoras (n=5), pacientes submetidas a mamopexias redutoras no Hospital LT
Diamond, nas quais foram realizadas somente a administracdo da SP e dos lisados
bacterianos de BL51A e LPST11 de forma simultdnea, seguindo exatamente a
metodologia utilizada por Boisnic e colaboradores (2003) e Guéniche e colaboradores
(2010a), que tambem tiveram a inducdo da inflamagdo pela administracdo da SP
simultanea aos tratamentos cuja atividade anti-inflamatdria foi testada.

Nesta Etapa 3 da pesquisa, foram descartados os tratamentos e sensibilizagdes
com diferenca de 5 horas (preventivo para BL51A e LPST11 e curativo para BL51A e
LPST11) e mantida somente a administracdo simultanea do lisado de BL51A e SP e do

lisado de LPST11 e SP, devido & reducdo do tamanho das amostras provenientes das
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mamopexias realizadas no periodo, priorizando o estudo, portanto, da acdo preventiva
dos lisados de BL51A e LPST11 frente a inflamacdo provocada pela administracdo de
SP, uma vez que a administracdo dos lisados foi feita na superficie do epitélio e a
administracdo de SP foi pela incorporacdo da mesma no meio de cultura (DMEM) em
contato com a derme profunda do fragmento de pele utilizado. Dessa forma, quando a
cascata inflamatoria provocada pela SP chega até a derme superficial e a epiderme, o
lisado bacteriano ja havera agido nestes locais, exercendo, portanto, seu possivel efeito
de protecdo aquele estimulo inflamatorio.

Mesmo mantendo somente a administracdo simultanea de SP com o lisado de
BL51A ou de SP com o lisado de LPST11, as peles foram mantidas em cultura com
DMEM por cinco horas previamente a troca do DMEM pelo DMEM contendo a SP
diluida e a administracdo dos lisados bacterianos.

Ap6s a administracdo da SP e/ou dos lisados bacterianos, as amostras de pele
foram mantidas em cultura por 24 horas, em presenca ou auséncia de 40 uM de SP
incorporada ao meio de cultura e a preparagdo de BL51A (40 puL/cm?) ou LPST11, na

mesma concentracdo, aplicada topicamente a pele (Figura 18).
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TTO1 - controle negativo: sem adigdo de SP e de lisados bacterianos
TTO2 - somente lisado de BL51A

TTO03 - somente lisado de LPST11

TTO4 - somente adigdo de SP

TTO5 - administragdo simultanea de SP e lisado de BL51A

TTO6 - administragdo simultanea de SP e lisado de LPST11

SUBSTANCIA P

Concentragéo: 40 pM

Local: diluida ao meio de cultura
utilizado no cultivo de pele

(500 pL em cada pogo da placa)

LISADOS BACTERIANOS

Concentragao: 108 UFC/mL
Volume: 40pL/cm?2
Local: sobre a amostra de pele

TT04
1iua
CN BLS1A LPSTIN SP

SPeBLS1A SP eLPST11

Figura 18 — Tratamentos administrados a cada amostra de pele de cada um dos
casos, concentracao, volume e localizacdo de administracao dos lisados bacterianos
de BL51A e LPST11 e de SP, desenho esquematico da placa contendo as amostras
de pele com seus respectivos tratamentos. BL51A: Bifidobacterium longum 5**; CN:
controle negativo; LPST11: Lactobacillus paracasei ST11; SP: substancia P; TTO -
tratamentos.

TTOL1: controle negativo, sem sensibilizacdo com SP e sem administracdo de BL51A ou
LPST11;

TTO2: controle do lisado de BL51A, sem sensibilizacdo com SP e com administragdo do
lisado de BL51A;

TTO3: controle do lisado de LPST11, sem sensibilizacdo com SP e com administracao
do lisado de LPST11;

TTOA4: controle de inflamagdo, com sensibilizagdo com SP e sem administracido dos
lisados de BL51A e LPST11;

TTOS5: sensibilizagcdo com SP e, simultaneamente, administracéo do lisado de BL51A;
TTOG: sensibilizagdo com SP e, simultaneamente, administragdo do lisado de LPST11.

De forma semelhante a Etapa 2, seguindo o tempo indicado pela cinética realizada,

apos 24 horas de incubacdo em estufa a 5% CO-, os fragmentos de pele foram fixados em
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formaldeido a 3,7% e transportados para o Laboratério de Anatomia Patoldgica da
Faculdade de Medicina da UFMG para a realizagdo dos experimentos de histologia e da
imunohistoquimica.

A metodologia das analises histoldgicas e imunohistoquimicas desta etapa,
realizadas no Laboratério de Anatomia Patoldgica, descritas no item 6.2.5; 6.2.6; 6.2.6.1,
bem como sua andlise estatistica e seus resultados e discussdo, serdo apresentados
juntamente aos da proxima etapa, na qual foram realizadas coletas de cinco amostras de
pele de palpebra humana.
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8. Etapa 4

8.1. Delineamento experimental da etapa 4

Coleta de amostras de
pele humana - PALPEBRA

Cultura de pele

Aplicagdo de SP a e/ou do lisado de
BL51A sobre a superficie cutanea
(24 horas em estufa 5% C02)

TTO1 - controle negativo: sem adigdo de SP e de lisados bacterianos
TTO2 - somente lisado de BL5TA

TTO3 - somente adi¢do de SP

TT04 - administragdo simultanea de SP e lisado d e BLSTA

Ensaios de histologia e imunohistoquimica
(IL-1,1L-6, IL-18, IL-10, IFN-y e TNF-a)

Figura 19 — Delineamento experimental da Etapa 4, com amostras de pele de
palpebra humana. BL51A — Bifidobacterium longum 5. SP: Substancia P. TTO:
tratamentos

8.2. Metodologia

8.2.1. Linhagem bacteriana

A especie de bifidobactéria utilizada nesta etapa e suas condigdes de cultivo séo
as mesmas descritas no item 5.1: Bifidobacterium longum 54 (BL51A) no
LEFM/ICB/UFMG.

Nesta Gltima etapa, ndo foi utilizado o Lactobacillus paracasei ST11, devido a

uma diminui¢do no tamanho da amostra de pele obtida.
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8.2.2. Lisado bacteriano

Para a terceira etapa dos experimentos (pele de palpebra, com SP a 10 uM), o
lisado de BL51A foi refeito, de acordo com metodologia empregada pela equipe do
LEFM e LaBio da UFMG. Em dois tubos, 50 pL da cultura de BL51A foram inoculados
em 5 mL de caldo MRS suplementado com hemina, menadiona e cisteina. Estas
preparacdes foram mantidas em estufa a 37°C em condic¢des anaerdbicas, por 24 horas.
Foi realizada uma nova inoculacdo de 50 uL em 5 mL de caldo MRS suplementado,
mantidas por 24 horas nas mesmas condi¢des descritas acima.

Ap0s esta ativacdo, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos.
Os pellets de ambos os tubos foram unidos, resultando em 500 pL, que foram
ressuspendidos em 4,5 mL de PBS (1:10). Este ajuste da cultura para a concentracdo de
10% foi realizado de acordo com a metodologia empregada por Guéniche et al. (2010a).

Para a inativacdo, a cultura foi congelada por um minuto em nitrogénio liquido e
aquecida a 65°C em banho-maria por cinco minutos. Este procedimento foi repetido por
trés vezes seguidas.

Para confirmac&o da inativagéo, foi realizado o plagueamento em placas contendo
agar MRS suplementado com hemina, menadiona e cisteina, com incubacdo em estufa
37°C, em condic¢des anaerodbicas por 24 horas e a incubacdo de trés microtubos contendo
o lisado bacteriano pronto, nas condicdes da cultura de pele, em estufa de CO,, a 37°C,
também por 24 horas. Em nenhum dos dois locais houve crescimento bacteriano.

Os microtubos contendo o lisado bacteriano de BL51A foram mantidos em freezer

-80°C, de onde foram retirados somente no momento da realizacdo do experimento.

8.2.3. Cultura de pele de papebra humana

Este projeto foi aprovado pelo CONEP, em sua primeira fase, com as amostras de
pele de mama com o nimero CAAE 44452015.3.0000.5149, com uma emenda para
substituicdo da pele de mama pela pele de palpebra em sua quarta fase (Anexos).

O modelo de cultura de pele empregado foi semelhante ao utilizado por Guéniche
e colaboradores (2010a), Boisnic e colaboradores (1999), Boisnic e colaboradores (2001)
e Boisnic e colaboradores (2003). Foram utilizadas amostras de pele de palpebra superior,

de cinco pacientes a partir de 18 anos, coletadas de blefaroplastias realizadas no Instituto
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de Olhos de Belo Horizonte (IOBH), com a colaboragdo da Dra. Ana Luiza Firmato.
Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (Anexos).

A coleta e cultivo de pele de papebra seguiram 0s mesmos procedimentos
descritos no item 6.2.3, no entanto, como a pele de palpebra possuia espessura menor, ela
se aderiu as bordas do inserto, preenchendo-o completamente, ndo sendo necesséria a
aplicacdo do selante de selo de vinil de polissiloxano.

8.2.4. Tratamentos

Na quarta etapa do nosso estudo, utilizando a metodologia semelhante a utilizada
por Boisnic e colaboradores (2003) e Guéniche e colaboradores (2010a), foram coletadas
cinco amostras de pele de palpebra superior humana de pacientes submetidos a
blefaroplastias.

Como a pele humana utilizada nesta etapa do trabalho foi retirada da regido da
palpebra superior, sendo significativamente menor do que a pele obtida da regido da
mama utilizada anteriormente, foi realizada uma escolha nos tratamentos de maior
interesse no presente estudo. Dessa forma, foram mantidos nesta etapa, os tratamentos
considerados de maior relevancia para o presente estudo: TTO1: controle negativo;
TTO2: somente BL51A; TTO3: somente SP; TTO4: administracdo simultanea de BL51A

e SP) representados na Figura 20:
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TTO1 - controle negativo: sem adigdo de SP e de lisados bacterianos
TTO2 - somente lisado de BL51A

TTO3 - somente adigdo de SP

TT04 - administragdo simultdnea de SP e lisado de BL5TA

SUBSTANCIA P

Concentragdo: 10 yM

Local: diluida ao meio de cultura
utilizado no cultivo de pele

(500 uL em cada pogo da placa)

LISADO BACTERIANO

Concentragao: 10° UFC/mL
Volume: 40pL/cm?2
Local: sobre a amostra de pele

CN BLS1A SP BL+SP

Figura 20 - Tratamentos administrados a cada amostra de pele de pélpebra cada
um dos casos, concentracdo, volume e localizacdo de administracdo do lisado
bacteriano de BL51A e de SP, desenho esquematico da placa contendo as amostras
de pele com seus respectivos tratamentos. BL51A: Bifidobacterium longum 54; CN:
controle negativo; SP: substancia P; TTO - tratamentos.

TTOL1: controle negativo, sem sensibilizacdo com SP e sem administracdo de BL51A;
TTO2: controle do lisado de BL51A, sem sensibilizacdo com SP e com administracdo do
lisado de BL51A;

TTO3: controle de inflamacgao, com sensibilizacdo com SP e sem administracao do lisado
de BL51A;

TTOA4: sensibilizagdo com SP e, simultaneamente, administragdo do lisado de BL51A.

Como nas etapas anteriores, e de acordo com a metodologia de Guéniche e
colaboradores (2010a), as peles foram mantidas em cultura por cinco horas, e depois de
cinco horas, foi administrada a SP diluida em DMEM (troca de meios) e, 40pL/cm? de
lisado de BL51A foram aplicados. As culturas foram mantidas por 24 horas em incubacéo
apos a adicéo de SP e/ou lisado de BL51A em estufa a 5% CO», a 37°C.

Em seguida, os fragmentos de pele foram retirados dos insertos, fixados em

formaldeido a 3,7% e transportados para o Laboratério de Anatomia Patoldgica da
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Faculdade de Medicina da UFMG para a realizagdo dos experimentos de histologia e da
imunohistoquimica.

Vale ressaltar que a avaliacdo histoldgica das amostras de pele pela coloracéo
hematoxilina-eosina (HE), retrata o ponto de vista estatico, como uma fotografia da
composicéo e estrutura do tecido, no nosso caso, da pele cultivada. Entretanto, a analise
imunohistoquimica permite a avaliagdo da fungdo celular. Assim, por meio da
imunomarcacao de diversas citocinas foi possivel investigar o papel das células imunes

presentes na pele cultivada.

8.2.5. Analise histoldgica das culturas de pele de palpebra

No Laboratério de Anatomia Patoldgica, as amostras de pele de mama e de
palpebra foram retiradas do formaldeido a 3,7% e embebidas em parafina. Cortes de 5
pum de espessura foram feitos em micrétomo (RM2125RT, Leica). Apds montagem das

laminas, foi feita a coloracdo de HE, como mostrado na Figura 21.

Figura 21 — Lamina da amostra de pele de péalpebra do controle negativo, com
coloracdo hematoxilina eosina em aumento 10x.

Os cortes histoldgicos foram visualizados em microscépio optico (BX, Olympus),
analisadas por dois observadores (Dr. Marcelo Pascoal e eu) em ensaio cego, pois as

laminas foram codificadas.
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Nas amostras de pele de mama e de pele de palpebra, foi realizada a semi-
quantificacdo das células ali presentes. Primeiramente, foi realizada observacéo geral da
derme nos cortes, no aumento de 10X. Depois, no aumento de 40X, foram escolhidos, de
forma aleatdria, dez campos da derme profunda e dez campos da derme superficial, nos
quais foram contados o nimero de vasos presentes, o numero de células inflamatorias ao
redor do vaso de maior celularidade, em cada uma das &reas, em todos o0s quatro
tratamentos dos dez pacientes. Estes valores absolutos foram utilizados para observacgédo
dos dados.

Para a andlise estatistica, esses resultados absolutos foram padronizados de acordo
com a area. Isso foi feito tanto para a pele de mama quanto para a pele de palpebra. Esta
padronizacdo foi feita com o objetivo de considerar a area na qual a contagem havia sido
realizada, considerando as devidas proporcGes, para que o numero de células
perivasculares na derme pudesse ser analisado entre areas de diferentes tamanhos e
proporgdes dos fragmentos coletados.

E importante relembrar que as amostras de pele utilizadas possuem a seguinte

estrutura, conforme a Figura 22.

Epiderme — 1 mm (10% da amostra)

Derme superficial - 1mm (10% da amostra)

Derme profunda — 8mm (80% da amostra)

Figura 22 — Esquema simplificado das camadas da pele, demonstrando o tamanho
de cada uma delas e sua proporc¢éo na composi¢ao da amostra cutanea coletada.

Dessa forma, o nimero de células foi padronizado de acordo com o tamanho da
camada da pele em que se encontrava, transformando em média o nimero absoluto de
células contadas em média do nimero de células/mm?. Para isso, foi realizado o seguinte

procedimento:
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e Derme superficial

= Foram medidos os fragmentos de pele na ldmina — comprimento e largura — em sua
area total.

= Foram contados 0 numero de vasos e 0 nimero de células ao redor do vaso de maior
celularidade em 10 campos da derme superficial.

» Foi multiplicado o nimero de vasos pelo nimero de células encontrado ao redor do
vaso de maior celularidade, para os 10 campos analisados.

» Foi feita a média dessas 10 contagens.

= Como a derme superficial representa 10% da amostra, foi feito o seguinte célculo:

Média x 10% = indice total de células (cél/mm?)

Area

e Derme profunda

= Foram medidos os fragmentos de pele na ldmina — comprimento e largura — em sua
area total.

= Foram contados 0 numero de vasos e o nimero de células ao redor do vaso de maior
celularidade em 10 campos da derme profunda.

» Foi multiplicado o nimero de vasos pelo nimero de células encontrado ao redor do
vaso de maior celularidade, para os 10 campos analisados.

» Foi feita a média dessas 10 contagens.

= Como a derme profunda representa 80% da amostra, foi feito o seguinte calculo:

Média x 80% = indice total de células (cél/mm?)

Area

Considerando o tamanho da &rea da pele na qual as contagens foram feitas,
padronizamos esses dados para que 0s mesmos pudessem ser comparados entre si, cada

um em sua devida proporcao.
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8.2.6. Analise imunohistoquimica das culturas de pele de palpebra

Para realizacéo dos ensaios imunohistoquimicos para a investigacdo da expressao
das citocinas (IL-1pB, IL-6, IL-18, IL-10, TNF-a e IFN-y) foi utilizado o kit Novo Link
Max Polymer Detection (Cat#RE7140-K, Novocastra, Leica Microsystems). A
metodologia empregada nesta etapa foi a descrita no item 6.2.6.

As laminas foram analisadas utilizando-se 0 microscépio optico Olympus BX,

conforme os pardmetros do estudo descritos no item 6.2.6.1.

8.3. Analise estatistica

Como analise inicial, para triagem dos dados, foi realizada a estatistica descritiva
tanto na analise histolégica quanto na analise imunohistoquimica.

Apos registro no Excel, os dados foram plotados em graficos boxplot no programa
MiniTab7 para representacao e analise dos resultados obtidos.

Para confirmacao dos resultados da estatistica descritiva, os dados também foram
analisados como ndo paramétricos, utilizando o teste de Mann-Whitney.

As seguintes analises estatisticas foram realizadas para os dados da etapa 3, com
pele de mama (n = 5) e etapa 4, com pele de papebra (n = 5). As analises foram feitas

separadamente por regido anatdbmica (mama e palpebra).

e Andlise histoldgica descritiva (HE)

v" Contagem ndo padronizada (nimeros absolutos) do namero de células ao redor

dos vasos — realizada para amostras de mama e palpebra separadamente,

analisando derme superficial, derme profunda e depois a soma do numero de
células da derme superficial com as da derme profunda (total de células da

derme);

v Contagem padronizada para o tamanho da area do numero de células ao redor dos

vasos — realizada para amostras de mama e palpebra separadamente, analisando

derme superficial, derme profunda e depois a soma do nimero de células da

derme superficial com as da derme profunda (total de células da derme);
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Analise imunohistoquimica descritiva (IHO)

v" Intensidade da marcacdo para as citocinas (IL-1, IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-

y) — quantas amostras marcaram score 0, 1, 2, 3 nas amostras analisadas de mama
e palpebra. Essa andlise serviu de base para uma triagem para as analises
comparativas entre os tratamentos.

Distribuicdo da marcacdo das células — quantas amostras receberam os scores 0,

1, 2, 3 quanto a distribuicdo da marcacéo.

Anélises histologicas comparativas entre os tratamentos (T1, T2, T3 e T4)

Para a contagem de infiltrado inflamatdrio nas amostras de mama (sem as de

palpebra), para as analises comparativas entre os tratamentos foi realizado o teste
T, considerando uma diferenca significativa para os dados nos quais p<0,05.

Foram analisados separadamente os dados ndo padronizados (nimeros absolutos)

e 0s dados previamente padronizados de acordo com a area. Esta padronizacéo
foi o0 que nos permitiu comparar fragmentos de tamanhos diferentes. Comparacao
T1/T2, T1/T3, T1/T4,T2/T3, T2/T4, T3/T4;

Para a contagem de infiltrado inflamat6rio nas amostras de palpebra (sem as de

mama), para as analises comparativas entre os tratamentos foi realizado o teste T,
considerando uma diferenca significativa para os dados nos quais p<0,05. Foram

analisados separadamente os dados ndo padronizados (nimeros absolutos) e os

dados previamente padronizados de acordo com a area. Esta padronizacgdo foi o
que nos permitiu comparar fragmentos de tamanhos diferentes. Comparagéo
T1/T2, T1/T3, T1/T4, T2/T3, T2/T4, T3/T4.

Analises imunohistologicas comparativas entre os tratamentos (T1, T2, T3 e
T4)

Na imunohistoquimica, na analise entre todos os tratamentos entre si, para as

amostras de mama e palpebra juntas, das citocinas previamente selecionadas a
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partir da andlise descritiva, foi utilizado o Teste de Fisher, considerando

significativa a diferenca entre os dados nas quais p<0,05. Foram comparados 0s

seguintes dados (a partir da triagem realizada na estatistica descritiva):

IL-18 — Epitélio - T1/T2, T1/T3, T1/T4, T2/T3, T2/T4, T3/T4;

o IL-18 — Infiltrado inflamatério - T1/T2, T1/T3, T1/T4, T2/T3, T2/T4,
T3/T4;

o TNF-a—Epitélio - T1/T2, T1/T3, T1/T4, T2/T3, T2/T4, T3/T4;

o IFN-y — Infiltrado inflamatorio - T1/T2, T1/T3, T1/T4, T2/T3, T2/T4,

T3/T4.

o

Correlacdo entre resultados da andlise histolégica e da anélise

imunohistoquimica

v Comparacdo dos resultados obtidos em HE com os dados obtidos na IHQ, ou seja,
qual a funcdo das células encontradas ao redor dos vasos na derme superficial e

derme profunda na técnica de HE.

8.4. Resultados e discussdo das Etapas 3 e 4

8.4.1. Analise histoldgica em pele de mama e péalpebra

8.4.1.1. Contagem ndo padronizada do numero de células

Os numeros absolutos de células em cada uma das regiGes da derme (derme
superior e derme profunda) e a soma das duas regies tanto nas amostras de palpebra
(n=5) quanto nas amostras de mama da etapa anterior (n=5) foram registrados. Os
tratamentos com LPST11 da etapa anterior (TTO3 e TTO6) foram excluidos, para que
fosse possivel fazer uma comparagdo com os dados que tinhamos e dos que encontramos
nesta Ultima etapa, utilizando pele de palpebra.

Na Figura 23, pode-se observar que tanto a pele de mama quanto a pele de
palpebra ja possuem um fenotipo inflamatorio constitutivo, observando-se os controles

negativos (TTO1). Entretanto, os valores das medianas mostram que o nimero de células
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perivasculares foi baixo no controle negativo (TTO1), no qual as amostras ndo foram
sensibilizadas com SP e ndo foram tratadas com o lisado bacteriano.

O aspecto que mais chama atencdo é que, na derme profunda e na derme
superficial das amostras de mama e palpebra, tratadas apenas com o lisado de BL51A
(TTO2) houve um aumento no nimero de células extravasadas, observadas ao redor dos
vasos. Tal achado também foi observado na etapa 2 deste trabalho (item 6.4.2.). Como a
histologia permite a avaliacdo somente no numero de células, mas ndo a funcdo das
células presentes no tecido, todas as amostras de pele desta etapa foram submetidas a
ensaios de imunohistoquimica para imunomarcacao de citocinas pro ou anti-inflamatérias
comumente expressas na pele. Assim pudemos investigar se as células em maior nimero
verificadas ap0s o tratamento com o lisado de BL51A teriam um perfil pré-inflamatorio
ou anti-inflamatério.

No TTO3 (administracdo de SP, sem adicdo do lisado), de pele de mama tratada
com 40 pM de SP, ndo foi observado aumento no nimero de células do infiltrado
inflamatdrio. No entanto, na pele de palpebra foi observado um aumento no nimero
médio de células apos sensibilizacdo com 10 uM de SP (TTO3), quando comparado ao
controle (TTO1) na derme superficial (DS), na derme profunda (DP) e no total (soma DS
+ DP). Este resultado corrobora o modelo utilizado por Guéniche e colaboradores
(2010a), mostrando um maior extravasamento de células dos vasos microvasculares.

Contudo, o0 aumento de células causado pela administracdo da SP foi menor do
que o0 aumento do numero de células causado pela administracdo do lisado bacteriano de
BL51A (TTO2) em ambos os tipos de pele, observando-se que, neste modelo de cultivo
de pele, foi possivel avaliar com maior precisao os efeitos provocados pela administracdo
topica do lisado bacteriano de BL51A do que a reacdo da movimentacdo das células do
interior para o exterior dos vasos devida a uma sensibiliza¢cdo provocada pela adi¢do de
SP ao meio de cultura em contato com a derme profunda.

Nas amostras de pele de mama sensibilizadas com 40 uM de SP e tratadas com
com o lisado de BL51A (TTO4), pode-se observar que houve uma grande redugdo do
namero de células extravasadas em comparacdo as amostras que receberam o TTO2, que
ndo foram sensibilizadas pela SP e foram tratadas com o lisado de BL51A. Em relacdo
ao TTO3, das amostras somente sensibilizadas com SP, sem tratamento do lisado de

BL51A, ndo foi verificada diferenca.



99

50

40

30

20

Numero médio de células
|

.l

TTO 12 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4 1 2 3 4
LOCAL M P M P M P
Il DS Il DP Il TOTAL

10

Figura 23 — Numero médio de células perivasculares contadas na mama (M) e na
palpebra (P) na derme superficial (11 DS), na derme profunda (11 DP) e a soma das
duas regibes (11 DS + 11 DP = Il Total). II: infiltrado inflamatdrio; TTO: tratamentos.
TTO1: controle negativo, sem sensibilizacdo com SP e sem tratamento do lisado de
BL51A

TTO2: controle do lisado de BL51A;

TTO3: controle de inflamacéo, somente com sensibilizacdo pela SP, sem tratamento com
o lisado de BL51A;

TTO4: pele sensibilizada pela SP e tratada com o lisado de BL51A.

8.4.1.2. Contagem padronizada do numero de células perivasculares da derme

Nesta analise, foi realizada a padronizacdo do nimero de células perivasculares
da derme pela area do fragmento de pele, conforme descrito no item 8.2.5. Essa
padronizacdo foi feita para que, em todas as amostras, fossem obtidos os nimeros de
células por mm?, permitindo que todas as amostras fossem comparadas entre si,
independente do tamanho da area avaliada.

e Nesta analise, como pode ser observado na Figura 24, também foi constatado que

a pele de palpebra apresentou mais células perivasculares que a mama tanto na

derme superficial quanto na derme profunda e na contagem total do nimero médio

de células por mm?. A derme superficial apresenta maior nimero de células
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inflamatorias do que a derme profunda, nas amostras de pele de mama (M) e pele
de pélpebra (P).

No tratamento 1 (controle negativo), na derme superficial de mama e palpebra, h4
uma inflamag&o natural da pele.

A administracdo do lisado bacteriano de BL51A (TTO2) provocou um aumento
no nimero médio de células/mm? nas amostras ndo sensibilizadas pela SP, mais
uma vez. Esse aumento ocorreu em todas as amostras de pele testadas, tanto de
mama quanto de palpebra, na derme superficial e na derme profunda. A fungéo
dessas células foi investigada por IHQ. Esse dado confirma a anélise dos dados
absolutos e os dados encontrados na etapa anterior do trabalho.

A sensibilizacao feita com SP, sem o tratamento com o lisado bacteriano (TTO3)
gerou um pequeno aumento no nimero médio das células inflamatorias/mm? nas
amostras de palpebra, o que corrobora com o modelo proposto por Guéniche e
colaboradores (2010a).

Nas amostras de mama sensibilizadas com SP (TTO3), ndo houve aumento no
namero de células inflamatdrias.

Nas amostras de palpebra, sensibilizadas com SP e tratadas com o lisado de
BL51A (TTO4), ocorreu uma reducdo no nimero de células por mm? quando
comparado ao TTO2, no qual foi administracdo o lisado bacteriano de BL51A.
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Figura 24 — Contagem padronizada - namero médio de células perivasculares por
mm? contadas na mama (M) e na palpebra (P) na derme superficial (Ilp DS), na
derme profunda (I1p DP) e a soma das duas regides (11 DS + 11 DP = llp Total). TTO:
tratamentos. I1: infiltrado inflamatorio.

TTO1: controle negativo, sem sensibilizacdo com SP e sem tratamento do lisado de
BL51A;

TTO2: controle do lisado de BL51A;

TTO3: controle de inflamacéo, somente com sensibilizacdo pela SP, sem tratamento com
o lisado de BL51A;

TTO4: pele sensibilizada pela SP e tratada com o lisado de BL51A.

Como relatado anteriormente, realizando a andlise histolégica, temos um retrato
das amostras, acerca do nimero de componentes que estdo ali. Quando se observa um
aumento no ndmero médio de células ou no nimero médio de células por mm?, a
histologia ndo nos permite afirmar qual a funcdo exercida por tais células. Para isso,
realizamos analises imunohistoquimicas para deteccdo da expressdo de diversas citocinas

inflamatérias e anti-inflamatodrias nas mesmas amaostras.

8.4.2. Analises comparativas

As anélises comparativas para analises histologicas foram realizadas por meio do

0 Teste T com p<0,05, para os seguintes dados:
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e Todas as amostras de mama e de palpebra — dados ndo padronizados pela area e
dados padronizados pela area;

e Somente as amostras de mama - dados ndo padronizados pela area e dados
padronizados pela area;

e Somente as amostras de palpebra - dados ndo padronizados pela area e dados

padronizados pela area.

Ndo foi encontrada diferenca significativa entre nenhum dos tratamentos
realizados (TTOL, TTO2, TTO3, TTO4) para as amostras totais (mama + pele) e amostras
de mama com a realizacdo do teste T (p<0,05).

No entanto, observou-se resultados com valor de p muito préximos a 0,05 nos

testes de:

v SOMENTE PALPEBRA (p=0,09) - Derme superficial padronizada — tratamento 2
(controle de BL51A) e tratamento 4 (BL51A + SP)

v SOMENTE PALPEBRA (p=0,06) - Derme profunda padronizada - tratamento 2
(controle de BL51A) e tratamento 4 (BL51A + SP)

v SOMENTE PALPEBRA (p=0,07) - Total padronizada (derme superficial + derme
profunda) - tratamento 2 (controle de BL51A) e tratamento 4 (BL51A + SP).

Essa tendéncia a existir uma diferenca significativa entre os tratamentos 2
(tratamento com o lisado de BL51A, sem sensibilizacdo) e 4 (sensibilizacdo com SP e
tratamento com BL51A), corroboram com os dados observados na estatistica descritiva

da analise histoldgica, nos quais observamos:

= No tratamento 2 (controle do lisado de BL51A: tratado com o lisado de BL51A,
sem sensibilizagdo de SP): um grande aumento no nimero de células ao redor dos
vasos apos a administracdo do lisado de BL51A.

= No tratamento 4 (sensibilizado com SP e tratado com lisado de BL51A): uma
diminuicdo no ndmero de células ao redor dos vasos com a administracdo do
lisado de BL51A e administracdo da SP.
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Com a administragdo de BL51A, ha um aumento do nimero de células presentes.
Qual seria o perfil destas células, aumentadas pela administragdo de um lisado de um
micro-organismo de potencial probidtico? Seriam células com producéo de citocinas anti-
inflamatdrias ou inflamatdrias? Sabe-se que, quando o lisado de BL51A e a SP foram
aplicadas simultaneamente, houve uma diminuicdo neste nimero de células (em
comparagao ao TTO2, conforme verificado na analise histolégica.

Supostamente, tendo estas células ao redor dos vasos uma funcdo anti-
inflamatdria, no tratamento 2 (administracdo somente do lisado de BL51A) ocorreria um
aumento do namero de células de fungdes anti-inflamatdrias, que produzem citocinas,
como a IL-10, por exemplo. No tratamento 4 (BL51A + SP), veriamos uma diminuicao
do namero de células de funcdo anti-inflamatéria devido a administracdo de SP, um
neuropeptideo pré-inflamatorio.

Como veremos a seguir, este dado foi confirmado pela correlacdo entre HE e
biomarcadores da IHQ, sendo o papel dessas células extravasadas ao redor dos vasos
sanguineos da derme superficial e da derme profunda de carater anti-inflamatério, e esse

resultado é explicado por:

v Um maior nimero de células anti-inflamatorias, no tratamento 2.

v" Uma diminuicdo destas células anti-inflamatdrias pela administracédo de SP,
no tratamento 4, ndo permitindo o efeito protetor realizado pelo lisado de
BL51A.

Com testes posteriores, essa tendéncia a uma diferenca significativa pode ser
confirmada.

Com o tratamento 3, no qual foi administrada somente a substancia P, sem
administracdo de BL51A (controle de funcionamento da SP), verificou-se que houve
pequeno aumento no numero de células ao redor dos vasos somente nas amostras de pele
de pélpebra. Este aumento foi menor do que o aumento do nimero de células causado
pela administracdo somente do lisado de BL51A, sem SP, ou ndo houve aumento algum
no ndmero de células quando comparado ao tratamento controle (TTO1), nao
caracterizando uma reacdo inflamatoria robusta.

Branchet-Gumila e colaboradores (1999) verificaram que mesmo separada da

circulacdo sanguinea, em fragmentos de cultura de pele, apds a aplicacdo da substancia P
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tanto diretamente sobre a pele, quanto no meio de cultura, foram observados edema e
vasodilatacdo na derme superficial e extravasamento de linfocitos apos a aplicagdo tdpica
e extravasamento de mastocitos pela parede microvascular, tanto apds a aplicagédo
diretamente sobre a pele e quando colocada no meio de cultura. Além disso, a liberagéo
de mediadores pré-inflamatorios I1L-1 e TNF foram observados.

Mesmo na auséncia de circula¢do sanguinea sistémica, a adi¢do de SP ao meio de
cultura no cultivo da pele viva induziu um edema dose-dependente, vasodilatacdo e
extravasamento de linfécitos pelas paredes microvasculares e degranulacdo de
mastécitos. Além disso, a resposta inflamatéria foi associada com a liberacdo de
mediadores pré-inflamatorios, como 0 TNF-a (Guéniche et al., 2010a).

8.4.3. Analise imunohistoquimica de pele de palpebra e mama

Para todos o0s cinco pacientes, 0s scores de expressédo das seis citocinas analisadas

foram idénticos. Para cada uma das seis citocinas as seguintes analises:

e Andlise do parametro “Intensidade” da coloragcdo da reacdo, contando o numero
de amostras apresentando intensidade O (ausente — na qual ndo tivemos nenhuma
amostra), na intensidade 1 (baixa), na intensidade 2 (moderada) ou na intensidade
3 (intensa).

e Analise do pardmetro “Distribui¢do” de rea¢do, contando o nimero de amostras
apresentando distribuicdo 0 (0 a 25%), distribuicdo 1 (25 a 50%), na distribuicéo
2 (50 a 75%) ou na intensidade 3 (mais de 75%).

e Realizacdo do teste de correlacdo entre os biomarcadores (pela IHQ) e o infiltrado
inflamatorio (pela HE), para demonstrar a funcdo do infiltrado perivascular

presente na derme superficial e derme profunda, nas amostras de pele.
8.4.3.1. Intensidade de expressao das citocinas em pele de palpebra e mama
As tabelas de andlise estatistica descritiva da intensidade das citocinas foram

feitas como um método de triagem para selecionar as citocinas que poderiam ter uma

diferenca significativa, para as quais, seria realizado o teste de Fisher.
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o IL-1B

A expressdo da IL-1B no epitélio, no infiltrado inflamatério e no endotélio,
apresentou intensidade 1, ou seja, baixa intensidade, e este padrdo de marcagédo foi
verificado nos quatro tratamentos, sem variacdo entre eles. Como ocorreu este padréo
homogéneo de intensidade de marcacgédo para IL-1p em todos os tratamentos, na analise
estatistica descritiva, essa citocina nao foi selecionada para realizacdo da comparacéo de
dados pelo Teste de Fisher.

e IL-10

A intensidade de expresséo da citocina IL-10 no epitélio, infiltrado inflamatdrio e
endotélio foi predominantemente 2, ou seja, moderada, em todos os tratamentos. Como
ocorreu este padréo de intensidade de marcacdo para IL-10 em todos os tratamentos na
analise estatistica descritiva, esta citocina também nao foi selecionada para realizacdo da

comparacado de dados pelo Teste de Fisher.

o IL-6

N&o houve variacdo na intensidade de expressao da citocina IL-6, sendo que a
maioria das amostras de pele teve sua expressao classificada entre moderada (2) ou forte
(3). Dessa forma, pelo padrdo de variagdo das intensidades de expressao vistos na analise
estatistica descritiva, esta citocina ndo foi selecionada para a realizagdo do Teste Fisher.

o |L-18

Para a intensidade de expressdo de IL-18 no epitélio e infiltrado inflamatério,

ocorreu uma variacdo de marcacdes dos tratamentos, e estes dois compartimentos
(epitelio e infiltrado inflamatorio) foram selecionados para a realizagcdo de comparacao
quanto & intensidade de marcagdo entre os tratamentos (TTOL1, TTO2, TTO3, TTO4),
com utilizagdo do Teste de Fisher. No entanto, néo foi encontrada diferenca significativa

entre os tratamentos (p > 0,05).
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e TNF-a

Na estatistica descritiva, houve variacdo na marcagdo da expressao de TNF-a, no
epitélio, dessa forma, este compartimento foi selecionado para a comparagéo feita com o
Teste Fisher, acerca dos diferentes tratamentos testados (TTO1, TTO2, TTO3, TTOA4).

No entanto, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os tratamentos (p > 0,05).

e IFN-y

Na avaliacdo da intensidade da expresséo do infiltrado inflamatorio, observou-se
uma variagao na intensidade de expresséo de IFN-y entre os tratamentos. Dessa forma,
foi realizado o Teste de Fisher, comparando os tratamentos entre si (TTO1, TTO2, TTO3,
TTO4). No entanto, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os tratamentos (p >
0,05).
8.4.3.2. Distribuicdo da imunomarcacéo das citocinas na pele de palpebra

o IL-1p

Na avaliacdo da distribuicdo de IL-1p, observou-se que no epitélio e infiltrado

inflamatdrio da pele de palpebra, apresentou o padréo de distribui¢do 1 (25 a 50% das

células marcadas) e no endotélio, distribuicdo 0 (0 a 25% das células marcadas).

e |L-10

O padrdo de distribuicdo da marcagdo da citocina IL-10 no epitélio e endotélio,
foi padréo 1 (25 a 50% das células marcadas) e no infiltrado inflamatorio, padrdo 2 (50 a
75%).

e |L-6

Para a citocina IL-6, verificou-se que houve predominio da marcacdo de
distribuicdo maxima, que seria o score 3 (marcacdo em mais de 75% das células).
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e [L-18

A imunomarcagdo da citocina IL-18, no epitélio e infiltrado inflamatdrio
apresentou padrdo de a distribuicdo 2 e 3 e, no endotélio prevaleceu o padrdo de
distribuicdo 0 (0 e 25%).

e TNF-a

A distribuicdo da imunomarcacdo de TNF-a com padrdo scores 1 e 3 em todos 0s
tratamentos foi verificada no epitélio e infiltrado inflamatério, entretanto, no endotélio

foi observado o padrdo 3 (marcacdo em mais de 75% das células).

° |FN-Y

A distribuicdo da imunomarcagédo de IFN-y foi semelhante & observada para IL-
6. Nos trés compartimentos — epitélio, infiltrado inflamatério e endotélio, foi verificado
um score de distribuicdo 3, ou seja, com mais de 75% das células marcadas, como
mostrado na Figura 24.
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Figura 24 — Distribuicao da imunomarcacgéo de IFN-y na pele de palpebra, aumento
de 20x, com marcacao forte para epitélio, endotélio e infiltrado celular perivascular.

8.4.4. Correlagdo da anélise histologica e analise imunohistoquimica

Ao longo do trabalho, as técnicas de analise histoldgica em coloracdo HE e de
imunohistoquimica para verificagdo da expressdo de citocinas foram realizadas em todas
as amostras de pele (mama e palpebra), explorando as vantagens de cada uma delas.

Na anélise histologica, verificou-se, a partir da administracdo do lisado de BL51A
(TTO2), um aumento no nimero médio das células inflamatérias ao redor dos vasos
sanguineos. E é esse o papel de uma analise histologica: um retrato daquele momento,
mostrando 0 numero de componentes presentes. No entanto, a técnica de anélise
histoldgica ndo revela qual € a fungdo das células observadas, o que pode ser verificado
por meio da técnica da imunohistoquimica.

Dessa forma, foi realizada uma correlacdo entre o nimero de células observado
na anélise histoldgica com sua fungéo, producéo de citocinas anti e/ou pro-inflamatérias,
o que foi verificado pela técnica de imunohistoquimica.

De acordo com a Tabela 3, verificou-se que correlacionando a expressdo de
citocinas com o infiltrado inflamatério, houve resultados significativos.
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Houve uma correlacdo negativa para IL-1p e o numero de células perivasculares
e TNF-a e o nimero de células perivasculares e uma correlacdo positiva entre a expressao
de IL-10 e o numero de células perivasculares e IFN-y e o numero de células
perivasculares, revelando uma funcdo anti-inflamatoria das células perivasculares da
derme superficial e da derme profunda consideradas juntas, observadas nas laminas de
HE.

Tabela 3 — Correlacdo entre o nimero de células perivasculares total e a expressao as
citocinas IL-1pB, IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a ¢ IFN-y em pele de mama e palpebra (n =
10).

Citocinas Numero de células perivasculares total
(derme superficial + derme profunda)
IL-1B r=-0,531
p = 0,001
IL-10 r=0,433
p =0,039
IL-6 r=0,316
p = 0,056
IL-18 r=0,043
p=0,811
TNF-a r=-0,454
p = 0,007
INF-y r=0,388
p=0,016

r: coeficiente de correlagdo de Pearson; p: nivel de significancia

Em amostras de pele de péalpebra e mama tratadas com BL51A, houve um
aumento no numero de células inflamatdrias extravasadas, apresentando uma maior
producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10, bem como diminuicdo na expressédo de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1, indicando que tais células possuiam funcao anti-

inflamatoria.
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Nas amostras de pele tratadas simultaneamente com de BL51A e SP, foi
verificada uma diminuigdo no nimero de células anti-inflamatdrias perivasculares, com
menor producéo de 1L-10.

Segundo Lee e colaboradores (2013), apés o estimulos irritantes na pele, ocorre a
perda da barreira epidérmica com liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, como IL-1
e TNF-a. Isso resulta na estimulagdo da producdo de citocinas e quimiocinas, por
queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais, estimulo a producdo de moléculas de
adesdo em ceélulas endoteliais e subsequente recrutamento de leucocitos, dessa forma
perpetuando uma inflamagdo continua. No presente estudo, houve correlagcdo negativa
entre 0 nimero de células perivasculares e a expressdo de IL-1p, indicando que essas
células tiveram a producdo dessa citocina inibida. As acdes de IL-1PB e de IL-1a sdo
pleiotropicas e envolvem a ativacdo de células dendriticas e células T, posterior producao
de citocinas e quimiocinas e estimulo & producdo de moléculas de adesdo, como ICAM-
1 nas células endoteliais e fibroblastos, que levam a perpetuacdo da inflamagdo cutanea
(Lee et al., 2013). Os nossos resultados corroboram com os dados de Sugimoto e
colaboradores (2012), que verificaram que a administracdo oral de B. breve na dose de
1,7 x 10° UFC por dia em um modelo murino, via oral, preveniu danos causados & pele
pela radiacdo UV, tendo diminuido a atividade da elastase e niveis de IL-1pB na pele,
diminuindo a formacdo de sulcos, melhorando a elasticidade e aparéncia da pele de
animais expostos a radiacao UV.

Observou-se uma correlagdo negativa entre o infiltrado e a expressao de TNF- a,
ou seja, inibicao da expressdo nas células perivasculares extravasadas. Os efeitos de TNF-
a também sdo pleiotropicos, levando a uma maior producdo de moléculas de adesdo
celular, como ICAM-1 nos queratindcitos e células endoteliais e posterior inducao de
mediadores inflamatorios como IL-1, IL-6, GM-CSF, IFN-y e CXCLS (Lee et al., 2013).
Esses dados corroboram com Guéniche e colaboradores (2010a) e Guéniche e
colaboradores (2010b), que também verificaram menor expressao de TNF-a mediante a
administracdo de LPST11. Vale ressaltar que o trabalho de Guéniche e colaboradores
(2010a) utilizou 0 mesmo modelo de cultura de pele empregado no presente trabalho.

Vieira e colaboradores (2012) verificaram uma reducgéo nos niveis de TNF-a, por
ELISA, no tecido da articulacdo tarsotibial em um modelo de artrite em camundongos

tratados oralmente com S. cerevisae enriquecida com selénio (Selemax).
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A administracdo de S. boulardii oral a camundongos infectados por S.
Typhimurium também resultou em uma menor expressao da citocina inflamatoria TNF-
a (Martins et al., 2013). O mesmo foi observado pela administracao de S. cerevisae 905
a camundongos também infectados por S. Typhimurium (Martins et al., 2011).

Vieira e colaboradores (2015a) verificaram em um modelo murino de gota que,
mediante a administracdo oral de BL51A, os parametros inflamatorios foram aliviados,
com um numero menor de neutréfilos na articulacdo, uma menor atividade de
mieloperoxidase no tecido periarticular e menores niveis de IL-1p na articulacdo dos
animais tratados. Os niveis de IL-10 na articulacdo do joelho, determinados por ELISA,
foram maiores do que 0s niveis dessa citocina nos animais nao tratados com BL51A.
Além disso, Vieira e colaboradores (2015b), em um modelo murino de infec¢do pulmonar
por Klebsiella pneumoniae, verificaram uma resolucdo do quadro mais rapida nos animais
tratados com BL51A, com menor dano pulmonar, uma atenuagdo da mortalidade e uma
grande reducdo na carga bacteriana gracas a maior producao de IL-10 no pulmao, que
desempenhou o papel principal na resolucdo da infeccdo e restaurou a homeostase do
tecido. Esses dados demonstram que a capacidade imunomoduladora de BL51A esta
intimamente ligada a expressdo de IL-10, como visto no presente trabalho, no qual foi
observado um aumento da expressdo da citocina IL-10 indicando estimulo da funcéo anti-
inflamatdria mediante a administracdo do lisado de BL51A no nosso modelo in vitro de
cultura de pele humana.

Levkovich e colaboradores (2013) observaram que camundongos recebendo
Lactobacillus reuteri em sua forma ativa, via oral, tinham a pele com aparéncia mais
saudavel apresentando aumento na espessura da derme, crescimento robusto dos pelos e
pH cuténeo significativamente mais baixo, sugerindo uma interacdo com a microbiota
residente. Esses efeitos foram relacionados a um aumento serico de IL-10. Em
camundongos knock-out para IL-10, a administracdo de probidticos ndo foi capaz de
induzir o brilho no pelo, e esses animais possuiam niveis de pH cutaneos mais alcalinos
demonstrando a importancia de 1L-10 para controle da inflamacéo.

A IL-10 é produzida pelos queratinocitos e células T. Possui agdo anti-
inflamatdria, inibindo a producéao de IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, TNF-a e IFN-
v € diminuindo a produgdo de moléculas de adesdo (Lee et al., 2013). Em camundongos
knock-out, foi observado que IL-10 funciona para completar reacdes inflamatorias e

restaurar as interacBes entre citocinas epidérmicas aos niveis basais, pela inibicdo da



112

producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1 e TNF-a (Uchi et al., 2000),
corroborando com os dados encontrados no presente trabalho, demonstrando que, quanto
maior 0 numero de células no infiltrado, maior a expressao de IL-10 e menor a expressao
de IL-1B e TNF-q.

Acerca dos dados de IFN-y, no presente estudo foi encontrada uma correlagao
positiva da expressdo de IFN-y ¢ o nimero de células perivasculares. O IFN-y ¢ a
principal citocina efetora da resposta Thl e € crucial na resolucdo de imunopatologias
relacionadas a alergias devido a seu perfil inibitorio de resposta contra alérgenos (Teixeira
et al., 2005).

O balango Th1/Th2 é extremamente importante e pode determinar se a resposta
imune é apropriada ou se ela leva a ocorréncia de doencas relacionadas ao sistema
imunoldgico. Uma superproducdo de citocinas Thl é relacionada a hipersensibilidade
tardia e doencas auto-imunes. Por outro lado, a base para as doencas alérgicas é o
desequilibrio no fen6tipo Th2 (Abbas et al., 1996).

INF-y promove a diferenciag@o de linfocitos ThO em subpopulacdes Th1, age nas
células B para inibir a producéo de IgE e inibe a proliferacdo de linfocitos Th2 (Drago et
al., 2012).

Esse aumento na expressdo de IFN-y mediante um aumento no niimero de células
perivasculares, causado pela administracdo do lisado de BL51A corrobora com os dados
de Kamyia e colaboradores (2016), que também verificaram um aumento na expressao
de IFN-y diante da administragdo de Streptococcus termophilus, promovendo imunidade
protetora aos camundongos que receberam o probiético. A administracdo de bactérias
acido laticas aumentou significativamente a produgdo de IFN-y e, simultaneamente,
suprimiu as citocinas Th2, modulando a diferenciacdo das células Th para Thl e células
produtoras de IFN-y, tornando-as predominantes na cultura celular.

A administracdo de Lactobacillus rhamnosus CGMCC a camundongos levou ao
aumento de INF-y, em um modelo de dermatite atopica, com diminui¢do dos sinais
cliinicos de dermatite, uma menor frequéncia de prurido e menores niveis de IgE
sanguineos (Tanaka et al., 2009).

Lei e colaboradores (2016) tambem verificaram que a administracdo oral de L.
rhamnosus GG e Escherichia coli Nissle 1917 combinados estimulou a producéo de IFN-
v, €m modelo gnotobidtico, que levou a um aumento na IgA intestinal e 1gG, protegendo

0s animais e diminuindo a diarreia causada por norovirus humano (HuNoV).
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Drago e colaboradores (2010), em um modelo in vitro verificaram que diferentes
cepas de um mesmo micro-organismo podem ter acdes contrarias na imunomodulacao.
Enquanto a administracdo de L. salivarius LDR0723 (depois patenteado como L.
salivarius LS01 DSM 22775) e L. salivarius CRL1528 levaram ao aumento na producgéo
de INF-y e diminui¢do na produgao de IL-4 e IL-5, favorecendo uma resposta Thl, a
administracdo de L. salivarius BNL1059 e L. salivarius RGS1746 provocou um efeito
inverso, favorecendo a producéo de citocinas Th2, ou seja, cepas diferentes da mesma
espécie tiveram efeitos opostos, demonstrando que € necessario muito cuidado na
avaliacdo de propriedades anti-inflamatdrias de bactérias, que devem ser realizadas
sempre com a mesma cepa antes de considerar sua utilizagdo como probidtico.

Em um ensaio clinico realizado com pacientes adultos com diagnostico de
dermatite atdpica, a administracdo via oral de Lactobacillus salivarius LS01 DSM 22775
em sua forma ativa foi capaz de diminuir o SCORAD dos pacientes, bem como a carga
bacteriana de Staphylococcus aureus na pele, estimulando a producéo de citocinas Thl,
com aumento na producdo de INF-y. Mais uma vez, os pesquisadores encontraram
resultados de imunomodulacdo opostos em cepas bacterianas distintas da mesma espécie
(Drago et al., 2012).

Devido ao pequeno nimero de amostras, ndo foi possivel fazer a correlacdo para
cada tratamento separadamente. No entanto, um maior namero de células perivasculares
foi correlacionado a uma maior atividade anti-inflamatoria, sendo que esse maior nUmero
de células foi observado, predominantemente, no TTO2, que recebeu a administracdo do
lisado de BL51A, atribuindo a presenca dessas células a atividade imunomoduladora
deste probiotico.

Nas amostras de pele tratadas somente com SP (TTO3), tratadas simultaneamente
com lisado de BL51A e SP (TTO4) e também nas amostras controle nédo tratadas (TTO1)
foi verificado baixo numero de células perivasculares.

Em estudos futuros, com maior nimero de amostras, a correlacdo de acordo com
cada tratamento poderd complementar as informacfes obtidas no presente estudo. A
andlise da expressdo de TGF-p, citocina anti-inflamatoria também ira contribuir para o

entendimento da funcédo das celulas perivasculares no modelo experimental estudado.
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9. SUMARIO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo podem ser resumidos como a seguir:

= Sensibilizagdes topicas sucessivas com o agente irritante oxazolona induziu um
aumento na atividade da enzima peroxidase eosinofilica (EPO) na pele de
camundongos hairless indicando a elicitacdo de processo inflamatdrio na pele.

= O tratamento com BL51A levou a uma reducdo significativa da medida da EPO
nos camundongos hairless sensibilizados pela oxazolona e tratados com BL51A
ativa, via oral, demonstrando efeito modulador desta bifidobactéria sobre este
indicador de eosinofilia tecidual.

= O modelo de cultura de pele humana descrito por Guéniche e colaboradores
(2010) funcionou melhor em amostras de pele de palpebra do que em amostras
de pele de mama, uma vez que, comparando-se as amostras de pele de mama e
de palpebra, ocorreu um maior extravasamento de células perivasculares com
perfil anti-inflamatorio nas amostras de pele de palpebra tratadas com BL51A.

= Para palpebra, a administracdo de substancia P na cultura de pele induziu um
pequeno aumento no numero médio de células ao redor dos vasos sanguineos na
derme. Para mama, ndo houve aumento do nimero de tais células.

= A pele em cultura, tanto de mama quanto de palpebra, apresenta uma resposta
inflamatoria natural, como verificado nas amostras ndo tratadas.

= A administracdo do lisado de BL51A induziu um aumento no nimero médio de
células ao redor dos vasos sanguineos da derme. Na derme superficial, esse
namero foi maior do que na derme profunda, em todos os casos. A analise
imunohistoquimica da expressdo de vérias citocinas sugeriu uma fungdo anti-
inflamatdria destas células perivasculares.

= O tratamento com o lisado de BL51A (aplicado por cima do epitélio)
simultaneamente com o tratamento com a SP (diluida no meio de cultura DMEM
— em contato com a derme profunda) levou a uma diminui¢do no nimero de
células ao redor dos vasos sanguineos da derme nas amostras de palpebra, o0 que
revela, indiretamente, o mecanismo inflamatério da SP, diante de uma
diminuicdo do numero de células anti-inflamatorias extravasadas observado

neste tratamento.
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= Esses resultados demonstraram que o modelo de inflamacdo em cultura de
células induzida pela SP proposto na literatura para simular um quadro de
dermatite ndo apresentou o efeito inflamatdrio robusto descrito pelos autores,

nas condicdes do presente estudo.

10. CONCLUSAO

A sensibilizacdo de camundongos hairless com a oxazolona gerou um aumento
na atividade de peroxidase eosinofilica na pele e esse aumento foi controlado pela
administracdo oral de BL51A em sua forma ativa, na concentragdo de 108 UFC/mL. A
administracdo topica do lisado de BL51A em modelo de cultura de pele induziu um maior
extravasamento de células dos vasos da derme superficial e derme profunda, provocando
0 aumento dos niveis de IL-10, IFN-y e diminui¢do dos niveis de de IL-1B e TNF-a
produzidos por tais células, indicando que a capacidade probidtica deste microrganimo

seria via imunomodulacao da pele tratada.
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Pesquisador Responsavel: Dr. Jacques Robert Nicoli
Endereco: Avenida Presidente Anténio Carlos, 6627, C.P. 486
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Telefone: (31) 3409-2737
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A senhora estd sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa
“AVALIACAO DO EFEITO PROBIOTICO DE BIFIDOBACTERIUM LONGUM 5'A EM
UM MODELO DE CULTURA CELULAR DE LESOES INFLAMATORIAS CUTANEAS
E INFECCAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS”. Neste estudo, pretendemos
comparar os efeitos de potencial probiodtico sobre aspectos cutaneos inflamatérios e
infecciosos de Bifidobacterium longum 54 como cultura pura ou lisado, com os efeitos
do Lactobacillus paracasei CNCM 1-2116 ST11 em um modelo de cultura de 6rgéo e
cultura de queratinécitos de epiderme humana normal.

O motivo que nos leva a estudar esses micro-organismos é que o0s probidticos
foram intensamente explorados por seus efeitos benéficos sobre a salde intestinal e,
atualmente, vém ganhando espaco em estudos que avaliam sua atuacdo em outros
ecossistemas, com resultados muito positivos. Seus efeitos sobre a pele vém sendo
analisados em artigos recentes, com indicios de um grande potencial de agdo anti-
inflamatoria e antimicrobiana, auxiliando na restauracdo da funcdo de barreira cuténea,

prevenindo fotoenvelhecimento, entre outros. O foco se situa tanto na parte clinica,
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explorando seu efeito preventivo e curativo diante das mais variadas afec¢des cutaneas,
quanto na parte estética, que tem como publico-alvo mulheres e homens de diversas
idades no mundo todo. No entanto, existem poucas pesquisas a respeito dos mecanismos
de acdo envolvidos nesses efeitos.

Apos o levantamento bibliografico sobre o tema, pode-se constatar que faltam
dados mais detalhados e uniformes para que a terapia com probidticos possa ser
empregada com confianca na rotina clinica, formando protocolos de utilizagéo seguros, e
ainda existe um campo enorme de exploracao de efeitos desses micro-organismos sobre
diversos aspectos da pele. Além disso, 0 emprego da cultura celular vem sendo cada vez
mais utilizado como um modelo experimental eficaz, reduzindo, dessa forma, a utilizagéo
de animais de laboratorio nas pesquisas. Atualmente, existem no mercado poucos
produtos a base de probioticos com beneficio a salde cutanea que tém, verdadeiramente,
seus efeitos benéficos comprovados por trabalhos cientificos. No entanto, se tratam de
produtos importados, e, dessa forma, com preco de venda mais elevado no Brasil. Como
sdo comercializados como cosmeéticos, ndo sao passiveis de regulamentacéo de valor pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ao contrario do que ocorre com
medicamentos. Geralmente, a indicacdo € de uso prolongado e o alto custo do tratamento
muitas vezes impede que pacientes possam dar continuidade a essa op¢édo de terapia, que
apesar de bem sucedida, é onerosa e faltam opc¢des mais viaveis aos consumidores. Esse
fato encoraja a exploracdo, identificacdo e esclarecimento dos mecanismos de acdo de
micro-organismos isolados no pais, que podem dar origem a um produto nacional e trazer
efeitos benéficos a salide cutdnea a um preco mais viavel, tornando-o mais acessivel aum
maior nimero de pessoas, 0 que justifica a realizacdo desse trabalho. E, para isso,
estudaremos o potencial probidtico da bactéria Bifidobacterium longum 5 sobre a pele,
por ja ter tido propriedades probidticas demonstradas por nosso grupo de pesquisa em
outros ecossistemas, em diversas publicacdes.

Para este estudo, as amostras cutaneas serdo levadas ao Laboratério de Imunologia
Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou (Fiocruz Minas), onde serdo
processadas e submetidas a ensaios de cultura de 6érgdo, nos quais testaremos as
propriedades dos micro-organismos em questdo em aspectos inflamatdrios e infecciosos,
com foco na saude cutanea.

Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer

vantagem financeira. VVocé sera esclarecida sobre o estudo em qualquer aspecto que
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desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu
consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua participacéo €
voluntaria e a recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade ou modificacéo na
forma em que ¢ atendido pelo pesquisador

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome
ou o0 material que indique sua participacéo ndo sera liberado sem a sua permissao.

A senhora ndo serd identificada em nenhuma publicacdo que possa resultar deste
estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
copia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade Federal de Minas Gerias e a outra sera fornecida a vocé.

Eu, ,  portador do

documento de identidade fui informada dos objetivos do estudo

“Avaliacio do efeito probidtico de Bifidobacterium longum 5* em um modelo de cultura
celular de lesbes inflamatdrias cutdneas e infeccdo por Staphylococcus aureus”, de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informac6es e modificar minha decisdo de participar se assim o
desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duvidas.

Belo Horizonte, de de

Nome Assinatura do participante Data

Nome Assinatura do pesquisador Data
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Nome Assinatura da testemunha Data
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Pesquisador Responsavel: Dr. Jacques Robert Nicoli
Endereco: Avenida Presidente Antonio Carlos, 6627, C.P. 486
CEP: 31270-901, Belo Horizonte — MG, Brasil
Telefone: (31) 3409-2737

E-mail: jnicoli@icb.ufmg.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da
pesquisa “AVALIACAO DO EFEITO PROBIOTICO DE BIFIDOBACTERIUM
LONGUM 5% EM UM MODELO DE CULTURA DE PELE HUMANA DE LESOES
INFLAMATORIAS CUTANEAS”. Neste estudo, pretendemos comparar os efeitos de
potencial prébidtico sobre aspectos cutdneos inflamatérios e infecciosos de
Bifidobacterium longum 5 como cultura pura ou lisado, com os efeitos do Lactobacillus
paracasei CNCM 1-2116 ST11 em um modelo de cultura de pele humana.

O motivo que nos leva a estudar esses micro-organismos é que o0s probidticos
foram intensamente explorados por seus efeitos benéficos sobre a saude intestinal e,
atualmente, vém ganhando espaco em estudos que avaliam sua atuacdo em outros
ecossistemas, com resultados muito positivos. Seus efeitos sobre a pele vém sendo
analisados em artigos recentes, com indicios de um grande potencial de acdo anti-
inflamatdria e antimicrobiana, auxiliando na restauracdo da funcéo de barreira cutanea,
prevenindo fotoenvelhecimento, entre outros. O foco se situa tanto na parte clinica,
explorando seu efeito preventivo e curativo diante das mais variadas afec¢Ges cutaneas,

quanto na parte estética, que tem como publico-alvo mulheres e homens de diversas
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idades no mundo todo. No entanto, existem poucas pesquisas a respeito dos mecanismos
de acdo envolvidos nesses efeitos. Apds o levantamento bibliografico sobre o tema, pode-
se constatar que faltam dados mais detalhados e uniformes para que a terapia com
probidticos possa ser empregada com confianca na rotina clinica, formando protocolos
de utilizagdo seguros, e ainda existe um campo enorme de exploragéo de efeitos desses
micro-organismos sobre diversos aspectos da pele. Além disso, o emprego da cultura
celular vem sendo cada vez mais utilizado como um modelo experimental eficaz,
reduzindo, dessa forma, a utilizacdo de animais de laboratdrio nas pesquisas. Atualmente,
existem no mercado poucos produtos a base de probidticos com beneficio a salde cutanea
que tém, verdadeiramente, seus efeitos benéficos comprovados por trabalhos cientificos.
No entanto, se tratam de produtos importados, e, dessa forma, com preco de venda mais
elevado no Brasil. Como sdo comercializados como cosmeéticos, ndo sdo passiveis de
regulamentacdo de valor pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ao
contrario do que ocorre com medicamentos. Geralmente, a indicacdo é de uso prolongado
e 0 alto custo do tratamento muitas vezes impede que pacientes possam dar continuidade
a essa opcao de terapia, que apesar de bem sucedida, é onerosa e faltam opg¢des mais
viaveis aos consumidores. Esse fato encoraja a exploragdo, identificacdo e esclarecimento
dos mecanismos de acdo de micro-organismos isolados no pais, que podem dar origem a
um produto nacional e trazer efeitos benéficos a salde cutanea a um preco mais viavel,
tornando-o mais acessivel a um maior numero de pessoas, 0 que justifica a realizacdo
desse trabalho. E, para isso, estudaremos o potencial probidtico da bactéria
Bifidobacterium longum 5'A sobre a pele, por ja ter tido propriedades probiéticas
demonstradas por nosso grupo de pesquisa em outros ecossistemas, em diversas

publicacoes.

Para este estudo, as amostras cutaneas serdo levadas ao Laboratério de Imunologia
Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou (Fiocruz Minas), onde serdo
processadas e submetidas a ensaios de cultura de pele, nos quais testaremos as
propriedades dos micro-organismos em questdo em aspectos inflamatorios e infecciosos,

com foco na salde cutanea.

Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Vocé sera esclarecida sobre o estudo em qualquer aspecto que
desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu

consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua participacéo €
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voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na

forma em que é atendido pelo pesquisador
O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome

ou o0 material que indique sua participacéo ndo sera liberado sem a sua permissao.

O(a) senhor(a) nao sera identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar

deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
copia serd arquivada pelo pesquisador responsavel, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade Federal de Minas Gerias e a outra sera fornecida a vocé.

Eu, , portador do

documento de identidade fui informado(a) dos objetivos do

estudo “Avaliagdo do efeito probidtico de Bifidobacterium longum 5* em um modelo de
cultura de pele humana de lesdes inflamatdrias cutaneas”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas

informac@es e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as

minhas duvidas.

Belo Horizonte, de de

Nome Assinatura do participante Data
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Nome Assinatura do pesquisador Data

Nome Assinatura da testemunha Data
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ABSTRACT

Aim: To investigate the immunomodulatory effects of the probiotic Bifidobacterium
longum 5™ (BL51A) lysate on human skin explant model.

Methods and Results: Eyelid and breast human skin fragments were collected from
plastic surgeries and cultured at air/liquid interface. To evaluate the immunomodulatory
effect of human skin exposure to BL51A lysate, the number of dermis’ perivascular
immune cells was counted and the expression of several cytokines by those immune cells
was evaluated by immunohistochemistry. Topically administered, BL51A lysate was
associated with an increase of the number of perivascular immune cells, mainly
mononuclear cells, in the dermis of eyelid and breast skin explants. Using Pearson’s
Correlation Coefficient, we observed a negative correlation of IL-1p and TNF-a
immunostaining of perivascular immune cells and a positive correlation of the IFN-y and
IL-10 expression levels by mononuclear cells present in the dermis of skin treated with
BL51A lysate when compared to the untreated controls.

Conclusions: Our data indicate that the BL51A lysate has an immunomodulatory effect
in the skin. Further investigation will be necessary to elucidate the specific role of each
cytokine.

Significance and Impact of the Study: Our findings shed light on the
immunomodulatory effects of a new strain of the probiotic B. longum 5, over skin health

and also on mechanisms by which its lysate form exerts its beneficial effects.

Keywords: Probiotics; Biopharmaceuticals; Immunology; Lactic acid bacteria;

Bioproducts.
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INTRODUCTION

Probiotics are capable of exerting beneficial effects by several ways such as:
competition with pathogenic microorganisms over nutrients and adhesion sites (Prince et
al., 2012), antimicrobial metabolite production (Ornellas et al., 2017), pathogen co-
aggregation (Tiago et al., 2012) and immunomodulatory effects (Vieira et al, 2015a;
Vieira et al., 2015b). The effects of probiotics beyond the gut were confirmed in several
studies (Messaoudi et al., 2011; Hsiao et al., 2013; Tillisch et al., 2013; Costa et al., 2014;
Xuetal., 2016; Mognaet al., 2016), including skin health, modulating the immune system
locally and systemically acting on specific and nonspecific immunity (Guéniche et al.,
2010b), on its active form , i.e. viable cells (Sugimoto et al., 2012) or as bacterial lysate
form (Guéniche et al., 2010a).

Probiotics can inhibit cutaneous infection by Staphylococcus aureus (Baba et al.,
2010; Prince et al., 2012; Shah et al., 2012), reduce the risk of atopic dermatitis in children
(Kalliomaki et al., 2001; Kalliomaki et al., 2003; Kalliomaki et al., 2007), improve the
symptoms in patients with atopic dermatitis (Niccoli et al., 2014) reducing IL-5, IL-6, IgE
and IFN-y levels (Yesilova et al., 2012) and transepidermal water loss (Guéniche et al.,
2014).

The first data regarding topical dermatological treatment with bacteria was
published in 1912 by Peyri, in which he locally administered brewer’s yeast, milk bacilli,
milk combined with the “Bulgarian bacillus” and with Staphylococcus cultures in
lesioned skin, with impetigo contagiosa, impetigo of Bockhart, ecthyma, sycosis, eczema,
acne, and seborrhea ortinea tonsurans. Peyri verified that “harmless microorganisms”
acted favorably such as for superficial pyodermias where the application of brewer’s yeast

always resulted in a more rapid care of the lesions than is the case under ordinary forms
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of treatment. In all lesions associated with seborrhoea, the use of Bulgarian bacillus
cultures in milk seemed to act also very favorably (Peyri, 1912). Since then, a large
number of studies have related beneficial effects of probiotics topically applied in human
skin (Baba et al., 2006; Gueniche et al., 2008a; Guéniche et al., 2008b; Muizzudin et al.,
2012). Nowadays, cell and organ skin cultures have been widely used to prove these
desirable effects (Baba et al., 2010; Guéniche et al., 2010b; Sultana et al., 2013; Kim et
al., 2014; Mohammedsaeed et al., 2014; Ra et al., 2014).

As an example, it has been demonstrated that topical administration of
Bifidobacterium longum lysate, in a skin explant model, resulted in a beneficial effect
over many inflammation parameters, such as reduced vasodilatation, oedema, tumour
necrosis factor-o (TNF-a) expression and mast cells degranulation (Guéniche et al.,
2010a).

A new strain of Bifidobacterium longum isolated by our group and named BL51A
had its beneficial effects over intestinal, respiratory and articular pathologies
demonstrated in several studies (Guerra et al., 2011; Souza et al., 2012; Vieira et al.,
2015a; Vieira et al., 2015b; Mendes et al., 2017). These effects were obtained mainly
through immunomodulatory actions, such as faster inflammation resolution, with increase
of interleukin-10 (IL-10) expression, less tissue damage, with substantial reduction of
bacterial charge and saving 100% of mice in the case of mice infected intra-tracheally
with Klebsiella pneumoniae (Vieira et al., 2015b). In addition, in a murine model of gout,
BL51A reduced hypernociception, neutrophil accumulation in the joint and
myeloperoxidase activity in periarticular tissue. Oral administration of the viable form of
BL51A also inhibited the production of CXCL1 and interleukin-1f in the joints and
increased IL-10 expression in the knee tissue, (Vieira et al., 2015b). When compared to

other bifidobacteria such as B. breve 110'A, B. pseudolongum 119'4and B. bifidum 1622,
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BL51A showed the best probiotic potential as demonstrated by its greatest sensitivity to
antimicrobials, best growth rate and highest capacity to produce antagonistic substances
against various pathogenic agents (Souza et al., 2013).

The aim of the present study was to investigate the immunomodulatory effects of
the BL51A lysate over cutaneous normal skin using a skin explant model at air liquid

interface.

MATERIALS AND METHODS

BL51A culture conditions and lysate preparation

Bifidobacterium longum 5 (BL51A) was isolated in our laboratory from the
faeces of a healthy child and identified by Gram stain, growth atmosphere determination,
biochemical tests and DNA sequencing, according to Kwon et al. (2005). BL51A was
cryopreserved in De Man, Rogosa and Sharp broth (MRS, Difco, Sparks, USA)
supplemented with 20% (v/v) glycerol at -80°C. Before use, the bacterium was cultured
three times in MRS broth supplemented with 0.1% L-cysteine , 0.1% hemin and 0.1%
menadione (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) by incubation during 24 hours at 37°C in an
anaerobic chamber (Forma Scientific Company, Marietta, USA) containing an
atmosphere of 85% N2, 10% H2 and 5% CO..

BL51A lysate was prepared according to Sultana et al. (2013) and Prince et al.
(2012). Briefly, cultures were spectrophotometrically (OD600 nm) adjusted to 10 colony
forming units (CFU)/ mL, centrifuged (15,000 x g for 10 minutes), washed three times
with phosphate-buffered saline (PBS), and resuspended in 1 mL of Dulbecco’s minimal
essential medium (DMEM,; Sigma Aldrich). Bacterial lysis was done by using a ultrasonic

liquid processor (Vibra-Cell, Sonics, Newton, USA). To remove any whole bacteria
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remaining the lysate was filter sterilized. A volume of 40 pL of the filtered lysate was

used to treat skin explants, as previously described by Gueniche et al. (2010a).

Culture of human skin explants

The in vitro experiments with human skin samples were approved by the Ethic
Committee of the Conselho Nacional de Saide (CONEP) with protocol number CAAE
44452015.3.0000.5149. Formal written consent was obtained from all the skin donors.

Five samples of both breast and eyelid skins were obtained from healthy donors
submitted to mammoplasty and upper lid blepharoplasty surgeries, respectively. Skin
fragments were collected in DMEM culture medium supplemented with 100 U/mL
penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Gibco, Grand Island, USA) and immediately
transported to the tissue culture room for processing within a maximum period of 60
minutes. Skin fragments were washed three times with DMEM supplemented with 100
U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Gibco) and then cut into 1 cm? full-
thickness pieces. Subcutaneous fat was removed using a surgical scalpel. Skin samples
were then placed on culture inserts with 12 um pore size filter (Millipore, Billerica, USA)
and the uppermost epithelium at an air/liquid interface. The inserts were set on 12 well
plates (Millipore) containing DMEM (Sigma Aldrich) supplemented with 100 U/mL,
penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Gibco), epidermal growth factor 10 ng/mL
(Sigma Aldrich) and 10% fetal calf serum (Gibco). Cell culture media was added to the
wells so that the surface of the medium reached the filter level. Cohesion between skin
and insert was obtained with a polysiloxane vinyl seal in such a way that neither skin
retraction nor lateral passage of any applied topical product towards the dermis was
possible. Skin samples were kept under these survival conditions for 5 hours at 37°C ina

humidified incubator with 5% CO> before any treatment. For breast and eyelid skins, 40
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UM and 10 uM of Substance P (SP), a well known inflammation inducer, (Calbiochem,
China) were added, respectively, to the culture medium and skin samples were maintained
in culture for additional 24 hours (Branchet-Gumila et al., 1999; Guéniche et al., 2010b).
As negative control, a similar preparation, but without SP administration was used.
Simultaneously, skin cultures, both for breast and eyelid skin, were stimulated or not with
BL51A lysate administration over the epithelium, in a volume of 40 pL. Histological and
immunohistochemical analyses were performed to evaluate the number of perivascular
immune cells in the superior and lower dermis and to assess the expression levels of IL-

1B, IL-6, IL-18, TNF-a, IFN-y and IL-10, respectively.

Histological evaluation

To estimate the number of perivascular immune cells around vessels in the
superior (SD) and lower dermis (LD), the skin samples explants were removed from the
inserts, fixated in 3.7% formaldehyde for at least 24 hours and embedded in paraffin.
Sections of 5 um were stained with hematoxylin and eosin and the number of vessels was
counted in 10 fields for both SD and LD sections by light microscopy (Olympus BX). On
each field, the number of perivascular immune cells around the vessel with major
cellularity was counted. Then, by multiplying the number of vessels by the number of
immune cells, we have obtained an estimative of the immune cell number in the skin
samples by mean. Due to the different thickness of SD and LD of the skin explants, the
data were standardized accordingly to the area, considering a 10% area of SD and 80%
area of LD (with 10% epithelium, forms 100% skin structure). Double blind assessment
of the histological features of all samples was carried out by two investigators through

visual scoring.
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Immunohistochemical analyses

IL-1p, IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a and IFN-y immunostaining was performed on
4-um sections of formalin-fixed, paraffin-embedded biopsy specimen using the
Novolink™ Polymer Detection System (Novocastra, Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany). Deparaffinization with xylene and rehydration through a graded alcohol series
was followed by antigen retrieval by heating at 90°C for 10 minutes in EDTA buffer, pH
9.0. After blocking endogenous peroxidases (DakoCytomation, Glostrup, Denmark), the
deparaffinized sections were incubated for 1 hour at room temperature with IL-1p, IL-10,
IL-6, IL-18, TNF-a and IFN-y antibodies [anti-IL-1p (Cat#SC-130323, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA, 1:200); anti-IL-18 (Cat#SC-7954, Santa Cruz
Biotechnology, 1:200), anti-IFN-y (Cat#Ab9657, Abcam, Cambridge, United Kingdom;
1:200), anti-1L-6 (Cat#Ab9324, Abcam, 1:200), anti-TNF-a (Cat# 9579, Abcam, 1:100),
anti-1L-10 (Cat#Ab134742, Abcam, 1:200)]. The sections were then incubated at room
temperature for 30 minutes with the Novolink polymer DS and washed twice with Tris-
borate saline for 5 minutes. Peroxidase activity was developed using a diaminobenzidine
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) solution for 30 minutes at room temperature,
counterstaining was performed using Harris hematoxylin, and then evaluated by light
microscopy.

IL-1pB, IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a and IFN-y expression levels in perivascular
immune cells around vessels in the superior (SD) and lower dermis (LD) of the skin
samples explants were graded as score 0 (no staining), score 1 (weak staining), score 2
(moderate staining) and score 3 (strong staining). Cytokines expression levels were

considered as basal for score 0 or 1 and high for score 2 or 3.

Statistical analysis
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Histological data from in vitro assays with breast and eyelid skins were submitted
to Student’s T test. To verify the function of perivascular immune cells by correlating the
number of perivascular immune cells in the dermis and the immunohistochemical score
of IL-1p, IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a and IFN-y, we used the Pearson Correlation

Coefficient. Data were considered significantly different when p<0.05.

RESULTS

Effect of the BL51A lysate on the number of dermal perivascular cells in human
skin explants

In both breast and eyelid skin explants, topical administration of the BL51A lysate
increased the number of immune cells around the vessels of the dermis. Notably, this
increase was higher in the eyelid skin samples, as shown in Figure 1.

Addition of SP to the skin culture medium was not able to increase the number of
perivascular immune cells neither in breast nor eyelid skin under the conditions used in
the present study.

Interestingly, addition of SP to the eyelid skin culture medium prevented the
increase in the number of perivascular immune cells caused by the administration of
BL51A, as shown in Figure 2. By using Student’s T test to compare both treatments, we
verified a tendency to a difference between the eyelid skin samples treated only with
BL51A lysate and the eyelid skin samples treated with BL51A lysate and sensitized with

SP (SD: p =0.09; LD: p =0.06 and total dermis: p = 0.07).

Effect of the BL51 lysate administration on expression of IL-1p, IL-10, IL-6, IL-18,

TNF-a and IFN-y in human skin explants



150

To better understand the function of the perivascular immune cell seen in eyelid
dermis following BL51A administration, the histological findings were correlated to the
immunohistochemical scores of the expression of IL-1pB, IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a and
IFN-y, as shown on Table 1 and Figure 3. The percentage of immune cells expressing
basal (scores 0 and 1) or high levels (scores 2 and 3) of each of those cytokines after
BL51A administration and controls are shown in Table 1. A negative correlation was
observed between IL-1 and TNF-a expression and the number of perivascular cells (r=
-0.531; p = 0.001 and r = -0.454; p = 0.007, respectively), as shown in Table 1. On the
other hand, a positive correlation was observed between IL-10 and IFN-y production and
the number of perivascular immune cells (r = 0.433; p = 0.039 and r = 0.388; p = 0.016,
respectively). Noteworthy, the immunostaining intensity of each cytokine by epidermal

cells was used as internal control, as shown in Figure 3.

DISCUSSION

In the present study, an increase in IL-10 production by perivascular immune cells
of human skin treated topically with BL51A lysate was observed, suggesting that these
cells might have an immunomodulatory function induced by this probiotic. Indeed, the
induction of IL-10 expression exerted by BL51A orally administrated in its active form
was previously observed in our laboratory using murine models of gout (Vieira et al.,
2015a) and pulmonary infection by Klebisiella pneumonia (Vieira et al., 2015b), but
when orally administered in its active form. Additionally, a cutaneous inflammatory
hairless mouse model using oxazolone as inductor of inflammation, showed a decrease
of eosinophil peroxidase activity in mice that received orally BL51A on its viable form
(unpublished data). A possible explanation for these various beneficial effects of the

bacteria administered orally could be the fermentative production of acetate by BL51A
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administered orally to the sensitized mice. It is known that acetate binding to GPR43
intestinal receptors has an immunomodulatory effect (Vieira et al., 2013). However, for
an immunomodulatory effect induced by the topical application of bacterium lysate, the
hypothesis would have to be different (structural component of the bacterial cell, as an
example). According to Mohammedsaeed et al. (2015), bacterial lysates are more useful
than live bacteria in topical formulations due to logistic requirements, since maintaining
viability of live bacteria in topical formulations is a hard task. Microbe-associated
molecular patterns (MAMPS) bind to Toll-like receptors (TLRs) expressed by epidermal
keratinocytes located on the cell surface, such TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 and TLR6,
leading to the activation of signalling pathways. TLR expression by keratinocytes might
be crucial for promoting skin immune responses, as activation of these receptors on
human Kkeratinocytes leads to a predominant Thl-type immune response and to the
production of type I interferons (Nestle et al., 2009).

In the present study, the administration of BL51A lysate had a positive correlation
on IFN-y levels. Since IFN-y is the major effector cytokine of T helper 1 (Th1) response,
this cytokine is crucial in the resolution of immunopathologies related to allergies, whose
origin is mostly associated to an unbalanced Th2 response. In this way, IFN-y has an
inhibitory action against antigens (Abbas et al., 1996; Teixeira et al., 2005), as verified
with the administration of Lactobacillus rhamnosus CGMCC in a murine model of atopic
dermatitis which led to an increase of IFN-y production, resulting in a lower pruritus
frequency, a reduction of disease symptoms and lower immunoglobulin E levels (Tanaka
et al., 2009). Oral treatment with Lactobacillus salivarius LS01 DSM 22775 in adult
patients diagnosed with atopic dermatitis resulted in increased IFN- y levels, with
reduction of Scoring Atopic Dermatitis (SCORAD) and of bacterial load of

Staphylococcus aureus on skin (Drago et al., 2012).
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Topical administration of lysate of BL51A to skin explants increased the number
of perivascular immune cells in the dermis of healthy eyelid and breast skin. Using a
lysate of a Bifidobacterium bifidum strain, Mouni et al. (2009) also observed a significant
increase of CD8 molecules in a dose-dependent manner in peripheral blood mononuclear
cells of healthy subjects, increasing cytotoxic activity of peripheral CD8+ cells. The
beneficial effects of topical use of a lysate from another B. longum strain were also
reported by Sultana et al. (2013). These authors observed an enhanced tight-junction
barrier function by the increase of transepithelial electrical resistance correlated with
elevated expression of tight-junction protein components. In addition, by using B. longum
lysate administration, Guéniche et al. (2010a) observed a decrease in mast cell
degranulation in skin explants. When BL51A lysate was applied with SP, there was no
raise in the number of perivascular cells in breast and in eyelid skin, differently then when
BL51A was applied without SP. The administration of BL51A increased the number the
perivascular immune cells in dermis and this increased number was positively correlated
with the production of IL-10, an anti-inflammatory cytokine. Therefore, we believe that
SP prevented this immunomodulatory effect triggered by BL51A.

According to Lee et al. (2013), irritant stimuli on skin promotes the loss of
epidermal barrier with release of the pro-inflammatory mediators IL-1 and TNF-a, which
stimulate leukocyte recruitment and production by keratinocytes, fibroblasts and
endothelial cells of other pro-inflammatory cytokines and chemokines, perpetuating a
continuous inflammatory response. In the present study, we verified a negative
correlation between IL-18 and TNF-a levels and the number of perivascular cells in eyelid
dermis when BL51A was administrated. Noteworthy, TNF-a levels were also decreased
by topical administration of a B. longum lysate in skin explants sensitized by SP

(Guéniche et al., 2010a) as well as by administration of LPST11 in a cell culture also
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sensitized by SP (Guéniche et al., 2010b). Administration of B. breve in a murine model
prevented damage caused by ultraviolet radiation exposure, reducing IL-1p levels by skin
cells (Sugimoto et al., 2012).

Our findings suggest that the probiotic BL51A administrated topically as a lysate
exerted its immunomodulatory effects over healthy human skin tissue, by increasing IL-
10 production and decreasing IL-1p and TNF-a. We believe that continuous topical

administration of BL51A lysate may help to improve cutaneous immunity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Simple medium of immune cells in breast and eyelid skin explants. BL51A +
SP: administration of BL51A and P Substance. BL51A: administration of BL51A. SP:

administration of P Substance.

Figure 2. Light microscopy images of histological analyses of eyelid skin, with zoom in
lower right corner, in (A) C: Control, without any administration. (B) BL51A:
administration of BL51A. (C) SP: administration of P Substance. (D) BL51A + SP:
administration of BL51A and P Substance. Zoom picture on right corner shows

perivascular inflammatory infiltrate in the superior dermis (SD).

Figure 3. Light microscopy images of TNF-a, IFN-y, IL-1R, IL-6, 1L-10 and IL-18
immunostaining of skin explants treated with BL51A lysate. The intensity colour of the

epidermis was the control for all reactions.
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Table 1. Immunostaining levels of perivascular immune cells presenting basal or high
levels of IL-1p, IL-10, IL-6, IL-18, TNF-a and IFN-y in human skin explants exposed to

BL51A lysate and correlation between the number of these dermis perivascular immune

cells of breast and eyelid skin and immunohistochemistry levels.

Cytokine Basal Number of perivascular immune Number of
(Score 0 or cells expression on dermis (%) perivascular
1) or High immune
(Score 2 or cells on
3) Level dermis vs.
IHQ
expression
C BL SP BL + SP
IL-1B Basal 25,71 25,71 20 28,57 r=-0.531
High 37,5 25 25 12,5 p =0.001
IL-10 Basal 33,33 20 26,67 20 r=0.433
High 20 33,33 20 26,67 p =0.039
IL-6 Basal 33,33 | 33,33 | 11,11 22,22 r=0.316
High 26,47 | 23,53 | 26,47 23,53 p = 0.056
IL-18 Basal 38,89 | 27,78 | 11,11 22,22 r =0.043
High 23,81 | 23,81 | 2381 28,57 p=0.811
TNF-a Basal 25 25 25 25 r=-0.454
High 30,43 | 21,74 | 26,09 21,74 p = 0.007
IFN-y Basal 41,67 16,67 16,67 25 r =0.388
High 22,58 | 29,03 | 29,03 19,35 p=0.016

C: control, without any administration; BL: administration of BL51A lysate; SP: administration
of Substance P; BL + SP: administration of BL51A and Substance P. Immunostaining basal levels
considered as score 0 (no expression) and score 1 (low expression) and high levels considered as
score 2 (moderate expression) and score 3 (strong expression). r = Pearson’s Coefficient; p =
Probability, considered as significant when p<0.05.
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Figure 1
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Figure 2
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