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RESUMO

O aumento da prevaléncia de casos de alergia alimentar se tornou um entrave para
a saude publica culminando em gastos alarmantes para esses setores. A alergia
alimentar é desencadeada quando ha a ativagao exacerbada do sistema imune por
antigenos da dieta. Os sintomas podem variar desde dor abdominal até os casos
mais graves de anafilaxia. Uma das terapias alternativas que tem sido estudada € o
uso de probidticos devido as suas comprovadas propriedades imunomodulatorias.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito probiotico de Saccharomyces
cerevisiae UFMG A-905 em um modelo murino de alergia alimentar, analisando
parametros clinicos, histologicos, imunoldgicos e microbiolégicos, além de avaliar a
dose-resposta, o efeito da viabilidade da levedura e do sobrenadante da cultura.
Para isso, camundongos foram sensibilizados com ovalbumina (OVA) (dia 0). Apos
14 dias eles receberam um reforgo imunologico. O grupo controle recebeu apenas o
adjuvante com salina no dia 0 e apenas salina no 14° dia. No 18° dia, os
camundongos receberam o respectivo tratamento de S. cerevisiae UFMG A-905 ou
seu sobrenadante, até o fim do experimento (dia 28). A partir do 21° dia os animais
foram desafiados com uma dieta contendo OVA. No 28° dia, os camundongos foram
eutanasiados. A administracao oral de S. cerevisiae UFMG A-905 viavel promoveu a
atenuacao significativa do grau de leséo tecidual, além de suprimir significativamente
os niveis de MPO, e esta reducéo apresentou um perfil dose-dependente. Ademais,
o tratamento apresentou uma tendéncia a reducdo de aproximadamente 50% do
recrutamento de eosindfilos, atenuando o infiltrado inflamatorio. E ainda, o presente
estudo demonstrou que o tratamento promoveu uma redugéo significativa dos niveis
da citocina IL-17. Além disso, a administracdo do sobrenadante da cultura viavel da
levedura também promoveu uma supressdo significativa dos niveis de MPO.
Entretanto, em relacdo aos paréametros sistémicos, IgE e IgG anti-OVA, que séo
essenciais para o desencadeamento do processo alérgico, ndo houve efeito,
sugerindo que a levedura possui um efeito local, mas n&o sistémico, no modelo
avaliado. Portanto, a administracédo oral de S. cerevisiae UFMG A-905 promove um
efeito probidtico local, dose-dependente e que depende da viabilidade da levedura.
Palavras-chave: Alergia alimentar, probidtico, S. cerevisiae UFMG A-905, infiltrado
inflamatério, 1L-17.
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ABSTRACT

The increased prevalence of food allergy cases has become an obstacle to public
health leading to a relevant economic cost for the health care system. Food allergy is
triggered when there is an abnormal activation of the immune system by food
allergens. Symptoms of food allergy can range from abdominal pain to the most
severe anaphylactic cases. One of the alternative therapies that have been studied is
the use of probiotics, given its proven immunomodulatory proprieties. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the probiotic effect of S. cerevisiae UFMG A-905 in
an in vivo model of food allergy, analyzing clinical, histological, immunological and
microbiological parameters. In addition, the dose-response, the effect of the viability
of the yeast and the supernatant of the culture were also evaluated. For this purpose,
mice were sensitized with ovalbumin (OVA) (day 0). After 14 days they received a
booster. The control group received only the adjuvant with saline by day 0 and only
saline on 14™ day. On 18" day, mice received daily the respective treatment of S.
cerevisiae UFMG A-905 or its supernatant, until the end of the experiment (28" day).
From 21° day until the end the mice were challenged with a diet containing OVA. On
28™ day mice were euthanized. Oral administration of viable S. cerevisiae UFMG A-
905 led to a significant attenuation of the degree of tissue injury, and in addition, it
promotes a significant reduction of MPO levels, this reduction presenting a dose-
dependent profile. Furthermore, the treatment promoted a tendency to reduce
approximately 50% of eosinophil recruitment, attenuating the inflammatory infiltrate.
In addition, the present study showed that the treatment promoted a significant
decrease of the cytokine IL-17 levels. Furthermore, the administration of the
supernatant of the viable culture of the yeast also promoted a significant reduction of
the MPO levels. However, considering the systemic parameters IgE e I1gG anti-OVA,
which are essentials for the triggering of the allergic process, there was no effect,
suggesting that the yeast promotes a local but not systemic effect, in the model
evaluated. Therefore, oral administration of S. cerevisiae UFMG A-905 led to a local,
dose-dependent probiotic effect that depends on the viability of the yeast.

Key words: Food allergy, probiotic, S. cerevisiae UFMG A-905, inflammatory
infiltrate, 1L-17.
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1. INTRODUGAO

1.1 Epitélio intestinal

O intestino é um dos sitios anatdbmicos que esta em contato direto com o
ambiente externo (Salvo et al., 2015). Ele consiste de um sistema tubular que
apresenta seu lumen revestido pelo epitélio intestinal, que € composto por uma
camada unica de células colunares organizadas em criptas e vilosidades. Nas
criptas sdo encontradas células tronco e células de Paneth, enquanto os enterdcitos,
células Tuft, células enteroenddcrinas e as células caliciformes produtoras de muco
podem ser encontradas ao longo do eixo cripta-vilosidades, como apresentado na
Figura 1 (Elliott et al., 2015; Zhang et al., 2015).

Vilosidade:
- Células diferenciadas

(®) Enterécito
o Célula caliciforme

Célula enteroenddcrina
@ )Célula de Paneth
@u»Célula de Tuft

Células Progenitoras

) Progenitor secretorio

(e Progenitor enterécito

@ célula de amplificagdo transitoria
Células tronco

@8® Células tronco

@ células tronco

Cripta:
™ Proliferagao celular

Figura 1. O epitélio intestinal de mamiferos. Adaptado de Elliot et al. (2015).

As células tronco presentes nas criptas sao responsaveis por manter a taxa
de renovagao celular e podem ser agrupadas em dois diferentes grupos. O primeiro
€ caracterizado por ter a capacidade de gerar todos os tipos de células do epitélio
intestinal, enquanto o segundo € formado por células quiescentes que podem dar

origem ao primeiro grupo e serem capazes de proliferar e reconstruir o epitélio
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(Elliott et al., 2015). Apds a diferenciagcéo, essas células migram, e apos 3 a 5 dias
séo esfoliadas para dentro do lumen intestinal, sendo eliminadas. Esse processo &
essencial para que haja a eliminagédo de patégenos e consequente manutengao da
homeostase e da permeabilidade intestinal (Pl) (Zhang et al., 2015).

As células de Paneth sdo capazes de secretar defensinas, lisozimas e outras
proteinas que atuam como antimicrobianos (Elliott et al., 2015), sendo essenciais
para a manutencdo da homeostase entre hospedeiro e microbiota intestinal (Gassler
et al., 2017).

Os enterdcitos sdo as células mais encontradas nas vilosidades intestinais
(cerca de 90%) e sao responsaveis pela digestdo e absorgédo de nutrientes, além de
formar a barreira intestinal (Elliott et al., 2015; Gassler et al., 2017), sendo, portanto,
essenciais para as fung¢des basicas do trato digestivo.

As células de Tuft constituem de 0,4 a 2% do epitélio intestinal e possuem
capacidade sensorial, atuando em processos de eliminagdo de patdégenos, além de
liberar mediadores e promover a interacdo entre o lumen intestinal e as células
epiteliais e ndo epiteliais (Cheng et al., 2018).

As células enteroenddcrinas constituem menos de 1% do total de células
epiteliais intestinais e auxiliam na regulagcdo de secregdes gastrointestinais,
consumo de alimentos e saciedade (Sternini et al., 2008).

Por fim, as células caliciformes auxiliam na apresentagdo de antigenos para
as células dendriticas e sao responsaveis pela producdo constante de muco. O
muco produzido e secretado por essas células entra em contato com as substéncias
antimicrobianas secretadas pelas células de Paneth que, juntamente com o
movimento peristaltico, auxilia na eliminacao de patégenos (Pelaseyed et al., 2014).

Todos esses tipos celulares apresentados sdo conectados por jungdes que
dificultam a passagem de moléculas pré-inflamatoérias, além de regular a passagem
de eletrdlitos, nutrientes e agua do lumen para a mucosa intestinal e sistema
circulatério (Pelaseyed et al., 2014; Lee et al., 2015).

As juncdes oclusivas sdo formadas por proteinas transmembranas, como
claudinas, ocludinas e jun¢des de adesdo moleculares que, juntas, constituem uma
barreira ao transporte paracelular de moléculas, como apresentado na Figura 2 (Lee
et al., 2015).

Outro fator que contribui para manutengdo da homeostase e integridade do
trato gastrointestinal (TGI) é a presenga do tecido linfoide associado ao intestino
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(GALT, do inglés gut associated lymphoid tissue) (Faria et al., 2013). Este é
composto por foliculos linfoides como as placas de Peyer (PP) e foliculos linfoides
isolados (Jung et al., 2010). As PP e os foliculos linfoides isolados apresentam
células M (Microfold), células dendriticas e linfocitos T e B. As células M sao células
epiteliais responsaveis por interagir com antigenos e bactérias, e os direcionar para
o GALT, para que haja o desencadeamento da resposta imune e controle de

potenciais infec¢des (Ohno et al., 2015).
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Figura 2. Estrutura molecular das junc¢oées intracelulares do tecido epitelial intestinal.
Adaptado de Lee et al. (2015).

As ceélulas dendriticas pertencem ao sistema imune (Sl) inato e séo
responsaveis por processar proteinas e apresentar os antigenos na presenca do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) aos linfécitos T naive (Collin et al.,
2018). Os linfocitos T e B sédo células essenciais para a resposta imune e defesa do
organismo contra patdégenos. Esta resposta consiste basicamente de cinco fases:
reconhecimento do antigeno; ativacdo dos linfocitos, eliminagcdo do antigeno,
declinio e memdéria (Abbas et al.,, 2007). Na fase de reconhecimento ocorre a
localizagdo e reconhecimento de antigenos pelos linfécitos T naive. Em seguida, o
processo de ativacao e diferenciagcao € desencadeado, dando inicio ao processo de
expansao clonal. Ao se diferenciarem, os linfécitos T naive se transformam em
linfocitos efetores, como os linfocitos B (responsaveis principalmente pela produgéo
de anticorpos); linfocitos T auxiliares (cuja principal fungdo € a produgédo de
citocinas, que sao proteinas desencadeadoras de diversos processos pro ou anti-

inflamatorios); linfécitos T citotdxicos (que promovem a lise de células infectadas por
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micro-organismos) e ceélulas NK (do inglés, natural killer) (que também promovem a
eliminacao de células infectadas) (Abbas et al., 2007).

Os linfocitos T e B também podem ser encontrados na lamina propria (LP)
juntamente com as células plasmaticas, macréfagos e células dendriticas. Na LP as
células apresentadoras de antigenos interagem com os antigenos e os apresentam
aos linfocitos T e B, induzindo a producdo de sIgA (imunoglobulina do tipo A
secretoria) (Fagarasan et al., 2003; Faria et al.,, 2013). Essa imunoglobulina é
produzida pelos plasmécitos da mucosa e se distingue da IgA por possuir uma
glicoproteina, de aproximadamente 80 kDa, conhecida como componente secretorio
(Brandtzaeg et al., 2009). A principal fungdo dessa glicoproteina € interagir com
antigenos soluveis ou particulados e promover sua eliminagdo em um processo

denominado imuno exclus&o (Brandtzaeg et al., 2013).

1.2 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal também desempenha um papel protetor na integridade
e homeostase do trato digestivo (Sekirov et al., 2010). Essa microbiota corresponde
ao conjunto de micro-organismos que habitam o lumen intestinal e estdo em
simbiose com o hospedeiro (Aitoro et al., 2017). Durante o nascimento, o neonato
entra em contato com a microbiota materna, vaginal ou cutanea, dependendo do tipo
de parto, dando origem ao microbioma do neonato (von Mutius et al., 2017). A
composi¢cado da microbiota intestinal € complexa e envolve bactérias, fungos, virus e
protozoarios, sendo que as bactérias sdo os micro-organismos predominantes
(Laforest-Lapointe et al., 2017). Alguns estudos apontam a dominancia dos filos
Bacteroidetes e  Firmicutes, enquanto Proteobacteria, Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Fusobacteria, Cyanobacteria estdo presentes em menor quantidade
no adulto (Sekirov et al., 2010; Sommer et al., 2013).

Alguns trabalhos relatam que a microbiota intestinal e seus metabdlitos, em
associagdo com a exposicdo nos primeiros estagios da vida aos antigenos
provenientes da dieta, auxiliam na tolerancia oral e defesa contra o
desencadeamento de processos alérgicos (Aitoro et al., 2017). O processo de
tolerancia oral pode ser definido como uma resposta reguladora do Sl frente a
substancias inocuas, como as proteinas provenientes da dieta. Inumeros
mecanismos tém sido associados a tolerancia oral, principalmente a regulagdo ativa

exercida pelas células T regulatorias (Treg) (Pabst et al., 2012). Este processo
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baseia-se na amostragem de antigenos, componentes da dieta e da microbiota
intestinal, presentes no lumen, pelos macrofagos. Os macrofagos projetam seus
dendritos através da barreira epitelial em direcdo ao lumen e, posteriormente, o
antigeno € direcionado pelos macrofagos para as células dendriticas que
promoverao a geragao de ceélulas Treg antigeno especifico, permitindo a regulagéo
da resposta imune tipo Th2. Esta € essencial para o desencadeamento da cascata
inflamatoria que culmina nos processos alérgicos (Abdel-Gadir et al., 2018; Paul et
al., 2010).

Alteracbes nesses componentes de tolerancia oral e de manutencdo da
homeostase que desencadeiam a passagem exacerbada de substancias, que
normalmente sdo impedidas de passar pela barreira intestinal, culminam em
respostas imunes exageradas, que podem amplificar a disfungdo da barreira
intestinal e manutencéo do quadro de inflamagéo (Salvo et al., 2015). Esse aumento
da permeabilidade intestinal tem sido associado com inumeras doengas, por
exemplo, sindrome do intestino irritavel, doenca celiaca e até mesmo quadros de

alergia alimentar (Groschwitz et al., 2009; Vancamelbeke et al., 2017).

1.3 Alergia alimentar

Estima-se que apenas no sistema de saude norte americano sao gastos
cerca de 24,8 bilndes de dolares por ano com os tratamentos de alergia alimentar
(Yu et al., 2016). Nas ultimas décadas houve um aumento global em relacéo a
prevaléncia dos casos de alergia alimentar, acarretando na intensificacdo das
preocupagdes em relacédo a essa condi¢ao patologica (de Azevedo et al., 2013).

A alergia alimentar & desencadeada quando ha a ativagdo exacerbada do Sl
devido a ingestdo de um alérgeno alimentar, por exemplo, algumas proteinas
presentes em ovo, leite, amendoim, peixe, trigo e soja. As proteinas desses
alimentos em conjunto com os fatores de risco, como por exemplo, etnicidade,
fatores genéticos, padrdes alimentares caracteristicos de cada regiao e desequilibrio
da composicdo da microbiota intestinal (disbiose), intensificam as chances de
desencadear as reagdes alérgicas. A disbiose pode ser proveniente de diversos
fatores como o uso prolongado de antibidticos, estilo de vida, dieta e higiene
excessiva/teoria da higiene. A teoria da higiene foi elucidada por Strachan e
colaboradores (1989) e ela correlaciona a diminuicdo de infecgbes, devido ao
aumento dos habitos de higiene, com o aumento da incidéncia de doengas alérgicas,
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ndo soO a alergia alimentar como também a asma (Yu et al., 2016; du Toit et al.,
2016; Aitoro et al., 2017; Tham et al., 2018; Sharma et al., 2018; Okada et al., 2018).

As reagdes que envolvem esse processo de alergia alimentar podem ser
classificadas em trés tipos: reagcbes mediadas por IgE (imunoglobulina do tipo E),
nao mediadas por IgE e mistas (envolvem as mediadas e ndo mediadas por IgE)
(Castellazzi et al., 2013). As reagbes mediadas por IgE ocorrem quando um
individuo previamente exposto ao alérgeno sofre uma segunda exposigao,
acarretando na degranulagdo mediada por IgE de células imune efetoras (Yu et al.,
2016). Ou seja, quando ha a ingestdo do alérgeno pela primeira vez (sensibilizagao
primaria), este é processado e apresentado pelas células apresentadoras de
antigeno (APC, do inglés antigen-presenting cell) (macréfagos e células dendriticas).
Por sua vez, as APC associadas ao MHC de classe Il (do inglés major
histocompatibility complex type Il) interagem com receptores especificos das células
T naives. Com a presencga da interleucina (IL)-4, havera a diferenciagdo das células
T naives para linfocitos Th2 efetores (do inglés, helper T cells). Assim, a célula Th2
efetora além de produzir citocinas (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13), também é responsavel por
ativar as células B. As células B ativas produzem IgE contra o alérgeno especifico.
Essas IgE interagem com mastocitos e basofilos por meio dos receptores FceRl
(receptor de alta afinidade a IgE) presentes na superficie dessas células. Em
subsequentes contatos com o alérgeno, ha uma reagao cruzada desses receptores,
e subsequente degranulagdo dessas células, culminando na liberagdo dos
mediadores inflamatorios, levando ao desenvolvimento dos sintomas caracteristicos
dos processos de alergia, como podem ser visualizados na Figura 3 (Potaczek et al.,
2017; Faria et al., 2013).

Os mecanismos que envolvem as reagdes ndo mediadas por IgE s&o pouco
conhecidos. Entretanto, acredita-se que a ativagcdo de células T por alérgenos
alimentares pode mediar a inflamagao local devido a liberagao de citocinas, tal como
o fator de necrose tumoral (TNF) e interferon gama (IFN-y), que favorecem o
desencadeamento da inflamacdo e aumento da PI, evidenciando que as reagdes
nao mediadas por IgE afetam principalmente o TGl (Nowak-Wegrzyn et al., 2015; Yu
et al., 2016).
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Figura 3. Inflamacgéo alérgica tipo 2. Mecanismos basicos, patofisiologia e consequéncias
clinicas selecionadas. Adaptado de Potaczek et al. (2017).

Existem, ainda, desordens que envolvem a ativacdo de ambas as reacgoes,
tanto as mediadas por IgE, quanto ndo mediadas por IgE. Essas desordens s&o
classificadas como alergias alimentares mistas. Algumas condigbes patoldgicas
pertencentes a esse grupo sdo a dermatite atopica, gastroenterite eosinofilica e
esofagite eosinofilica (Castellazzi et al., 2013).

Além da IgE, a imunoglobulina do tipo G (IgG) desempenha um papel
primordial nas respostas alérgicas. Em camundongos existem quatro sub-unidades
dessa imunoglobulina, sendo que a IgG1 é a subclasse encontrada em maior
quantidade frente a alérgenos proteicos. Esta imunoglobulina forma

o’ Liberagdo de histamina e outros
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imunocomplexos com os alérgenos, que sdo capazes de ativar os receptores FcyRs
(receptor de alta afinidade presente nas células mieloides, como neutréfilos e
macrofagos), culminando na liberagdo de fator de ativagcdo de plaquetas (PAF, do
inglés, platelet-activating factor). Este fator esta intimamente relacionado com a
inducdo de anafilaxia nos processos alérgicos (Beutier et al., 2017; JOnsson et al.,
2011).

Durante os processos alérgicos, eosindfilos e neutréfilos também sao
recrutados por quimiocinas e citocinas, como, por exemplo, a eotaxina-1 e a IL-17,
respectivamente, para o sitio de inflamacgado, formando um infiltrado inflamatdrio
(Hogan et al., 2009; Zbikowska-Gotz et al., 2016). Os eosindfilos se originam na
medula espinhal e se diferenciam em resposta a IL-5, subsequentemente migram e
circulam pela corrente sanguinea por aproximadamente 20 horas, seguindo, entao,
para os tecidos, onde ficam localizados por até 14 dias (Ahmadi et al., 2016). Em
processos alérgicos, ao serem recrutados para os tecidos e ativados, os eosindfilos
produzem algumas citocinas e liberam enzimas, como a peroxidase eosinofilica
(EPO) (Chu et al., 2014), que é responsavel por catalisar a oxidagdo de algumas
substancias, como nitrito, gerando espécies altamente reativas que oxidam
proteinas desencadeando estresse oxidativo e morte celular, promovendo danos
teciduais (Hogan et al., 2009).

Muitos estudos tém sido realizados para demostrar o papel dos neutrofilos
nos processos de alergia, principalmente em modelos de asma e alergia alimentar
(Hosoki et al., 2016; Zbikowska-Gotz et al., 2016). Dessa maneira, observou-se que,
em processos alérgicos, essas células sdo capazes de gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS) e promover a liberagdo de proteases, como a mieloperoxidase
(MPO), que podem promover danos teciduais, intensificando o processo inflamatério
(Zbikowska-Gotz et al., 2016). Além disso, tem sido reportado que os neutrdfilos sdo
capazes de induzir anafilaxia em modelos animais. Essa indug¢ao seria por meio da
ativacdo dos receptores FcyRs, presentes em neutréfilos, com consequente
liberacdo de PAF, promovendo, entdo, o processo de anafilaxia (Beutier et al.,
2017).

As reagbes alérgicas desencadeiam diversos sintomas que provocam uma
reducdo da qualidade de vida dos individuos acometidos pela alergia alimentar,
culminando até mesmo em anafilaxia (Neau et al., 2016). A anafilaxia € uma reagao

alérgica hiperaguda, que pode levar a faléncia cardiaca e pulmonar com
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consequente asfixia e morte do individuo (Beutier et al., 2017). Em desordens
mediadas por IgE, alguns sintomas encontrados s&do edema, dor abdominal, diarreia
e, Nos casos mais graves, anafilaxia com colapso cardiovascular (Shik et al., 2017).
Nas desordens mistas tem-se refluxo, émese crdnica ou intermitente, disfagia, perda
de peso e anemia. E, ainda, na alergia alimentar ndo mediada por IgE, tem-se a
presenca de fezes heme-positivas, evidenciando o desconforto que essa condi¢cao
patolégica pode causar nos individuos que apresentam esse quadro (Nowak-
Wegrzyn et al., 2015; Nowak-Wegrzyn et al., 2017).

O diagnostico da alergia alimentar € feito considerando o histérico médico do
paciente e os sintomas apresentados. Nesse histérico deve-se investigar o possivel
mecanismo envolvido no processo alérgico, se mediado ou ndo por IgE, para que
haja o direcionamento dos tipos de testes que devem ser executados (National
Institute of Allergy and Infectious Diseases, 2010). Dentre os testes mais utilizados,
tem-se o desafio alimentar oral (OFC, do inglés oral food challenge), que & padréo
ouro para o diagnostico da alergia alimentar (Calvani et al., 2012), e os testes de
injecbes cutaneas (SPT, do inglés skin prick test) (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, 2010). Os tratamentos para atenuar esse desconforto s&o
investigados e propostos desde tempos antigos. Hipocrates (460-375 a.C.) reportou
um caso de alergia alimentar causada por derivados do leite, e foi sugerida a
remogédo desse alimento da dieta (Wuthrich et al., 2014; Nowak-Wegrzyn et al.,
2015).

A remocéo do alimento causador da alergia alimentar da dieta continua sendo
o tratamento padrdo na atualidade, além da administracdo de adrenalina em casos
de reacdo sistémica (Yu et al., 2016). Portanto, o desenvolvimento de novas
estratégias no combate a alergia alimentar € essencial para que haja a melhora dos

quadros patoldgicos.

1.4 Probidticos

Uma das estratégias que vem sendo estudadas para o tratamento da alergia
alimentar € o uso de probitticos (Kim et al., 2005; Castellazzi et al., 2013; Lee et al.,
2013). A historia dos probidticos vem sendo delineada desde 1857/1864, periodo o
qual ndo havia uma definicdo globalmente reconhecida para o termo probidticos.
Desde entdo, alguns eventos marcaram a historia destes micro-organismos até se

chegar nos dias atuais em que houve o desenvolvimento de uma definicdo e um
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manual que regulamenta o uso dos probioticos (Figura 4). Por esta definigéo,
probioticos sdo micro-organismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002; Hill et al.,
2014; O'Toole et al., 2017).

Figura 4. Linha do tempo de marcos na histéria dos probiéticos. Adaptado de O’Toole,
et al. (2017). BAL: Bactérias acido laticas. FAO: Organizacdo das Nagbes Americanas de
Alimento e Agricultura (do inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations;
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WHO: Organizacao Mundial da Saude (do inglés World Health Organization)

O papel dos probioticos contra os processos alérgicos tem sido evidenciado
devido a sua capacidade de atuar como imunomodulador, além de conferir uma
melhora nas fun¢des da barreira intestinal (Sekirov et al., 2010; Lee et al., 2013).
Essa melhora na fungdo da barreira intestinal deve-se, principalmente, aos
metabalitos produzidos por esses micro-organismos, por exemplo, os acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) (Aitoro et al., 2017). Esses acidos estimulam a secrecéo de
IL-10 pelas células dendriticas e macrofagos, além de estimular o desenvolvimento
de linfocitos Treg. Estes linfécitos produzem IL-10 e a citocina TGF- (do inglés,
transforming growth factor), que sao fatores importantes na inibigdo das respostas
alérgicas (Nowak-Wegrzyn et al., 2017).

Padrodes alterados da composi¢ao da microbiota intestinal podem acarretar no
desenvolvimento da alergia alimentar (Aitoro et al., 2017). Além disso, Nakayama e
colaboradores (2011) mostraram diferengas concisas na composi¢cdo microbiana
entre individuos alérgicos e nao alérgicos. Nesse estudo, os géneros Bacteroides,
Propionibacterium e Klebsiella estavam mais abundantes no grupo alérgico quando
comparados com o grupo nado alérgico. E ainda, os grupos Acinetobacter e
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Clostridium estavam menos abundantes no grupo alérgico quando comparados com
o apresentado pelo grupo alérgico. Uma microbiota intestinal alterada pode
predispor o individuo a alergia alimentar por modificar a sinalizagdo dos receptores
do tipo Toll (TLR, do inglés Toll-like receptors) e modificar a integridade das células
epiteliais intestinais (Nowak-Wegrzyn et al., 2017).

Portanto, devido a importancia da manutencido da composicdo microbiana
normal, varios estudos que visam a sua manipulagao tém sido realizados e os micro-
organismos comumente empregados nesses estudos sdo espécies dos géneros
Lactobacillus (Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus lactis) e Bifidobacterium (Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium breve) (Kim et al., 2005; Castellazzi et al., 2013; Lee et al., 2013).

Além dessas bactérias, a levedura Saccharomyces boulardii também tem sido
amplamente estudada (Czerucka et al., 2007; Pothoulakis et al., 2009; McFarland et
al., 2010; Kelesidis et al., 2012; Moré et al., 2015; Brun et al., 2017). Esta levedura
foi primeiramente isolada de uma fruta tropical por Henri Boulard em 1932 (Moré et
al., 2015). Atualmente é a unica levedura vendida como produto farmacéutico no
mercado (Palma et al., 2015).

A vantagem de se administrar uma levedura em vez de uma bactéria como
probidtico, principalmente em casos de individuos que estdo sendo tratados com
antibiotico, é a diminuigdo da possibilidade de trocas génicas, principalmente de
genes de resisténcia a antibidticos, entre probidtico e patdgenos (Palma et al.,
2015). Quando administrada, a S. boulardii atinge uma concentracdo estavel no
colon em aproximadamente trés dias e n&o é detectada nas fezes em até cinco dias
apos o término da administragdo (Moré et al., 2015). Porém, para que os efeitos
benéficos sejam adquiridos € necessario que se leve em consideragdo a dose da
levedura a ser administrada, uma vez que ela é considerada um fator que afeta a
eficacia do probiotico (Justino et al., 2014).

As principais fungdes probidticas de S. boulardii incluem a protegdo contra
diarreia associada a antibidtico (D’souza et al., 2002), infec¢do por Clostridium
difficile (McFarland et al., 1994) e diarreia do viajante (Kelesidis et al., 2012) . A
capacidade de protecdo do organismo contra bactérias entéricas patogénicas ocorre
pela ligagdo de bactérias que expressam fimbria do tipo 1, como a Salmonella

enterica sorovar Typhimurium, as células da levedura por meio de residuos de
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manose, levando a neutralizacdo da célula bacteriana (Martins et al., 2013). Em
relagdo a imunomodulagdo, tem-se que S. boulardii induz a secregédo de slgA,
citocinas como o TNF, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-12, que sdo essenciais na regulacao da
resposta imune (Kourelis et al., 2010). Em modelos de fibrose hepatica foi
demonstrado que a levedura atenua o0s niveis das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina transaminase (ALT), que sdo enzimas marcadoras
de disfuncao hepatica, e citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6) (Li et al., 2015).

Tendo em vista que as variantes probioticas de S. boulardii estdo agrupadas
dentro das espécies de Saccharomyces cerevisiae (Moré et al., 2015), e que ambas
as leveduras apresentam similaridades quando geneticamente comparadas (Fietto
et al., 2004), torna-se interessante o estudo de diferentes linhagens de S. cerevisiae
como probidticos.

1.5 Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905

Diferentes caracteristicas tornam um micro-organismo capaz de ser utilizado
como probidtico. Dentre elas, tem-se a capacidade de resistir a enzimas
gastrointestinais, sais biliares, acidos organicos, variagbes de pH e temperatura
(Fietto et al., 2004). Muitos estudos tém sido feitos para identificar micro-organismos
que atendam esses requisitos. Dentre esses, destaca-se o trabalho realizado por
Martins e colaboradores (2005), em que foi demonstrado o potencial da levedura S.
cerevisiae UFMG A-905, como possivel candidato a probi6tico.

Esta levedura foi isolada do processo de producdo da cachaca. Dentre as
suas propriedades probidticas, tem-se a protecdo contra infeccbes bacterianas
causadas por S. Typhimurium, em modelo animal (Martins et al., 2005; Martins et al.,
2007; Martins et al., 2011) e efeito protetor em modelos murinos de inflamagao
intestinal, como colite (Tiago et al., 2015), mucosite (Bastos et al., 2016), obstrugéo
intestinal (Generoso et al., 2010), além de efeito imunomodulador em modelo murino
de asma (Fonseca et al., 2017) e sua capacidade de absor¢do de aflatoxinas (Silva
et al., 2015).

Os mecanismos envolvidos nesses processos de protecdo contra infecgoes
bacterianas envolvem a ligacdo de bactérias que expressam fimbria do tipo 1 as
células da levedura, levando a neutralizagdo da célula bacteriana (Martins et al.,
2011; Tiago et al.,, 2012). Em relacdo a modelos de patogénese intestinal, por
exemplo, a obstrucdo intestinal, uma das hipéteses consideradas é que o probidtico
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pode causar o aumento da expressao de proteinas de jungdes firmes, como a ZO-1
(zbnula de ocluséo 1, do inglés zonula occludens-1), nas células epiteliais intestinais,
auxiliando na manutencdo da integridade da barreira intestinal (Generoso et al.,
2010). Para os modelos de asma, um dos mecanismos envolvidos € a restauragao
dos niveis de IL-10, que é sabidamente um fator anti-inflamatoério (lyer et al., 2012;
Fonseca et al.,, 2017). Além disso, até mesmo inativada pelo calor, a levedura se
mostrou capaz de desempenhar efeitos protetores impedindo a translocacao
bacteriana (Generoso et al., 2010).

Até o momento, nenhum estudo foi realizado a fim de avaliar o potencial
probidtico de S. cerevisiae UFMG A-905 em um modelo murino de alergia alimentar.
Além disso, pouco se sabe a respeito dos efeitos da administracdo dessa levedura

inativada em modelos experimentais.
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2. JUSTIFICATIVA

A alergia alimentar € uma condi¢do patoldégica que pode desencadear
quadros clinicos graves e até mesmo a morte por anafilaxia nos casos mais graves.
Nas ultimas décadas, a prevaléncia de casos dessa condicdo patologica tem
aumentado consideravelmente gerando gastos alarmantes para os setores de saude
publica. Contudo, apesar da gravidade dos quadros clinicos, pouco se tem
desenvolvido em termos de novas tecnologias para o tratamento da alergia
alimentar. Atualmente, o método de tratamento mais utilizado é a remocido do
alimento causador da alergia e a administracdo de adrenalina em casos de reagao
sistémica. A retirada do possivel alérgeno da dieta pode causar deficiéncias
nutricionais graves, o que é um entrave para o tratamento dessa condigédo
patologica. Além disso, muitas vezes o estilo de vida e as preferéncias alimentares
do individuo fazem com que esse tratamento ndo seja realizado com o éxito
esperado, dificultando ainda mais esse tipo de tratamento. Sendo assim, novas
investigagcbes para o desenvolvimento de estratégias que atenuem a ocorréncia ou
gravidade dos quadros clinicos apresentados e melhorem o estilo de vida das
pessoas acometidas pela alergia alimentar é de extrema importancia.

A administracdo de probidticos tem sido uma das vertentes estudadas para
essa finalidade, principalmente devido a sua capacidade de regular a resposta
imune. A levedura S. boulardii tem mostrado efeitos probidticos concisos e € a unica
levedura atualmente disponivel no mercado como formulacdo farmacéutica, o que
estimula a procura de novas leveduras probioticas. Nesse sentido, nosso grupo vem
estudando leveduras probiéticas desde 2002, e a levedura S. cerevisiae UFMG A-
905 vem ganhando destaque devido aos seus efeitos protetores em infecgbes
bacterianas e doencas intestinais, como colite, colite pseudomembranosa, mucosite,
salmonelose e obstrugdo intestinal; além de efeito imunomodulador em um modelo
experimental de asma, o que nos leva a avaliar o efeito dessa levedura em outros
modelos experimentais, como a alergia alimentar, com o intuito de investigar seu

papel protetor e os mecanismos envolvidos.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial probidtico de S. cerevisiae UFMG A-905 em um modelo murino

de alergia alimentar.

3.2 Objetivos especificos
a) Verificar o efeito do tratamento com S. cerevisiae UFMG A-905 na alergia
induzida, analisando os parametros clinicos, histolégicos, imunolégicos e
microbiologicos;
b) Avaliar se o efeito € dose dependente;
c) Avaliar se o efeito depende da viabilidade da levedura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Todos os experimentos propostos foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA/UFMG) (Anexo 7.1).

A manipulagdo e toda manutengdo dos animais foram realizadas de acordo
com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) (Brasil, 2008). Foram utilizados camundongos
(Mus musculus), de seis a oito semanas de idade, fémeas, da linhagem BALB/c,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB/UFMG. Os animais foram
mantidos em micro-isoladores ALE.MIL.01.03 (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), no
biotério do Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG, nivel de biossegurangca 2
(NB2). A dieta administrada durante todo o experimento foi baseado no trabalho de
Reeves e colaboradores (1993) (Tabela 1). Porém, apds 21 dias, a caseina, que € a
fonte de proteinas da dieta, foi trocada por ovalbumina (OVA) até o término do
experimento. Os animais receberam racdo e agua filtrada ad libitum. Um ciclo
diurno/noturno de 12 horas foi mantido no biotério, assim como aerac¢ao, umidade
(60-80%) e temperatura (22+1°C) também foram controladas. Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, sendo este procedimento precedido por
anestesia geral com solugédo de cetamina/xilazina (0,6 mL de cetamina 100 mg/mL;
0,4 mL de xilazina 20 mg/mL e 4 mL de solugcéo salina NaCl 0,9%) (Wirtz et al.,

2007). Para cada experimento foram utilizados cinco animais por grupo.

Tabela 1. Receita padrao para roedores baseada na AING93, adaptada. Fonte:
Reeves et al., 1993.

Ingredientes Nutrientes em Kcal
gramas

Caseina ou ovalbumina 200 800

Cistina 3 12

Amido de milho 397.,5 1590

Sacarose 100 400

Maltodextrina 132 528

Celulose 50 0

Oleo de soja 70 630

BHT 0,014

Mistura de minerais 35

Mistura de vitaminas 10

Bitartarato de colina 2,5
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4.2 Micro-organismo

Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 pertence a colegéo de probidticos do
Laboratério de Agentes Bioterapéuticos, do Departamento de Microbiologia,
ICB/UFMG. A levedura foi incubada a 37°C, sob agitagao constante de 150 rotagdes
por minuto (rpm), em meio YPG (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de
glicose), por 24 horas, para que houvesse sua expansdo. Posteriormente, a cultura
foi concentrada até a obtengdo de 10° unidades formadores de colénia (UFC)/mL,
conforme descrito por Martins e colaboradores (2007).

4.3 Tratamento

Nos grupos tratados com S. cerevisiae UFMG A-905, os animais foram
inoculados, diariamente, a partir do terceiro dia antes do desafio alergénico até o fim
do experimento, por via intragastrica (i.g.), com 0,1 mL da respectiva dose da
levedura viva ou inativada ou 0,1 mL do sobrenadante coletado da cultura de 1x10°
UFC/mL da levedura viva (Tabelas 2, 3 e 4). Para os grupos n&o tratados foram
administrados 0,1 mL de solugao salina fisiologica (i.g.), a partir do terceiro dia antes
do desafio alergénico até o fim do experimento.

4.4 Desenho experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos (N = 5 animais/grupo) no
experimento 1, que visou avaliar o efeito de S. cerevisiae UFMG A-905 nos
parametros clinicos, histologicos, imunoldgicos e microbiolégicos. Para tal, os
animais receberam os seguintes tratamentos em seus respectivos dias (Tabela 2):
(I) Animais controle, ndo sensibilizados com OVA e que receberam 0,1 mL de salina
(CTL), (II) Animais nao sensibilizados e tratados com 0,1 mL de S. cerevisiae UFMG
A-905 contendo 1x10° UFC/mL (905), (lll) Animais sensibilizados com OVA e que
receberam 0,1 mL de salina (OVA), (IV) Animais sensibilizados com OVA e tratados
com 0,1 mL de S. cerevisiae UFMG A-905 contendo 1x10° UFC/mL de S. cerevisiae
UFMG A-905 viva (OVA 905).

Para o experimento 2, que visou avaliar se o efeito da levedura era dose
dependente, os animais foram divididos nos seguintes grupos (N = 5 animais/grupo)
(Tabela 3): (I) Animais controle, n&o sensibilizados com OVA e que receberam 0,1
mL de salina (CTL), (Il) Animais ndo sensibilizados e tratados com 0,1 mL de S.
cerevisiae UFMG A-905 contendo 1x10° UFC/mL (905), (Ill) Animais sensibilizados
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com OVA e que receberam 0,1 mL de salina (OVA), (IV) Animais sensibilizados com
OVA e tratados com 0,1 mL de S. cerevisiae UFMG A-905 contendo 1x10° UFC/mL
de S. cerevisiae UFMG A-905 viva (OVA 905 10®), (V) Animais sensibilizados com
OVA e tratados com 0,1 mL de S. cerevisiae UFMG A-905 contendo 1x10® UFC/mL
(OVA 905 107), (VI) Animais sensibilizados com OVA e tratados com 0,1 mL de S.
cerevisiae UFMG A-905 contendo 1x10” UFC/mL (OVA 905 10°), (VII) Animais
sensibilizados com OVA e tratados com 0,1 mL de S. cerevisiae UFMG A-905
contendo 1x10° UFC/mL (OVA 905 10°).

F§'}
a4 Y,
i TN j ‘
: a \l/'Q
9
Sensibilizacdo Primaria Inoculagdo do Probidtico Sacrificio
Dia 0 Dia 14 Dia 18 Dia 21 Dia 28
Reforgo imunoldgico Desafio Ovalbumina
’;‘hh : ad [b, Yy

\J) o ™ g

Figura 5. Modelo esquematico do periodo de sensibilizagao, tratamento e desafio
alergénico no modelo murino de alergia alimentar. Os camundongos foram injetados
com OVA na dose de 10 pg, adsorvida em hidréxido de aluminio 1 mg e salina (0,2 mL) por
via s.c. (dia 0). Depois de 14 dias (dia 14) receberam um reforgo imunolégico com 10 ug de
OVA em 0,2 mL de solugdo salina. O grupo controle recebeu apenas o adjuvante, por via
s.c., com a solugéo salina no dia 0 e apenas salina no dia 14. No dia 21 houve a troca da
dieta contendo caseina pela de OVA. Para os grupos sensibilizados a ingestdo da dieta
contendo OVA representa o desafio alergénico que foi realizado no vigésimo primeiro dia.
No vigésimo oitavo dia foi feito o sacrificio dos animais.

Tabela 2. Desenho experimental com as respectivas designa¢gdes dos grupos e
tratamentos, experimento 1 (Avaliagao do efeito probidtico de S. cerevisiae UFMG A-
905 nos parametros clinicos, histologicos, imunolégicos e microbioldgicos).

Tempo Dia 0 Dia 14 Dia 18 Dia 21 Dia 28
Tratamento/Grupo Sensibilizagao Reforgo Probiéticos Desafio Sacrificio
Primaria Imunolégico OVA
CTL - - - - +
905 - - + + +
OVA + + - + +
OVA 905 + + + + +

(905: S. cerevisiae UFMG A-905 viva; OVA: Animais sensibilizados com OVA). Sinal positivo
(+) e negativo (-) indicam a realizagado ou auséncia de determinado tratamento no respectivo

grupo.
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Tabela 3. Desenho experimental com as respectivas designagdes dos grupos e
tratamentos, experimento 2 (Avaliagdo do efeito dose-dependente de S. cerevisiae
UFMG A-905).

Tempo Dia 0 Dia 14 Dia 18 Dia 21 Dia 28
Tratamento/Grupo Sensibilizagao Reforgo Probiéticos Desafio Sacrificio
Primaria Imunolégico OVA
CcTL - - - - +
905 - - + + +
OVA + + - + +
OVA 905 10° + + + + +
OVA 905 10’ + + + + +
OVA 905 10° + + + + +
OVA 905 10° + + + + +

(905: S. cerevisiae UFMG A-905 viavel;, OVA: Animais sensibilizados com OVA). Sinal
positivo (+) e negativo (-) indicam a realizagdo ou auséncia de determinado tratamento no
respectivo grupo.

Por fim, para avaliar se o efeito da levedura dependia da sua viabilidade e se
estava relacionado a algum composto presente no sobrenadante da cultura (Tabela
4), os animais (N = 5 animais/grupo) foram divididos em: (I) Animais controle, n&o
sensibilizados com OVA e que receberam 0,1 mL de salina (CTL), (lI) Animais ndo
sensibilizados e tratados com 0,1 mL de S. cerevisiae UFMG A-905 contendo 1x10°
UFC/mL (905), (lll) Animais sensibilizados com OVA e que receberam 0,1 mL de
salina (OVA), (IV) Animais sensibilizados com OVA e tratados com 0,1 mL de S.
cerevisiae UFMG A-905 contendo 1x10° UFC/mL da levedura viva (OVA 905 10%),
(V) Animais sensibilizados com OVA e tratados com 0,1 mL de S. cerevisiae UFMG
A-905 contendo 1x10° UFC/mL da levedura inativada (OVA 905 Inativada), (VI)
Animais sensibilizados com OVA e tratados com o sobrenadante coletado da cultura
contendo 1x10° UFC/mL da levedura viva (OVA 905 Sobr.).

Tabela 4. Desenho experimental com as respectivas designagdes dos grupos e
tratamentos, experimento 3 (Avaliagdo da viabilidade da levedura no efeito
encontrado no experimento 1).

Tempo Dia 0 Dia 14 Dia 18 Dia 21 Dia 28
Tratamento/Grupo Sensibilizagao Reforgo Probiéticos Desafio Sacrificio
Primaria Imunolégico OVA
CcTL - - - - +
905 - - + + +
OVA + + - + +
OVA 905 10° + + + + +
OVA 905 10°Inativada + + + + +
OVA 905 10®Sobr. + + + + +
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(905: S. cerevisiae UFMG A-905; OVA: Animais sensibilizados com OVA; In: inativada; S:
Sobrenadante). Sinal positivo (+) e negativo (-) indicam a realizagdo ou auséncia de
determinado tratamento no respectivo grupo.

4.5 Sensibilizagao e desafio alergénico
4.5.1 Sensibilizacao

O processo de sensibilizagdo foi executado em conformidade com os
experimentos realizados por Dourado e colaboradores (2011). Os camundongos
foram injetados com OVA (albumina da clara de ovo, SIGMA Grade V, SIGMA
Chemical Co. St. Louis, MO, USA), na dose de 10 pg, adsorvida em hidroxido de
aluminio (Al(OH)3) (1 mg, SIGMA) e salina (0,2 mL) por via subcutédnea (s.c.) no
dorso (dia 0). Depois de 14 dias (dia 14) receberam um reforgo imunolégico com 10
Mg de OVA em 0,2 mL de solugdo salina. O grupo controle recebeu apenas o
adjuvante, por via s.c., com a solugdo salina no dia 0 e apenas salina no dia 14
(Figura 5).

4.5.2 Desafio alergénico

Foi administrada no 21° dia, a dieta balanceada de OVA em vez da dieta
contendo caseina. Para os grupos sensibilizados a ingestdo da dieta contendo OVA
representa o desafio alergénico (Figura 5). A determinagdo do dia para o desafio
esta em conformidade com o trabalho realizado por Dourado e colaboradores
(2011).

4.6 Avaliacao clinica dos animais e consumo de alimento
4.6.1 Consumo de ragao

A racéo foi pesada antes de ser administrada para os animais e depois de ter
sido depositada nos micro-isoladores, a partir do 21° dia até o 27° dia. O resultado

foi expresso em consumo estimado em gramas para cada gaiola por dia.

4.6.2 Desenvolvimento ponderal

O desenvolvimento ponderal foi estipulado pesando, individualmente, cada
camundongo, diariamente, no inicio do experimento (dia 0) e no dia do sacrificio (dia
28), sempre no mesmo horario, e o resultado foi expresso em porcentagem em

relagao ao dia 0.
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4.7 Analises histolégicas

Para as analises histologicas, apos o sacrificio, o intestino delgado foi
retirado, e seu comprimento foi dividido em quatro partes: 20%, 30%, 30% e 20%.
Considerando a parte préxima para a distal esses fragmentos foram designados
duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo, respectivamente. Devido a auséncia
de caracteristicas macroscépicas que permitam separar cada por¢ao do intestino
adotaram-se estes parametros descritos anteriormente tendo como base o que foi
proposto por Ferraris e colaboradores (1992). Em seguida, o jejuno proximal foi
estendido com a serosa em contato com o papel de filtro e aberto pela borda anti-
mesentérica e retirou-se todo o seu conteudo de forma cautelosa para nao danificar
a mucosa. Posteriormente, foram transferidos para um recipiente contendo a
solugdo de Bouin com 2% de acido acético glacial por um periodo de 10 minutos
para pré-fixagao (Arantes et al., 1997; Pedroso et al., 2015). Os tecidos, pré-fixados,
foram colocados sobre uma superficie plana e enrolados em espiral com a mucosa
voltada para dentro de modo a formar rolos (rocamboles), da porgdo distal em
direcdo a proximal. Os rolos amarrados com linha foram fixados por imersao em
solugéo de formol a 4% por 24 horas. As amostras de cinco animais de cada grupo
foram processadas rotineiramente para inclusdo em parafina e submetidos a
microtomia para obtencdo de cortes histologicos de quatro ym de espessura. As
ldminas foram coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) para interpretagéo
histologica e formulagéo do escore do grau de les&o. Além disso, cortes adicionais

foram feitos para a coloragao utilizando a técnica de Acido Periddico de Schiff (PAS).

4.7.1 Coloracao de HE

Os cortes de quatro uym do jejuno proximal de cada animal foram
desparafinizados em dois banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em solugbes
alcoolicas de concentragdes decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%), por 3 minutos
cada, e hidratados em agua corrente por 5 minutos. Os cortes foram entdo corados
por Hematoxilina de Harris por 50 segundos e lavados em agua corrente durante 20
minutos. Posteriormente, corou-se com Eosina por 1 minuto e 30 segundos e iniciou-
se o processo de desidratacdo em concentragdes crescentes de alcool e
diafanizadas em xilol. Os cortes histolégicos foram montados.
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4.7.2 Técnica de PAS

As laminas contendo cortes de jejuno desparafinizados em dois banhos de
xilol, 10 minutos cada, hidratadas em concentragdes decrescentes de solucdes
alcoolicas (100%, 90%, 80% e 70%), 3 minutos cada, foram lavadas em agua
corrente por 5 minutos, seguido de uma lavagem com agua destilada. Em seguida,
mergulharam-se as ladminas em solu¢do aquosa de acido periddico 0,5% por 5
minutos, lavaram-se com agua destilada, dois mergulhos, e as incubou em reativo
de Schiff por 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua

corrente (10 minutos), desidratadas e as laminas montadas em Entellan.

4.7.3 Analise das laminas e fotodocumentagao

As laminas montadas durante todo o processo foram codificadas e
posteriormente analisadas pela Prof?®. Dra. Denise Carmona Cara Machado
(Departamento de Morfologia, ICB, UFMG), que ndo teve acesso aos cddigos, que
foram decodificados somente apds a emisséo do laudo. Imagens obtidas por meio
do microscépio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Jap&o) foram transferidas por
video-camera colorida Cool SNAP-Procf Color (Media Cybernetics, Bethesda, MD,
EUA) para um sistema de video acoplado ao computador por meio do programa
Image-Pro Express versédo 4.0 para Windows (Media Cybernetics, Bethesda, MD,

EUA) (Martins et al., 2013), gerando os arquivos para documentacéo fotografica.

4.7.4 Escore do grau de lesao

As fotografias do intestino foram realizadas em um aumento de 10X de modo
a abranger a maior area possivel do 6rgédo. Posteriormente foi feita a elaboragdo de
um escore (Tabela 5) levando em consideragao a presencga de infiltrado inflamatério,
produ¢do de muco, tamanho das vilosidades intestinais, hipertrofia das criptas e
atividade das células de Paneth.

4.7.5 Avaliagao da producao de muco

As fotografias das laminas coradas por PAS foram utilizadas para avaliar o
numero de células caliciformes (coradas em rosa escuro) por campo. Para tal, foram
capturadas imagens na objetiva de 10X, de cinco campos aleatorios do jejuno

proximal de cada animal (N = 4 animais/grupo), que foram analisadas com o auxilio



10

36

do programa Imaged. Os resultados foram expressos em numero de células

caliciformes/campo.

Tabela 5. Escore histopatoldgico do jejuno proximal.

Grau

Achados Histopatolégicos

0

1

2

Dentro dos padrbées de normalidade
Mucosa com leve edema. Pouco ou nenhum infiltrado inflamatério

Mucosa apresentando leve infiltrado inflamatorio (linfocito e eosindfilo) e
aumento da produgdo de muco. Diminuicdo das vilosidades intestinais em
10%. Criptas apresentando leve hipertrofia das células de Paneth.
Submucosa sem alteracdes celulares ou vasculares.

Mucosa apresentando infiltrado inflamatério (linfocito e eosindfilo) e aumento
da producdo de muco de leve a moderado. Diminuicdo das vilosidades
intestinais em 15%. Criptas apresentando hipertrofia das células de Paneth
de leve a moderada. Submucosa sem alteragdes celulares ou vasculares.

Mucosa apresentando moderado infiltrado inflamatério (linfocito e eosindfilo)
e aumento da produg¢ao de muco. Diminuicdo das vilosidades intestinais em
20%. Criptas apresentando moderada hipertrofia das células de Paneth.
Submucosa com leve infiltrado inflamatério e vasos dilatados.

Mucosa apresentando infiltrado inflamatdrio (linfocito e eosindfilo) e aumento
da producdo de muco de moderado a grave. Diminuigdo das vilosidades
intestinais em 25%. Criptas apresentando hipertrofia das células de Paneth
de moderada a grave. Submucosa com leve infiltrado inflamatério e vasos
dilatados.

Mucosa apresentando intenso infiltrado inflamatorio (linfocito e eosindfilo) e
aumento da produgdo de muco. Diminuicdo das vilosidades intestinais em
30%. Criptas apresentando hipertrofia evidente das células de Paneth.
Submucosa com moderado infiltrado inflamatério e vasos dilatados.

4.8 Avaliacao dos parametros imunolégicos

4.8.1 Dosagem da Imunoglobulina IgE anti-OVA

O ensaio de absorgédo imunoenzimatico (ELISA), foi realizado com o soro dos

camundongos como descrito por Dourado e colaboradores (2011). Para isso, foram

utilizadas microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark), que foram

previamente sensibilizadas com adigdo de anticorpo de rato anti-lgE de camundongo

(Rat anti-mouse IgE, Southern Biotechnology, Birmingham, AL,USA) (50 uL/pogo)

diluido a uma concentragao de 1:250 em tampé&o carbonato pH 9,6, incubadas a 4°C
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overnight. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo tampao
salina fosfato (PBS)-Tween 20. Em seguida, adicionou-se 200 pL/pogo de solugao
de caseina 0,25% diluida em PBS, para bloqueio a temperatura ambiente por 1
hora. Lavou-se trés vezes a placa com PBS-Tween 20 e adicionou-se 50 uL/pocgo do
soro total, incubou-se por 2 horas a temperatura ambiente e lavou-se com PBS-
Tween 20 5 vezes. Adicionou-se 1 uL de OVA Biotinilada em 50 pyL de PBS-caseina,
por poco, e incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente. Lavou-se novamente trés
vezes com PBS-Tween 20. Posteriormente, adicionou-se 50 pL/pogco de
Streptavidina-Peroxidase  (Southern  Biotechnology, Birmingham, AL) na
concentracdo de 1:5000 e incubou-se por 45 minutos a temperatura ambiente.
Lavou-se a placa trés vezes com salina-Tween 20 e prosseguiu-se para a etapa de
revelagdo. Para essa etapa, foram adicionados 100 pL/po¢o de uma solucédo de
tampao citrato contendo peroxido de hidrogénio (H2O-) e ortofenileno-diamino (OPD)
e, em seguida, incubou-se em camara escura por 15 minutos a temperatura
ambiente. Ao fim dos 15 minutos interrompeu-se a reacdo com a adicado de 20
pL/pogo de acido sulfurico (H2SO4) a 2 N. Além da adi¢do das amostras de soro em
teste, foram feitos um controle positivo (pool de soros de animais imunes), um
controle negativo (pool de soro de animais normais) e um controle de placa. Entéo,
todas essas amostras foram lidas em 405 nm em leitor de ELISA (Expert Plus, Asys
Hitech GMBH, Eugenorf, Austria). A computagdo dos resultados foi realizada por
meio da densidade dtica (D.O.) apresentada pelas amostras.

4.8.2 Dosagem de IlgG1 anti-OVA

O ELISA foi realizado com o soro dos camundongos como descrito por
Saldanha e colaboradores (2004). Para isso, foram utilizadas microplacas de
poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark), que foram previamente sensibilizadas com
adicdo de 100 pL/poco, com uma solucdo de OVA diluida a uma concentracdo de
400 pg de OVA/mL de tampao carbonato pH 9,6, incubadas a 4°C overnight.
Posteriormente, as placas foram lavadas cinco vezes com solu¢do PBS-Tween 20.
Em seguida, adicionou-se 200 uyL/pog¢o de solugdo de caseina 0,25% diluida em
PBS, para bloqueio a temperatura ambiente por 1 hora. Lavou-se duas vezes a
placa com PBS-Tween 20 e adicionou-se 200 yL de uma solugao de soro (1:20) em
PBS-caseina nos primeiros pogos (toda linha A) e 100 yL de PBS-caseina nos
demais pogos. Posteriormente fez-se a diluicdo seriada transferindo 100 pyL dos
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primeiros pogos para as linhas abaixo, adicionou-se PBS-caseina como branco e
como controle positivo fez-se a diluigdo seriada de uma solugcdo padrdao anti-OVA,
incubou-se por 1 hora a 37° C e lavou-se com PBS-Tween 20 10 vezes. Prosseguiu-
se para a etapa de revelagdo. Para essa etapa, foi utilizado como substrato 2,2'-
Azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma), incubou-se em
camara escura por 15 minutos a temperatura ambiente. Ao fim dos 15 minutos
interrompeu-se a reagcdo com a adi¢ao de 20 pL/pogo de H,SO4 a 2 N. Entdo, todas
essas amostras foram lidas em 405 nm no leitor de ELISA (Expert Plus, Asys Hitech
GMBH, Eugenorf, Austria). A computacao dos resultados foi realizada por meio da

D.O. apresentada pelas amostras.

4.8.3 Avaliacao da atividade da MPO

A enzima MPO encontra-se nos granulos dos neutrofilos (Nauseef et al.,
2007). Por meio da avaliacdo da atividade dessa enzima pode-se inferir o indice de
infiltracdo de neutrdfilos para determinado tecido (Souza et al., 2000). Para isso,
analisou-se o jejuno proximal, que previamente foi congelado a -80°C. Apds a etapa
de descongelamento, o tecido (100 mg de tecido em 1,9 mL de tampao) foi
homogeneizado em tampao (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPO4, 0,015 M Na-EDTA, pH
4,7), utilizando-se homogenizador de tecidos (Ultra-Turrax, IKA T10 basic),
centrifugado (Centrifuga Heraeus Megafuge 8R, Thermo Scientific) a 10.000 rpm por
15 minutos e o precipitado foi submetido a lise hipoténica (1,5 mL de solucéo de
NaCl 0,2% com posterior adigdo de igual volume de solugdo contendo NaCl 1,6% e
glicose 5%, 30 segundos apos) para lise de hemacias. Apos nova centrifugagao, o
precipitado foi ressuspenso em tamp&o NaH,PO,4 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo
de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) 0,5% (Sigma) e re-homogeneizado. Transferiu-se
aliquotas de 1 mL da suspensao para microtubos de 1,5 mL e realizaram-se trés
ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. As
amostras foram mantidas durante 5 segundos no nitrogénio para o congelamento e
o descongelamento foi realizado pela submerséo dos microtubos em agua corrente.
Centrifugou-se novamente essas amostras por 15 minutos a 10.000 (Centrifuga
Heraeus Megafuge 8R, Thermo Scientific) e recolheu-se o sobrenadante. A atividade
da MPO no precipitado ressuspenso foi calculada pela alteracdo da D.O. a 450 nm
utilizando tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) (Sigma) e H20, (0,5 mM). A leitura foi
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feita em leitor de ELISA (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.) e os resultados

expressos de acordo com a D.O.

4.8.4 Avaliagao da atividade da EPO

A EPO é uma enzima expressa especificamente em eosinofilos, portanto, ela
permite a verificagdo indireta da presenca de eosindfilos infiltrados em um
determinado tecido de interesse. Essa avaliacdo foi baseada em um trabalho
realizado por Strath e colaboradores (1985). Para esse método, pesaram-se 100 mg
do tecido, adicionou-se 1,9 mL de PBS (pH 7,2), em seguida homogenizou-se (Ultra-
turrax IKA T10 basic) e centrifugou-se (Centrifuga Heraeus Megafuge 8R, Thermo
Scientific) o tecido por 10 minutos a 10.000 rpm, 4°C. Desprezou-se o sobrenadante.
Utilizou-se o pellet para a lise hipotdnica com a adigdo de 1,5 mL de salina 0,2%,
seguido da adicdo de 1,5 mL de salina 1,6% suplementada com glicose 5%. Em
seguida, a amostra foi novamente centrifugada (Centrifuga Heraeus Megafuge 8R,
Thermo Scientific) a 10.000 rpm durante 10 minutos, e o sobrenadante novamente
desprezado. O pellet foi ressuspenso em 1,9 mL de PBS (pH 7,4), suplementado
com HTAB 0,5%. Essa solugao foi novamente homogeneizada, e o homogenato
separado em aliquotas de 1 mL por microtubo. Prosseguiu-se com a etapa de
congelamento/descongelamento, realizada trés vezes em nitrogénio liquido.
Centrifugou-se novamente a 10.000 rpm (Centrifuga Heraeus Megafuge 8R, Thermo
Scientific) por 15 minutos. Apenas o sobrenadante foi avaliado para a quantificagao
da enzima. Realizou-se esse ensaio em placas de 96 pocgos, sendo que em cada
poco 75 uL de amostra ou branco (PBS) foram incubados com 75 pL do substrato
(1,5 mM de o-fenilenodiamina, OPD (Sigma), em tampao Tris-HCI-0,075 uM, pH 8,
suplementado de H,O; 6,6 mM). A placa foi incubada a 20°C, no escuro, por 30
minutos. A reacéo foi interrompida pela adicdo de 50 pyL de H,SO4 1 M. A leitura foi
realizada em leitor de ELISA com filtro de 492 nm. E o resultado expresso de acordo
coma D.O.

4.8.5 Dosagem de IL-17

Para a dosagem da citocina, utilizou-se 100 mg do jejuno proximal de cada
animal, que foram ressuspensos em 1 mL de solucdo de extragdo de citocinas [PBS
contendo um coquetel de anti-proteases (0,1 mM PMSF, 0,1 mM cloreto de
benzetbénio, 10 mM EDTA e 20 KI de aprotinina A) e 0,05% de Tween 20].
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Posteriormente, centrifugou-se por 10 minutos, a 4°C e 10.000 rpm (Centrifuga
Heraeus Megafuge 8R, Thermo Scientific). O sobrenadante foi coletado e
armazenado a -80°C para posterior dosagem da citocina, realizada por ELISA,
conforme trabalho de Martins e colaboradores (2011). O kit para citocina foi
adquirido da R&D Systems (DuoSet) (R&D Systems, Minneapolis, USA).

4.9 Avaliagao da composigao da microbiota intestinal na alergia alimentar apoés
o tratamento probiético por método dependente de cultivo

No ultimo dia do desafio alergénico amostras de fezes foram coletadas,
pesadas e acrescidas de PBS em uma diluigdo inicial de 1072, Este procedimento foi
realizado de forma estéril em camara anaerdbica (Forma Scientific Company,
Marietta, OH, USA, contendo uma atmosfera de Nz 85%, Hz 10% e CO, 5%).
Posteriormente foram feitas novas diluicdes seriadas na mesma amostra até 102,
Aliquotas de 0,1 mL destas diluicdes foram inoculadas em placas de Petri contendo
agar sangue suplementado (AS-S) com 0,1% de hemina, 0,1% de menadiona e
0,5% de extrato de levedura (Holdman et al., 1977), agar de Mann, Rogosa e Sharp
(MRS) (Merck) suplementado com L-cisteina e agar Bacteroides Bile Esculina (BBE)
(Difco) (Livingston et al., 1978). As placas foram incubadas por até 7 dias a 37°C

com leituras intermediarias, em anaerobiose.

Tabela 6. Meios e condi¢des de cultivo para a analise qualitativa e quantitativa da
composi¢cado da microbiota intestinal presente nas fezes dos camundongos coletadas
no ultimo dia do desafio.

Meio de cultura Atmosfera Tempo de Micro-organismos
incubacgao

Agar AS-S Anaerobiose 7 dias Anaerobios totais

Agar BBE Anaerobiose 7 dias Bacteroides spp.

Agar MRS Anaerobiose 2 dias Bactérias acido laticas

Agar Sangue Aerobiose 1 dia Aerdbios totais

Agar Manitol Aerobiose 1 dia Staphylococcus spp.

Agar BHI azida Aerobiose 1 dia Enterococcus spp.

Agar MacConkey Aerobiose 1 dia Enterobacterias

Agar Sb Aerobiose 2 dias Leveduras

Foram retiradas das mesmas diluicdes 0,1 mL para inocular em placas de
agar sangue (AS), agar Manitol (Difco), agar BHI (Brain Heart Infusion) (Difco)
acrescido de 0,02% de azida soddica, agar MacConkey (Difco) e agar Sabouraud
(Sb) suplementado com cloranfenicol (100 mg/L). As placas foram incubadas 24-48
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horas a 37°C em aerobiose. Apos a incubacgéo foi feito a contagem das coldnias e os
dados foram expressos em logio UFC/g de fezes. A lista dos meios, condigdes de
cultura e finalidades dos meios propostos podem ser visualizados na Tabela 6.

4.10 Analises estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, E.U.A.), utilizando o teste
ANOVA, seguido do pés-teste Tukey. Os resultados com p<0,05 foram considerados

significativos.



10

15

20

25

42

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Desenvolvimento ponderal e consumo de ragao

O desenvolvimento ponderal € uma variavel que esta intimamente
relacionada com o consumo de alimentos e o gasto energético do organismo. Sendo
assim, inumeros mecanismos bioquimicos estido envolvidos para a manutengao do
peso corporeo (Galgani et al., 2009). Porém, quando determinado organismo é
exposto a condigdes de estresse ou a determinadas condi¢cdes patologicas, pode
haver um desbalanco desse equilibrio e consequente diminuicdo do
desenvolvimento ponderal.

Com o objetivo de avaliar se o processo alérgico resultaria em perda de peso,
bem como se a administracdo da levedura viavel seria capaz de promover a
manutencao do desenvolvimento ponderal, os animais foram pesados no dia 0 € no
dia 28 e assim foi possivel determinar o desenvolvimento ponderal, no dia 28, em
porcentagem, em relagdo ao dia 0. Os resultados podem ser visualizados na Figura
6.
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Figura 6. Desenvolvimento ponderal. Os animais foram acompanhados do dia 0 ao dia
28, considerando o peso do dia 0 correspondendo a 100% calculou-se o peso do dia 28 em
relacdo ao peso do dia 0. As barras representam os grupos analisados (CTL: Controle; OVA:
sensibilizados e desafiados com OVA; 905: 0,1 mL contendo 1x10° UFC/mL de S. cerevisiae
viva). (N = 5 animais/grupo). (*p < 0,05 em comparagao ao grupo controle (CTL salina)).

Os dados apresentados pela Figura 6 confirmam a hipotese de que, em
processos de alergia, ocorre uma diminuicdo acentuada do desenvolvimento
ponderal e este dado corrobora os dados encontrados por Dourado e colaboradores
(2011). Neste estudo, foi demonstrado que em processos de alergia alimentar
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ocorrem mudangas imunologicas, como aumento da citocina IL-6, que tem
comprovado papel na perda de peso, além de lipdlise aumentada, diminuigdo do
peso do tecido adiposo e diminui¢ao dos adipdcitos em si, levando a uma acentuada
perda de peso apds o contato com o alérgeno.

Em termos de manutencdo do desenvolvimento ponderal proporcionada por
S. cerevisiae UFMG A-905, tem-se que a administragcado diaria de 0,1 mL contendo
10° UFC/mL da levedura viavel ndo promoveu a manutengdo do peso corporeo
desses animais quando comparados ao grupo CTL. A perda de peso nessas
condigbes patoldgicas pode estar associada a inumeros mecanismos, sendo um
entrave aos potenciais tratamentos. E provavel que o aumento da energia requerida
para a manuten¢ao dos processos inflamatorios leve ao recrutamento de lipideos de
reserva com consequente diminuigdo do peso corporeo (Dourado et al., 2011). Outro
fator que pode estar associado a perda de peso é a aversao ao alimento contendo o
antigeno e consequente diminuigdo do seu consumo. Desta forma, para avaliar se
houve uma diminuicdo do consumo de ragao que estivesse relacionado com a perda
de peso encontrada, pesou-se a ragao antes de aloca-la nos micro-isoladores e no
dia seguinte repetiu-se a pesagem, calculando-se entdo a diferengca em gramas de
racado que foi consumida pelos animais. Este procedimento foi feito para os dias
subsequentes ao desafio. Com isso, pode-se observar na Figura 7 que, apos o
desafio, os animais OVA tiveram seu consumo de rag¢ao reduzido, que corroborou os
dados da perda de peso.

O tratamento com S. cerevisiae UFMG A-905 nao foi capaz de promover a
manutencdo do consumo de ragao desses animais quando comparados com O
grupo CTL, como pode ser observado na Figura 7. Um dos mecanismos envolvidos
nessa diminuicdo do consumo de racdo pode se dever ao desencadeamento do
processo de aversao ao alimento. O desenvolvimento desse processo de aversao ja
foi comprovado por Cara e colaboradores (1994 e 1997). Este processo pode estar
relacionado a memodria de um estimulo nocivo que desencadeia aumento da
ansiedade e, assim, o animal para de comer como tentativa de cessar os sintomas
desencadeados pela alergia (Costa-Pinto et al., 2005; Costa-Pinto et al., 2007; Faria
et al., 2013).
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Figura 7. Consumo de rag¢ao. Os simbolos representam os grupos analisados (Controle
(CTL); OVA: sensibilizados e desafiados com OVA que receberam salina; 905: 0,1 mL
contendo 1x10° UFC/mL de S. cerevisiae viva). Com destaque para o dia 21 que representa
o dia do desafio. (N = 5 animais/grupo). (****p < 0,0001; **p < 0,01; *p < 0,05).

5.2 Avaliagao da Imunoglobulina IgE e IgG1 anti-OVA

A IgE é uma imunoglobulina que desempenha um papel primordial nas
reagdes alérgicas IgE-dependentes. A partir da interagdo da IgE especifica para o
determinado antigeno com mastdcitos e basofilos, por meio dos receptores FceRl,
ocorre a degranulagdo dessas células, culminando na liberacdo dos mediadores
inflamatorios e consequente desencadeamento dos sintomas alérgicos (Potaczek et
al., 2017; Chen et al., 2018).

Os processos alérgicos a IgG1 também se destaca por interagir com o
alérgeno, formando um imunocomplexo que culmina na ativagdo dos receptores
FcyRs, que é expresso nas células mieloides, como neutréfilos e basoéfilos, com
consequente liberagdo do fator de ativagdo de plaquetas (PAF do inglés platelet-
activating factor), que tem sido relacionado com o desencadeamento de anafilaxia
(Beutier et al., 2017).

No presente estudo, os grupos Controle (ndo sensibilizados e ndo desafiados)
e controle da S. cerevisiae UFMG A-905 [ndo sensibilizados e desafiados (troca da
dieta de caseina por dieta contendo OVA)] apresentaram baixos niveis de IgE (D.O.
com niveis menores que 0,08 nm) e IgG1 anti-OVA (D.O. com niveis menores que
0,6 nm). Em contrapartida, animais sensibilizados e desafiados com OVA
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apresentaram elevados niveis de IgE (D.O. com niveis préximos a 0,75 nm) e IgG1
anti-OVA (apresentando niveis de D.O. préximos de 3 nm). Esses resultados
corroboram os dados encontrados por Saldanha e colaboradores (2004) em que
eles mostraram que camundongos BALB/c, ao serem sensibilizados no dia zero com
uma injecdo subcutanea de salina contendo OVA, seguindo de reforgo imunoldgico
no dia 14 e desafio no dia 21 com a exposi¢cao por via oral a OVA até o final do
experimento, apresentaram altos niveis de IgE e de IgG1 anti-OVA no soro. Além
disso, animais que nao foram sensibilizados, mas que receberam ou nado OVA por
via oral apresentaram niveis baixos de IgE e IgG1 anti-OVA. Tais resultados
comprovam que o modelo proposto esta de acordo com a literatura e que as reagdes
alérgicas desencadeadas pelo modelo sdo mediadas por IgE.

Ao analisarmos a capacidade do tratamento com a levedura de reduzir os
niveis de IgE e IgG1 anti-OVA, pode-se observar (Figura 8) que S. cerevisiae UFMG
A-905 nédo foi capaz de atenuar os niveis de IgE e IgG1 anti-OVA. Resultados
semelhantes foram encontrados por Schouten e colaboradores (2009) e Zuercher e
colaboradores (2011), em que os modelos de alergia estudados ndo apresentaram
atenuacdo dos niveis de IgE e IgG1 especificos promovidos pelos probidticos
testados.
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Figura 8. Avaliagdo dos niveis de IgE anti-OVA (A) e IgG1 anti-OVA (B). As barras
representam os grupos analisados (CTL: Controle; OVA: sensibilizados e desafiados com
OVA; 905: 0,1 mL contendo 1x10° UFC/mL de S. cerevisiae viva). (N = 5 animais/grupo). (*p
< 0,05 em comparagao ao grupo controle).
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5.3 Analises histolégicas

A partir da observacéo das laminas do jejuno proximal coradas por HE e PAS,
foi possivel a emissdo de um laudo, evidenciando que as amostras CTL e 905,
apresentaram-se dentro dos padrées de normalidade. A mucosa apresentou-se com
vilosidades integras, epitélio continuo, proporgédo de células caliciformes/enterdcitos
e linfécitos intraepiteliais/enterdcitos normal, LP delgada, sem a presenga de
espacgos que possam caracterizar edema. As criptas apresentaram celularidade e
tamanho normais. A muscular da mucosa apresentou um aspecto continuo e
preservado (Figuras 9A e 9C).

Os grupos sensibilizados e desafiados, ndo tratados (OVA), apresentaram
mucosa com infiltrado inflamatério, predominantemente de linfécitos, neutrofilos e
eosindfilos, o que é tipico de processos alérgicos (Hogan et al., 2009; Zbikowska-
Gotz et al., 2016). Foi observado um moderado aumento do numero e tamanho de
células caliciformes. A submucosa apresentou discreto infiltrado inflamatério e
alguns vasos dilatados. A vilosidade apresentou uma redugdo da altura de leve a
moderada (Figuras 9B e 9E).

Por fim, o grupo OVA 905 apresentou redugdo dos sinais inflamatérios
alérgicos (Figura 9D). A mucosa apresentou infiltrado inflamatério leve com discreto
aumento de muco. A diminuicdo do tamanho das vilosidades também foi discreta,
assim como a atividade das células de Paneth. Neste grupo, assim como nos
controles, ndo houve alteragdes celulares ou vasculares na submucosa.

A partir de todos estes dados foi possivel a elaboracdo de um escore,
conforme a Tabela 4 (Figura 9F). Um dos aspectos avaliados pelo escore foi a
atividade das células de Paneth. As células de Paneth s&o responsaveis por produzir
compostos com propriedades antimicrobianas, como as defensinas, lisozimas do
tipo C e inumeros peptideos antimicrobianos. Estes auxiliam na manutencédo da
homeostase e equilibrio da microbiota intestinal (Bevins et al., 2011; Nakamura et
al., 2016). No presente estudo, o grupo sensibilizado e desafiado sem tratamento
apresentou hipertrofia das células de Paneth e aumento da intensidade da coloragao
evidenciada pela técnica de PAS. Sendo assim, pode-se inferir que elas estédo
produzindo mais compostos que apresentam carboidratos em sua estrutura, com
consequente aumento de sua atividade (Figura 10B). Na Figura 10D pode-se
observar uma discreta reducdo da atividade dessas células no grupo OVA 905,
evidenciado pela discreta atenuacao de sua coloracgao.
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Figura 9. Fotomicrografias da histologia corada com HE dos 4 grupos com aumento
de 10X e escore das lesées histopatolégicas: Controle (CTL) (A), OVA (B), 905 (C), OVA
905 (D). A chave preta da figura B destaca o tamanho do vilo reduzido no jejuno de
camundongos submetidos a alergia alimentar. Nessas fotos, em menor aumento, a barra
equivale a 100 uym. Na figura E, hd um destaque para a mucosa, evidenciando a hipertrofia
das células caliciformes (seta branca), além da presenca de eosindfilos (setas pretas) no
grupo controle da alergia. Na figura F, a analise do escore histolégico. (CTL: Controle; OVA:
sensibilizados e desafiados com OVA; 905: 0,1 mL contendo 1x10° UFC/mL de S.
cerevisiae); (N = 5 animais/grupo); (*p < 0,05, em comparagdo ao grupo controle e **p <
0,05 em comparagédo com o grupo controle da alergia).
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Figura 10. Fotomicrografias da histologia corada com PAS dos 4 grupos com aumento
de 20X. Controle (A), OVA (B), 905 (C), OVA 905 (D). Nessas fotos, a barra equivale a 50
pym. As setas pretas das 4 fotomicrografias apontam para as células de Paneth,
evidenciando a diferenca de tonalidade entre os grupos testados (quanto maior a
intensidade da coloragdo maior a atividade das células de Paneth).

Em processos alérgicos pode haver o aumento da PI (Chen et al., 2014), que
pode ser um estimulo para a produgao de peptideos antimicrobianos, pelas células
de Paneth, com o intuito de promover um entrave a entrada de potenciais
patdgenos. O tratamento com a levedura promoveu a atenuagdo dos sinais
inflamatoérios no tecido, de maneira similar com os dados obtidos por Liu e
colaboradores (2017), onde os autores demonstraram que a administragéo oral de
Bifidobacterium infantis CGMCC313-2 promoveu a atenuacdao dos sinais

inflamatoérios no intestino em um modelo murino de alergia alimentar.

5.3.1 Analise da produc¢ao de muco
A camada de muco que reveste o intestino € essencial para protecéo,

lubrificagdo e transporte de substancias, através do epitélio intestinal. Este muco é
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produzido pelas células caliciformes e € constituido principalmente por
glicoproteinas neutras denominadas mucinas (Deplancke et al., 2001).

No presente estudo houve hiperplasia e aumento do numero de células
caliciformes pelo grupo sensibilizado e desafiado (OVA) (Figura 11B). Alguns
estudos tém demonstrado que em processos alérgicos ha o desencadeamento da
hiperprodugéo de muco neutro pelas células caliciformes, e esse processo tem sido
relacionado as citocinas IL-4 e IL-13 (Saldanha et al., 2004; Dourado et al., 2010).

Na figura 11F pode-se observar que o tratamento com a levedura promoveu a
reducdo significativa do numero de células caliciformes/campo, com consequente
atenuacao da produgdo de muco. A hiperproducdo de muco pode ser considerada
uma forma de defesa do epitélio intestinal para tentar atenuar a entrada de
alérgenos e consequente aumento da inflamacgao (Saldanha et al., 2004).
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Figura 11. Fotomicrografias da histologia corada com PAS dos 4 grupos com aumento
de 10X e contagem das células caliciformes. Controle (A), OVA (B), 905 (C), OVA 905
(D). Nessas fotos, em menor aumento, a barra equivale a 100 ym. Na figura E hd um
destaque para o aumento e hipertrofia do nimero das células caliciformes (seta preta) do
grupo OVA, nesta foto a barra equivale a 50 ym e foi realizada no aumento de 20X. Na
figura F, a analise do numero de células caliciformes por campo, realizada a partir de
imagens capturadas na objetiva de 10X, de 5 campos aleatérios do jejuno proximal de cada
animal (N = 5 animais/grupo). (CTL: Controle; OVA: sensibilizados e desafiados com OVA;
905: 0,1 mL contendo 1x10° UFC/mL de S. cerevisiae); (*p < 0,05, em comparagdo ao grupo
controle e **p < 0,05 em comparagédo com o grupo controle da alergia).
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5.4 Avaliagao da atividade de MPO

A enzima MPO é encontrada principalmente nos granulos azurofilicos dos
neutrofilos. Na presenca de peroxido de hidrogénio, a MPO catalisa a formagao de
ROS que podem promover danos teciduais, intensificando o processo inflamatorio
(Zbikowska-Gotz et al., 2016; Aratani et al., 2018). Como esta enzima esta presente
nos granulos dos neutrofilos, ela pode ser utilizada para a avaliagao indireta da
presencga de neutrofilos nos tecidos (Souza et al., 2000).

Os neutrofilos sao células que auxiliam nos processos de homoeostase por
serem recrutados para os sitios de inflamagao e serem capazes de reconhecer e
fagocitar patdégenos, além de produzirem espécies reativas de oxigénio, que auxiliam
na inativagdo de patdégenos, promovendo entdo, uma barreira ao desencadeamento
de processos inflamatérios (Mayadas et al., 2014). Porém, quando ha uma ruptura
do equilibio dos processos de homeostase, os neutréfilos podem induzir anafilaxia
em modelos animais, além de liberarem MPO, que gera radicais livres culminando
em destruicdo tecidual, sendo, portanto, um aspecto importante a ser avaliado nos
processos alérgicos (Zbikowska-Gotz et al., 2016; Beutier et al., 2017). Neste
sentido, para avaliar se a administracdo oral de S. cerevisiae UFMG A-905 é capaz
de atenuar os niveis de neutrofilos no jejuno proximal dos camundongos, realizou-se
a dosagem da enzima MPO e os resultados sao apresentados na Figura 12.

Neste estudo, a administracao oral de S. cerevisiae UFMG A-905 promoveu o
decréscimo significativo nos niveis da MPO em camundongos alérgicos a OVA,
indicando uma redugao nos niveis de neutrofilos no jejuno proximal analisado, o que
corrobora os dados histolégicos apresentados.

Os dados encontrados no presente estudo, revelou um aumento significativo
da MPO no grupo sensibilizado e desafiado (OVA), quando comparado com o grupo
controle (CTL) (Figura 12). Estudos realizados por Francis e colaboradores (2017)
mostraram que durante o choque anafilatico em humanos, ha uma elevacdo da MPO
comparada com o grupo controle, indicando o envolvimento dos neutrofilos em um
dos mais severos casos desencadeados pela alergia alimentar.

Nesta perspectiva, um dos aspectos que podem contribuir para atenuagao
dos sintomas desencadeados pela alergia alimentar e da gravidade dos processos
anafilaticos seria a diminuicdo dos niveis de neutrofilos, como exposto na Figura 12.

Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 foi capaz de promover a diminuigdo
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significativa dessas células, o que poderia contribuir para a atenuagdo dos
processos anafilaticos.
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Figura 12. Avaliagdo dos niveis de MPO. As barras representam os grupos analisados
(CTL: Controle; OVA: sensibilizados e desafiados com OVA; 905: 0,1 mL contendo 1x10°
UFC/mL de S. cerevisiae); (N = 5 animais/grupo); (*p < 0,05, em comparagédo ao grupo
controle e **p < 0,05 em comparagédo com o grupo controle da alergia).

5.5 Avaliagao da atividade de EPO

Em processos alérgicos, os eosinofilos sdo recrutados e sdo encontrados em
maiores niveis nos tecidos inflamados e, uma vez ativados, liberam enzimas, como a
EPO, citocinas pro-inflamatorias (IL-4, IL-5, IL-13) e algumas quimiocinas
(CCL11/eotaxina), que podem acentuar os processos alérgicos (Hogan et al., 2008;
Chu et al., 2014).

A enzima EPO possui cerca de 68% de similaridade de sua sequéncia com a
MPO neutrofilica. A EPO também é responsavel por catalisar a oxidagado de algumas
substancias desencadeando a formacdo de ROS, que podem causar estresse
oxidativo e morte celular, promovendo danos teciduais (Hogan et al., 2008; Hogan et
al., 2009). Esta enzima esta presente nos eosindfilos (cerca de 15 pg/célula) (Hogan
et al., 2008), sendo, portanto, um importante alvo para avaliagdo indireta da
presenga de eosinofilos nos tecidos (Strath et al., 1985).

Deste modo, para avaliar se a administragao oral de S. cerevisiae UFMG A-

905 €& capaz de atenuar os niveis de eosindfilos no jejuno proximal dos
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camundongos, mensurou-se a atividade da enzima EPO. Os resultados podem ser

visualizados na Figura 13.
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Figura 13. Avaliagdo dos niveis da enzima EPO. As barras representam os grupos
analisados (CTL: Controle; OVA: sensibilizados e desafiados com OVA; 905: 0,1 mL
contendo 1x10° UFC/mL de S. cerevisiae viva); (N = 5 animais/grupo); (*p < 0,05, em
comparagao ao grupo controle).

Conforme apresentado na Figura 13, o grupo controle (CTL) apresentou
baixos niveis de eosinofilos no tecido. Em contrapartida, o grupo sensibilizado e
desafiado (OVA) apresentou altos niveis dessas células no intestino. Estes
resultados estdo em concordédncia com os estudos realizados por Kim e
colaboradores (2008), evidenciando que o modelo de indugédo da alergia estava de
acordo com o esperado.

Em relacdo a capacidade de suprimir o infiltrado eosinofilico no tecido, em
nosso estudo, a administracdo oral da S. cerevisiae UFMG A-905 promoveu uma
supressao relevante (aproximadamente 50%) (Figura 13) quando comparado com o
grupo sensibilizado e desafiado (OVA). Esta redugdo também foi observada nos
dados histolégicos previamente apresentados. No estudo realizado por Kim e
colaboradores (2008) observa-se que a administragdo oral de B. lactis, L.
acidophilus ou a mistura de ambos micro-organismos, foi capaz de atenuar os niveis
de eosindfilos no intestino dos camundongos sensibilizados e desafiados,
corroborando os nossos dados.
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5.6 Avaliagcao dos niveis de IL-17

No presente estudo, observou-se um aumento da atividade da MPO nos
camundongos alérgicos e com o tratamento utilizando a S. cerevisiae UFMG A-905
esses niveis foram reduzidos significativamente aos niveis basais (Figura 12). Sabe-
se que a citocina IL-17 desempenha um papel relevante no recrutamento de
neutréfilos para os tecidos inflamados (Fujie et al., 2012; Matsuzaki et al., 2018;
Ricciardolo et al., 2017; Hosoki et al., 2016). A citocina IL-17 € produzida por uma
variedade de células, dentre elas os linfécitos Th17. Na alergia alimentar essa
citocina esta envolvida, principalmente, na ativagao e recrutamento dos neutréfilos
para os tecidos inflamados, desencadeando produc¢ao de radicais livres e liberagao
de enzimas como a MPO, que culminam em danos teciduais (Zbikowska-Gotz et al.,
2016). Portanto, para avaliar se essa supressao esta relacionada com os niveis de
IL-17, dosou-se os niveis desta citocina, no jejuno proximal dos camundongos e 0s

resultados s&o apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Avaliagdo dos niveis de IL-17. As barras representam os grupos analisados
(CTL: Controle; OVA: sensibilizados e desafiados com OVA; 905: 0,1 mL contendo 1x10°
UFC/mL de S. cerevisiae); (N = 5 animais/grupo); (**p < 0,05 em comparagdo com o grupo
controle da alergia).

Os resultados apresentados na Figura 14 corroboram os resultados
encontrados na dosagem da atividade da MPO (Figura 12). Portanto, infere-se que o
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mecanismo pelo qual a S. cerevisiae UFMG A-905 atenua os niveis de neutrofilos
nos tecidos inflamados poderia estar relacionado a supressao da producéo de IL-17.

No presente estudo, foi demostrado que camundongos sensibilizados e
desafiados (OVA) apresentaram altos niveis de IL-17 e alta atividade da MPO.
Somado a isso, observou-se que, quando tratados com a levedura, tanto os niveis
de IL-17 decresceram significativamente quanto da MPO, dando respaldo a relagao
existente entre estes parametros, consolidando a hipotese de decréscimo dos niveis
de neutrofilos no tecido dos animais alérgicos tratados com a levedura e sugerindo
uma possivel protecdo da levedura nos tecidos dos camundongos alérgicos e
tratados. Estudos realizados por Zbikowska-Gotz e colaboradores (2016) também
evidenciaram uma relagcédo entre a produgao de IL-17 com o aumento da ativacao

dos neutréfilos em pacientes comprovadamente alérgicos.

5.7 Avaliacao da composigao da microbiota intestinal na alergia alimentar apés
o tratamento probiético por método dependente de cultivo

A microbiota intestinal tem sido apontada como um dos aspectos intimamente
relacionados com o desenvolvimento das doencgas alérgicas, devido, principalmente,
a alteragcado da composigao microbiana (disbiose), com consequente modificacdo dos
metabalitos produzidos por estes micro-organismos. Sendo assim, a manipulagéo da
composi¢cao microbiana pode ser considerada um alvo para o tratamento das mais
diversas doengas alérgicas, incluindo a alergia alimentar (Huang et al., 2017). No
presente estudo, avaliou-se a composi¢cao da microbiota intestinal por métodos
dependentes de cultivo e os resultados podem ser visualizados na Figura 15.

Estudos realizados por Ling e colaboradores (2014) evidenciaram um
aumento de 11 géneros nas fezes de criangas com alergia alimentar, em relagao as
criangas saudaveis, incluindo Staphylococcus e algumas bactérias produtoras de
acido latico, como dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Este aumento
corrobora os dados encontrados no presente estudo em que houve um aumento
significativo destes micro-organismos nos camundongos do grupo controle da
alergia quando comparados ao controle negativo (Figuras 15D e 15E). Do mesmo
modo, além do aumento da carga bacteriana de Staphylococcus, observa-se um
aumento na frequéncia em que esse género foi encontrado (em animais controle a

frequéncia foi de 60% enquanto no grupo OVA foi de 80%).



A — CTL B — CTL
12+ . OVA 12 mm OVA
» 101 10
'5 —= -Q — s el
8 ‘? E - 8 -
o 8] o
n O (&)
S L 6 8w 6
-8 = ‘s o |
* S O
@ g, 41 o o 4
8= &a =
< 2+ 2
0 Salina 905 0 Salina 905
— CTL D 3 CiL
C
10+ mm OVA = OVA
10 *
81 L w —
— © p—
0 < e L2 8-
3O &~
8O S @ ¢
T B o
S =] o I
g2 4 » 2 4
QS g8
nw S—
24 S 2]
@
0 Salina 905 0 Saina 905
3 CTL 3 CTL
E mm OVA F . OVA
s » B 12;
f=4/5 f=4/5 104 *
2 __ef f=35 f=255 @~ __
8 '._m —— —— 8 'U" 8 1 -
<} o O
o Q O WL 61
§5 4 g5
= 8o
S & S O 41
S = 2 w -
7} 5
0 Salina 905 0 Salina 905
3 CTL — CTL
G = OVA H mm OVA
121 101 T
4 = f=5/5
w 10 g f=5/5
B -~ —_
g > % T g o
SO | 50 9 f=2/5
s> g5 f=1/5
5 2 4. ; o 41
= -8
w 24 2
0 0
Salina 905 Salina 905

Figura 15. Composi¢ao da microbiota intestinal por método dependente de cultivo. As
letras representam os micro-organismos analisados. A: Anaerobios totais; B: Aerdbios totais;
C: Bacteroides; D: bactérias produtoras de acido latico; E: Staphylococcus; F: Enterococcus;
5 G: Enterobactérias; H: Leveduras. As barras representam os grupos analisados (CTL:
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Controle; OVA: sensibilizados e desafiados com OVA; 905: 0,1 mL contendo 1x10° UFC/mL
de S. cerevisiae viva); f = frequéncia; (N = 5 animais/grupo); (*p < 0,05, em comparagao ao
grupo controle e **p < 0,05 em comparagao com o grupo controle da alergia).

A presenca de algumas espécies do género Staphylococcus, como por
exemplo, Staphylococcus aureus, tem sido associada com o desencadeamento de
alergias a diversos alimentos, como amendoim, ovo e leite, principalmente em
pacientes que apresentam dermatite atopica. Devido aos fatores de viruléncia desta
bactéria, como proteases, lipases, toxinas e alguns componentes presentes em sua
superficie, pode haver o rompimento da barreira epitelial desencadeando um
aumento da absorgdo de alguns alérgenos, culminando nos processos alérgicos
(Jones et al., 2016).

Ao analisar a capacidade protetora da levedura S. cerevisiae UFMG A-905
frente ao aumento de Staphylococcus, observa-se que essa linhagem né&o foi capaz
de atenuar os niveis de Staphylococcus no grupo alérgico tratado. Como indicado na
Figura 15E, o numero de UFC e a frequéncia de camundongos que apresentaram
Staphylococcus permaneceram iguais quando comparados ao controle da alergia.

No que concerne ao aumento significativo das bactérias produtoras de acido
latico no grupo controle alérgico em relagdo ao grupo controle, admite-se que este
aumento possa estar correlacionado com o fato de que, apesar de algumas
bactérias produtoras de acido latico como espécies do género Lactobacillus serem
bactérias comumente utilizadas como probidticos devido as suas propriedades
probidticas, dentro do mesmo género, pode haver algumas espécies que nao
possuam essa capacidade, podendo até mesmo estarem relacionadas a algumas
doengas como a alergia alimentar (Ling et al., 2014; Oh et al., 2018). Por exemplo,
estudos realizados por Gore e colaboradores (2008) demonstraram que a
Bifidobacterium pseudocatenulatum pode estar relacionada a eczema atopica,
apesar de inumeros estudos comprovarem o papel probidtico de varias espécies do
género Bifidobacterium (Kobayashi et al., 2017; Oh et al., 2018; Wei et al., 2018).

Avaliando a Figura 15B, observa-se que ha um aumento significativo de
aerobios totais no grupo alérgico e no grupo alérgico tratado, respectivamente, em
relagdo ao grupo controle. Tal aumento pode ter sido influenciado pela elevagao do
numero de Staphylococcus nos grupos alérgicos tratados ou nao.
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Por fim, na Figura 15 H, observa-se que em todos os grupos tratados com a
levedura S. cerevisiae UFMG A-905 (905 e 905 OVA) detectou-se aproximadamente
108 UFC/g de fezes de leveduras totais. Em contrapartida, os grupos aos quais nao
receberam a levedura (controle e OVA) foram detectados aproximadamente 10*
UFC/g de fezes. Em concordancia, para os grupos que receberam a levedura
observou-se uma frequéncia de 100%, que difere dos grupos que nao receberam a
levedura (Grupo Controle: 20% e OVA: 40%). Pode-se concluir, portanto, que esses
niveis aumentados de leveduras sao resultantes da administracdo de S. cerevisiae
UFMG A-905.

Esses dados de analise da microbiota cultivavel sugerem que o mecanismo
pelo qual a levedura exerce um papel protetor local ndo é devido a modificagao de

microbiota.

5.8 Avaliacao do efeito dose-dependente da levedura

Neste estudo, foi demonstrado que a levedura S. cerevisiae UFMG A-905 foi
capaz de suprimir o infiltrado neutrofilico, possivelmente envolvendo a diminuigcéo
dos niveis da citocina IL-17 (Figuras 12 e 14). Para investigar se este efeito € dose-
dependente, avaliou-se os niveis de MPO no jejuno proximal de camundongos
sensibilizados e desafiados que receberam 0,1 mL contendo 10°, 102, 10" ou 10°
UFC/mL de S. cerevisiae UFMG A-905 (Figura 16).

Por definicdo os probidticos s&o micro-organismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002; Hill et al., 2014; O’Toole, et al., 2017). Porém, essa
quantidade pode variar dependendo de varios fatores, por exemplo, a linhagem do
micro-organismo utilizado, a rota de administracao e se o tratamento € preventivo ou
curativo (Ouwehand et al., 2017). No presente estudo, observou-se um efeito dose-
dependente da S. cerevisiae UFMG A-905 em relagdo a diminuicdo do infiltrado
neutrofilico, em que apenas as maiores doses testadas (108 e 10" UFC/mL),
apresentaram uma redugdo significativa deste parametro (Figura 16).

Estudos realizados por Aktas e colaboradores (2015) mostraram que a
administragdo oral de L. casei promove um efeito imunomodulatério dose
dependente no S| dos camundongos testados. Estudos realizados por Kollaritsch e
colaboradores (1993) mostraram um efeito dependente de dose de S. boulardii na
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prevencgao da diarreia dos viajantes em um estudo duplo-cego. Estes efeitos dose-

dependentes corroboram os dados apresentados no presente estudo.
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Figura 16. Dose-resposta em relagcdo aos niveis de MPO. As barras representam os
grupos analisados (CTL: Controle; OVA: sensibilizados e desafiados com OVA; 905: 0,1 mL
contendo 1x10°, 1x10%, 1x10” ou 1x10° UFC/mL de S. cerevisiae); N = 5 animais/grupo; *p <
0,05, em comparagéo ao grupo controle e **p < 0,05 em comparagdo com o grupo controle
da alergia.

5.9 Avaliagao da viabilidade da levedura e do sobrenadante de cultura na
alergia alimentar

Para avaliar se a reducéo dos niveis de MPO ¢é dependente da viabilidade da
levedura e consequentemente do seu metabolismo e se estaria relacionado com a
producdo/excregdo de algum composto ou, ainda, se € dependente de algum
componente estrutural da sua parede celular, avaliou-se os niveis de MPO no jejuno
proximal dos camundongos testando a administragdo da levedura inativada pelo
calor e do seu sobrenadante. Para isso, os animais receberam 0,1 mL contendo 10°
células mortas/mL da levedura inativada pelo calor (72°C por 5 minutos) (Anexos 8.3
e 8.4) ou 0,1 mL do sobrenadante da cultura de 10° UFC/mL da levedura viavel. Os
resultados podem ser visualizados na Figura 17, mostrando que o grupo tratado
apenas com o sobrenadante da levedura S. cerevisiae UFMG A-905 apresenta um
decréscimo significativo nos niveis de MPO. Estes resultados inferem que o
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mecanismo de agao envolvido na supressao dos niveis de neutrofilos envolve a
excregcdo de algum metabdlito no meio de cultura, que confere uma prote¢cdo em

relacao a esse parametro.
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Figura 17. Avaliagdao da mieloperoxidase em camundongos tratados com a levedura S.
cerevisiae UFMG A-905 inativada pelo calor e com o sobrenadante (Sobr.) da cultura
viavel. As barras representam os grupos analisados (CTL: Controle; OVA: sensibilizados e
desafiados com OVA; 905: 0,1 mL contendo 1x10° UFC/mL da levedura viavel, inativada ou
do sobrenadante da cultura de 1x10° UFC/mL da levedura viavel); N = 5 animais/grupo; *p <
0,05, em comparagéo ao grupo controle e **p < 0,05 em comparagdo com o grupo controle
da alergia.

Os dados apresentados corroboram os estudos realizados por Buccigrossi e
colaboradores (2014), em que houve um efeito protetor do sobrenadante da
levedura S. boulardii em um modelo de infecgdo por rotavirus, evidenciando a
existéncia de metabdlitos produzidos por esta levedura que foram capazes de
promover protecdo contra o estresse oxidativo. Estudos realizados por Koon e
colaboradores (2016) também evidenciaram um efeito protetor do sobrenadante de
S. boulardii, porém, em um modelo de infecgado por Clostridium difficile. Além disso,
estudos realizados por nosso grupo de pesquisa também demonstraram que tanto
S. boulardii quanto S. cerevisiae UFMG A-905 s&do capazes de sintetizar algum
metabdlito que auxilia na protegao contra infecgdes bacterianas causadas por S.
Typhimurium (Martins, 2008). Estes estudos fornecem embasamento para a
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existéncia de algum composto produzido pela levedura que proporciona um efeito
protetor. A presenca de compostos que apresentam atividade bioldgica produzidos
pelas Saccharomyces ja foi investigada. Estudos realizados por Sougioultzis e
colaboradores (2006), mostraram que S. boulardii produz uma molécula pequena,
soluvel e estavel, denominada Fator anti-inflamatorio Saccharomyces (FAIS), que
como o préprio nome diz, apresenta propriedades anti-inflamatérias.

Além disso, varios estudos tem demonstrado que alguns micro-organismos
sdo capazes de desencadear algum efeito protetor, mesmo quando inativados pelo
calor (Sang et al., 2015; Barman et al., 2013). Tendo em vista que alguns probi6ticos
vivos podem translocar e desencadear danos em individuos imunossuprimidos, o
efeito protetor advindo destes micro-organismos inativados é de extrema importancia
(Liong et al., 2008). A recomendacédo pela WHO de ndo usar probioticos em
pacientes imunocomprometidos poderia assim ser contornada com uso de células
mortas.

Na Figura 17, nota-se que a levedura inativada pelo calor ndo apresenta
reducdo nos niveis do infiltrado neutrofilico, assemelhando aos niveis do grupo
controle da alergia. Isto indica a necessidade da viabilidade da levedura para
desencadear a supressao dos niveis de neutrdfilos e exclui a possibilidade de o
mecanismo envolvido estar relacionado a algum componente estrutural da levedura.
Koon e colaboradores (2016) apresentaram resultados que corroboram o
encontrado, em que apenas S. boulardii viavel foi capaz de promover um efeito
protetor em um modelo de infecg&o por C. difficile.

Em resumo, os resultados apresentados indicam que a promog¢ao de um
efeito significativo exige que a levedura encontre-se viavel e em altos niveis. Além
disso, os dados sugerem que a levedura promove um efeito local, mas nao
sistémico. Martins e colaboradores (2011) evidenciaram que essa levedura & capaz
de se ligar a S. Typhimurium no intestino, impedindo sua translocagdo, em um
modelo de infecgdo, caracterizando um efeito local da levedura. Entretanto, o
mesmo grupo (Martins et al., 2007), promoveu evidéncias de que a levedura também
€ capaz de exercer efeitos sistémicos, como o estimulo da proliferagdo das células
de Kupffer e maior ativacdo do clearance bacteriano em modelos de infeccéo.
Efeitos sistémicos também foram observados em modelos de obstrugao intestinal
(Generoso et al., 2010) e asma (Fonseca et al., 2017).
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que a administracéo oral de S. cerevisiae
UFMG A-905 promove um efeito probidtico local, dose-dependente e que depende
da viabilidade da levedura. Este efeito pode estar associado com redug&o dos niveis
da citocina IL-17 e diminui¢cdo do influxo de neutrdfilos. Os dados apresentados
auxiliardo novas investigacbes que poderdo contribuir para o desenvolvimento de
novas formas de tratamento visando promover o bem-estar dos pacientes que sao

acometidos pela alergia alimentar.
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8.2 Viabilidade da levedura durante o periodo de tratamento
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8.3 Fotografia da estrutura intacta da levedura S. cerevisiae UFMG A-905 apés

processo de inativagao pelo calor
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8.4 Fotografia de uma placa com meio YPG contendo 0,1mL da levedura S.

cerevisiae UFMG A-905 inativada pelo calor na concentragao de 10° UFC/mL
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