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RESUMO

Paises desenvolvidos tém imposto fortes restricdbes ao uso de antibiéticos como
promotores de crescimento na pecudria bovina. Neste cenario, os probidticos se
destacam como potenciais substitutos para esses tradicionais promotores de
crescimento. Probiéticos sdo “micro-organismos vivos que, quando s&o
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do
hospedeiro”. Seus mecanismos de acdo sédo: antagonismo direto contra patdégenos,
aumento da eficiéncia de barreira intestinal e imunomodulagéo, tendo importantes
efeitos protetores contra diferentes doengas, como a salmonelose que representa
uma das principais causas de perdas econdmicas na pecuaria. Varios sdo os
géneros bacterianos com capacidade probidtica, com destaque para os lactobacilos.
Como a maior parte das preparacdes probidticas para nutricdo animal possui
linhagens probitticas humanas ndo se sabe o efeito de bactérias potencialmente
probiéticas de origem bovina sobre a saiude do hospedeiro. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade de colonizagdo e o efeito imunomodulador
dos isolados L36 (L. acidophilus) e L38 (L. salivarius), obtidos de fezes de bezerros.
Para avaliar a capacidade de colonizacdo e efeito imunomodulador, foram obtidos
camundongos gnotobitticos pela monoassociagdo dos isolados L36 ou L38 em
animais germ-free e acompanhados os niveis populacionais nas fezes ao longo de
dez dias. O efeito protetor e imunomodulador dos isolados foram também avaliados
em animais convencionais tratados com L36 ou L38 e desafiados com Salmonella
enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium. Foram avaliados parametros gerais
de saude (variacdo de peso, indice hepético e esplénico), producdo de IgA na
mucosa intestinal, aspectos da histologia geral do intestino e figado e perfil de
expressao das citocinas (IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa) ao longo do
intestino, por RT-gPCR. Os isolados L36 e L38 foram capazes de colonizar a
mucosa intestinal de animais isentos de germes, apresentados altos niveis
populacionais nas fezes (8,87+0,38 Log UFC/g de fezes para L38 e 8,39 +0,83 Log
UFC/g de fezes para L36). Além disso, em animais gnotobibticos, L36 parece
estimular a resposta, na mucosa intestinal, do tipo Tyl7, pois leva a aumentos
significativos (p<0,05) dos niveis de expressdo de IL6, IL17a, Tgfbl e Tnfa. Os
isolados L36 e L38 apresentaram-se seguros, pois ndo causaram mudangas nos
parametros avaliados que séo indicativos de infecgéo local ou sistémica. Ambos os
isolados nédo foram capazes de estimular a produgéo de IgA na mucosa, tanto em
animais gnotobidticos quanto convencionais, mas reduziram a producdo de IgA em
animais desafiados com Salmonella. Porém, L38 produziu um perfil de citocinas
(aumento de IL5, IL10, IL12b, IL17a, Ifng e Tgfbl) no intestino indicativo de um
balanco entre respostas Ty e Treq. N80 houve protegcdo conferida pelos isolados
contra infeccdo por Salmonella. Entretanto, L38 em animais desafiados levou a
producéo elevada de IL10 ao longo de todo o intestino. Portanto, L36 e L38 se
apresentaram seguros e produzem perfis imunomodulatérios diferentes na mucosa.

Palavras-chave: Probi6ticos, Lactobacillus, Salmonella, RT-gPCR, Imunomodulacéo.



ABSTRACT

Developed countries have imposed severe restrictions on the use of antibiotics as
growth promoters in cattle. In this scenario, probiotics stand out as potential
substitutes for these traditional growth promoters. Probiotics are "live microorganisms
which when administered in adequate amounts, confer health benefits to the host."
Their mechanisms of action are: direct antagonism against pathogens, increased
efficiency of intestinal barrier and immunomodulation. In addition, probiotcis have
important protective effects against various diseases, such as salmonellosis which
represents a major cause of economic losses in livestock production. There are
several bacterial genera with probiotic effect, especially Lactobacillus. As most of the
probiotic preparations for animal nutrition uses human probiotic strains there are few
knowlegment of the effect of potentially probiotic bacteria of bovine origin on the host
health. Therefore, the objective of this study was to evaluate the ability of
colonization and immunomodulatory effect of isolates L36 (L. acidophilus) and L38
(L. salivarius), obtained from feces of calves. To evaluate the ability of colonization
and immunomodulatory effect, gnotobiotic mice were obtained by monoassociation of
isolates L36 and L38 in germ-free animals and accompanied population levels in the
faeces over ten days. The protective imunomodulatorory effect of the isolates were
evaluated in conventional animals treated with L36 and L38 and challenged with
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium. It was evaluated general
health parameters (weight variation, hepatic and spleenic indexis), production of IgA
in the intestinal mucosa, histological aspect of bowel and liver and cytokine profile
(IL5, IL6, IL10, IL -12-p40, IL17a, Ifng, Tgfbl and Tnfa) along the intestine portions
by RT-gPCR. The isolates L36 and L38 were able to colonize the intestinal mucosa
of germ-free animals, presented high population levels in feces (8.87 + 0.38 log CFU
/ g of feces for L38 and 8.39 = 0.83 log CFU / g of feces for L36). Furthermore, in
gnotobiotic animals, L36 appears to stimulate a cellular response in the intestinal
mucosa, type Tyl7, it leads to significant increases (p <0.05) of expression levels of
IL6, IL17a, Tgfbl and Tnfa. However, L38 produced a cytokine profile (increased IL5,
IL10, IL12b, IL17a, Ifng and Tgfb1l) in the intestine indicative of a balance between Ty
and T,y type responses. The isolates L36 and L38 showed up safe due to the
absence of parameters that are indicative of local or systemic infection. Both isolates
were unable to stimulate the production of IgA in the mucosa, both in gnotobiotic and
conventional animals but they decreased IgA production in Salmonella-challenged
animals. There was no protection afforded by isolates against Salmonella infection.
However, in Salmonella-challenged animals, L38 led to high production of IL10 along
all the intestine. Therefore, L36 and L38 showed up safe and produce different
immunomodulatory profiles in the mucosal.

Key-words: Probiotics, Lactobacillus, Salmonella, RT-gPCR, Imunomodulation.
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1. INTRODUCAO

1.1Pecuaria: importancia no Brasil e no mundo

Ruminantes e seres humanos tem compartilhado uma longa historia de
convivéncia. Cacadores pré-histéricos, frequentemente nédmades, perceberam que
poderiam explorar o potencial fotossintético das gramineas para domesticacdo dos
ruminantes e, subsequentemente, incrementar sua alimentagdo. Essa atividade
culminou com o estabelecimento de comunidades estéveis e fixas. Uma passagem
do Velho Testamento da Biblia reconhece o valor dos ruminantes para a
alimentacdo humana, em Levitico 11:3, “Vocés poderdo comer todo animal que tem
casco fendido, partido em duas unhas, e que rumina” (HUNGATE, 1966).

Os sistemas pecuarios ocupam cerca de 30% da superficie terrestre que €
livre de gelo. Além disso, este setor estd cada vez mais organizado em cadeias
produtivas que empregam, aproximadamente, 1,3 bilhGes de pessoas em todo o
mundo. A pecuéria fornece diretamente meios de subsisténcia para 600 milhdes de
pequenos agricultores nos paises em desenvolvimento (THORNTON, 2010). A
producdo animal é, portanto, um componente chave da agricultura mundial. Na
verdade, em todo o mundo, as populagdes humanas dependem em grande parte
dos animais domésticos para um grande numero de finalidades como a producgéo de
carne, leite, gordura, ovos, fibras (& ou cashmere), transporte e fornecimento de
fertilizantes (SEJIAN et al., 2012 ).

A pecuaria tem importante contribuicdo no fornecimento de calorias e proteina
para a dieta humana. Embora os produtos de origem animal n&o sejam
absolutamente essenciais, eles tém seu consumo indicado e desejado. Carne, leite e
ovos, em quantidades adequadas, s&do fontes valiosas de proteinas de facil
digestibilidade e de micronutrientes essenciais (FAO, 2011). Alimentos de origem
animal contribuem diretamente com cerca de 12,9% das calorias totais e 27,9% da
quantidade de proteina bruta da dieta humana (FAO, 2011). Além da sua
importancia como fonte de aminoécidos essénciais, esses produtos sdo fontes de
micronutrientes (ferro, zinco, vitamina A e B12 e célcio). Mesmo em pequenas
quantidades, os alimentos de origem animal podem desempenhar um papel
importante na melhoria do estado nutricional das familias de baixa renda,

particularmente para criancas, gestantes e lactantes. Pequenas porgdes de carne na
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dieta, por exemplo, fornecem quantidades adequadas de ferro na forma abosorvivel
(BENDER, 1992) o que, contribui na prevengdo da anemia. Adicionando-se uma
pequena quantidade de alimentos de origem animal na dieta de criangas desnutridas
pode-se aumentar sua capacidade cognitiva de forma significativa (NEUMANN et al.,
2010).

O rebanho mundial bovino é estimado em 1,3 bilhbes de cabecgas (USDA,
2011). O Brasil possui o segundo maior rebanho do mundo, perdendo apenas para a
india. O rebanho brasileiro, em 2009, era de aproximadamente 205,3 milhdes de
cabecas, maior que a populagdo nacional, estimada naquele ano em 191,5 milhGes
de habitantes. Minas Gerais participa com 22,5 milhdes de cabecgas, o que
contabiliza 10,9% do rebanho nacional (IBGE, 2010).

O maior produtor de carne bovina do mundo s&o os Estados Unidos, com
uma produgéo de 11,9 milhdes de toneladas em 2011 (USDA, 2011). O Brasil figura
como segundo maior produtor mundial, com 9,4 milhdes de toneladas produzidas e,
maior exportador, com 2,3 milhdes de toneladas exportadas em 2011 (USDA, 2011).
Os principais destinos da carne bovina brasileira foram RuUssia, Hong Kong e Ird. O
maior consumidor mundial de carne bovina foi os Estados Unidos, seguidos pela
Unido Europeia e o Brasil, este Gltimo, com um consumo per capita em torno de 34,7
kg por habitante/ano. (IBGE, 2010).

Os Estados Unidos lideram o ranking dos paises produtores de leite com mais
de 86 bilhdes de litros produzidos em 2008. O Brasil aparece como 0 sexto maior
produtor mundial, produzindo 29,1 bilhdes de litros no ano de 2009 (IBGE 2010). A
regido Sudeste contribuiu com a maior parte (36%) da produgédo nacional. Com um
crescimento de 32% no periodo de 1999 a 2008, Minas Gerais, o maior produtor de
leite do pais, € responséavel por 25% da producgé&o brasileira ou mais de 7 bilhdes de
litros. O consumo per capita brasileiro, no ano de 2009, foi de 152 litros de leite por
habitante (IBGE, 2010).

Além da importancia econdmica, a pecuaria também tem uma forte relevancia
social no Brasil. Entre os agricultores familiares, a pecuéaria de leite € uma das
principais atividades desenvolvidas, estando presente em 36% dos
estabelecimentos classificados como de economia familiar, além de responderem
por 52% do Valor Bruto da Producgéo total, oriundos do leite. As estatisticas mais

recentes mostram que o pais conta com 4,8 milhdes de estabelecimentos rurais,
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destes, 85% podem ser considerados de produgéo familiar e geram cerca de 14

milhdes de empregos no meio rural (ZOCCAL et al., 2012).

1.2 Antibi6ticos como promotores de crescimento

O desenvolvimento da agropecuaria na segunda metade do século XX foi
marcado principalmente pela utilizacdo de defensivos agricolas e de suplementos
alimentares, muitos dos quais atuam como promotores de crescimento. Nesse
sentindo, os antimicrobianos comegaram a ser ofertados em doses subterapéuticas
na alimentagdo animal com o objetivo de atuarem como promotores de crescimento.
Em suinos o uso de antimicrobianos como promotores de crescimento comegou em
1940 (AARESTRUP, 2012). Em aves, a origem desta préatica remonta a 1946, com a
observacéo de que aves criadas em confinamento tinham maior eficiéncia alimentar
qguando recebiam antimicrobianos promotores de crescimento (APC). Diante disto,
APC passaram a ser usados como estimulantes do crescimento, desenvolvimento e
da produtividade animal (PARDI et al., 2001; EMBRAPA AVES E SUINOS, 2005).

Problemas na digestdo e absor¢cdo de nutrientes em animais domésticos de
producéo séo geralmente resultados da perturbagéo digestiva, principalmente devido
ao crescimento de micro-organismos no intestino. Bactérias Gram (-) dos géneros
Salmonella e Escherichia estdo envolvidas no desenvolvimento dos principais
problemas que acometem o intestino. Na tentativa de evitar a proliferacdo dessas
bactérias e sintomas associados ao seu crescimento tais como perda de peso,
desidratacdo e mortalidade, passou a ser uma pratica corriqueira o uso de APC na
pecuaria (VITAMEX, 2011).

Agentes antimicrobianos sdo compostos que, em baixas concentracoes,
reduzem ou inibem o crescimento de micro-organismos (CROMWELL, 2004). Esta
categoria inclui antibidticos (substancias naturalmente produzidas por leveduras,
fungos filamentosos e outros organismos), quimioterapicos (substancias
quimicamente sintetizadas), bem como altas concentra¢des de cobre e zinco.

Diferentes mecanismos de ac¢éo explicam a promogéao de crescimento obtida
qguando os antibitticos sdo utilizados como APC. Esses mecanismos envolvem: a
ativacao do anabolismo proteico, 0 aumento da concentragdo de somatomedina C, a
reducdo da desaminacdo e descarboxilacdo, levando a menores niveis de amdnia
no intestino (RUTZ & LIMA, 2001). Portanto, a utilizagdo de APC resulta na redugéo
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da carga de bactérias patogénicas e, por consequéncia a parede intestinal torna-se
mais delgada, com menor taxa de renovacdo de enterdcitos, fatores estes que, em
conjunto, facilitam a absorcéo de nutrientes (HENDERICKX et al., 1981; ANADON &
LARRANAGA, 1999). Foi observado aumento de 9% na absor¢cdo de aminoacidos
livres em suinos criados com racdo suplementada com doses subterapéuticas de
virginamicina (DIERICK et al., 1986).

Entretanto, o mecanismo de acdo mais aceito dos APC é o controle de
doengas subclinicas. A exposicao continua dos animais de producdo a um ambiente
de elevada carga de bactérias patogénicas, bem como de estresse, ocasionam
aumento na incidéncia de doengas. O uso de APC reduz a chance de invaséo e
multiplicagdo de micro-organismos patogénicos no trato gastrointestinal, permitindo
com que 0s nutrientes sejam mais bem aproveitados para o desenvolvimento
muscular, ao invés de serem gastos em respostas imunes contra patdégenos
invasores (CORNELI, 2004; ARAUJO et. al., 2007). Isto permite que o animal
expresse o maximo de seu potencial genético, devido a melhores condi¢des de
saude e bem-estar (RUTZ & LIMA, 2001). O efeito benéfico dos antibidticos é mais
acentuado em animais jovens, devido a uma prote¢do imunoldgica imatura, fato que
causa elevada mortalidade em neonatos.

Apos a aprovagdo do emprego dos primeiros antimicrobianos para uso nas
dietas animais como promotores de crescimento pelo “Food and Drug
Administration” (FDA), surgiram preocupacdes sobre seus efeitos na satde humana,
principalmente em decorréncia da presenca de residuos dos antimicrobianos nos
produtos de origem animal e da selec@o de bactérias resistentes (MENTEM, 2001).
Para atuarem como APC, os antibiéticos sdo oferecidos na alimentacao animal em
doses baixas e por longos periodos, duas condigbes sabidamente promotoras de
selecdo de genes codificadores de resisténcia aos antibidticos (GOULD &
MACKENZIE, 2002).

Ao mesmo tempo em que assistimos uma intensificagcdo do uso de
antimicrobianos, observamos também um aumento da resisténcia expressa por
certas linhagens bacterianas a acdo destas drogas. A resisténcia aos antibiéticos
aumenta a dificuldade de controle das doencas e severidade dos sintomas, fatores
que elevam o custo de tratamento. Diante do surgimento de linhagens bacterianas

muti-resistentes, um dos questionamentos importantes € se o uso de antibiéticos na
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nutricdo animal contribui para a selecdo destas linhagens, causando, desta forma,
um grave problema de saude publica (RUTZ & LIMA, 2001). Nas décadas de 70-80
ocorreram Varios casos de infeccdo por Salmonella spp. causados por linhagens
resistentes ao cloranfenicol, droga preferida para o tratamento da salmonelose
(SPIKA et al., 1987). O cloranfenicol € um antibi6tico proibido para dietas animais,
mas veterinarios o utilizaram de forma ilegal em bezerras leiteiras, fato este que, de
acordo com o autor, faciltou a selecdo de linhagens resistentes. Além disso,
evidéncias tém sido acumuladas indicando que hd uma associagéo entre o risco de
doengas zoondticas e utilizagdo de antibiéticos como APC em aves e bovinos
(EDENS, 2003).

A primeira agéo efetiva no sentido de restringir a utilizagdo de antibiéticos na
pecuaria ocorreu na Inglaterra no inicio dos anos 70 (CROMWELL, 2004). Naquela
ocasido, certos antibiéticos (aqueles usados em medicina humana e os capazes de
induzir resisténcia cruzada com drogas utilizadas na mesma) foram reservados
somente para prescricao veterinaria. Ao longo dos ultimos anos, a Unido Europeia
(UE) tem feito grandes esfor¢os para reduzir o uso de antibiéticos. Esses esforgos
culminaram na Diretiva 1831/2003/EC (UE, 2012) a qual proibiu o uso de qualquer
antibiético como APC em animais de producdo. A legislacdo norte-americana esta
também evoluindo no sentido de restringir o uso de antibiéticos como APC. As
orientacdes GFI#209 e GFI#213, do FDA, indicam o uso de antibi6ticos apenas em
situagbes terapéuticas, mediante supervisdo de um médico veterinario e,
implementam a retirada da indicagdo de aumento de desempenho produtivo
veiculada nos rotulos de antibiéticos usados como APC (FDA, 2012). O Brasil,
seguindo as diretrizes impostas pela UE, tem proibido a utilizagéo de diversos tipos
de antibidticos na pecuaria. Alguns exemplos sdo a proibicdo de avoparcina (Of.
Circular DFPA numero 047/98); cloranfenicol e nitrofuranos (Instrugdo Normativa 09,
27/06/2003); penicilina, tetraciclinas, sufonamidas sistémicas (Portaria 193,
12/05/1998); olaquindox (Instrugdo Normativa 11, 24/11/2004); violeta genciana
(Instrucdo Normativa 34, 13/09/2007) e carbadox (Instrugdo normativa 35,
14/11/2005) (MAPA, 2012).

Diante da proibicdo, pela UE, do uso de APC, os pecuaristas de paises
exportadores de produtos de origem animal (carne, leite e ovos) enfrentam um
dilema: perder milhdes de doélares na exportacdo de seus produtos para o vasto e

exigente mercado europeu ou desistir das drogas proibidas e incorrer em maiores
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custos de produgdo. Portanto, diante desta situagdo torna-se extremamente
importante & busca de alternativas aos APC, que devem ser empregadas na
tentativa de influenciar de forma gradativa a ecologia microbiana do sistema
digestivo (MENTEM, 2001). Neste sentido, tem sido empregadas modificagbes no
manejo nutricional e suplementacdo alimentar com 6xido zinco &cidos orgénicos,

probioticos, manoligossacarideos, sulfato de cobre e enzimas (RUTZ & LIMA, 2001).

1.3A Microbiota gastrointestinal de bovinos: importancia, instalagdo, composicao

e funcéo

Louis Pasteur, no século XIX, desenvolveu a teoria microbiol6gica da doenca.
Além disso, ele foi um dos primeiros a afirmar que a saude esta diretamente
relacionada com a vida dos micro-organismos nao patogénicos residentes no
hospedeiro (SCHOTTELIUS, 1902). De fato, em termos de numeros de células, os
seres humanos adultos sdo mais procariotos que eucariotos pois, 90% das células
de um adulto sé@o bactérias (SAVAGE, 1977).

A presenca dessa diversa populagdo microbiologica indica uma relacdo
simbidtica entre os micro-organismos e o individuo que os alberga. Os micro-
organismos presentes no hospedeiro s&8o responsaveis por varias funcfes: a
resisténcia a colonizagcdo (inibem a multiplicacdo de patdgenos aldctones e
autéctones oportunistas); imunomodulagdo (permitem uma resposta imune mais
rapida e adequada durante uma agresséo infecciosa, além de ser pecga chave no
desenvolvimento do sistema imune adaptativo); contribuigcdo nutricional (atuam no
fornecimento de vitaminas e substratos energéticos como &cidos butirico, propiénico
e acético) e desenvolvimento da mucosa intestinal (garantem o adequado
desenvolvimento do epitélio intestinal e do GALT: gut-associated lymphoid tissue)
bem como sua vascularizagéo (BERG, 1996; MOREAU & GABORIAU-ROUTHIAU,
2000; NICOLI & VIEIRA, 2004; EGERT et al., 2006; WALL et al., 2009; STECHER &
HARDT, 2011). Em troca, membros dessa microbiota encontram um nicho protegido
e rico em nutrientes, no qual podem se multiplicar e atingir elevadas densidades
populacionais (HOOPER et al., 2002). Portanto, qualquer perturbagéo dessa relagcéo
pode resultar em condic6es patologicas (ISOLAURI et al.,, 2001; GUARNER &
MALAGELADA, 2003).
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O termo “microbiota” foi cunhado originalmente por Savage (1977) como a
populagdo de micro-organismos presentes nas superficies mucosas de um
individuo. Com o advento das modernas técnicas de biologia molecular, o termo
"microbioma”, o qual se refere ao conjunto de genes presentes no genoma de
espécies pertencentes a uma microbiota (HOOPER & GORDON, 2001), tem sido
amplamente difundido. Por exemplo, a microbiota mais abundante € a do intestino
grosso de mamiferos, cujas densidades populacionais atingem valores da ordem de
101 organismos / g de conteudo intestinal (TANI et al., 1998; SIMMERING, et al.,
1999). Em humanos, pelo menos 500 espécies bacterianas colonizam o intestino
adulto, com aproximadamente 30 a 40 espécies compreendendo até 99% da
populacdo total, que em conjunto compdem a denominada microbiota dominante
(MOORE & HOLDEMAN, 1974; HOOPER et al., 2002).

O trato gastrintestinal de ruminantes compreende um tubo que comega na
boca e é composto pelo esbéfago; um estdbmago poligastrico formado por rdmen,
reticulo, omaso e abomaso; intestino delgado; intestino grosso; reto e anus. Esse
tubo abriga um ecossistema complexo que associa componentes bidticos, como a
microbiota residente, e componentes abibticos, como o alimento ingerido.
Tradicionalmente métodos baseados em cultivo de micro-organismos tém sido
empregados na identificacdo e enumeracdo de membros comensais da microbiota
gastrointestinal. Essa abordagem, além de ser extremamente demorada, apresenta
uma importante limitagcdo, pois apenas cerca de 1% das bactérias do intestino
podem ser cultivadas em meios de cultura solidos (NOCKER et al., 2007), sendo,
por esse motivo, considerada extremamente tendenciosa. Com o avango das
técnicas de biologia molecular, pesquisadores puderam utilizar novas ferramentas
para analisar a microbiota do trato gastrointestinal, através das abordagens
independentes de cultivo (DAHLLOF, 2002). As abordagens moleculares classicas
envolvendo PCR, clonagem e sequenciamento de primeira geragcdo permitem a
deteccdo de organismos viaveis e ndo viaveis, sendo por isso uma ferramenta
poderosa na avaliagdo de microbiomas residentes em animais (FARRELLY et al.,
1995; SUZUKI & GIOVANNONI, 1996; RADA et al., 2006).

Metodologias independentes de cultivo sdo baseadas na exploragdo de
regibes variaveis do genoma, tais como o gene codificador do RNA ribossomal
(rRNA) 16S. A sistematica bacterioldgica tem sofrido uma revolugdo nos Uultimos

anos devido ao advento deste marcador molecular (WOESE, 1987). Atualmente, a
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disponibilizacéo de plataformas de sequenciamento de segunda e terceira geragao,
rapidas e automatizadas, aliadas as tradicionais metodologias moleculares ganham
status de “padréo ouro” na caracterizagdo de microbiotas (LIU et al., 2007; DOWD et
al., 2008%).

O tubo digestivo de mamiferos e aves €&, ao nascimento, livre de micro-
organismos. A colonizagdo do sistema digestivo é um processo complexo, que
envolve sucessdo microbiana, bem como interagées entre oS micro-organismos e o
hospedeiro (SIERRA et al., 2010). Esse processo inicia-se imediatamente apos o
nascimento, sendo 0sS primeiros micro-organismos a colonizar o intestino aqueles
oriundos da mée (durante o parto e amamentagéo) e do ambiente que circunda o
bezerro (TANNOCK, 1995; MARTIN et al., 2003; JIMENEZ et al., 2005; PEREZ et
al., 2007). A colonizacao bacteriana comeca, geralmente, com bactérias anaerobicas
facultativas, tais como E. coli e enterococos, pois o potencial de éxido-reducéo
positivo no intestino do bezerro propicia a instalagdo desse tipo de bactéria
(CONWAY, 1997). O consumo de oxigénio, pelo metabolismo dos micro-organismos
pioneiros, altera gradualmente a atmosfera do ambiente intestinal, tornando-o mais
reduzido, o que garante condigcdes de subsequente crescimento para anaerébicos
estritos (PENDERS et al., 2006).

Enguanto em recém-nascidos humanos as bifidobactérias sdo os organismos
dominantes (MITSUOKA, 1992) em outros animais como camundongo, suinos e
galinha, os lactobacilos sdo predominantes (SCHAEDLER et al., 1965; BARROW,
1992; MOUGHAN et al.,, 1992). Embora os lactobacilos sejam, usualmente,
considerados o grupo de bactérias dominantes no intestino de bezerros, atingindo
populacdes de 7-9 Log UFC (Unidades Formadoras de Colbnia) /g de fezes na
primeira semana de vida (KARNEY et al., 1986), bifidobactérias tem sido
frequentemente isoladas de fezes de animais jovens, e em alguns estudos,
apresentam contagens maiores que as observadas para lactobacilos, na ordem de
100X (WALLACE & NEWBOLD, 1992; RADA et al.,, 2006). O aumento nas
contagens de anaerobios estritos, ao longo das primeiras fases da colonizacdo (3-7
dias) do trato intestinal de bovinos, é acompanhado por reducédo das contagens de
E. coli, porém no periodo de 7-21 dias, as popula¢cdes de anaerdbios estritos
comecam a cair enquanto as contagens de E. coli voltam a aumentar. Essas
mudangas podem estar relacionadas com alteragcdes na dieta dos bezerros, que

mesmo se alimentando principalmente de leite nos primeiros meses de vida,
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comecam precocemente a ingesta de forragens, o que contribui de forma direta para
alterar a constituicdo da microbiota intestinal (RADA et al., 2006).

As contagens bacterianas no rimen s&o muito elevadas (>10'° UFC/ g de
conteddo ruminal). Micro-organismos formam uma ativa comunidade no rimen que
compreende um conjunto diverso de eubactérias, arquéias, protozoarios e fungos
filamentosos (STEWART et al., 1997). A estrutura da comunidade microbioldgica
ruminal é influenciada por uma série de fatores, incluindo dieta, raca e variacdes
diarias no metabolismo (DEHORITY & ORPIN, 1997; GUAN et al., 2008). As dietas
mais comuns para bovinos, baseadas em alimentos de origem vegetal, séo ricas em
polissacarideos complexos, como a celulose, e enriguecem, no rumen, a
comunidade de micro-organismos que sao capazes de degradar esses componentes
poliméricos (KRAUSE et al.,, 2003). A microbiota ruminal esta envolvida nas
primeiras etapas da quebra da biomassa do rimen, bem como na fermentacéo e na
quebra dos seus produtos. Alguns &cidos organicos produzidos tais como o
propionato e o butirato, podem ser absorvidos diretamente através da parede do
intestino bovino e servem como fonte de energia para o animal. O hidrogénio
produzido é usado por arquéias presentes nesta microbiota para a producgdo de
metano (STEWART et al., 1997).

No ecossistema ruminal as bactérias desempenham um papel fundamental
no processo da fermentagdo no rdamen (HUNGATE, 1966). Abordagens
dependentes de cultivo e técnicas moleculares mais tradicionais tém indicado que a
comunidade bacteriana do ramen de bovinos € dominada por Bacteroidetes e
Firmicutes, que parecem constituir os componentes dominantes da microbiota
ruminal, representando 80% do total de bactérias presentes neste ecossistema
(MENEZES et al.,, 2011). Entre as bactérias tipicamente encontradas no rumen
pode-se incluir: as degradadoras de celulose/fibras tais como, Fibrobacter spp. e
Ruminococcus spp.; bactérias que facilmente metabolizam carboidratos tais como,
Prevotella spp. e Ruminobacter spp.; e aquelas que fermentam e convertem
diferentes &cidos graxos tais como, os membros dos géneros Megasphaerea,
Succinovibrio e Treponema (STEWART et al., 1997; WALLACE, 2008). Protozoarios
que habitam o rimen atingem ndmeros tdo altos quanto 10° células/ grama de
conteddo ruminal, e respondem pela metade da massa de micro-organismos

presentes no rumen. Sua importancia esta relacionada também & degradagéo de
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matéria organica, j& que s&o responsaveis por 1/3 da digestdo de celulose
(RUSSELL & RYCHLIK, 2001).

A presenca de fungos filamentosos no ramen esta relacionada principalmente
as dietas com forrageiras de qualidade inferior, que fazem com que a populacdo
fungica aumente sua densidade, chegando a representar, em alguns casos, 8% da
biomassa ruminal. Estudos in vitro indicam que as bactérias ruminais, envolvidas na
digestédo de fibra vegetal, produzem bacteriocinas que inibem o crescimento de
fungos filamentosos, o que poderia explicar o baixo numero de fungos em
ruminantes alimentados com dietas com forrageiras de boa qualidade nutricional
(DEHORITY & TIRABASSO, 2000).

Acidose ruminal e producdo de metano s&o importantes exemplos de
interagdes entre o metabolismo da microbiota ruminal e a influéncia da dieta na
performance produtiva (KHAFIPOUR et al.,, 2009; FERNANDO et al.,, 2010). O
conhecimento da ecologia da microbiota do ramen € essencial para o
desenvolvimento de sistemas de alimentagdo que permitam melhora na
produtividade animal e saude, além de reducdo na producdo de metano pelo gado.
Uma preocupacdo importante nos ultimos anos € a producdo de metano, um dos
grandes vildes do efeito estufa, pela pecuéria bovina. Parece que a producédo deste
gés tem relacdo direta com a dieta e, portanto, com a constituicdo da microbiota do
riumen. Foi observado que vacas alimentadas a pasto tém reducdo de 11% na
producdo de metano (O'NEILL et al., 2011). A alimentagdo a pasto esté
correlacionada a maior abundancia, no rumen, de membros das familias
Prevotellacea, Veillonellacea e Erysipelotrichaceae. As familias Prevotellacea e
Veillonellacea sé&o caracterizadas pela produgdo de propionato durante a
fermentacéo, produto associado a menores indices de emissdo de metano em
animais (MENEZES et al., 2011).

A populagdo bacteriana que reside no intestino de animais é diversa,
frequentemente excedendo 10! UFC/ g de fezes (HUNGATE, 1966; YOKOYAMA &
JOHNSON, 1988). A microbiota intestinal de bovinos adultos € marcadamente
dominada por anaerdbios estritos, tais como Bacteroides spp., Clostridium spp. e
principalmente Bifidobacterium spp.. Além desses, sdo géneros pertencentes a
microbiota dominante do intestino bovino: Porphyromonas, Ruminococcus, Alistipes,
Lachnospiraceae, Prevotella, Lachnospira, Bacteroidales, Akkermansia, e

Enterococcus (DOWD, et al., 2008°). Os anaerébios facultativos, tais como as
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enterobactérias (ex.: E. coli), sdo tipicamente encontrados em ndmero 100X menor
que 0s anaerobios estritos, mas, muitas vezes sdo superestimados devido a sua
facilidade de cultivo em 4gar (DRASAR & BARROW, 1985).

A maioria das bactérias pertencentes a microbiota do trato gastrointestinal de
bovinos é vital para a manutencdo da salde dos animais. Pequenas perturbacdes
nessas populacdes sdo desencadeadoras de mudancas drasticas na fisiologia e
bem-estar e podem afetar diretamente a produtividade animal (CANIBE et al., 2005;
DUNKLEY et al.,2007). Diversos fatores podem interferir no processo de instalagao
da microbiota normal apds o nascimento (tipo e condigBes de nascimento; tempo de
gestacdo; tipo de amamentacgéo; origem do leite ingerido; medidas de higiene
excessivas e uso de antimicrobianos) ou na sua evolu¢éo em individuos adultos (uso
de antimicrobianos; alteracbes na dieta e estresse), provocando atraso na sua
implantacéo ou desordem de suas fungbes (NICOLI & VIEIRA, 2000; PENDERS et
al., 2005; PENDERS et al., 2006; WALL et al., 2009). Esses dados reforcam a
necessidade de desenvolvimento de métodos alternativos a utilizacdo de
antimicrobianos a serem empregados na prevengao e/ou no tratamento de infecgcoes
microbianas, em humanos e animais, como, por exemplo, o emprego dos

probidticos.

1.4 O epitélio intestinal e o Tecido linfoide associado a mucosa do intestino
(GALT).

A mucosa intestinal representa um ecossistema complexo que engloba as
células epiteliais e do sistema imune, em franca exposicdo a microbiota indigena
(MCCRACKEN & LORENZ, 2001). A exposicdo a diferentes micro-organismos
patogénicos faz com que a mucosa funcione como uma barreira fisica e quimica
contra esses patdégenos. Essa funcdo de barreira € principalmente atribuida as
caracteristicas do epitélio intestinal (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006).

O tecido epitelial intestinal constitui uma barreira fisica que protege o
individuo contra infeccdo (LOUVARD et al.,, 1992; KEDINGER et al.,, 1998;
MONTGOMERY et al., 1999). Este epitélio, devido ao elevado transito de material
intestinal, apresenta uma elevada taxa de renovagao tissular (“turnover” celular).
Basicamente, o epitélio intestinal € constituido por quatro tipos celulares epiteliais:

0s enterdcitos, que apresentam na membrana apical microvilosidades, que em
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conjunto formam a borda em escova e, representam mais de 80% das células deste
tecido; as células enteroenddcrinas, contendo granulos com diferentes horménios;
as células caliciformes produtoras de muco e as células de Paneth, com granulos
apicais contendo compostos com atividade antimicrobiana. Além disso, o epitélio
associado aos foliculos linfoides do intestino possui um tipo celular epitelial
caracterizado por apresentar microvilosidades e microdobras pequenas, espacadas
e irregulares na superficie apical, e invaginagdes na superficie basal, geralmente
associadas as células do sistema imune. Essas células sdo chamadas de células
multi-fenestradas ou células M (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006).

O epitélio intestinal protege o hospedeiro da infeccdo fornecendo uma
eficiente barreira fisica. A eficiéncia dessa barreira é assegurada pela integridade
deste epitélio. As células do epitélio intestinal sdo mantidas juntas por juncdes
serreadas, juncdes aderentes e desmossomas. As juncdes serreadas, presentes no
polo mais apical do complexo juncional, propiciam uma barreira de permeabilidade,
j& que apresentam semipermeabilidade caracteristica (SCHNEEBERGER & LYNCH,
2004). Entretanto, diferentes patdégenos modulam a atividade destas juncées,
alterando a permeabilidade intestinal, fato que facilita a sua penetragdo na mucosa
(FASANO & NATARO, 2004). Outros patdgenos utilizam as células M como rota de
passagem para os tecidos mais profundos da parede intestinal (NEUTRA et al,,
2001). Além de funcionar como uma barreira fisica, o epitélio intestinal impede a
invasdo de organismos patogénicos pela producdo de uma variedade de
substéancias antimicrobianas, tais como muco e defensinas. Em adicao, citocinas e
quimiocinas (IL (interleucina) 1a, IL1b, IL6, IL8 em humanos ou Cxcll5 em
camundongos, IL10, Ccl2 (“chemokine (C-C motif) ligand 2” ou MCP-1 “monocyte
chemoattractant protein 1”), Csf2 (“colony stimulating factor 2” ou GM-CSF
“granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”), Tnfa (“tumor necrosis factor a”)
e Tgfbl (“transforming growth factor ")) tem papel importante no fortalecimento da
barreira intestinal (MCCRACKEN & GASKINS, 1999).

O epitélio intestinal permite a colonizag@o bacteriana, mesmo que a mucosa
intestinal exiba um nivel minimo de inflamag¢@o em resposta aos componentes da
microbiota indigena. O intestino diferencia a microbiota normal dos micro-
organismos patogénicos utilizando receptores altamente especializados de detecc¢éo

de antigenos. Tais receptores distinguem padrdes associados ao proprio (microbiota
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indigena) daqueles relacionados as estruturas moleculares n&o proprias,
encontradas nos patogenos, estas Ultimas conhecidas como motivos moleculares
associados aos patégenos, PAMP (ALDRIDGE et al, 2005; JANEWAY &
MEDZHITOV, 2002). Os receptores Toll-like (TLRs) e as proteinas NOD
(“nucleotide-binding  oligomerization domain”), s&o classicos sistemas de
reconhecimento de moléculas associadas aos patégenos (ECKMANN, 2005; KAWAI
& AKIRA, 2005).

O tecido linfoide associado & mucosa (MALT: mucosal-associated lymphoid
tissue) forma estruturas especializadas, que no intestino recebem o nome de tecido
linfoide associado ao intestino (GALT). De uma maneira geral, o GALT é muito
similar entre as diferentes espécies de mamiferos. O GALT no intestino delgado de
bovinos consiste de 18 a 40 Placas de Peyer discretas (PPD) localizadas no
duodeno e no jejuno e uma Unica placa de Peyer continua (PPC) que se estende do
ileo terminal até o ceco. A involugdo da PPC comeca logo apds o nascimento e
apenas foliculos isolados permanecem na regido anteriormente ocupada pela PPC
no animal adulto. Essa involugdo também ocorre em ovelhas e, tem sido proposto
que essa estrutura, em ruminantes, é equivalente a “Bursa de Fabricius” das aves,
local onde ocorre geragdo primaria de células B (PARSONS et al., 1991). No
intestino grosso de bovinos ocorrem foliculos linfoides isolados no ceco, colon e na
ampola retal. Além disso, placas de tecido linfoide, similares aos PPD do intestino
delgado, s@o encontradas no ceco, colon proximal e no reto terminal (LIEBLER et
al., 1988). Essas estruturas tem relacdo importante com o desenvolvimento de
doencas intestinais em bovinos, pois sdo locais de dano tecidual na diarreia viral
bovina e na infecgcdo por Cryptosporidium sp. (RAMSEY, 1956; POHLENZ et al.,
1984).

As placas de Peyer sao compostas de foliculos contendo células B e areas
intrafoliculares contendo células T, além de outras células, tais como células
dendriticas e macrofagos. Vilosidades em forma de folha cobrem a superficie das
PPD e PPC enquanto que vilosidades tipicas, em forma de dedo, estdo presentes no
resto do intestino, sendo ambas capazes de promover absorcdo de particulas
(PARSONS et al, 1991). No intestino delgado bovino, em meio as inumeras
vilosidades normais de absor¢éo, cada foliculo se estende em dire¢do ao limen

formando uma regido de cupula, chamada de “dome villus”, que é recoberta por um
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epitélio especializado, chamado de epitélio associado ao foliculo (FAE — follicle
associated epithelium). O FAE é desprovido de células caliciformes (LANDSVERK,
1987). Na superficie de PPD ocorre presenca abundante de células M espalhadas
entre os enterdcitos. O FAE das PPC, além de néo apresentar células caliciformes
ndo possui enterdcitos, consistindo de uma populacdo homogénea de células
especializadas, arredondadas, que possuem pequenas e esparsas microvilosidades
e microdobras, centralmente localizadas e dobras concéntricas localizadas na
periferia. Além disso, esse epitélio apresenta profundas fendas nas juncdes entre
células (PARSONS et al., 1991).

No intestino grosso (ceco e cOlon proximal) de bovinos existem estruturas
linfoides similares as placas de Peyer do intestino delgado. As placas de Peyer do
intestino grosso apresentam duas formas morfoldgicas: complexos linfo-glandulares
e nédulos da lamina propria. O primeiro pode se estender para dentro da submucosa
ultrapassando a muscular da mucosa, enquanto o segundo tem sua extensdo
restrita a lamina prépria e forma &reas de cupula na superficie da mucosa. Estudos
em animais criados em condigcdo isenta de germes (germ free) indicam que o
tamanho das estruturas linfoides e dos centros germinais, neles presentes, sdo
influenciados pela presenca de antigenos bacterianos (LIEBLER, et al., 1988). A
variagcdo citologica observada entre os diferentes tipos de células especializadas
presentes nas diversas estruturas do FAE bovino, pode revelar variages existentes
entre diferentes populacbes de células M, que podem estar dispersas entre
enterdcitos ou formar epitélios inteiros (PARSONS et al., 1991). Um resumo
esqueméatico da estrutura geral do GALT em mamiferos esta representado na
FIGURA 1.

A guantidade de GALT pode ser responsavel por diferencas individuais na
resisténcia as doencas. O percentual ocupado pelo GALT na massa total do
intestino bovino é de 8,6% no intestino delgado (LIEBLER, 1985) e 7,8% no intestino
grosso (LIEBLER et al., 1988), demonstrando a significativa importancia imunolégica
do intestino delgado e grosso para o hospedeiro. Quantidades reduzidas de GALT
podem causar aumento na suscetibilidade as doencas e predisposicdo as reacdes
alérgicas (CEBRA et al.,, 1980; NGAN & KIND, 1978). Entretanto, o FAE é
considerado um importante canal de infeccdo, pois alguns patégenos, como a

Salmonella, exploram mecanismos de captacdo de antigenos do hospedeiro, por
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meio de células M e da reacao inflamatéria, como parte de sua estratégia de invasdo
(JEPSON & CLARK, 2001). Diante desta perspectiva, quantidades reduzidas de
GALT poderiam ser associadas a reducéo da incidéncia de infeccdo (OWEN, 1983).

Tradicionalmente, o epitélio intestinal, junto com a microbiota e o sistema
imune associado & mucosa, sdo descritos como a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra a invasao de organismos potencialmente patogénicos (LIEVIN-LE
MOAL & SERVIN, 2006). Atualmente, porém, vem sendo relatado que o epitélio
intestinal funciona mais como uma interface entre a microbiota e o hospedeiro. A
relacdo dos membros da microbiota e o sistema imune do hospedeiro produz um
balango de mediadores da resposta imunolégica que podem estar relacionados a um
estado de homeostase ou de doenca. Nesse sentido, abre-se espaco para a busca
de meios para melhorar o balango entre os diversos mediadores da resposta
imunolégica na mucosa intestinal, como é o caso da manipulacdo da constituicdo da

microbiota indigena pela ag@o dos probidticos.
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FIGURA 1 — Esquema representativo do tecido linfoide associado ao intestino
(GALT) de mamiferos.
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Fonte: Criado pelo autor e adaptado de JEPSON & CLARK, 2001 e SPAHN & KUCHARZIK, 2004.
Legenda: A — Esquema geral da estrutura do tecido linfoide associado ao intestino (GALT) de
mamiferos, mostrando o epitélio intestinal, basicamente constituido de uma camada de enterdcitos,
recobrindo as vilosidades em forma de dedos e o epitélio associado ao foliculo, recobrindo as Placas
de Peyer e os Foliculos linfoides isolados. Na submucosa, estdo evidenciados os vasos linfaticos que
drenam a linfa de todos os pontos da mucosa em direcédo aos linfonodos mesentéricos. Varias células
do sistema imune estdo presentes na camada submucosa, intimamente associadas ao epitélio
intestinal, com destaque para as células dendriticas, macréfagos, células B e células T. As células do
sistema imune estdo organizadas, também, em duas estruturas linfoides tipicas na mucosa intestinal,
as Placas de Peyer e os Foliculos linfoides isolados.

B - Esquema representando o Epitélio associado ao foliculo linfoide, que recobre as
Placas de Peyer e os Faoliculos linfoides isolados. Esse epitélio € composto por enterdcitos, mas
também ¢é rico em células M (células multifrenestradas) que possuem perfil de microvilosidades
diferentes na superficie apical e microdobras na superficie basal, nas quais estdo presentes células
do sistema imune como linfocitos e macrofagos residentes na submucosa. As células M representam
uma das principais rotas para passagem de antigenos luminais para dentro da mucosa intestinal.




35

1.5Probiéticos

1.5.1 Definig&o e historico

H& mais de um século, a crenca do professor Elie Metchnikoff, de que micro-
organismos “amigaveis”, presentes em leites fermentados, poderiam contribuir
positivamente para a saude humana, é defendida por microbiologistas (GORDON,
2008). Ele foi o primeiro pesquisador a sugerir que a utilizacdo de bactérias poderia
beneficiar a microbiota do trato gastrointestinal e, conferir longevidade aos seus
usuérios (METCHNIKOFF, 1908). Sua teoria foi baseada na constatacdo de que
camponeses da Bulgéria tinham uma média de vida superior a da populacdo
europeia, conferida, provavelmente, pela utlizagdo de leites fermentados. Diante
deste fato, Metchnikoff, ganhador do Prémio Nobel de Medicina de 1908, prop6s que
os lactobacilos eram importantes para a salde e passou a defender o uso de
iogurtes e alimentos fermentados. Entretanto, foi somente nas trés uUltimas décadas
que o papel dessas bactérias “amigaveis” passou a ser compreendido (CROSS,
2002).

O uso de bactérias “amigaveis” na alimentagdo humana tem uma longa
histéria. Os primeiros relatos dos efeitos benéficos das bactérias na alimentacéo
datam da versdo Persa do Velho Testamento (Génesis 18:8), que descreve que
“Abrado atribuiu sua longevidade ao consumo de coalhada”. Plinio, um fil6sofo
romano, recomendou o uso de leite fermentado para o tratamento de doencas
intestinais, jA em 76 a.C. (TEITELBAUM & WALKER, 2002). Em 1906, Henry Tissier,
recomendou a administracdo de bifidobactérias para modular a microbiota de
criangcas com diarreia, afirmando que estas bactérias poderiam competir com
bactérias indesejaveis, eliminando-as e tornando-se dominantes no intestino
(SHORTT, 1999; NICOLI & VIEIRA, 2000).

A palavra probidtico deriva-se do grego e significa “a favor da vida”. O termo
probidtico foi originalmente usado para descrever suplementos alimentares
microbianos que estimulavam o crescimento de animais domeésticos em fazendas
(GALDEANO et al., 2007). H4 mais de 20 anos atras, a producdo de substancias
que inibiam o crescimento de patégenos na superficie de meios sélidos e a
habilidade de reduzir a aderéncia de patdégenos em ensaios in vitro definiam os

probidticos (CHAN et al., 1985). Fuller (1989) define probitticos de forma mais
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abrangente como “suplemento alimentar com micro-organismos vivos que, afetam
beneficamente o hospedeiro através do melhoramento do balanco da microbiota
intestinal”. A FAO/WHO, em nivel internacional, define probiéticos como “micro-
organismos vivos que, quando sdo administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002), sendo esta, a
definicdo atualmente mais aceita.

Os micro-organismos mais reconhecidos como sendo probidticos sdo as
bactérias produtoras de acido latico (BAL), as quais sdo encontradas em altos niveis
no intestino do homem e de animais saudaveis. Essas bactérias sdo consideradas
pelo FDA como possuidoras do status GRAS (Geralmente Reconhecidas como
Seguras). A maior parte das bactérias utilizadas em preparagdes probiéticas € Gram
(+) pertencentes aos géneros Lactobacillus (Lactobacillus lactis, L. acidophilus, L.
plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. casei, L. bulgaricus, L. rhamnosus, L
paracasei, L. jensenii, L reuteri, L. johnsonii, L. helveticus, L. gasseri),
Bifidobacterium (Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B.
animalis, B. adolescentis), Streptococcus (Streptococcus salivarius e S.
thermophilus) e Lactococcus (Lactococcus lactis) além, de algumas linhagens de
leveduras (Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae) (NAIDU et al.,, 1999).
Entretanto, existem preparagfes probidticas comerciais incluindo bactérias Gram (-),
tais como as linhagens E. coli EMO e E. coli Nissle 1917 (NISSLE, 1959; SCHULTZ
et al., 2004). Culturas simples ou mistas de micro-organismos vivos sdo usadas em
preparacdes probioticas, em diferentes formulagdes tecnoldgicas, incluidas na dieta
humana e animal (BERG, 1998, VAUGHAN et al., 1999).

Para conseguir o status de probiético “ideal” uma dada linhagem bacteriana
deve: exercer efeitos benéficos para o hospedeiro; apresentar capacidade de induzir
melhora na resposta imune do intestino (sem modificar a homeostase desse
ecossistema, interagindo e enviando sinais para células do sistema imune); ndo ser
patogénica e nem toxica; conter um grande nimero de células vidveis; ser capaz de
sobreviver & passagem pelo trato gastrointestinal superior (portanto, deve tolerar o
pH &cido do estdbmago e resistir & agdo dos sais biliares e das enzimas digestivas);
permanecer viavel no intestino (deve, portanto, colonizar a mucosa intestinal,
mesmo que temporariamente); aderir ao epitélio ou muco intestinal (para anular os
efeitos de expulsdo causados pelo peristaltismo); apresentar atividade antagonista

contra uma variedade de patégenos; permanecer viavel no produto a ser consumido
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durante o tempo de estocagem até o uso; exibir boas propriedades sensoriais no
produto a ser consumido; ser cultivavel em escala industrial e ser isolada a partir da
espécie ao qual se destina (fato que garante sua adaptabilidade as condigbes que
serdo encontradas no seu destino final de atuagéo) (PEARCE, 1974; FULLER, 1989;
FULLER, 1992; GONZALEZ et al., 1995; SAAVEDRA, 1995; GIBSON &
ROBERFROID, 1995; DUNNE et al., 2001; GALDEANO et al., 2007).

A FAO/WHO tem gerado protocolos para avaliacdo e selecdo de probidticos
que incluem ensaios in vitro para uma série de caracteristicas desejaveis bem como,
demonstragdes in vivo de seus efeitos bioldgicos. A avaliagdo da seguranga de um
dado probiotico deve incluir: estudo do risco de invaséo (infectividade); averiguacao
de possiveis efeitos tdxicos, incluindo a producéo de metabdlitos deterioradores no
ambiente intestinal, bem como providenciar dados epidemioldgicos que atestam seu
uso seguro (LEE & SALMINEN, 1995). Em tais protocolos, aspectos gerais, que
incluem origem, identificagcdo, seguranca e resisténcia aos antibidticos séo
considerados de extrema importancia para utilizacdo de probioticos na nutricdo
humana e animal (FAO/WHO, 2002).

As propriedades desejaveis dos probidticos sdo dependentes de sua
capacidade de permanecer viaveis e de colonizar o intestino. Para isso, um nimero
suficiente de bactérias vidveis deve estar presente nos produtos no momento do
consumo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Instrucéo
Normativa n°46, de 23 de outubro de 2007, estabelece que para um produto
probidtico apresentar a alegacdo de promocdo da saude, a quantidade minima
viavel do micro-organismo probidtico deve estar situada entre 10%-10° UFC / dose
diaria do produto final, conforme a indicagdo de consumo pelo fabricante (BRASIL,
2007). O consumo de 10%-10° UFC/dia é necessario para garantir que as bactérias
probidticas cheguem ao intestino em niveis populacionais semelhantes aos da
microbiota dominante (OUWEHAND et al. 2002%) permitindo, desta maneira, o
desenvolvimento de algum efeito benéfico (GILLILAND, 1986; SELLARS, 1991). A
busca por formulagbes farmacéuticas ou terapéuticas que garantam a viabilidade
das bactérias, por longos periodos, € um dos grandes desafios atuais dos

pesquisadores da area de alimentos funcionais (LEE & SALMINEN, 1995).
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1.5.2 Efeitos benéficos da utilizag&o de probibticos

O interesse em probioticos, durante os ultimos anos, levou a um aumento do
ndimero de publicacdes reportando os efeitos benéficos de diferentes linhagens
bacterianas (BRON et al., 2012). Vérios séo os beneficios a saude conferidos pela
administracdo de probidticos, dentre os quais podem-se citar: prevencao de doencas
infecciosas intestinais (AXELSSON et al., 1989, BERNET-CAMARD et al., 1997;
SILVA et al.,, 1999); prevengcdo e tratamento de diarreias associadas ao uso
terapéutico de antibioticos (AAD — antibiotic-associated diarrhoea) (ELMER et al.
1996; MCFARLAND & BERNASCONI, 1993); melhora dos sintomas de diarreia
associada a imunodeficiéncia, em pacientes portadores do virus HIV (NEUTRA et
al., 1996); tratamento da diarreia do viajante (SCARPIGNATO & RAMPAL, 1995);
papel coadjuvante no tratamento de Ulceras causadas por Helicobacter pylori (AIBA
et al., 1998); melhoraria das alergias alimentares (MAJAMAA et al., 1997; PELTO et
al., 1998); reducédo do colesterol sérico (FUKUSHIMA & NAKANO, 1996; ROOS &
KATAN, 2000); atividade anticarcinogénica (REDDY, 1999; DE MORENO DE
LEBLANC & PERDIGON, 2004; DE MORENO DE LEBLANC et al., 2006; ISHIKAWA
et al., 2005); estabilizagéo e reforgo da barreira da mucosa intestinal (SALMINEN et
al., 1996); propriedades imunes adjuvantes (YASUI et al., 1999; ROOS & KATAN,
2000; ISOLAURI et al., 2001; DE MORENO DE LEBLANC et al., 2006; DI GIACINTO
et al., 2005); alivio dos sintomas da sindrome do intestino irritavel (SCHULTZ &
SARTOR, 2000; HERIAS et al, 2005); prevencdo de doencas inflamatorias
intestinais (IBDs) (SARTOR, 2004); melhora na digestdo da lactose em individuos
intolerantes (KOPP-HOOLIHAN, 2001) e alivio dos sintomas de constipacdo
(GUERRA et al., 2011).

E amplamente conhecido o efeito antagonista de bactérias probioticas contra
patégenos (bactérias, virus e protozoérios). Algumas linhagens probidticas séo
capazes de inibir o crescimento de bactérias patogénicas como, por exemplo,
Salmonella, Shigella, Pseudomonas e Helicobacter (SERVIN, 2004; SGOURAS et
al., 2004). O potencial de prevencédo de infecgdo, de crescimento de tumores e
outras patologias, inclui os efeitos em locais distantes da mucosa intestinal, tais
como os tratos respiratério (PERDIGON et al., 1999) e urogenital (VINTINI et al.,
2004) e a glandula maméria (DE MORENO DE LEBLANC et al., 2006). Esses

beneficios a distancia demonstram que o efeito dos probidticos é sistémico. Além
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disso, bactérias probidticas causam alteracdo no volume e composi¢céo das fezes e
no estoque de gas no intestino, levando ao aumento da produgdo de muco,
caracteristicas que, em conjunto, facilitam a manipulacdo do conteddo ao longo do
intestino e, por isso, modulam sintomas associados a prisdo de ventre ou a diarreia
(JIANG & SAVAIANO, 1997; OUWEHAND et al., 2002").

Entretanto, alguns efeitos adversos podem ser associados ao consumo de
probioticos. Entre eles encontram-se a alteragdo da permeabilidade intestinal que,
pode levar ao risco de aumento da translocacéo bacteriana (processo que envolve
passagem de bactérias vidveis da microbiota do trato gastrointestinal para os
linfonodos mesentéricos e outros locais fora do intestino) (BERG & GARLINGTON,
1979). Portanto, a alteracdo da permeabilidade intestinal que pode ser causada por
probiéticos, bem como a resisténcia intrinseca dessas bactérias “amigaveis” aos
antibiéticos, devem ser cuidadosamente avaliadas (BRASSART & SCHIFFRIN,
1997).

1.5.3 Mecanismos de acao dos probioticos

Os mecanismos de acdo propostos para explicar os efeitos benéficos dos
probiéticos sao, basicamente, os mesmos atribuidos a microbiota intestinal e podem
ser divididos em trés linhas de acéo: atividade antimicrobiana, refor¢o da fungéo da
barreira intestinal e imunomodulacéo (PARVEZ et al., 2006; NG et al., 2009).

A atividade antimicrobiana de bactérias probidticas esté relacionada com a
reducdo do pH intestinal pela estimulacdo da produgcdo de acido latico pela
microbiota residente (LANGHENDRIES et al.,, 1995); antagonismo direto contra
patégenos através da producdo de bacteriocinas e inducdo da secrecdo de
defensinas por células do hospedeiro (DE VUYST & VANDAMME, 1994; GIBSON &
WANG, 1994); competicdo pela ligacdo aos receptores especificos que sdo usados
por patdgenos durante sua fixagdo e/ou invasdo da mucosa, mecanismo este
denominado exclusdo competitiva (FUJIWARA et al.,, 1997) e competicdo por
nutrientes e por outros fatores de crescimento disponiveis (COLLINS & GIBSON,
1999). Essa atividade antimicrobiana permite aos probioticos alterar a composi¢ao
da microbiota intestinal através do aumento de organismos comensais e

eliminac&o/reducéo dos niveis daqueles que séo patogénicos (KING et al., 1998).
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O reforgo da funcdo de barreira intestinal por probidticos € causado pela sua
capacidade de influenciar as interacdes célula-célula e a estabilidade celular do
epitélio intestinal. Esse mecanismo ocorre através da preservacdo da arquitetura do
citoesqueleto e da regulacdo da permeabilidade, pela fosforilagdo de proteinas das
jungdes intra-celulares (NG et al., 2009). Outro mecanismo envolvido no reforgo da
barreira intestinal é o aumento da expresséo de proteinas MUC2, MUC3 e MUC5AC
em células intestinais, que levam a um aumento da produg¢do de muco (OTTE &
PODOLSKY, 2004).

Por fim, a ativacdo de respostas imunes é um dos mecanismos mais
importantes na determinagdo do efeito probidtico. Tem sido demonstrado que
algumas bactérias probitticas sdo capazes de modular a liberagdo de citocinas por
células do GALT e aumentar o numero de células produtoras de IgA (Imunoglobulina
do tipo A) na lamina propria, fato que tem sido postulado como uma importante
ferramenta para melhorar as respostas desencadeadas por vacinas orais
(MAASSEN et al., 2000; CHRISTENSEN et al., 2002; PERDIGON et al., 2002). Além
disso, diferentes bactérias probidticas possuem efeitos benéficos mediados pela
regulacdo do sistema imune, particularmente através da estabilizagdo e manutencao
do balango entre citocinas pro e anti-inflamatérias e entre populagfes de células T
(Thl/TH2/THl7/Treq) (ISOLAURI et al., 2001; GACKOWSKA et al., 2006; WINKLER et
al., 2007). Os efeitos imunes de probidticos podem ser exercidos diretamente pelas
células vivas, como a definicdo de probiodticos preconiza, mas também por
componentes estruturais da célula (peptideoglicanos, acidos lipoproteicos e DNA),
bem como compostos secretados (LAMMERS et al.,, 2003; MATSUGUCHI et al.,
2003; HOARAU et al., 2006).

Componentes da parede celular de bactérias Gram (+) podem levar, nas
células do hospedeiro, & transduc¢éo do fator nuclear k-B e sinais mediados por
STAT através da interagdo de receptores de leucécitos com PAMPs (“pathogen-
associated molecular pattern”). Essas interacbes de antigenos bacterianos com
receptores podem gerar, nas células do sistema imune, respostas tais como a
liberag@o de citocinas pro-inflamatorias (Tnfa, IL12 e interferon - Ifng), como é o
caso de Lactobacillus casei Shirota (KATO et al., 1999), ou a produgéo de citocinas
anti-inflamatérias/regulatérias (Tgfbl e IL10), como é caracteristico de algumas
espécies de bifidobactérias (RIGBY et al., 2002). Portanto, ndo é exagero afirmar

que a ingestao de probidticos representa um meio seguro e ndo farmacolégico para
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combater micro-organismos patogénicos sendo que a modulagdo prévia do sistema

imune por bactérias benéficas € o principal contribuinte para este efeito protetor
(CROSS, 2002).

1.5.4 Probi6ticos na dieta animal

E bem conhecido, em animais, que a adicdo de um “pool’” de micro-
organismos (poliprobidticos ou Direct-fed microbials - DFM) vivos, incorporados
através da dieta, previne doengas do trato digestivo, melhorando a digestibilidade,
levando & melhor utilizagdo de nutrientes e ocasionando maior desempenho
zootécnico (FULLER, 1992). Diferentes suplementos microbianos contendo
leveduras, fungos filamentosos e bactérias sao usados na manipulacdo da
fermentagdo ruminal e no ecossistema microbiano do trato gastrointestinal de
animais (WALLACE & MEWBOLD, 1993; BLACKMAN, 2000; CONWAY & WANG,
2000).

Em frangos, foi demonstrado que probi6ticos promovem alguma digestédo de
fibras e que alguns Lactobacillus secretam amilase, protease e lipase no intestino,
melhorando a eficiéncia digestiva (JIN et al. 1997; LEEDLE, 2000). A incorpora¢éo
do probidtico Bacillus subtilis em granjas de frango produziu um aumento na
musculatura e uma diminuicdo da quantidade de gordura, além de uma redugéo na
porcentagem de isolamento de Salmonella de 60 para 20%. Em outro ensaio, foi
obtida uma diminuicdo significativa no nimero de coliformes fecais, em frangos de
corte, utilizando o probidtico B. natto (FERREIRA & KUSSAKAWA, 1999).

Em suinos, Huaynate et al., (2006) observaram que a administracdo da
preparagdo comercial Bacsol-vt® (Bacillus subtilis, B. natto, B. megaterium,
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L. casei, Streptococcus lactis, E.
faecalis, S. termophilus e Saccharomyces cerevisae) levou a reducéo da incidéncia
de diarreia e melhor adaptagéo ao sistema de confinamento, observado pelo maior
consumo de ragdo. A empresa Christian Hansen S/A que comercializa o produto
BioPlus 2B® (Bacillus subtilis e B. licheniformis) afirma que esta preparagéo, em
mais de 40 estudos, melhora significativamente a produgcdo de suinos. Quando
administrado aos leitdes, BioPlus 2B® melhora a conversao alimentar e aumenta o
ganho de peso em 10% (CHR. HANSEN S/A, 2012).
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Na dieta de ruminantes usa-se com frequéncia a levedura S. cerevisiae. Ela
estimula a atividade dos micro-organismos benéficos do trato gastrointestinal
aumentando, deste modo, a digestibilidade de nutrientes e o potencial de producéo
dos animais. Nesses animais, ainda sdo efeitos benéficos associados ao uso desse
probiético o aumento da digestibilidade das fibras; a redug¢é@o dos niveis de aménia
ruminal; a maior ingestdo de matéria seca; a estabilidade nos processos digestivos;
a antecipacéo da ruminacdo em bezerros e a reducdo de diarreias em neonatos.
(WALLACE, 1994; NEWBOLD et al., 1995; SINGH et al., 1995; WOHLT et al., 1998).
As bactérias metabolizadoras de celulose do rimen parecem ser especialmente
sensiveis ao teor de oxigénio dissolvido e respondem favoravelmente a presenca da
levedura que, devido ao seu elevado metabolismo, produz drastica redugédo do
oxigénio dissolvido neste ambiente (NEWBOLD et al., 1995).

1.6 O género Lactobacillus

O género Lactobacillus pertence ao grupo das bactérias do &cido latico (BAL),
que ¢é caracterizado por micro-organismos Gram (+), ndo esporulados,
majoritariamente catalase-negativos, desprovidos de citocromos, aerotolerantes,
acido-tolerantes e estritamente fermentativos. Porém, a principal caracteristica do
grupo é a capacidade de produzir acido latico como produto final da fermentagéo de
carboidratos (HOLZAPFEL et al., 2001, AXELSSON, 2004). Os Lactobacillus,
descritos por Beijerinck em 1901, s&o bactérias Gram (+), ndo formadoras de
esporos, com morfologia bacilar ou cocobacilar, fermentadoras, microaerdfilas e
quimio-organotroéficas, que requerem meios ricos para seu crescimento. Além disso,
sdo catalase-negativas, entretanto atividade de pseudocatalase pode estar presente
em algumas linhagens. De forma geral, o genoma dos lactobacilos tem contetido GC
menor que 54 mols% (FELIS & DELLAGLIO, 2007).

De acordo com o Taxonomic Outline of the Prokaryotes (GARRITY et al.,
2004), o género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacilales, familia Lactobacilaceae, que engloba também os géneros
Paralactobacillus e Pediococcus. Até o momento da redacdo desta dissertacdo, o

género apresentava 182 espécies e 27 subespécies descritas (EUZEBY, 2012).
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A divisdo classica do género estd baseada em suas caracteristicas
metabdlicas, na qual o tipo de fermentagdo pode ser classificado em:
homofermentativo obrigatério, heterofermentativo facultativo e heterofermentativo
obrigatorio (AXELSSON, 2004). Varios lactobacilos homofermentativos obrigatorios
e heterofermentativos facultativos e, alguns obrigatérios, séo utilizados em alimentos
fermentados. Entretanto, esse Ultimo grupo € rotineiramente associado a
deterioragdo alimentar. Os lactobacilos homofermentativos obrigatorios incluem
aqueles que fermentam glicose exclusivamente em &cido latico e ndo fermentam
pentoses ou gliconato. Os heterofermentativos obrigatérios englobam os lactobacilos
que fermentam hexoses em &cido latico, acido acético e/ou etanol e didéxido de
carbono, sendo que a producédo de gas, a partir da glicose, € uma caracteristica
marcante desses micro-organismos. Os heterofermentativos facultativos incluem os
lactobacilos que fermentam hexoses em acido-latico e podem produzir gas a partir
de gliconato, mas ndo através da glicose. Esses micro-organismos também
fermentam pentoses, através de uma fosfocetolase induzida para produzir &cidos
latico e acético. (VASQUEZ et al., 2005)

Os Lactobacillus sdo micro-organismos ubiquos, sendo encontrados em uma
variedade de ambientes nos quais existem carboidratos disponiveis para seu
metabolismo. Entre os ambientes nos quais os Lactobacillus s&o abundantes
podem-se citar: alimentos (produtos lacteos, carne fermentada, massas, vegetais,
frutas e bebidas) tratos gastrointestinal, respiratério e geniturinario, esgotos, entre
outros (FELIS & DELLAGLIO, 2007).

No intestino, os Lactobacillus contribuem com todas as funcbes benéficas da
microbiota indigena para o hospedeiro (descritas no item 1.3). Além disso, a reducao
da populagdo de Lactobacillus na microbiota intestinal estid associada ao
envelhecimento e a disbiose, sendo esta reducdo fator para desenvolvimento de
IBDs (WOODMANSEY, 2007). Portanto, os Lactobacillus estdo intimamente
associados a promocéao da saude e do bem-estar do hospedeiro.

O interesse cientifico pela presengca dos Lactobacillus na dieta humana
comecou a ser desvendado no inicio do século XX, quando Elie Metchnikoff
associou 0 uso desses micro-organismos com bacterio-profilaxia e bacterio-terapia
(STILES et al.,, 1997). Em 1930, Minoru Shirota, que aceitava a importancia da
modulacdo da microbiota intestinal para uma boa pratica médica preventiva, isolou,

no Japdo, uma linhagem de Lactobacillus capaz de sobreviver a passagem pelo
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trato gastrointestinal superior e de colonizar o intestino. Esta linhagem, denominada
Lactobacillus casei linhagem Shirota, foi usada para produgéo do leite fermentado
Yakult®, que é comercializado em todo o mundo (MATSUZAKI, 1998).

A frequéncia de ocorréncia de bactérias do é&cido latico e, portanto, de
Lactobacillus, como bactérias oportunistas € extremamente rara. Além disso, nao
foram descritas associacfes dessas bactérias com fatores de viruléncia conhecidos
(LEE & SALMINEN, 1995). A International Union of Microbiological Societies
concluiu que ndo existem dados substanciais que relacionam Lactobacillus como
organismos que representam risco a saude do hospedeiro (LEE & SALMINEN,
1995). Esses dados, somados ao uso corriqueiro desses micro-organismos na
alimentagdo humana, levaram os Lactobacillus a adquirirem o status GRAS. Diante
disso, e da constatacdo de efeitos benéficos advindos do uso de Lactobacillus na
dieta, varios estudos apontam bactérias desse género como possuidoras de
propriedades probidticas.

Vérias linhagens pertencentes ao género Lactobacillus foram isoladas e, tem
tido seu potencial probittico intensamente caracterizado, sendo publicados varios
efeitos benéficos advindos da sua utilizagdo. Por exemplo, Lactobacillus acidophilus
LC1 (ATCC 53103) possui capacidade de aumentar a imunidade natural; L.
rhamnosus GG estq associado a prevencdo de diarreia apds tratamento com
antibiodticos, tratamento de diarreia relacionada com a infeccdo por Clostridium
difficile, reducédo dos sintomas da doencga de Crohn e possui atividade de adjuvante
imune; L. casei Shirota tem efeitos descritos na prevencédo de distUrbios intestinais
além de efeitos anticarcinogénicos (LEE & SALMINEN, 1995). Os Lactobacillus
apresentam antagonismo contra uma variedade de patégenos, tais como Salmonella
enterica Typhimurium, Listeria monocytogenes e E. coli O157 (CROSS, 2002).
Atividade pré-inflamatéria tem sido correlacionada a administracdo de diferentes
linhagens, como por exemplo, L. casei Shirota, L. gasseri e L. johnsonnii. Entretanto,
efeitos anti-inflamatérios (como reducdo da producéo de IL12, IL6 e Tnfa) tém sido
observados na associa¢cdo de L. reuteri com células dendriticas in vitro (NG et al.,
2009). Além disso, os efeitos benéficos associados ao uso de probioticos (item 1.4)
em sua maioria, também estdo associados ao uso de Lactobacillus.

Os Lactobacillus tém sido usados como suplementos alimentares na pecuéria.
Entretanto, a maior parte dos suplementos usados na nutricdo animal s&o

preparacdes probidticas mistas constituidas de diferentes linhagens de leveduras e



45

bactérias. No Brasil, sdo comercializadas vérias preparagfes probioticas (Yea—
Sacc®; Beef-Sacc®; Biosaf®; Procreatin®; Levucell LC®; Proenzime®; Bioplus 2B®;
Biocampo Probiotic® e Milk —Sacc®) porém, nenhuma delas é composta apenas por
bactérias do género Lactobacillus (L. acidophilus, por exemplo, faz parte da
composicao das preparagdes Biocampo Probiotic® e Proenzime®). Assim como as
preparagdes comerciais, os estudos do efeito da administracdo de Lactobacillus na
pecuaria bovina envolvem administracéo de preparagfes contendo vérias linhagens
bacterianas e algumas vezes de prebidticos. Mesmo que tais prepara¢des permitam
melhoraria na qualidade de vida dos animais e aumento da produc&o, o uso de
suplementos de constituicdo complexa (com diferentes linhagens de micro-
organismos, prebidticos e simbi6ticos) dificulta a identificagdo dos efeitos benéficos
isolados associados a administragdo das linhagens especificas de Lactobacillus.

No entanto, alguns estudos administrando exclusivamente linhagens de
Lactobacillus fornecem alguns esclarecimentos sobre seus efeitos em bovinos. Um
suplemento alimentar composto de Lactobacillus acidophilus, L. casei e L. jugarti,
administrado em bezerros criados a pasto, levou a um aumento de 21% no ganho de
peso mesmo com reducgéo de 14% na ingestédo de alimentos, o que caracteriza uma
melhora no indice de converséo alimentar e na digestibilidade de matéria seca. Além
disso, fatores de salde e bem-estar animal foram melhorados devido a
administragédo dos Lactobacillus (KHUNTIA & CHAUDHARY, 2002). Neste mesmo
estudo, o indice e a severidade de eventos de diarreia foram reduzidos nos animais
que receberam a preparacdo mista de Lactobacillus, levando a melhoria na
produtividade animal. Esses mesmos achados foram também encontrados em
bezerros que receberam suplementagdo de L. acidophilus (ABE et al., 1995).
Entretanto, a origem das bactérias administradas nesses estudos néo foi descritas
nas publicagbes. Outro ensaio observou reducdo na eliminagcdo da linhagem
enteropatogénica E. coli O157:H7 em bovinos confinados que receberam
suplementagdo, na 4gua, com L. acidophilus NP51 (PETERSON et al., 2007), um
dos componentes da preparacdo comercial Bovamine® que contém também
Propionibacterium freudenreichii NP24. Bovamine®, comercializado em paises de
primeiro mundo, garante efeitos benéficos na conversdo alimentar e aumento da

performance produtiva de bovinos (NPC, 2012).
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1.7Diarreia e Salmonella

Na medicina humana, diarreia caracteriza-se por um aumento no namero das
dejegcbes, assim como o aumento de volume (>10mL/kg/dia) e diminuicdo da
consisténcia das fezes (CARVALHO et al.,, 2010). Esse quadro & causado por
diversos fatores sendo os principais, infeccdo por agdo de bactérias (Campylobacter
jejuni, Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Escherichia coli, Plesiomonas
shigelloides, Shigella, Vibrio cholerae 01 e 0139, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia
enterocolitica e principalmente Salmonella), virus (Astrovirus, Calicivirus, Virus
Norwalk, Adenovirus entérico, Citomegalovirus e principalmente Rotavirus) e
protozoérios (Balantidium coli, Blastocystis hominis, Cryptosporidium parvum,
Cyclospora cayetanensis, Encephalitozoon intestinalis, Entamoeba histolytica,
Enterocytozoon bieneusi, Isospora belli, Strongyloides stercoralis e principalmente

Giardia lamblia).

O género Salmonella é constituido por bactérias pertencentes a classe y-
Proteobacteria, familia Enterobacteriaceae. Sdo bacilos anaerébios facultativos,
Gram (-), fermentadores de glicose, redutores de nitrato a nitrito e possuem flagelos
peritriquios (com excec¢do de S. Pullorum) (BERGEY' MANUAL, 2005). Salmonella
foi originalmente isolada em 1885, por Daniel Salmon, um veterinario norte-
americano e atualmente séo conhecidos mais de 2500 sorovares diferentes desse
género (LAYTON & GALYOV, 2007; WHO, 2012).

Salmonella enterica, uma das principais bactérias causadoras de quadros de
diarreia, é capaz de infectar uma variedade de hospedeiros como resultado do
consumo de alimentos e agua contaminados ou através do contato direto com outros
animais e ambientes infectados (MASTROENI & GRANT, 2011). Existem duas
principais manifestacdes clinicas associadas com a infec¢gdo por S. enterica: a febre
tifoide (doenca sistémica) e a salmonelose néo-tifoide (uma doenga gastrointestinal
conhecida como enterite aguda) (LAYTON & GALYOV, 2007). S. enterica sorovar
Typhi e Paratyphi sdo sorovares que apresentam infectividade restrita aos primatas
e causam a febre tifoide. Os sintomas associados a essa patologia sao febre
progressiva, dor abdominal, diarreia n&o-sanguinolenta e sudorese. S. enterica
Typhimurium e Enteritidis causam, em humanos, gastroenterites ndo-tifoides. Porém,

a infectividade destes sorovares ndo € restrita aos primatas, sendo capazes de
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colonizar diferentes hospedeiros. A gastroenterite em humanos apresenta como
sintomas dores abdominais, vomitos e diarreia inflamatoria (MASTROENI & GRANT,
2011). No ano 2000, foi estimado um numero de 21,7 milhdes de casos de febre
tifoide com 217.000 mortos em todo o mundo (CRUMP et al.,, 2004). Por isso,
infeccdes causadas por Salmonella sdo consideras um grave problema de salde
publica, principalmente em regies onde o0 acesso ao saneamento basico é precario
(JIMENEZ & CASTRO, 2003; SALEZ & MALO, 2004).

S. enterica infecta o hospedeiro usualmente através da rota oral. No intestino
delgado, Salmonella invade principalmente as células M, coloniza placas de Peyer e
ganha acesso ao GALT. Outras rotas de invasdo sao usadas pela Salmonella,
através da invasdo de enterdécitos e células dendriticas. Atingindo o tecido linfoide
associado, Salmonella invade principalmente os fagécitos residentes, nos quais a
bactéria sobrevive e se replica. Essas células alvo acabam servindo também como
veiculos, através dos quais a Salmonella se espalha pelo corpo (RAUPACH &
KAUFMANN, 2001). Além de ser um problema de saude publica, S. enterica pode
causar doencas fatais em animais domeésticos, gerando perdas econdmicas.
Somado a isso, a bactéria pode ainda persistir em alimentos de origem animal,
causando sérios problemas ao homem devido a presenca de toxinas alimentares
(MASTROENI & GRANT, 2011).

Embora bovinos possam ser infectados por diferentes sorovares, a
salmonelose nesses animais é causada principalmente por S. enterica Typhimurium
e Dublin (HUGHES et al., 1971; SOJKA & WRAY, 1975). Nesses ruminantes, umas
das principais doengas causadas por Salmonella é a sindrome da diarreia neonatal,
que tem sido apontada como a mais importante enfermidade de bezerros
(BRUNING-FANN & KANEENE, 1992; VIRTALA et al., 1996; BARRINGTON et al.,
2002). Os efeitos prejudiciais da diarreia infecciosa, em bovinos, incluem a reducéo
da producdo de leite e do desempenho reprodutivo, retardo do crescimento,
aumento da ocorréncia de outras doengas, reducao da produtividade e aumento da
mortalidade entre os animais jovens. J& em 1990, o custo global do tratamento de
doengas entéricas, que atingiam bovinos, era estimado em aproximadamente US$
33,46 bezerro/ ano (KANEENE & HURD, 1990). Estima-se um prejuizo entre 20% e
52% na pecuéria leiteira devido a diarreia em todo o mundo (BACHMANN, 1977,
MORTEO et al., 1990). Estimativas mais recentes apontam uma perda entre 10-40

milhdes de doélares / milh&o de partos decorrentes dos prejuizos atribuidos a diarreia
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infeciosa (HOUE, 2003). Os problemas gerados pela salmonelose acarretam
aumento dos custos de producédo, gragas ao tratamento de animais doentes e
também as mudancas na alimentacdo devido a reducdo na taxa de converséo
alimentar causada pela patologia (RUSHTON, 2009).

O tratamento da salmonelose, classicamente, envolve a utlizacdo de
antimicrobianos pertencentes a classe das fluoroquinolonas. Porém, o uso
terapéutico e como promotor de crescimento de fluoroquinolonas em animais de
producdo, acarretou aumento do numero de infecgdes em seres humanos. Além
disso, constatou-se que a resisténcia ao tratamento com esta droga comegou a se
tornar frequente. O posterior aparecimento de linhagens de Salmonella multi-
resistentes, MDR (multidrug-resistant) agravou a situa¢do, devido a limitagdo de
tratamento contra as infecgdes em seres humanos (WHO, 2012).

Diante deste cenario, o uso de probioticos tem sido apontado como uma
possivel bacterio-profilaxia contra a infec¢cdo por Salmonella, devido ao efeito
protetor conferido por algumas linhagens probidticas frente ao desafio, em
camundongos, com Salmonella (CROSS, 2002). Uma vasta quantidade de estudos
utilizando modelos animais aponta que probidticos como S. boulardii, S. cerevisiae,
E. coli EMO, B. longum, B. lactis, B. bifidum, E. faecium e L. bulgaricus conferem
efeito protetor aos camundongos desafiados (RODRIGUES et al., 1996; SILVA et al.,
1999; FILHO-LIMA et al., 2000; MAIA et al., 2001; SILVA et al., 2004; MARTINS et
al., 2005; VIEIRA et al., 2008; MARTINS et al.,, 2009; MARTINS et al., 2010;
MARTINS et al., 2011).

A protecdo conferida pelos probidticos, no modelo experimental de
salmonelose murina é provavelmente atribuida & combinagéo de dois mecanismos:
a producdo de substancias antibacterianas contra Salmonella e o aumento da
resposta imune do hospedeiro contra a infecgdo, observada pelo incremento da
producéo de anticorpos IgA especificos contra o patégeno na mucosa intestinal, bem
como aumento da atividade de células do sistema imune (PERDIGON et al., 1990%
BERNET-CAMARD et al., 1997). A utilizagdo da mistura Lactobacillus acidophilus e
L. casei causou efetiva redugdo na translocacdo do patdégeno para o figado e o
baco, o que levou a sobrevivéncia de todos os animais desafiados (PERDIGON et
al., 1990"). Resultados similares foram encontrados por Gill et al., (2001), com efeito
protetor conferido pelo pré-tratamento com L. rhamnosus HNOO1 e Bifidobacterium

lactis HNO19 contra o desafio oral de camundongos por Salmonella.
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1.8Modelos animais experimentais

A utilizacdo de animais em pesquisa surgiu principalmente por questdes
econdmicas. Mesmo com o refinamento dos métodos alternativos (estudos in vitro,
cultura de células, etc.), os modelos animais ainda apresentam, como principal
vantagem, a capacidade de fornecer informag¢des sobre o organismo como um todo
(SNITKOFF, 2004). Vérios animais tém sido utilizados em pesquisa cientifica, mas o
camundongo, é o mais intensamente explorado e conhecido e, se transformou, no
século XIX, em uma importante ferramenta de laboratério (CHORILLI et al., 2007).
Sua introducdo como animal de laboratério esta relacionada ao fato de ser pequeno,
prolifero, ter curto periodo de gestagdo e ser de facil domesticacdo e manutencao
(SANTQOS, 2002).

Em 1892, Loeffler descreveu o agente causador de uma doenca em
camundongos que produzia lesdes muito semelhantes aquelas observadas em
vitimas da febre tifoide humana. Esse agente causador foi descrito, originalmente,
como Bacillus typhi, mas atualmente é conhecido como Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (LOEFFLER, 1892). O sorovar Typhimurium (Qque em humanos causa
enterite) é patdgeno natural dos roedores e as interagfes dessa bactéria com seu
hospedeiro natural sdo consideradas o melhor modelo experimental para estudo da
febre tifoide humana (EDWARDS & BRUNER, 1943; O'BRIEN, 1982).

O modelo animal de febre tifoide € caracterizado pelo desafio oral de
camundongos com S. Typhimurium. Apés o desafio, ocorre aumento da temperatura
corporal dos animais e enrugamento da pele, entre 4-8 dias apds a administragéo de
S. Typhimurium, entretanto a diarreia ndo se desenvolve. Ao nivel intestinal, enterite
difusa est4 presente, caracterizada por infitrados inflamatorios de leucécitos
mononucleares bem como, edema e destruicdo da arquitetura das vilosidades e
descamacédo do epitélio. Essas lesdes sdo mais pronunciadas na regido terminal do
ileo (SHIRAI et al., 1979).

No ileo distal e no ceco, S. Typhimurium invade células epiteliais, células M e
células dendriticas usando o sistema de secrecdo do tipo Ill (T3SS) codificado por
genes pertencentes a ilha de patogenicidade | de Salmonella (SP1-1), considerada
um dos seus principais fatores de viruléncia (HARAGGA et al., 2008). O mecanismo
de entrada nas células do hospedeiro € caracterizado por rearranjo do citoesqueleto,

que permite a migracdo bacteriana da superficie apical em direcdo a basal. O
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processo de invasao leva a producdo de IL1b e IL18, bem como das quimiocinas
Cxcll (“*chemokine (C-X-C motif) ligand 1”) , Cxcl3 (“chemokine (C-X-C motif) ligand
3”), Cxcl15 e Cxcl5 (“chemokine (C-X-C motif) ligand 5”), que recrutam fagocitos e
iniciam a inflamagéo da mucosa intestinal (RAUPACH et al., 2006). Uma vez que
tenha atingido a submucosa, células dendriticas sub-epitelais nas placas de Peyer e
macrofagos residentes no GALT tornam-se alvos de S. Typhimurium (HOPKINS et
al., 2000). Algumas bactérias sdo capturadas e mortas por macrofagos residentes,
porém, uma fracdo delas escapa da morte pelos fagocitos através da inducéo de
apoptose mediada por caspase-1 que € induzida pelo sistema T3SS (HERSH et al.,
1999). Ap6s a invasdo do intestino, Salmonella espalha-se a partir do trato
gastrointestinal pela corrente sanguinea para todo o corpo (MASTROENI & GRANT,
2011).

Camundongos desafiados desenvolvem uma doenca sistémica, cuja cinética
de infecgcéo é, classicamente, dividida em quatro fases. A primeira se traduz pela
rapida eliminagcdo de bactérias séricas. Ao longo da primeira semana apos a
infeccdo, Salmonella se replica ativamente dentro de células fagociticas. Essa
segunda fase é caracterizada por uma rapida multiplicacdo bacteriana no figado e
baco atingindo taxas de crescimento de 0,5-1,5 Log UFC/dia (MAW & MEYNELL,
1968; HORMAECHE, 1980), o que resulta em hepato e esplenomegalia,
respectivamente. Ap6s uma semana, se estabelece uma fase de platd, caracterizada
pelo reconhecimento de bactérias pelo sistema imune inato (através de PAMPS), por
intermédio das células fagociticas. Isso resulta na producéo de vérias citocinas pro-
inflamatérias (Tnfa, IL1, IL6, IL12, Ifng) bem como na infiltracdo massiva de
mondécitos e de neutréfilos nos locais de inflamag@o. O crescimento bacteriano
nesses locais, principalmente no figado e baco, leva a formagdo de abscessos
contento predominantemente leucécitos polimorfonucleares, lesbes estas que
acabam por adquirir forma de granulomas com area central de necrose
(NAKONECZNA & HSU, 1980). Nessas lesbes, S. Typhimurium reside
intracelularmente dentro de macréfagos (RICHTER-DAHLFORS et al.,, 1997). Na
guarta fase do processo infeccioso mecanismos efetores da imunidade adaptativa
sdo gerados, e os titulos de anticorpos anti-Salmonella aumentam, além da
producdo de citocinas pré-inflamatorias com destaque para o Ifng (SALEZ & MALO,
2004; GRASSL & FINLAY, 2008). A morte dos camundongos €, provavelmente,

resultado das lesdes hepaticas desencadeadas pela producdo de citocinas pro-
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inflamatorias e pela indugéo de sintese de Oxido nitrico elicitada pelo lipidio A (KHAN
et al., 1998).

Embora bovinos possam ser infectados por diferentes sorovares de
Salmonella, S. Typhimurium é considerada uma das principais causadoras de
enterite nesses ruminantes, sendo frequentemente isolada de animais doentes
(WELLS et al.,, 1998). Por isso, a infeccdo experimental de bezerros com S.
Typhimurium resulta em uma doenga entérica com caracteristicas patogénicas e
clinicas similares as observadas na gastroenterite humana e tem sido usada como
um modelo experimental da enterite induzida por Salmonella (SANTOS et al., 2001).

ApoOs a infeccdo oral com S. Typhimurium, bezerros desenvolvem sinais
clinicos dentro de 12-48h (TSOLIS et al.,, 1999), que incluem diarreia, anorexia,
febre, desidratagdo e prostracdo (WRAY & SOJKA, 1978; SMITH et al., 1979). Do
ponto de vista hematolégico, a principal mudanca em bezerros infectados é a
leucopenia e neutropenia transientes nos estagios iniciais da infec¢éo, que refletem
um influxo de leucdcitos polimorfonucleares para a mucosa intestinal. Os niveis
plasmaticos de sédio e calcio sdo reduzidos, possivelmente, como resultado da
perda de eletrélitos durante a diarreia, sendo também observada acidose metabdlica
(TSOLIS et al., 2000). As alteracdes patologicas observadas em bezerros infectados
sdo restritas ao intestino, com aumento dos linfonodos mesentéricos além de
distensdo e congestionamento da porcao final do intestino delgado, devido ao
acumulo de fluido (WRAY & SOJKA, 1978; TSOLIS et al., 1999). Além disso, severa
infiltracdo de leucdécitos polimorfonucleares associados com necrose na superficie
da mucosa € observada em intestinos de animais infectados. A letalidade da
infeccdo esta relacionada a carga bacteriana no desafio e idade do hospedeiro
(SANTOS et al., 2001).

Os modelos animais de desafio com Salmonella s&o extremamente
importantes para compreensdo dos mecanismos patogénicos envolvidos nas
doengas causadas por esta bactéria. Por outro lado, eles permitiram a identificacdo
de fatores de viruléncia e viabilizam a avaliagdo de possiveis formas de prevencao
(vacinas) e tratamento da salmonelose (SANTOS et al., 2001). O efeito
imunomodulador contra enteropatégenos de algumas linhagens probidticas tem sido
investigado com sucesso através da utilizacdo de modelos animais infectados/
desafiados (CROSS, 2002). Um grande numero de pesquisas nessa area tem

focado no uso do modelo murino desafiado com S. Typhimurium e vérios resultados
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apontam efeito protetor de probioticos contra essa infecgdo (como descrito no item
1.7).

Para o estudo dos mecanismos imunes envolvidos na salmonelose, bem
como aqueles produzidos pela administracdo de probidticos, técnicas que permitem
a dosagem de mediadores da resposta imunoldgica sdo empregadas. Ao longo dos
anos, a maior parte do conhecimento adquirido sobre as respostas imunoldgicas foi
obtido através da avaliagdo do perfil de citocinas pela técnica de ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay). Entretanto, devido as limitagBes desta abordagem,
alternativas para a dosagem de mediadores da resposta imune vém sendo

empregadas, como o uso da PCR quantitativa em tempo real.

1.9PCR (Reagédo em Cadeia da Polimerase) quantitativo (QPCR) em tempo real

Originalmente, a amplificagdo e detecgdo simultinea de sequéncias
especificas de DNA por PCR era realizada através da adigdo de brometo de etidio
(EtBr) a reagéo, de modo que o acumulo de produto de PCR poderia ser visualizado
em cada ciclo de amplificacdo (LOGAN et al., 2009). Assim, o principio da qPCR
(PCR quantitativa) envolvia a mensuragdo do produto acumulado durante a fase
exponencial de amplificagéo pela interrupcéo da PCR em um ciclo. Essa abordagem
inicial de quantificagcéo foi chamada de qPCR “end-point”. Os resultados nesse caso
eram semi-quantitativos e envolviam laboriosas manipulacdes pos-PCR para
mensuragdo da quantidade dos produtos. Tais procedimentos envolviam
eletroforese em gel de agarose usando EtBr, marcagdo com sondas fluorescentes
em gel de poliacrilamida e marcagédo com sondas radioativas usando transferéncia
de Southern que, em conjunto, representam um risco potencial de contaminagao
para o laboratorio e para a saude do operador.

Refinamentos subsequentes da técnica agregaram maior especificidade para
as reacOes de qPCR. Os mais importantes avangos foram alcangados pela adigéo
de fluoroforos a reagdo (sendo eles agentes intercalantes de DNA ou sondas de
hidrélise marcadas com fluorescéncia) e pela integracdo de sistemas de deteccao
Otica de fluorescéncia (cameras e lasers) aos termociladores que permitiram
acompanhar, em tempo real, a cinética da reacdo. Esses dois avancos viabilizaram
a quantificagdo do produto acumulado em cada ciclo de amplificagdo (LOGAN et al.,

2009). Essa nova abordagem embutiu maior precisdo quantitativa e agilidade na
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execucdo da quantificagdo em comparacdo com os métodos anteriores sem a
necessidade de manipula¢gdes pds-PCR (GIULIETTI et al., 2001). Esses progessos
significativos da técnica de gPCR permitiram o desenvolvimento de uma nova
geracdo de plataformas e de reagentes. Essa nova abordagem é conhecida como
gPCR em tempo real baseada em fluoreséncia (HIGUCHI et al., 1992; HIGUCHI et
al., 1993; WITTWER et al., 1997).

Diante da versatilidade da técnica, varios instrumentos (ABI Prism 7700 SDS,
7900 HT SDS, oCycler iQ, LightCycler) e diferentes quimicas de deteccdo dos
produtos (sondas de hidrélise TagMan, Molecular Beacons, sondas de hibridizagdo e
SYBR Green |) foram desenvolvidas. Uma das mais usadas, devido a facilidade e
custo reduzido, € o SYBR Green | que consiste em um corante fluorescente o qual é
incorporado ao DNA dupla fita durante a amplificacdo. Esse agente s6 é detectavel
na sua forma incorporada e néo na forma livre (uma das mais importantes vantagens
de seu uso universal) (GIULIETTI et al., 2001). Entretanto, SYBR Green | apresenta
especificidade reduzida devido ao acumulo de dimeros de primer e a geracdo de
produtos inespecificos, ambos capazes de incorporar o corante e serem detectados
como produto de amplificacdo. Para contornar essas desvantagens, a utilizagéo de
curvas de dissociagdo, apoés o término da amplificacdo, e uma padronizagédo acurada
das reacOes deve ser empregada para tornar o uso do SYBR Green | reprodutivel e
confiavel (GIULIETTI et al., 2001).

O principio subjacente & gPCR em tempo real baseada em fluorescéncia
define o acompanhamento do sinal de fluorescéncia de ciclo-a-ciclo, que permite a
mensuragdo do produto gerado em qualquer ponto durante a fase exponencial de
amplificagéo. A quantidade de produto mensurada pode ser usada para determinar a
quantidade de &cido nucléico original adicionada a reacdo, pois quanto mais
moléculas alvo existirem no inicio, menos ciclos serdo gastos para se obter uma
determinada quantidade de produto detectavel em uma faixa arbitraria de
fluorescéncia (threshold). Esse principio pode ser usado para quantificar moléculas
de DNA e RNA, sendo este ultimo melhor avaliado depois da associagéo de reacdes
de transcricdo reversa (RT-PCR) para producédo de cDNA, antes das reacbes de
gPCR (LOGAN et al., 2009).

Existem duas abordagens de quantificacdo usando o método de RT-qPCR
(qPCR associado com reag0des de transcri¢éo reversa para quantificacéo de RNA). A

primeira delas € conhecida como quantificagdo absoluta e emprega o uso de curva
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padréo. Essa abordagem envolve o uso de um padrdo molecular purificado do RNA
(cDNA) alvo de quantificag@o para permitir a avaliagdo do nimero de copias do alvo
presente em uma amostra (GIULIETTI et al., 2001). Entretanto, a dificuldade de
obtencdo de um padrédo molecular purificado torna, muitas vezes, a utilizagdo desta
abordagem inviavel. Como alternativa, a quantificacdo relativa € indicada para
estudos nos quais a quantidade absoluta do RNA n&o é importante, mas sim a
comparacdo do nivel de expressdo entre diferentes grupos amostrais (LIVAK &
SHIMITTGEN, 2001).

A abordagem da quantificag&o relativa emprega o método da comparacao de
Cq (ciclo de quantificacdo, também conhecido como C;), descrito originalmente por
Livak & Shimittgen (2001). Nesta abordagem formulas aritméticas sdo usadas para
calcular o nivel de expressado relativa em relacdo a uma amostra (ou grupo de
amostras) chamada de calibradora, que pode ser um controle ndo tratado ou o
tempo 0 em um experimento de cinética. As quantidades do gene alvo sé&o
normalizadas usando dados de expresséo de um gene de referéncia (gene expresso
em nivel constante em diferentes tecidos, em todos os estagios do desenvolvimento
e nao deve ter sua expressdo afetada pelo tratamento experimental). Essa
normalizacdo tem como objetivo corrigir as variagbes experimentais embutidas no
método, como variagdo na quantidade de RNA adicionada as reacdes, erros de
pipetagem e eficiéncia da reagéo de RT-PCR (GIULIETTI et al., 2001).

A expresséo do gene alvo na amostra teste € normalizada e relativizada pelos
dados de expressdo da amostra calibradora usando a expressdo 2%, onde AAC,
= AC, (amostra teste)- AC, (calibrador) e AC, é definido como (Cdgene avo —CUgene
referencia). ESSa@ abordagem tem como principal vantagem a ndo necessidade de
construgdo de curva padrdo. Entretanto, apresenta um pressuposto importante no
gual a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e do gene de referéncia devem ser
semelhantes e préximas de 100% (90-110%) (LIVAK & SHIMITTGEN, 2001). No
entanto, a utilizacdo do método 222%4 n&o permite emprego de mais de um gene de
referéncia para normalizacdo, pratica esta que vem sendo preconizada.
Refinamentos dessa abordagem foram desenvolvidos para permitir utilizagdo
simultanea de dados de expressao de mais de um gene de referéncia e do valor real
de eficiéncia de amplificacdo do gene alvo de quantificagdo e, também, dos genes

de referéncia. Portanto, atualmente tem sido empregada uma nova abordagem para
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calculo da expresséo relativa do gene alvo em uma amostra teste descrita na
equacéo (1) (HELLEMANS et al., 2007).

NRE ¥ = [Ex] ACq, (Cq, calibrador — Cq, amostra teste)

(Equacéo 1)

n .
n\/ N [Eref] ACq, (Cqpes calibrador — Cq,s amostra teste)

A Equacéao 1 descreve o célculo do nivel relativo de expressédo (NRE) do gene
hipotético x através do valor de eficiéncia de amplificacdo do gene x (Ey) elevado ao
ACqy dividido pelo fator de normalizagédo da expresséo do gene X, este Ultimo obtido
pela raiz enésima da média geométrica dos n valores de eficiéncia de amplificacdo
de cada gene de referéncia (E) elevados pelos seus respectivos ACqr, Sendo n o
namero de genes de referéncia usados no calculo de NRE,.

Assim, RT-gPCR tem demonstrado ser um poderoso método para estudo da
expressdo génica em tecidos de mamiferos (PEINNEQUIN et al., 2004). Além de ser
uma poderosa ferramenta para a pesquisa, RT-qPCR tem aplica¢des no diagndéstico
molecular de doencas, determinacdo do numero de cOpias de genes multi-cépias,
identificacdo de transgenes em alimentos possivelmente modificados geneticamente
e no uso forense (BERNARD & WITTWER, 2002; MACKAY, 2002; MACKAY, 2004;
BUSTIN & MUELLER, 2005; BUSTIN & MUELLER, 2006; VAN DEN BERG et al.,
2007).

A quantificacdo de mRNA de citocinas foi um dos primeiros exemplos do
emprego da qPCR para estudos da expressao génica (GILLILAND et al., 1990). O
conhecimento do padrdo de citocinas é essencial para elucidagdo de mecanismos
imunolégicos envolvidos em respostas imunes relacionadas as doengas infecciosas,
reacdes autoimunes e administrac@o de probiéticos. Entretanto, a deteccdo em nivel
proteico das citocinas por técnicas tradicionais, como ELISA, somente permite a
mensuragdo de um numero limitado destas moléculas a partir de uma Unica
amostra, pois necessitam de grande quantidade de material bioldgico principalmente
devido a baixa sensibilidade do método (GIULIETTI et al., 2001). Portanto, amostras
de tecido sdo frequentemente pequenas para permitir a quantificagdo de um nimero
grande de citocinas.

Felizmente, o desenvolvimento da gPCR disponibilizou uma ferramenta

sensivel para avaliacdo concomitante de um numero grande de citocinas em uma
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mesma amostra, através da quantificacdo do mRNA das citocinas. Entretanto,
devido aos mecanismos de regulagcdo poés-transcricionais (controle da meia vida do
MRNA no citoplasma, taxa de tradugéo, meia vida proteica, vias de exportacédo de
proteinas, etc.) o mRNA permite apenas uma estimativa do perfil de citocinas
produzido em nivel proteico. Apesar da variedade de métodos que s&o usados para
quantificar a expressdo de mRNA, RT-gPCR é atualmente o método mais preciso
para quantificacdo de mRNA de citocinas, que séo frequentemente expressas em
baixos niveis na célula (GIULIETTI et al., 2001). Esse método permite a avaliagdo de
um conjunto variado de muitas citocinas em uma Unica amostra e requer uma
pequena quantidade de material bioldégico, o que o torna extremamente atrativo
(PEINNEQUIN et al., 2004).

Atualmente, existe uma falta de consenso dentro da comunidade cientifica
sobre a melhor forma de interpretar os dados obtidos em experimentos que
empregam RT-gPCR. O problema estd relacionado, principalmente, com a
disponibilizagéo reduzida, nos artigos, dos detalhes experimentais envolvidos nos
estudos (BUSTIN et al.,, 2009). Essa prética impede que o leitor possa avaliar
criticamente os resultados, bem como a qualidade com que os mesmos foram
obtidos. Esse problema dificulta a comparagéo de achados entre diferentes grupos
de pesquisa e tem alimentado criticas contra a técnica. Diante disso, Bustin et al.,
(2009) publicaram um protocolo para padronizacdo das publicagbes de
experimentos utilizando RT-gPCR no intuito de melhorar a comunicagdo dos
resultados. Esse protocolo foi chamado de Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments - MIQE. Nessa publicagdo, a descricado da
forma de obtencdo e armazenamento das amostras, quantificacdo e avaliacdo da
integridade do RNA e detalhes da reagdo de RT-PCR, bem como da eficiéncia da
gPCR séo colocados em destaque. Com o objetivo de garantir a relevancia, acurécia
e reprodutibilidade dos resultados apresentados nesta dissertacdo, foram

obedecidos os principios determinados no MIQE.
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A pecuéria representa uma das atividades mais importantes para a economia
mundial. Atualmente, o Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo.
Existem proje¢cdes de forte aumento na producdo nacional de carne nos proximos
anos. A previsdo é que o pais produza 52,6 milhdes de toneladas em 2050, o que
caracteriza um aumento de 98% em relagdo a producédo de 2011 (26,5 milhdes de
toneladas) (MAPA, 2011). Porém, devido principalmente aos problemas sanitarios e
de manejo, o ganho de peso de animais pode ficar comprometido. Vérias séo as
causas de perda de peso, sendo uma das principais a diarreia em neonatos. Nesse
sentido, a utilizacdo de medidas profilaticas para redugéo da incidéncia e, portanto,

do impacto da diarreia sobre a producéo sdo necessarias.

Recentes pesquisas tém relacionado a fisiologia do hospedeiro com
populacdes bacterianas do intestino. Essas relagdes tem provocado interesse sobre
a compreensdo do microbioma intestinal (LEY et al.,, 2006; TURNBAUGH et al.,
2006). Estudos, em humanos, apontam que populacdes de clostridios intestinais
podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de autismo (BOLTE, 1998;
FINEGOLD et al., 2002). Essa discussao tem levantado questdes pertinentes como:
existe um perfil de microbiota, em animais de produgdo, que aumenta sua
produtividade, qualidade dos produtos e seguranca dos alimentos gerados? Essa
questdo tem sido trabalhada principalmente através de estudos com probiéticos que
afetam beneficamente a comunidade microbiana gastrointestinal, podendo melhorar
a performance animal e prevenir a colonizagdo por agentes patogénicos
(VANBELLE et al., 1990; RICKE & PILLAI, 1999; DUNKLEY et al., 2007).

Atualmente, os probiodticos que s&o usados para melhorar os indicadores
gerais de saude em bovinos sdo de origem humana. Os efeitos colaterais do uso de
probiéticos humanos na alimentacdo do gado ainda ndo estdo esclarecidos. Além
disso, muitas das preparacdes probidticas usadas em animais sdo uma mistura de
diferentes linhagens e o efeito benéfico atribuido a cada uma delas ainda ndo é bem
esclarecido. Aliado a isto, a pressdo de agéncias regulamentadoras internacionais
sobre o uso profilatico de antibioticos como APC gera a necessidade de encontrar

alternativas para melhorar a qualidade de vida dos animais e o valor biolégico dos
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produtos comercializados. Neste cenério, a identificagdo de linhagens bacterianas
probidticas de origem bovina constitui uma alternativa promissora.

Embora seja admitido que certos probidticos exercam efeitos benéficos, o
conhecimento sobre os mecanismos subjacentes a esses efeitos ainda é pequeno
(ZOUMPOPOULOU et al., 2008). Diversos efeitos probiéticos sdo mediados atraves
da regulacdo do sistema imune, particularmente através da estabilizacdo e
manutenc¢do do balango de citocinas pro e antinflamatérias (ISOLAURI et al., 2001).
Desta forma, o estudo das propriedades imunomodulatérias de novas bactérias com
potencial probidtico tem alta prioridade. Devido aos poucos estudos do potencial
imunomodulatério de isolados de Lactobacillus de origem bovina em modelos
animais e da necessidade emergente de novos isolados potencialmente probiéticos
para uso como promotores de crescimento em gado, faz-se necesséaria a
caracterizagcdo de isolados capazes de combater ou prevenir patologias

negativamente impactantes sobre a pecuéaria, como é a salmonelose.
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OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Caracterizar a capacidade de colonizagdo do trato intestinal e o perfil
imunomodulador de isolados de Lactobacillus bovinos (L36 e L38) em modelo
experimental murino desafiado por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar

Typhimurium.

3.20bjetivos especificos

A)

B)

C)

D)

E)

F)

G)

Avaliar a capacidade de colonizagdo in vivo dos isolados L36 e L38 do trato
gastrointestinal em camundongos isentos de germes (GF- “germ free”);

Desafiar camundongos convencionais (CV) Swiss NIH com 4-5 semanas de idade
tratados com Lactobacillus utilizando Salmonella enterica sorovar Typhimurium;
Avaliar parametros relacionados ao desenvolvimento ponderal, indice hepético e
esplénico em animais CV tratados com isolados de Lactobacillus e desafiados com
Salmonella;

Avaliar padrdes histologicos de leséo e infeccdo no figado, ileo e c6lon em animais
CV tratados com isolados de Lactobacillus e desafiados com Salmonella;

Quantificar a producdo de Imunoglobulina secretéria do tipo A (slgA) em fluido
intestinal de animais tratados com os isolados de Lactobacillus e desafiados com
Salmonella e em animais monoassociados com os isolados de Lactobacillus ;
Detectar células produtoras de IgA (células IgA") no ileo de camundongos CV
tratados com isolados de Lactobacillus e desafiados com Salmonella e quantificar a
area produtora de células IgA” nos diferentes grupos experimentais de animais CV;
Padronizar reagbes de RT-gPCR para quantificacdo de expressao génica de
citocinas (IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa) utilizando como genes
normalizadores Gapdh (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e Actb (Beta-
actina) em amostras de RNA total das porgdes inicial, medial e distal do intestino
delgado, ceco e coélon de camundongos CV tratados com os isolados de
Lactobacillus e desafiados com Salmonella e em camundongos monoassociados

com os isolados de Lactobacillus;
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H) Quantificar a expresséao relativa do mRNA das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a,
Ifng, Tgfbl e Tnfa em diferentes porgdes do intestino (delgado inicial, medial e distal;
ceco e colon) com o objetivo de construir um mapa de expressdo das mesmas e
comparar 0s niveis de expresséo entre grupos experimentais e controles em modelo
de desafio com Salmonella realizado em camundongos CV e em modelo de

monoassociagao utilizando animais GF.
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4 ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

4.1Animais

Foram utilizados camundongos isentos de germes (GF) e convencionais (CV)
da linhagem Swiss NIH, com 4-5 semanas de idade, de ambos o0s sexos. Os animais
GF foram provenientes de matrizes da TACONIC (Germantown, NY, USA). Estes
receberam agua e racdo comercial (Nuvilab Nuvital, Curitiba, PR, Brasil) ad libitum,
esterilizadas por calor umido, sendo manuseados assepticamente (PLEASANTS,
1974) e foram mantidos em isoladores tipo Trexler (Standard Safety Equipament
Co., Pallatine, IL, USA) até o desmame. Os animais GF foram, ent&o, transferidos
para mini-isoladores Alesco (Modelo ALE.MIL.01.03- Monte Mor, SP, Brasil)
adaptados com revestimento de |4 de vidro esterelizados para realizagcdo dos
experimentos, como exemplificado na FIGURA 2. Os mini-isoladores adaptados
foram trocados a cada 2 dias para permitir a troca de ar e impedir o acimulo de
aménia. As matrizes CV foram convencionalizadas a partir de animais GF, ja
descritos, pela administracdo de diluicbes fecais de outros camundongos
convencionais e propagadas em condigcdes de manejo de colbnias outbred, sendo
usados nos experimentos animais obtidos a partir da segunda geracdo pés a
convencionalizagdo. Os animais CV foram mantidos em mini-isoladores Alesco
(Modelo ALE.MIL.01.03) no biotério NB2 do Departamento de Microbiologia
ICB/UFMG, onde receberam ragdo comercial (Nuvilab Nuvital, Curitiba, PR, Brasil) e
dgua autoclavada ad libitum e foram mantidos em estantes ventiladas Alesco
(Modelo ALERKD-70). Foram utilizados grupos de 3 fémeas (para animais GF) e 5
machos e 5 fémeas (para animais CV), com pesos variando de 15-25 g, para cada

grupo experimental. Um ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no biotério.

FIGURA 2 — Mini-isoladores ALESCO Modelo ALE.MIL.01.03 adaptados com

revestimento de |a de vidro para manutengao de animais isentos de germes.

|

Fonte: Fotos do autor.
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4.1.1 Manejo dos animais

A manutengcdo e o uso dos animais nos experimentos foram conduzidos
respeitando os protocolos propostos pelo “Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal” (COBEA, 2006). Essa dissertagdo compde um subprojeto de um projeto
mais abrangente intitulado: “Determinagdo do potencial imunomodulatério de
lactobacilos, fracdes da parede bacteriana e proteina S recombinantes de novos
isolados com potencial probidtico” que foi encaminhado ao Comité de Etica para
Experimentagéo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) e
aprovado com a referéncia 203/2009 em 09/12/2009.

4.2 Micro-organismos

4. 2. 1 Linhagens bacterianas (origem e manuteng&o)

Com o objetivo de identificar Lactobacillus de origem bovina com possiveis
propriedades probidticas, nosso grupo de pesquisa realizou o isolamento e
identificacdo de Lactobacillus. As linhagens de Lactobacillus foram isoladas e
identificadas a partir de amostras de fezes de bezerros de até 30 dias de idade, que
ndo receberam suplementacdo com antibiéticos. O isolamento foi realizado em agar
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA), incubagdo em camara
anaerébica (Forma Scientific, Marietta, EUA), contendo uma atmosfera de 85%N,,
10%H, e 5%CO,, e a identificacdo foi feita por PCR-ARDRA. Além disso, foram
realizados testes in vitro de possiveis propriedades probioticas (hidrofobicidade,
tolerdncia ao suco gastrico e sais biliares, antagonismo contra enteropatdgenos,
antibiograma e producgéo de peroxido) para eleicdo dos isolados que apresentassem
melhor potencial probidtico (SANDES et al.,, comunicagdo pessoal). Apds esta
caracterizacdo fenotipica, dois isolados de Lactobacillus isolados de fezes,
denominados L36 (L. acidophilus) e L38 (L. salivarius), foram escolhidos para
estudos in vivo, por apresentarem caracteristicas distintas nos testes in vitro. Os
resultados da avaliacdo in vitro do potencial probittico destes isolados estdo
resumidos na TABELA 1.
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TABELA 1 — Testes in vitro de propriedades probidticas dos isolados L38 e L36 de

Lactobacillus.

Antagonismo contra enteropatégenos HID S. gastrico
Isolado Identificacdo B.cer. L. mono. Sta. aur. Ent.faec. E.coli Sal.en. P. aer. (%) (% inib.)
L36 L. acidophilus + + + + - + + 70,28 3,64
L38 L. salivarius + + + + + + + 99,85 15,91
Antibiograma usando discos de difusdo S t_)“_iar H,0,
(% inib.)
Isolado Identificacdo AMI AMP CLO ERI PEN OXA VAN
L36 L. acidophilus R S S S S R R 68,12 N&o
L38 L. salivarius R S S S S R R 100 Sim

Legenda: + presenga / - auséncia de antagonismo. R: resistente / S: sensivel ao antibiético.

B. cer.: Bacillus cereus/ Sta. aur.: Staphylococcus aureus_/ Ent. face.: Enterococcus faecalis / E. coli.:
Escherichia coli / Sal. en.: Salmonella enterica / P. aer.: Pseudomonas aeruginosa

AMI: Amicacina / AMP: Ampicilina/ CLO: Cloranfenicol/ ERI: Eritromicina / PEN: Penicilina/ OXA:
Oxacilina / VAN: Vancomicina

HID: Hidrofobicidade / S. gastrico: percentual de inibicdo ao suco gastrico / S. biliar: percentual de
inibicdo aos sais biliares

Fonte: SANDES et al., comunicagéo pessoal.

A linhagem de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium, de
origem humana, que foi utilizada nos experimentos foi isolada na Fundagéo Ezequiel
Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG, Brasil) e foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr.
Jacques Robert Nicoli, sendo mantida no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de

Micro-organismos do Departamento de Microbiologia ICB/UFMG.

As linhagens bacterianas foram conservadas a -80°C em 1mL de caldo BHI
(Brain Heart Infusion, Difco) para Salmonella (crescida por 18h a 37°C em
aerobiose) e em caldo MRS para os isolados de Lactobacillus (crescidos por de 18h
a 37°C, em anaerobiose), ambos adicionados de 0,2 mL de glicerina esterilizada por
calor seco. Para todos os experimentos, as bactérias foram ativadas por duas vezes
consecutivas em caldo BHI (aerobiose) ou MRS (anaerobiose), a 37°C, durante 18
horas, sem agitacdo. Para a avaliagdo do crescimento das bactérias foram feitas
diluicbes sucessivas das culturas ativas em salina 0,85% estéril, seguindo-se
plaqueamento de 100 uL das diluicdes 10, 10° e 10”7 em placas de 4gar MRS e
BHI, para contagem de isolados de Lactobacillus e Salmonella, respectivamente,

pela técnica de spread plate. As placas foram incubadas a 37°C por 48h em
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aerobiose para BHI e anaerobiose para MRS e, as colbnias foram contadas. O

crescimento bacteriano foi expresso em UFC/mL de cultura.

4.3 Tratamentos e desafio dos animais

4. 3. 1 Tratamento dos animais GF

Os animais GF pertencentes aos grupos experimentais foram inoculados,
uma Unica vez, intragastricamente com 108 UFC dos isolados L36 ou L38,
ressuspendidos em 100 pL de salina 0,85% esterilizada, em condi¢cbes assépticas
de manejo. Os animais GF do grupo controle ndo receberam nenhum inéculo. O
esquema de tratamento dos animais GF estd resumido na FIGURA 3A. Todos os
animais foram mantidos em mini-isoladores Alesco (Modelo ALE.MIL.01.03- Monte
Mor, SP, Brasil) adaptados com 1a de vidro (FIGURA 2), alocados no biotério NB2 do
Depto. de Microbiologia do ICB/UFMG, fora das estantes ventiladas.

4. 3. 2 Tratamento dos animais CV

Os animais CV dos grupos experimentais (desafiados ou nao-desafiados)
receberam um inéculo diério de 10® UFC de L36 ou L38, ressuspendidos em 100 pL
de salina 0,85%, por gavagem, dez dias antes do desafio com a bactéria patogénica.
Os animais dos grupos controles (desafiados ou n&o-desafiados) receberam,
durante este periodo, 100 pL de salina 0,85%, de acordo com o esquema descrito
por Rodrigues et al., (1996). ApGs o desafio com a bactéria patogénica, os animais
dos grupos experimentais continuaram a receber inéculos diérios dos isolados de
Lactobacillus e os dos grupos controles continuaram recebendo salina 0,85% por
mais nove dias, quando foram sacrificados, 20 dias apés o inicio dos tratamentos
experimentais. O esquema de tratamento dos animais CV esti resumido na FIGURA
3B.
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4. 3. 3 Desafio dos animais CV

O desafio dos animais CV foi feito no 11° dia ap6s o inicio da administracédo
dos isolados. Os in6culos de Salmonella foram preparados a partir da selecéo de
uma colbnia lisa crescida em dgar MacConkey e posteriormente repicada para caldo
BHI e mantida a 37°C, por 18-24h. A cultura pura foi submetida a diluigbes
sucessivas em salina 0,85% esterilizada, para obtencdo da concentragéo de células
desejada. A confirmacdo da viabilidade do inéculo e as contagens bacterianas foram
feitas em &gar MacConkey, apdés 24h de incubagdo a 37°C. Os camundongos
desafiados (controles e experimentais) receberam inéculo de 100 pL, contendo 10°
UFC de Salmonella, por via oral, utilizando uma agulha de inoculacdo intragéstrica.
Animais dos grupos ndo desafiados (controles e experimentais) receberam 100 pL
de salina 0,85% pela mesma via. O desenho experimental de monoassociagédo de
animais GF e de tratamento e desafio dos animais CV estdo resumidos na FIGURA

3A e 3B, respectivamente.

FIGURA 3 — Esquemas de tratamento e desafio dos experimentos com animais.

FIGURA 3A — Esquema de monoassociacdo dos animais isentos de germes para avaliagdo da

capacidade de adesédo e imunomodulacéo in vivo dos isolados L36 e L38.

Grupo experimental Tratamento s;gg:rr;zs
Isento de germe Sem inoculagdo GF
‘V Monoassociadoeom 236 Manoassociagaocom 1 07UFC de :36 L36
Monoassociado com L38 Monoassociagiocom 105 UFC de .38 L38
Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 7 Dia 10
Monoassociagdo Coleta fezes Coleta fezes Coleta fezes Sacrificio/Coleta fezes
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FIGURA 3 — Esquemas de tratamento e desafio dos experimentos com animais.

FIGURA 3B — Esquema de tratamento com Lactobacillus e desafio com Salmonella dos animais

convencionais.

Sigla nas
figuras

Grupo experimental Tratamento PRE-desafio Desafio Tratamento POS-desafio

Tratamento diario com 0,1 mL de
salina 0,85 %

Tratamento diario com 0,1 mL de salina

Controle salina 0,85 %

Tratamento diario com 10% UFC

de L36 el

Experimental L36 Tratamento diario com 10% UFC de L36

Tratamento diario com 108 UFC
de L38

L38

Experimental L38 Tratamento didrio com 108 UFC de L38

Tratamento diario com 0,1 mL de
salina 0,85 %

Tratamento didrio com 0,1 mL de salina
0,85 %

Tratamento diario com 108 UFC

s 5 )
Tratamento diario com 108 UFC de L36 de L36

Tratamento diario com 108 UFC

A g
Tratamento diario com 102 UFC de L38 de L38

1 1 1
Dia 1 Dia 11 Dia 20
Inicio Desafio Sacrificio

Fonte: Criado pelo autor.

4.4 Avaliacdo dos niveis populacionais e capacidade de colonizagcdo do trato

gastrointestinal dos isolados de Lactobacillus em animais gnotobidéticos

Camundongos gnotobidticos monoassociados com as linhagens de
Lactobacillus tiveram os niveis populacionais de L36 ou L38 determinados por
contagens nas fezes apés 2, 4, 7 e 10 dias da monoassociacdo (FIGURA 3A). As
fezes foram recolhidas, sob condi¢cdes assépticas, através de estimulacdo anal,
pesadas e submetidas a diluicbes decimais em salina 0,85% esterilizada. Um
volume de 100 pL das diluicdes 10°, 10° e 10 foi plaqueado em agar MRS pela
técnica de spread plate e as placas foram incubadas em camara de anaerobiose a
37°C por 48h. Os resultados foram expressos em Log de UFC/g de fezes.
Concomitantemente, fezes coletadas em todos os pontos de enumeragdo foram,
também, adicionadas em tubos contendo caldo BHI e incubadas em estufa a 37°C,

por 18h, em aerobiose, para avaliagdo da presenca de quaisquer contaminantes
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microbianos, assegurando o estado monoassociado (animais experimentais) ou GF

(animais controle) dos animais.

No 10° dia apdés a monoassociacdo, os animais foram eutanasiados e
sacrificados em condi¢cdes assépticas. Ap6s a abertura da cavidade peritoneal, o
intestino delgado foi removido pelo corte nas jungdes gastroduodenal e ileocecal. O
conteudo intestinal foi retirado e processado conforme descrito no item 4.7 desta
secdo. Porcdes de 1-2 cm do tergo inicial, medial e distal do intestino delgado, bem
como do ceco e colon desses animais foram retiradas e armazenadas em RNA Later
e congeladas a -20°C, para posterior extracdo de RNA total. Por¢des similares, das
mesmas regides do trato gastrointestinal, também foram processadas e submetidas
a diluicbes decimais em salina 0,85% esterilizada. Um volume de 100 pL das
diluicées 10° e 10 foram plaqueados em agar MRS pela técnica de spread plate.
As placas foram incubadas em camara de anaerobiose a 37°C por 48h e o resultado

desta enumeracgéo foi expresso em Log de UFC/g de tecido intestinal.

4.5 Determinacéo do efeito dos isolados de Lactobacillus sobre indice hepatico

e esplénico e variagcédo de peso em animais CV desafiados com Salmonella

Durante o experimento de desafio em animais CV, 0s pesos dos animais
foram monitorados no inicio (Dia 1) e no fim (Dia 20) do experimento para avaliagdo
da variagéo do peso produzida pelos diferentes tratamentos experimentais. No nono
dia ap6s o desafio (20° dia do experimento), os animais foram submetidos a
anestesia com Cetamina (100 mg/kg de peso) e Xilasina (20 mg/kg de peso). Foi
feita coleta de sangue no plexo axial e, em seguida, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical. Os animais foram submetidos a laparotomia, em
condigbes assépticas em capela de fluxo laminar, para coleta de baco, figado,
intestino delgado e grosso. Os pesos do figado e baco foram registrados, para
producdo de peso relativo desses oOrgdos em relacdo ao peso final no dia do
sacrificio (indices hepético e esplénico, respectivamente, expressos em mg do 6rgéo
por g de peso do animal no dia do sacrificio). O soro foi armazenado a -20°C para

experimentos futuros. Depois da limpeza do contetdo intestinal, por¢des intestinais
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de 1-2 cm foram coletadas no tergo inicial, medial e distal do intestino delgado, bem
como do ceco e colon e armazenadas em RNA Later para futura extracdo de RNA

total, sendo todas condicionadas a -20°C até o momento da extracao.

4.6 Determinacédo do efeito dos isolados de Lactobacillus sobre a producgéo de
imunoglobulina secretéria do tipo A (slgA) total dosada no conteddo intestinal

em camundongos monoassociados e CV desafiados com Salmonella

O intestino delgado foi removido dos animais, pelo corte nas juncdes
gastroduodenal e ileocecal. O procedimento de coleta do conteudo intestinal foi uma
adaptacdo do método descrito por Nader de Macias et al., (1992) e modificado por
Rodrigues et al., (1996). O contetudo foi retirado, pesado e lavado com salina
fosfatada, pH 7,2 (PBS) na proporcdo de 500 mg do conteudo intestinal para 2,0 mL
de PBS. Ao PBS foi adicionado 1% (v/v) de um coquetel de inibidores de protease
(P-8340, Sigma-Aldrich Chemical). Depois de centrifugado a 2000 x g, por 30
minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e congelado a -20°C, para posterior
dosagem de sigA.

A determinacgé&o do nivel de slgA total foi realizada pelo método de ELISA. As
amostras de fluido intestinal foram inicialmente diluidas na propor¢do 1:50 (animais
gnotobidticos) e 1:800 (animais CV) em PBS-tween e, em seguida, diluicbes 1:2
foram realizadas e adicionadas, em duplicata, aos pogos das placas de ELISA. A
slgA total do fluido intestinal foi determinada utilizando anticorpos anti-IgA (M-8769,
Sigma-Aldrich Chemical), para revestimento das placas e anticorpos anti-IgA de
camundongo, conjugados com peroxidase (A-4789, Sigma-Aldrich Chemical) para
deteccédo. A concentragdo de slIgA total foi determinada utilizando um padréo de IgA
de camundongo purificado (0106-01, Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, USA). A leitura foi feita a 492 nm em um leitor de placas de ELISA
(MultiSkan Spectrum, Thermo Cientific Inc., Bremen, Germany). Os resultados foram
expressos como pg de slgA/ g de conteldo intestinal calculadas a partir da curva

padréo + desvio-padréo.
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4.7 Determinagdo do efeito de isolados de Lactobacillus sobre a &rea de
células produtoras de IgA (células IgA") no ileo de camundongos CV

desafiados com Salmonella

A area de células produtoras de IgA (células IgA™) foi determinada em cortes
histolégicos através de ensaio de imunofluorescéncia direta. Os intestinos dos
animais CV foram divididos em trés porgdes equivalentes em tamanho. No terco final
do intestino (ileo distal) foi coletado um pedaco de aproximadamente 5 cm que foi
aberto longitudinalmente e esticado sobre papel de filtro. Esse material foi pré-fixado
em solucéo de Bouin e enrolado em espiral, com a mucosa voltada para dentro, de
modo a formar um "Swiss roll" (ARANTES & NOGUEIRA, 1997). O material foi
rotineiramente processado para incluséo em parafina, e dois cortes de secgdes
histolégicas consecutivas com 4 um de espessura foram obtidos. Essas laminas
foram desparafinadas através da imersdao em xilol, reidratadas em uma série
graduada de solugBes de etanol e coradas atraveés de técnicas de imunoflorescéncia
direta. As laminas foram incubadas com anticorpo anti-lgA de camundongo
conjugado com Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (F9384, Sigma-Aldrich) usado
na diluicdo 1:100 (em PBS acrescido de 1% de soro albumina) por 30 minutos ao
abrigo de luz, seguido da observacdo em microscépio com luz fluorescente. Foi
usado também um corante controle para coloracdo dos nucleos das células
(Hoechst 33342, trinydrochloride, trihydrate, Life Techonologis, Grand Island, NY,
USA). Foram medidos, em média, 10 campos em objetiva de 10x, por animal. As
imagens foram capturadas em microscopia e analisadas utilizando uma microcamera
JVC TK-1270/RGB e o programa analisador de imagens KS 300 Software da
Kontron Elektronick/Carl Zeiss image analyzer (Oberkohen, Germany), do
Laboratorio de Morfometria do Departamento de Patologia geral-ICB/UFMG. Os
resultados foram expressos, graficamente, como médias e desvios-padrdo da

proporgdo (em %) da area de células IgA’/ area total de ileo, em cada imagem.
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4.8 Determinacdo dos efeitos sobre aspectos histolégico do figado, ileo distal
e c6lon de animais CV tratados com isolados de Lactobacillus e desafiados

com Salmonella

Amostras do lébulo maior do figado e de por¢des do trato digestivo (ileo e
colon) dos camundongos CV, controles e experimentais sacrificados no 9° dia apos
o desafio, foram submetidas a exame histologico. O intestino delgado distal e célon
foram abertos longitudinalmente e esticados sobre papel de filtro. O ileo distal foi
pré-fixado em solucdo de Bouin, e enrolado em espiral, com a mucosa voltada para
dentro do rocambole, de modo a formar um "Swiss roll* (ARANTES & NOGUEIRA,
1997). O material foi rotineiramente processado para inclusdo em parafina, e dois
cortes de secgdes histoldgicas consecutivas com 4 um de espessura foram obtidos e
corados utlizando coloragéo histolégica de rotina com Hematoxilina e Eosina (H&E).

Para o exame histolégico, foram obtidas imagens utilizando uma microcamera
JVC TK-1270/RGB e o programa analisador de imagens KS 300 Software da
Kontron Elektronick/Carl Zeiss image analyzer (Oberkohen, Germany). Os
fragmentos das amostras codificadas foram observados sequencialmente, por uma
mesma patologista (Profa. Dra. Rosa Maria Esteves Arantes, do Laboratério de
Neuro-Imuno Patologia Experimental, NIPE, do Departamento de Patologia Geral
ICB/UFMG), que nédo teve acesso ao significado dos cédigos. As amostras foram
decodificadas somente apds o laudo ter sido emitido pela patologista.

Um esquema geral da localizagdo dos 6rgéos do camundongo e do destino

de cada amostra biol6gica obtida nos ensaios esta resumido na FIGURA 4.

4.9 Extracdo de RNA total, tratamento para remocdo de DNA génomico e
producédo de cDNA a partir de tecido das porgdes do intestino de animais CV e

gnotobidticos

Foram coletados no 9° dia apds o desafio de animais CV e no 10° dia apos a
monoassociagdo em animais gnotobidticos, pedagos de 1-2 cm de comprimento das
porcdes inicial, medial e distal do intestino delgado, ceco e c6lon, armazenados em

RNA Later a -20°C até o momento da extracdo. O protocolo de extracdo de RNA
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total, para todos os materiais biolégicos, foi realizado usando o reagente TRIZOL®

seguindo as recomendacgdes do fabricante.

FIGURA 4 — Esquema da anatomia interna do camundongo.
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O RNA total extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, para

avaliacdo do estado de degradacéo e foi quantificado por espectrometria usando o

equipamento NanoDrop (Thermo Cientific Inc., Bremen, Germany). Foram utilizadas

amostras que apresentaram quantificacdo acima de 200 pg/mL de RNA, relacdo de

A260/A280 entre 1,7-2,1 e uma relagcdo geral de 2x de intensidade da banda do
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rRNA 28s em relacdo a banda do rRNA 18s nos géis de eletroforese. 10 ug de RNA
total obtido de amostras das diferentes porcdes intestinais foi submetido a remocgé&o
de DNA gendmico usando o kit Turbo DNAse | (Life Techonologis, Grand Island, NY,
USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. O RNA total tratado foi usado em
reagcOes de Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) para
producéo de cDNA usando o kit High Capacity (Life Techonologis, Grand Island, NY,
USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. Todas as rea¢fes de transcricao
reversa foram feitas no mesmo dia e com o mesmo lote de reagentes. Foi utilizado
1pg de RNA para cada reagdo de RT-PCR. O RNA total e o cDNA foram

armazenados a -20°C.

4.10 Padronizagcdo da quantificagdo relativa da expressdo de citocinas nas
porcBes inicial, medial e distal do intestino delgado, ceco e célon de

camundongo CV e gnotobiéticos usando RT-qPCR

Foram realizadas quantificacbes relativas através da amplificacdo por RT-
gPCR do cDNA codificado pelos genes da IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e
Tnfa para as amostras de tecido obtidas das porgdes inicial, medial e distal do
intestino delgado, ceco e célon. Foram usados para normalizacdo dos dados de
expressdo génica os resultados das amplificacbes do cDNA codificado pelos genes
Gapdh (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e Actb (Beta-actina). As
reagcOes de RT-gPCR foram feitas na plataforma ABI 7900 HT REAL TIME PCR (Life
Techonologis, Grand Island, NY, USA) pertencente ao Departamento de Biologia
Geral-ICB/UFMG. As reacOes foram realizadas usando o Kit SYBR Green PCR
Master Mix 2x (Life Techonologis), primers descritos por Giulietti et al., (2001), para

cada um dos genes e o0 cDNA obtido do RNA total das diferentes porc¢des intestinais.

Devido a contaminagdo com DNA génomico pelo método de extracdo usando
0 TRIZOL ® e também pela amplificagdo dos genes Gapdh e Actb usando os
primers descritos por Giulietti et al., (2001) a partir de material gendmico, foi
realizado o tratamento das amostras de RNA total usando Turbo DNAse | (Life

Techonologis). O tratamento com Turbo DNAse | foi feito seguindo as
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recomendacgfes do fabricante. Foi possivel averiguar, através de reacdes teste de
gPCR usando como material de amplificacdo RNA total tratado e néo tratado com
Turbo DNAse | que, houve uma acentuada remogdo de DNA génomico das
amostras, mesmo que nao totalmente. O tratamento ndo acarretou em prejuizos
para qualidade e estado de degradacdo do RNA total. Essa remogédo pode ser
observada pelo aumento de 23 Cgs tanto para amplificagcdo de Gapdh e de Actb nas
amostras de RNA tratado. Esse aumento de C, evidencia uma reducdo de moléculas
de DNA génomico na ordem de 10’ moléculas de DNA na amostra de RNA total.
Isso se explica, pois, em reagbes com eficiéncia aproximadamente igual a 100%
cada aumento de C4 indica uma redugéo pela metade do numero de moléculas alvo
na amostra inicial de amplificacdo. Além disso, ao comparar a amplificacdo de
cDNAs obtidos de RNAs totais tratados e nao-tratados com Turbo DNAse |, foi
observada uma diferenga de aproximadamente 5 Cqs para dados de amplificagcéo de
Gapdh e de Actb, que permitem uma averiguacdo mais confidvel dos dados de
expressdo, ja que estes poderiam ser superestimados devido a amplificagdo de DNA
génomico. Para os primers que ndo amplificam DNA génomico esses achados néo
foram observados. Os resultados destes testes estdo exemplificados na FIGURA 5,
com dados de amplificagdo de Gapdh, que usa primers que amplificam DNA

génomico e de IL10, cujos primers ndo amplifica DNA génomico.

Para padronizagédo das reagdes foram feitas curvas de diluicdo seriada de
cDNA utilizando pontos contendo 50 ng; 5 ng; 0,5 ng, 0,05 ng e 0,005 ng de cDNA.
Nas reacdes de padronizacéo foi utilizada uma amostra de cDNA produzida a partir
de um pool de amostras de RNA total das diferentes porgdes intestinais analisadas
(intestino delgado inicial, medial e distal, ceco e co6lon) adicionadas em igual
propor¢cdo. Essas curvas de diluicdo foram feitas para cada um dos genes. Os
padrbes para avaliagéo da qualidade das reacdes foram a eficiéncia de amplificagcéo
e o perfil da curva de dissociagdo. As reagdes tiveram sua eficiéncia (E) calculada
atraveés da inclinagéo (slope) da curva de diluicdo (quantidade) do cDNA versus Cq

(ciclo de quantificagédo ou C;), através da equacéao (2):

Euy= [(10) "¥5°P¢ 1] x 100 (Equacao 2)
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A especificidade das reacgbes foi avaliada através da curva de dissociacéo.
Foram padronizadas condigbes, para cada um dos genes amplificados, com
eficiéncia entre 90-110% e com um Unico pico nas curvas de dissociacdo. Na
FIGURA 6 estdo representadas de curvas de amplificacdo, curvas de diluicdo
seriada de cDNA e curva de dissociacdo obtidas durante a padronizagdo das
reacbes de RT-gPCR para quantificagdo relativa da expressdo de Tgfbl, como

exemplo dos resultados obtidos.

Em todas as reacdes de amplificagdo foram usados programas de ciclagem
universal contendo um passo inicial de 50° C por 2’; 95° C por 10’ seguido por 40
ciclos, cada um contendo um passo de 95° C por 15” e outro de 60° C por 1'. Apés a
reacdo de amplificacdo a curva de dissociagcdo foi obtida através das etapas de
aguecimento, resfriamento e aquecimento sucessivas (95° C por 15", 60° C por 15"
e 95° C por 15”). Foram utilizadas nas reagdes placas MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate fechadas com selante MicroAmp® Optical Adhesive Film (Life

Techonologis).

As condigbes de padronizagdo e sequencias de cada par de primers, bem
como as eficiéncias das reacdes, temperatura de anelamento e tamanho do
amplicon produzidos na amplificagéo de cada gene padronizado estéo resumidos na
TABELA 2. As reagbes de amplificagéo para IL10, Tnfa e Tgfbl ndo apresentaram
eficiéncia dentro da faixa de 90-110% preconizada (80, 83 e 88% respectivamente).
Porém, por apresentarem bons resultados de especificidade e reprodutibilidade foi
feita a quantificagdo com a condicdo padronizada aqui, usando os valores

especificos de eficiéncia no calculo dos niveis relativos de expressao.
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TABELA 2 — Condi¢bes padronizadas de RT-gPCR para quantificacéo relativa da

expressdo génica das citocinas em amostras obtidas de intestino de camundongos

CV e gnotobidticos.

Gene Sequencia dos primers [primer]  Eficiéncia T° de Tamanho
(UM) (%) anelamento do
amplicon

Gapdh F TCACCACCATGGAGAAGGC 0,5 92,1 60° C 168 bp
R GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA

Actb F AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 0,5 90,1 60° C 138 bp
R CAATAGTGATGACCTGGCCGT

IL5 F AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT 0,5 102,4 60° C 117 bp
R TCCAATGCATAGCTGGTGATTT

IL6 F GAGGATACCACTCCCAACAGACC 0,3 99,8 60° C 141 bp

R AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
IL10 F GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 0,75 80,0* 60° C 191 bp
R ACCTGCTCCACTGCCTTGCT
IL12b F GGAAGCACGGCAGCAGAATA 1,0 104,7 60° C 180 bp
R AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG
IL17a F GCTCCAGAAGGCCCTCAGA 0,75 91,5 60° C 142 bp
R AGCTTTCCCTCCGCATTGA

Ifng F TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 0,75 103,9 60° C 92 bp
R TGGCTCTGCAGGATTTTCATG

Tgfbl F TGACGTCACTGGAGTTGTACGG 0,5 88,0* 60° C 170 bp
R GGTTCATGTCATGGATGGTGC

Tnfa F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 0,75 83,0* 60° C 175 bp

R TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: bp- base pair. F- primer foward. R- primer reverse. Para padronizacdo das reac¢des foram
feitas curvas de diluicdo seriada de cDNA utilizando pontos contendo 50 ng; 5 ng; 0,5 ng, 0,05 ng e
0,005 ng de cDNA. Nas reacdes de padronizacdo foi utilizada uma amostra de cDNA produzida a
partir de um pool de amostras de RNA total das diferentes por¢fes intestinais analisadas (intestino

delgado inicial, medial e distal, ceco e célon) adicionadas em igual proporcao.

* - reacOes com eficiéncia fora da faixa preconizada de 90-110% mas que apresentaram bons
parametros de especificidade e reprodutibilidade e, foram usados nas condi¢des descritas.
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FIGURA 5 — Teste de amplificacdo de RNA total tratado e néo-tratado com Turbo
DNAse | e de cDNA obtidos de RNA total tratado e n&do-tratado para avaliar o efeito
da remocgé&o de DNA génomico sobre os resultados de amplificagéo por RT-qPCR.
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Fonte: Criado pelo autor de dados obtidos do programa SDS 2.4 (Life Techonologis)

Legenda: A- Curva de amplificacdo usando o primer para Gapdh (primer amplifica DNA gendmico): 1:
RNA puro (50 ng) sem tratamento com Turbo DNAse | ; 2: cDNA (50ng) produzido a partir de RNA
ndo tratado com Turbo DNAse | ; 3: cDNA (50ng) produzindo a partir de RNA tratado com Turbo
DNAse | ; 4: RNA puro (50 ng) tratado com Turbo DNAse . Nessas reacgoes foi utilizada uma amostra
de cDNA produzida a partir de um pool de amostras de RNA total das diferentes por¢des intestinais
analisadas (intestino delgado inicial, medial e distal, ceco e cdlon) adicionadas em igual proporcao,
bem como a amostra de RNA correspondente. No gréafico esta representado no eixo X os valores dos
ciclos de amplificacdo, no Y os valores de ARn que sdo medidas de fluorescéncia e a linha verde
representa o threshold ou limiar de fluorescéncia usado para determinagdo do C,.
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Fonte: Criado pelo autor de dados obtidos do programa SDS 2.4 (Life Techonologis)

Legenda: B- Curva de amplificacéo usando o primer para IL10 (primer ndo amplifica DNA genémico):
1: RNA puro (50 ng) sem tratamento com Turbo DNAse | ; 2: cDNA (50ng) produzido a partir de RNA
ndo tratado com Turbo DNAse | ; 3: cDNA (50ng) produzindo a partir de RNA tratado com Turbo
DNAse | ; 4: RNA puro (50 ng) tratado com Turbo DNAse |. Nessas reacoes foi utilizada uma amostra
de cDNA produzida a partir de um pool de amostras de RNA total das diferentes por¢des intestinais
analisadas (intestino delgado inicial, medial e distal, ceco e cdélon) adicionadas em igual proporcao,
bem como a amostra de RNA correspondente.No grafico esta representado no eixo X os valores dos
ciclos de amplificacdo, no Y os valores de ARn que sdo medidas de fluorescéncia e a linha verde
representa o threshold ou limiar de fluorescéncia usado para determinacéo do C,.
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FIGURA 6 — Curvas de amplificagéo, dissociagdo e de diluicdo de cDNA de Tgfbl
amplificado em amostras de cDNA obtidas de RNA total de amostras de intestino

murino.
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Fonte: Criado pelo autor a partir de dados obtidos do programa SDS 2.4 (Life Techonologis)

Legenda: A- Curva de amplificacao da série de diluicdo de cDNA amplificado para o gene do Tgfbl
com linhas roxas representando a amplificacdo de diferentes quantidades de cDNA (50, 5, 0,5, 0,05 e
0,005 ng). Nessa reacao foi utilizada uma amostra de cDNA produzida a partir de um pool de
amostras de RNA total das diferentes por¢@es intestinais analisadas (intestino inicial, medial e distal,
ceco e colon) adicionadas em igual proporcao.No gréafico esta representado no eixo X os valores dos
ciclos de amplificacdo, no Y os valores de ARn que sdo medidas de fluorescéncia e a linha verde
representa o threshold ou limiar de fluorescéncia usado para determinacéo do C,.

B- Curva de dissociagdo com pico representando o ponto de dissociacao do produto
amplificado para Tgfbl. No gréafico esta representado no eixo X os valores de temperatura, no Y os
valores de ARn que sdo medidas de fluorescéncia. O pico corresponde a temperatura na qual 50% do
produto de amplificagdo esta renaturado e 50% desnaturado, e essa temperatura € chamada de
temperatura de melting.

C- Curva de diluicdo (quantidade) de cDNA versus C;(C,) de amplificacdo das diferentes
quantidades de cDNA. Cada ponto representa a associa¢do de um C, com um ponto de quantidade
de cDNA. Ainclinacéo (slope) desta curva foi utilizada para o céalculo da eficiéncia de amplificacéo.
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4.11 Avaliacdo do efeito dos tratamentos experimentais em animais
gnotobidticos e CV sobre a expressao relativa dos genes de referéncia Gapdh
e Actb

Para assegurar uma normalizagdo adequada dos dados de expresséo relativa
das citocinas, foi avaliado o possivel efeito dos tratamentos experimentais em
animais isentos de germes (monoassociagdo com L38 ou L36) e animais
convencionais (desafio com Salmonella e tratamento diario com os isolados de
Lactobacillus) sobre a expresséo relativa dos genes de referéncia Gapdh e Actb.
Para este fim, os dados de amplificagdo (C,) destes genes em amostras de intestino

de todos os ensaios animais foram submetidas ao método do 2Cs

, ho qual ACy=
(Cq do gene de referéncia na amostra teste) — (C4 do gene de referéncia no
calibrador) (LIVAK & SHIMITTGEN, 2001). Uma adaptacdo desta abordagem foi
feita para inser¢cdo do valor real de eficiéncia (1+E.) no lugar da base 2, que
predispde eficiéncia de amplificacdo do gene normalizador de 100%. Nessa
abordagem é calculado um valor relativo da expressdo do gene referéncia em
relacdo ao grupo usado como calibrador da expresséo relativa. Para o experimento
com animais isentos de germes o grupo calibrador usado foi o dos animais GF. Nos
experimentos com animais convencionais, 0 grupo controle salina foi usado como
calibrador. Depois de calculado o valor relativo de expressdo para todos os grupos
experimentais, foi feito um teste estatistico para averiguar se existem diferencas
significativas da expressdo do gene referéncia entre os diferentes grupos
experimentais. Caso elas existam, o gene referéncia em questao sofre efeito na sua
expressdo do tratamento experimental, inviabilizando sua aplicagdo como

normalizador dos dados de expressao génica.



80

4.12 Quantificagédo relativa da expressdo de citocinas nas porc¢des inicial,
medial e distal do intestino delgado, ceco e célon de animais CV e

gnotobidticos usando RT-qPCR

Para quantificacéo relativa da expressao génica das citocinas IL5, IL6, IL10,
IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa, em amostras de cDNA oriundas de RNA total obtido
de tecido intestinal, foi realizada amplificagdo do cDNA por RT-gPCR. Foram
utilizadas as condi¢cdes de reacdo padronizadas e descritas no item 4.10 desta
secao. Para normalizacdo dos dados de expresséo, foram usados os resultados das
amplificagbes do cDNA codificado pelos genes Gapdh e Actb, que foram os genes
de referéncia usados neste trabalho. Para obtencdo dos dados de nivel relativo de
expressdo (NRE), foi empregado o método derivado do RQ (relative quantification) =
2R84 (| IVAK & SCHMITTGEN, 2001), descrito por Hellemans et al., (2007) usando a
equacao (1):

NRE N [Ex] ACq, (Cq, calibrador — Cq, amostra teste)

(Equacéo 1)

n .
n\/ [ [Eref] ACGqe (Caper calibrador — Cqyer amostra teste)

Foi usado como calibrador os dados de expressdo do grupo controle salina
para os experimentos em animais CV e do grupo GF para os experimentos com
animais gnotobio6ticos. Os resultados foram expressos graficamente usando média e
desvio-padré@o dos valores do nivel relativo de mRNA de cada citocina/ normalizado
pelo fator de normalizag&o, este Gltimo dado pela média geométrica das quantidades

relativas de mRNA de Gapdh e Actb, para cada grupo experimental.

4.13 Anédlise Estatistica dos dados

Para a producgéo de todos os gréficos e andlise estatistica dos dados obtidos

foi utilizado o software GraphPad Prism® 4 (GraphPad Software Inc.). Os valores
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obtidos foram avaliados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade das distribuicdes. Foram obtidos as médias, desvios-padréo e
coeficientes de variagdo para cada conjunto de dados. Em seguida, foi realizado o
teste one-way ANOVA para cada conjunto de dados em cada tipo de ensaio, para
verificar se havia diferenca entre as variancias, e o pds-teste de Tukey, de multiplas
comparacdes, para Vverificar quais médias eram significativamente diferentes
(p<0,05). Diferengas estatisticamente significativas entre oS grupos experimentais
foram identificadas nos gréficos com letras diferentes localizadas acima da barra de
desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as barras ou presenca de letras iguais

sinalizam inexisténcia de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Experimentos com animais gnotobidticos monoassociados com um

isolado de lactobacilos

5. 1. 1 Niveis populacionais e capacidade de coloniza¢do do trato gastrointestinal

dos isolados de Lactobacillus em animais gnotobi6ticos

Os niveis populacionais alcangados pelos isolados de Lactobacillus nas fezes
dos animais gnotobidticos foram similares para ambos os isolados, com valores
médios de 8,87 + 0,38 Log UFC/g de fezes para L38 e 8,39 + 0,83 Log UFC/g de
fezes para L36. Esses resultados indicam que os dois isolados foram capazes de
colonizar o trato digestivo de animais isentos de germes e de se manter em niveis
elevados (acima de 10" UFC/g de fezes) ao longo dos 10 dias de acompanhamento
do experimento de monoassociagdo (FIGURA 7A).

No décimo dia ap6s a monoassociagdo foi analisada a capacidade de
colonizagdo dos isolados ao longo do trato gastrointestinal. A avaliagdo da
colonizagéo néo revelou diferengas significativas (p>0,05) para os resultados obtidos
em cada uma das porgdes do intestino analisadas (intestino delgado inicial, medial e
distal, ceco e célon), mesmo que os niveis populacionais de L36 e L38 tenham sido
ligeiramente maiores no ceco, no qual foram observados valores de 8,25 + 0,18 Log
UFC/g de tecido para L38 e 8,03 = 0,07 Log UFC/g de tecido para L36. Os
resultados da andlise da capacidade de colonizagdo, para cada por¢do do intestino
de animais gnotobidticos estdo mostrados na FIGURA 7B. Para animais
monoassociados com L38 a porg¢éao inicial do intestino delgado (I.1.) ndo apresentou
crescimento nas placas, portanto o resultado foi mostrado com nivel populacional <5
Log UFC/ g de tecido, pois neste ensaio sO foram plaqueadas as diluicbes seriadas

10° e 10 do macerado de tecido intestinal.
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FIGURA 7 - Niveis populacionais nas fezes e capacidade de colonizag&o do trato
gastrointestinal dos isolados L38 e L36 em animais gnotobidticos nas diferentes

pocdes do intestino delgado e grosso.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A- Niveis populacionais de L38 e L36 nas fezes dos animais gnotobiéticos avaliadas 2, 4, 7
e 10 dias ap6s a monoassociacdo com os isolados. Os niveis populacionais foram avaliados a partir
de diluicbes (em salina 0,85%) seriadas de fezes obtidas dos respectivos animais gnotobidticos e
expressos como média e desvio-padrao de Log UFC/g de fezes. Cada grupo experimental foi
composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem Swiss NIH. Nos graficos, estdo
representados os dados dos grupos controle isento de germes (GF), monoassociado com L38 (L38) e
monoassociado com L36 (L36). As barras verticais indicam o desvio-padrdo das médias. Auséncias
de letras sobre as barras iguais sinalizam inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas
entre os diferentes pontos de avaliacdo (p>0,05).

B- Capacidade de colonizacdo de L38 e L36 avaliada no décimo dia apds a
monoassociagdo, nas diferentes porgdes do intestino delgado (I.I — intestino inicial, 1.M. — intestino
medial, 1.D. — intestino distal) e grosso (CE- ceco e CO- cdlon). Os niveis populacionais foram
avaliados a partir de diluicdes (em salina 0,85%) seriadas de macerados dos tecidos intestinais
obtidos dos respectivos animais gnotobidticos e expressos como média e desvio-padrdo de Log
UFC/g de tecido. No L.I. os niveis populacionais de L38 foram menores que 5 Log UFC/g de tecido.
Cada grupo experimental foi composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem Swiss NIH.
Nos gréficos, estao representados dados dos grupos controle isento de germes (GF), monoassociado
com L38 (L38) e monoassociado com L36 (L36). As barras verticais indicam o desvio-padrdo da
média. Auséncias de letras sobre as barras iguais sinalizam inexisténcia de diferencas
estatisticamente significativas entre os dados de cada porcao e de cada grupo experimental (p>0,05).
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5. 1. 2 Efeito dos isolados de Lactobacillus sobre a produgdo de imunoglobulina
secretoria do tipo A (slgA) total dosada no contetdo intestinal em camundongos

monoassociados com L38 ou L36

N&o foram detectadas diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) entre
as médias de producdo de sIgA total no conteddo intestinal de animais
monoassociados com L38 ou L36 e de controles isentos de germes. Os resultados
da avaliacdo da producéo de sIgA, em animais monoassociados, foram expressos

em pg de slgA / g de contelddo intestinal e estdo mostrados na FIGURA 8.

FIGURA 8 - Producéo de imunoglobulina secretoria do tipo A (slgA) total dosada no

conteudo intestinal em camundongos monoassociados com L38 ou L36.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A produgdo de imunoglobulina secretéria do tipo A (slgA) foi avaliada em ELISA para
guantificacdo de IgA total, utilizando diluicbes de amostras de fluido intestinal obtido de animais
gnotobidticos e isentos de germes sacrificados apds 10 dias de monoassociacdo com 10° UFC dos
isolados L36 ou L38. Os resultados foram expressos como média e desvio-padrao de ug de slgA/ g
de conteddo intestinal, calculados a partir da curva padrdo de IgA purificada. Cada grupo
experimental foi composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem Swiss NIH. No gréfico,
estao representados dados dos grupos controle isento de germes (GF), monoassociado com L38
(L38) e monoassociado com L36 (L36). As barras verticais representam os desvios-padrdo das
médias. Auséncias de letras sobre as barras iguais sinalizam inexisténcia de diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05).
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5. 1. 3 Efeito dos isolados de Lactobacillus sobre a expressdo de citocinas em
porgdes do intestino de camundongos monoassociados com L38 ou L36 usando RT-
gPCR

Os resultados dos efeitos dos isolados de Lactobacillus sobre a nivel relativo
de expressédo génica (nivel de mRNA) das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng,
Tgfbl e Tnfa foi expresso em quantidades médias relativas de mRNA, de acordo
com o método descrito por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média
dos dados de expressao do grupo de animais isentos de germes (GF). O resultado
de cada grupo experimental € mostrado como uma quantidade relativa da expressao
do grupo calibrador, que tem nivel de expresséo definido como 1x. A andlise da
expressao relativa dessas citocinas foi feita em cada uma das por¢cdes do intestino
delgado (inicial, medial e distal) e do intestino grosso (ceco e colon) de animais
monoassociados com L38 ou L36, bem como dos controles isentos de germes. Nao
houve efeito dos tratamentos de monoassociagdo sobre a expressao relativa dos
genes normalizadores (Gapdh e Actb), pois ndo foram encontradas diferencas
significativas (p>0,05) de expresséo relativa entre os grupos monoassociados e GF,
como esta mostrado na FIGURA 9. Portanto, os genes Gapdh e Actb foram usados
com seguranca para normalizacdo dos dados de expressao de citocinas do tecido

intestinal nos ensaios usando animais isentos de germes.
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Nivel de mRNA relativo

FIGURA 9 — Avaliagdo do efeito dos tratamentos de monoassociagdo com L38 ou

L36 sobre a expresséo relativa de Gapdh e Actb em animais isentos de germes.
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Fonte: Dados da pesquisa

Legenda: Avaliacdo do efeito dos tratamentos experimentais (monoassociacdo com L36 ou L38)
sobre a expressao relativa de Gapdh e de Actb utilizando o método do 22“? (LIVAK & SHIMITTGEN,
2001). Cada grupo experimental foi representado, nesta figura, como média e desvio-padrdo dos
dados relativos de expressao dos genes referéncia de todos os animais e de todas as porcdes
(intestino delgado inicial, medial e distal, ceco e célon) dos animais GF ou gnotobidticos da linhagem
Swiss NIH. Nos graficos, estdo representados dados dos grupos controle isento de germes (GF),
monoassociado com L38 (L38) e monoassociado com L36 (L36). Os valores de expressao de cada
gene normalizador foram relativizados pelos dados do grupo GF. Os resultados indicam auséncia de
diferencas estatisticas (p>0,05) na expressao desses genes no intestino, entre os diferentes
tratamentos experimentais avaliados (monoassociacdo com L36 ou L38). Os resultados foram
expressos como média e desvio-padrdo do nivel de mRNA relativo de cada gene de referéncia. As
barras verticais representam os desvios-padrao das médias. O valor de p foi obtido a partir de teste
estatistico de comparacéo de médias e variancias (ANOVA).

Os resultados da avaliagdo da expressao relativa das citocinas em animais
monoassociados com L38 ou L36 estdo mostrados na FIGURA 10. As diferencas
significativas (p<0,05) foram evidenciadas nos graficos por letras diferentes sobre as
barras verticais representativas dos desvios-padrdo. Na porgéo inicial do intestino
delgado (I.I1.), L38 aumentou significativamente a expressdo de IL5 enquanto que
L36 aumentou a expressao de IL6. No intestino delgado medial (I.M.), ambos os
isolados levaram a um aumento significativo da expresséo de IL17a, sendo que L36
produziu um aumento significativamente maior que aquele induzido por L38. Além
disso, nesta mesma porgcdo, L36 produziu aumento na expressdo de Tnfa. No
intestino delgado distal (I.D.), foi observado aumento de IL17a por ambos o0s

isolados, sem diferengas significativas entre o efeito de cada um. Nesta por¢éo, L38
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levou a aumento significativo da expressao de IL12b. No ceco (CE), apenas L36
produziu aumento significativo na expresséo de IL5, Tgfbl e Tnfa. Nesta por¢éo nao
houveram dados da expresséo de IL17a por falha de amplificacdo de todas as
amostras, o que deve ser atribuido, provavelmente, a baixa expressdo dessa
citocina nesta por¢do. Por fim, no cdélon (CO) foi observado um aumento
significativo na expresséo de IL6 e Ifng nos animais monoassociados com L38 e
aumento da expresséo de IL17a e Tnfa naqueles monoassociados com L36, bem
como reducéo de IL12b em ambos os grupos monoassociados em relagdo ao grupo
controle isento de germe. Os resultados significativos estdo representados

esquematicamente na FIGURA 11.
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FIGURA 10 - Expressao relativa das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng,
Tgfbl e Tnfa nas porcdes inicial, medial e distal do intestino delgado, ceco e cdlon
de camundongos monoassociados com L38 ou L36, usando RT-qPCR.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A expressédo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expressao génica (nivel de
mRNA) das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em quantidades
médias relativas, e seus respectivos desvios-padrao, de mRNA, de acordo com o método descrito por Hellemans et al.,
(2007) usando como calibrador a média dos dados de expressao do grupo de animais isentos de germes (GF). Cada
grupo experimental foi composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem Swiss NIH. Nos graficos, estdo
representados dados dos grupos controle isento de germes (GF), monoassociado com L38 (L38) e monoassociado
com L36 (L36). O resultado de cada grupo experimental € mostrado como uma média da quantidade relativa da
expressao do grupo calibrador, que tem nivel de expressédo definidko como 1x. As barras verticais representam o0s
desvios-padréo das médias. Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre 0s grupos experimentais foram
identificadas nos graficos com letras diferentes localizadas acima da barra de desvio-padrao. Auséncias de letras sobre
as barras ou presenca de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A expressdo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expressdo génica
(nivel de mRNA) das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em
quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-padrao, de mRNA, de acordo com o método descrito
por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressdo do grupo de animais
isentos de germes (GF). Cada grupo experimental foi composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem
Swiss NIH. Nos gréficos, estdo representados dados dos grupos controle isento de germes (GF),
monoassociado com L38 (L38) e monoassociado com L36 (L36). O resultado de cada grupo experimental é
mostrado como uma média da quantidade relativa da expresséo do grupo calibrador, que tem nivel de expressao
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrao das médias. Diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes
localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as barras ou presenca de letras iguais
sinalizam inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A expressdo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expressao génica
(nivel de mRNA) das citocinas IL5, IL6, 1L10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em
quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-padrao, de mRNA, de acordo com o método descrito
por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressdo do grupo de animais
isentos de germes (GF). Cada grupo experimental foi composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem
Swiss NIH. Nos gréficos, estdo representados dados dos grupos controle isento de germes (GF),
monoassociado com L38 (L38) e monoassociado com L36 (L36). O resultado de cada grupo experimental é
mostrado como uma média da quantidade relativa da expresséo do grupo calibrador, que tem nivel de expressdo
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. Diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes
localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as barras ou presenca de letras iguais
sinalizam inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A expressdo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expressdo génica
(nivel de mRNA) das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em
quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-padrao, de mRNA, de acordo com o método descrito
por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressdo do grupo de animais
isentos de germes (GF). Cada grupo experimental foi composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem
Swiss NIH. Nos gréficos, estdo representados dados dos grupos controle isento de germes (GF),
monoassociado com L38 (L38) e monoassociado com L36 (L36). O resultado de cada grupo experimental é
mostrado como uma média da quantidade relativa da expresséo do grupo calibrador, que tem nivel de expressao
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrao das médias. Diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes
localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as barras ou presenca de letras iguais
sinalizam inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: A expressdo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expressdo génica
(nivel de mRNA) das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em
quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-padrao, de mRNA, de acordo com o método descrito
por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressdo do grupo de animais
isentos de germes (GF). Cada grupo experimental foi composto por 3 fémeas GF ou gnotobidticas da linhagem
Swiss NIH. Nos gréficos, estdo representados dados dos grupos controle isento de germes (GF),
monoassociado com L38 (L38) e monoassociado com L36 (L36). O resultado de cada grupo experimental é
mostrado como uma média da quantidade relativa da expresséo do grupo calibrador, que tem nivel de expressao
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. Diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes
localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as barras ou presenca de letras iguais
sinalizam inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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FIGURA 11 — Resumo esquemédtico do efeito de L36 e L38 na expressdo de
citocinas em animais gnotobidticos.

Fonte: Criado pelo autor

e adaptado de
HABEBARTH, 2012.

Legenda: Setas: (1) aumento da expressdo e
(1) reducédo da expressdo em comparacdo com
a expressdo do grupo de animais isentos de
germes. Cores: > animais
monoassociados com L36 e

IL17a

- animais
monoassociados com L38. Seta mais espessa

indica aumento ou reducdo acentuada da

IL17a, Tnfa
expressdo génica, na ordem de centenas de
vezes mais ou menos expresso.

IL6, Ifng
IL5, Tnfa, Tgfbl

IL12b

5.2 Experimentos com animais convencionais

5. 2. 1 Efeito dos isolados de Lactobacillus sobre os indicadores gerais de saude em
animais CV tratados com L38 ou L36 e desafiados com Salmonella

Foram quantificados tanto a variacdo do peso dos animais ao longo do
experimento quanto os indice hepético e esplénico para avaliagdo do efeito dos
isolados L36 e L38 sobre o status geral de satude animal. Por isso, esses parametros
foram chamados de indicadores gerais de salde. Esses indicadores foram
analisados em animais CV submetidos ao tratamento com L38 ou L36 e desafiados

com Salmonella enterica sorovar Typhimurium. N&o foram encontradas diferencas
significativas (p>0,05) entre os animais experimentais (tratados com os isolados) e

controles (ndo-tratados com os isolados), tanto no caso de animais desafiados como
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aqueles que ndo foram desafiados com Salmonella. Além disso, os animais
experimentais ndo desafiados ndo apresentaram mudangas perceptiveis em sua
atividade, comportamento, brilho da pelagem, diarreia ou qualquer outro sinal clinico
que poderia ser atribuido ao tratamento com os isolados. Porém, foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) para todos os indicadores entre os
grupos desafiados em relagdo aos ndo desafiados. Os indices hepético e esplénico
foram significantemente maiores nos animais desafiados em relacdo aos nao
desafiados, tanto para animais controle como para 0s experimentais. Todos 0s
animais desafiados, tratados ou ndo com os isolados, apresentaram mudanca de
comportamento, tornando-se menos ativos e apresentando arrepiamento dos pelos
do corpo e perda do seu brilho natural. N&o foi observada diarreia em nenhum dos
grupos desafiados. O ganho de peso em animais desafiados controle e desafiados
tratados com L38 foi positivo, porém, estatisticamente menor em relagdo ao ganho
de peso dos animais nédo desafiados. No grupo de animais desafiados e tratados
com L36 ocorreu reducgdao significativa do peso corporal ao longo do experimento. Os

resultados para os indicadores gerais de saude estao resumidos na FIGURA 12.
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FIGURA 12 - Indicadores gerais de saude (variacdo de peso corporal e indices
hepatico e esplénico) em animais CV tratados com L38 ou L36 e desafiados com

Salmonella.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A — indice hepatico expresso como média e desvio-padrdo de mg de figado / g de peso

total final em animais CV tratados com salina (S) ou L38 ou L36, desafiados ou ndo com Salmonella.
B- Indice esplénico expresso como média e desvio-padréo de mg de bago / g de peso total

final em animais CV tratados com salina (S) ou L38 ou L36, desafiados ou ndo com Salmonella.
C — Variacdo do peso corporal expresso como média e desvio-padréo de g (peso final —

Dia 20- subtraido do peso inicial — Dia 1) em animais CV tratados com salina (S) ou L38 ou L36,

desafiados ou ndo com Salmonella.

Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas de animais convencionais da
linhagem Swiss NIH. Nos gréaficos, estdo representados dados dos grupos controle salina (S), tratado
com L38 (L38) e tratado com L36 (L36), desafiado com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado
com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). As barras verticais representam o0s
desvios-padrdo das médias. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos
experimentais foram identificadas nos gréaficos com letras diferentes localizadas acima da barra de
desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as barras ou presenca de letras iguais sinalizam
inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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5. 2. 2 Efeito dos isolados de Lactobacillus sobre a produgdo de imunoglobulina
secretoria do tipo A (slgA) total dosada no contetido intestinal em camundongos CV

tratados com L38 ou L36 e desafiados com Salmonella

A producgdo de sIgA no conteltdo intestinal (expressa em pg de slgA/g de
conteudo intestinal) de camundongos CV controle salina (439,28 + 64,12) foi quase
50x maior que aquela observada em animais GF (8,80 = 4,61). Nao foram
detectadas diferencas estatisticas entre os animais CV experimentais e os controles
salina, nem entre os experimentais L38 e L36 desafiados (FIGURA 13). Uma
tendéncia (p>0,05) de aumento foi detectada entre animais controles salina (439,28
* 64,12) e os controles desafiados com Salmonella (653,45 + 280,1). Uma redugéo
significativa no nivel de sIgA foi encontrada entre os animais experimentais
desafiados e os animais controle Salmonella, para ambos os isolados (L38: 374,78 +
95,22 e L36: 322,25 + 181,73).

FIGURA 13 - Producéo de imunoglobulina secretéria do tipo A (sIgA) total dosada no

conteudo intestinal em camundongos CV tratados com L38 ou L36 e desafiados com

Salmonella.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A produgdo de imunoglobulina secretéria do tipo A (slgA) foi avaliada em ELISA para
qguantificacdo de IgA total, utilizando diluicbes de amostras de fluido intestinal obtido de animais
convencionais tratados com L36 ou L38 e desafiados com Salmonella. Os resultados foram
expressos como média e desvio-padrdo de pg de slgA/ g de conteldo intestinal, calculados a partir
da curva padrdo de IgA purificada. Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas
de animais convencionais da linhagem Swiss NIH. Nos graficos, estdo representados dados dos
grupos controle salina (S), tratado com L38 (L38) e tratado com L36 (L36), desafiado com Salmonella
(Salmonella), desafiado e tratado com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). As barras
verticais representam os desvios-padrdo das médias. Diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes
localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre as barras ou presenca de
letras iguais sinalizam inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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5. 2 .3 Efeitos dos isolados de Lactobacillus sobre aspectos histoldgicos do figado,
ileo distal e colon de camundongos CV tratados com L38 ou L36 e desafiados com

Salmonella

O material histoldgico do ileo distal, colon e figado corado por H&E de todos
os grupos foi muito homogéneo permitindo representar 0s grupos pelas

fotomicrografias aqui descritas.

O grupo controle salina (ndo desafiado) apresenta aspecto habitual, sem
alteragbes da parede da mucosa tanto no ileo distal como no co6lon. A mucosa
apresenta arquitetura integra além de celularidade habitual, com preservacéo das
vilosidades e glandulas intestinais e sem alteragcdo da borda em escova, bem como
presenca de células caliciformes (FIGURA 14A). O figado deste grupo apresenta,

assim como a mucosa, aspecto normal (FIGURA 14B).

Nos grupos experimentais L36 ou L38, ndo desafiados, tratados apenas com
0s respectivos isolados, houve uma ligeira alteragcdo da celularidade da lamina
propria, além de um discreto grau de edema e comprometimento relativamente
difuso ao longo do ileo distal e do célon, que pouco afetaram a integridade das
vilosidades. Portanto, de forma geral, a arquitetura da mucosa intestinal nesses
animais se manteve preservada (FIGURA 14C para L36 e 14D para L38). O figado
dos animais experimentais L36 ou L38 ndo desafiados foi preservado, sem grandes
sinais de inflamagéo, degeneracé&o ou translocagéo bacteriana, tendo aspecto similar

ao do grupo controle salina (FIGURA 14B).

No grupo controle desafiado com Salmonella houve alteragéo da arquitetura
da mucosa que se encontra achatada, as vezes erodida e com evidentes sinais de
reparo no epitélio das vilosidades. Algumas vilosidades estdo alargadas e outras
fundidas, e ha alteracdo do padréo habitual de espacamento entre as vilosidades,
algumas das quais apresentam sinais de atrofia evidente. No ileo desses animais foi
observado edema da lamina propria, ulceracdo intensa, destruicdo da arquitetura
das vilosidades e perda de borda em escova dos enterdcitos (FIGURAS 14E e 14F).
O figado deste grupo mostra intenso infiltrado inflamatorio, as vezes com presenca

de eosindfilos e neutrdfilos associados a necrose de grupos de hepatécitos. Foram
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observados, também, intensa degeneracdo gordurosa microvascular difusa e

formacéo de depésitos celulares de forma granulomatosa (FIGURA 14G).

Nos grupos experimentais tratados com L38 ou L36 e desafiados houve
discreta preservacdo do ileo distal, porém ainda com pequenas &areas de
descontinuidade da borda em escova e achatamento das vilosidades, que em alguns
cortes, apresentaram arquitetura alterada. No entanto, 0 aspecto da mucosa é mais
integro nestes grupos do que nos animais controle desafiados (FIGURA 14H para
L36 e 14l para L38). Ndo houveram diferengas entre o aspecto histologico do figado
dos animais experimentais desafiados em relagdo ao controle desafiado com
Salmonella (FIGURA 14J e 14K). Portanto, n&o foi possivel quantificar diferencas
significativas no aspecto dos cortes histol6gicos dos animais desafiados e tratados
com L38 ou L36 em relagdo aos cortes de animais controle desafiados com

Salmonella.

O aspecto do cdlon em todos os animais desafiados nédo foi muito alterado,
mantendo preservagao da estrutura tecidual, no qual ndo houve observagédo de

aspectos tipicos de infecgdo bacteriana (FIGURA 14L-140).

5. 2. 4 Efeito de isolados de Lactobacillus sobre a area de células produtoras de IgA

(células IgA™) no ileo distal de animais CV desafiados com Salmonella

A proporcéo (%) da area ocupada por células produtoras de IgA (células IgA")
na érea total dos cortes de ileo distal, entre os diferentes grupos experimentais, esta
mostrada na FIGURA 15. Nao foram detectadas diferencas estatisticas (p>0,05)
entre 0s animais experimentais tratados com L36 ou L38, os controles salina e os
experimentais tratados e desafiados. Um aumento significativo (p<0,05) foi
detectado entre animais controles salina (1,53% = 0,02) e os controles desafiados
com Salmonella (2,66% + 0,34). Uma reducdo significativa na propor¢édo da area de
células IgA* foi encontrada entre os animais experimentais tratados e desafiados e
0s animais controles desafiados, para ambos os isolados (L38: 0,85% + 0,32 e L36:
150% + 0,76). Na FIGURA 16 estdo mostradas fotomicrografias da

imunoflorescéncia direta usadas para quantificagdo da marcagéo de células IgA”.
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FIGURA 14 - Fotomicrografias obtidas de laminas histolégicas coradas por
Hematoxilina e Eosina (H&E) do ileo distal, colon e figado de camundongos CV

tratados com L36 ou L38 e desafiados com Salmonella.

(continua)

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: A- Fotomicrografia do ileo distal de animal representativo do grupo controle nédo desafiado. Objetiva de 10x.
B - Fotomicrografia do figado de animal representativo do grupo controle ndo desafiado. Objetiva de 10x.

C- Fotomicrografia do ileo distal de animal representativo do grupo experimental L36 nédo desafiado. Objetiva de 10x.
D- Fotomicrografia do ileo distal de animal representativo do grupo experimental L38 néo desafiado. Objetiva de 10x.
E- Fotomicrografia do ileo distal de animal representativo do grupo controle desafiado. Objetiva de 10x.

F- Fotomicrografia do ileo distal de animal representativo do grupo controle desafiado. Objetiva de 20x.

G - Fotomicrografia do figado de animal representativo do grupo controle desafiado. Objetiva de 10x.

H- Fotomicrografia do ileo distal de animal representativo do grupo experimental L36 desafiado. Objetiva de 10x.

| - Fotomicrografia do ileo distal de animal representativo do grupo experimental L38 desafiado. Objetiva de 10x.

* Setas grossas indicam ulceracdo extensa, falta de arquitetura das vilosidades, perda da borda em escova dos enterdcitos
e descamacdao luminal de restos celulares, além de edema da lamina prépria.
* Setas finas indicam infiltrado inflamatério no figado (infiltrado difuso de células que perturba a arquitetura normal lobular do
figado). Coloragao histolégica de rotina por Hematoxilina e Eosina (H&E).




100

(continuagéo)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: J- Fotomicrografia do figado de animal representativo do grupo experimental L36 desafiado. Objetiva de 10x.
K - Fotomicrografia do figado de animal representativo do grupo experimental L38 desafiado. Objetiva de 10x.

L- Fotomicrografia do cdélon de animal representativo do grupo controle ndo desafiado. Objetiva de 10x.

M- Fotomicrografia do célon de animal representativo do grupo controle desafiado. Objetiva de 10x.

N- Fotomicrografia do c6lon de animal representativo do grupo experimental L36 desafiado. Objetiva de 10x.

O- Fotomicrografia do célon de animal representativo do grupo experimental L38 desafiado. Objetiva de 10x.

* Setas finas indicam infiltrado inflamatério no figado (infiltrado difuso de células que perturba a arquitetura normal
lobular do figado). Coloragéo histolégica de rotina por Hematoxilina e Eosina (H&E).
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FIGURA 15 — Proporcédo da area de células produtoras de IgA (células IgA™) no ileo

distal de camundongos CV tratados com L38 ou L36 e desafiados com Salmonella.

total de ileo, expressa em %

darea

P

Proporgao da area de células IgA* /

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A proporcdo da area de células produtoras de IgA (células IgA™) no ileo distal foi avaliada em
cortes histolégicos de ileo marcados com anticorpo anti-lgA conjugado com FITC obtidos de animais
convencionais tratados com L36 e L38 e desafiados com Salmonella. Os resultados foram expressos
como média e desvio-padrao da propor¢éo (em %) de area marcada de células IgA+ / area total de ileo.
Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas de animais convencionais da linhagem
Swiss NIH. Nos graficos, estao representados dados dos grupos controle salina (S), tratado com L38
(L38) e tratado com L36 (L36), desafiado com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado com L38
(L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). As barras verticais representam os desvios-padrdo das
médias. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre o0s grupos experimentais foram
identificadas nos gréaficos com letras diferentes localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias
de letras sobre as barras ou presenca de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05).
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FIGURA 16 — Fotomicrografias obtidas de laminas histolégicas de ileo distal através
de marcacdo de células produtoras de IgA (células IgA") por imunofluorescéncia
direta usando anticorpo anti-IgA de camundongo conjugado com FITC.

Fonte: Profa. Dra. Rosa Maria Esteves Arantes.

Legenda: A- Fotomicrografia de ileo distal com marcagéo de DNA nuclear com Hoechst 33342. Objetiva de 10x.
B- Fotomicrografia de ileo distal com marcacéo de células produtoras de IgA com FITC. Objetiva de 10x.

C- Merge (sobreposicdo) das fotomicrografias A e B.

D- Fotomicrografia de ileo distal com marcacéo de DNA nuclear com Hoechst 33342. Objetiva de 20x.

E- Fotomicrografia de ileo distal com marcacgéo de células produtoras de IgA com FITC. Objetiva de 20x.

F- Merge (sobreposicdo) das fotomicrografias D e E.

* Setas brancas: indicam células produtoras de IgA (células IgA™).
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5. 2. 5 Efeitos de isolados de Lactobacillus sobre a expresséo de citocinas nas
porgdes do intestino de camundongos CV desafiados com Salmonella, avaliados por
RT-gPCR

Os resultados dos efeitos dos isolados de Lactobacillus sobre a nivel relativo
de expressédo génica (nivel de mMRNA) das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng,
Tgfbl e Tnfa foi expresso em quantidades médias relativas de mRNA, de acordo
com o método descrito por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média
dos dados de expressdo do grupo controle salina. O resultado de cada grupo
experimental é mostrado como uma quantidade relativa da expressao do grupo
calibrador, que tem nivel de expressdo definido como 1x. A analise da expressao
relativa dessas citocinas foi feita em cada uma das por¢des do intestino delgado
(inicial, medial e distal) e do intestino grosso (ceco e célon) de animais
convencionais tratados com Lactobacillus e desafiados com Salmonella, bem como
de todos os controles experimentais.

N&o houve efeito de nenhum dos tratamentos experimentais sobre a
expressdo relativa dos genes normalizadores (Gapdh e Actb), pois ndo foram
encontradas diferengas significativas (p>0,05) de expresséo relativa entre 0os grupos
experimentais, como esta mostrado na FIGURA 17. Portanto, os genes Gapdh e
Actb foram usados com seguranga para normalizagdo dos dados de expresséo de

citocinas do tecido intestinal nos ensaios usando animais convencionais.
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FIGURA 17 — Avaliacéo do efeito dos tratamentos experimentais de tratamento com
L38 ou L36 e de infeccdo por Salmonella sobre a expresséo relativa de Gapdh e

Actb em animais convencionais.
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Fonte: Dados da pesquisa

Legenda: Avaliacao do efeito dos tratamentos experimentais (tratamentos com L36 ou L38 e desafio
com Salmonella) sobre a expresséo relativa de Gapdh e de Actb utilizando o método do 2% (LIVAK
& SHIMITTGEN, 2001). Cada grupo experimental foi representado, nesta figura, como média e
desvio-padréo dos dados relativos de expresséo dos genes referéncia de todos os animais e de todas
as porcdes (intestino delgado inicial, medial e distal, ceco e co6lon) dos animais convencionais da
linhagem Swiss NIH. Nos graficos, estdo representados dados dos grupos controle salina (S), tratado
com L38 (L38) e tratado com L36 (L36), desafiado com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado
com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). Os valores de expressdo de cada gene
normalizador foram relativizados pelos dados do grupo Salina. Os resultados indicam auséncia de
diferencas estatisticas (p>0,05) na expressao desses genes no intestino, entre os diferentes
tratamentos experimentais avaliados. Os resultados foram expressos como média e desvio-padrdo do
nivel de mRNA relativo de cada gene de referéncia. As barras verticais representam os desvios-
padrdo das médias. O valor de p foi obtido a partir de teste estatistico de comparacao de médias e
variancias (ANOVA).

Os resultados da avaliacdo da expresséao relativa das citocinas em animais
convencionais estdo mostrados na FIGURA 18. As diferengas significativas (p<0,05)
foram evidenciadas nos gréficos por letras diferentes sobre as barras verticais
representativas dos desvios-padréo. Na porgéo inicial do intestino delgado (1.1.) foi
verificado um aumento significativo da expresséo de IL5 pela administragéo de L38
em relacdo ao controle salina. Nesta mesma porcéo, o desafio com Salmonella
causou um aumento significativo de IL17a. O grupo experimental L38 desafiado,
apresentou aumento da expressédo de IL10 e redugdo de IL17a nesta por¢cdo, em
relacdo aos animais controle desafiados. No intestino delgado medial (1.M.) foi

observada uma expresséo significativamente menor de IL17a no grupo experimental
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L36 nédo desafiado em relacdo ao controle salina e experimental L38 n&o desafiado.
Nesta porgéo, a infecgdo causou aumento significativo da expressao de IL6. O
tratamento com ambos isolados em animais desafiados levou a reducdo da
expressédo de IL6 em relacdo ao grupo controle desafiado, e o tratamento com L36
em animais desafiados com Salmonella levou a reducéao significativa da expressao
de IL10 e Tgfbl em comparacdo com animais controles desafiados. Na porc¢éo distal
do intestino delgado (I.D.) foi verificado aumento da expressdo de IL5 pela
administracdo de L38, em comparagdo com 0s niveis de expressdo do grupo
controle salina. A infecgéo, nesta por¢éo, causou aumento da expresséo de IL12b e
de Tgfbl em comparagdo com o grupo controle salina. A administracdo de ambos os
isolados em animais desafiados levou a significativa reduc&o do nivel de expresséo
de Tgfbl em comparacdo com animais controles desafiados, e o isolado L38 em
animais infectados produziu aumento significativo da expresséo de IL10 em relac&o
aos animais controles desafiados com Salmonella.

No ceco (CE) foi observado aumento da expressdo de Tgfbl em animais
experimentais L38 e L36 em comparagédo com o0s controles salina e um aumento da
expressédo de IL17a em animais do grupo experimental L38 em relagdo aos do grupo
controle ndo desafiado. A infecgdo nesta por¢cdo causou aumento da expressédo de
IL17a, Ifng e Tnfa. A administracdo de L38 em animais desafiados levou a
significativo aumento da expresséo de IL10 e Tnfa em relagdo aos animais controles
desafiados, enquanto que a administracdo de L36 em animais doentes levou a
reducdo da expressdo de IL17a em comparagdo com 0S hiveis de expressao
observados no grupo controle desafiado. Finalmente, no célon (CO) foi observado
que o grupo experimental L38 teve nivel de expressdo maior de IL10 e Ifng em
comparagdo com o controle salina. Ambos os isolados produziram aumento da
expressédo de IL12b em relag&o ao controle salina. Foi verificado nesta por¢éo que a
infecg@o causou redugdo significativa da expresséo de IL5 e aumento da expresséo
de Tnfa. Os tratamentos com os isolados L38 e L36 em animais desafiados n&o
produziram diferengas significativas no perfil de expressao de citocinas estudadas
nesta por¢do em comparagcdo com o0s animais controles desafiados. Os achados
mais importantes de variagdo da expressao génica do painel de citocinas testadas
ao longo do intestino de animais convencionais estdo esquematizados na FIGURA
19.
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FIGURA 18 - Expressao relativa das citocinas IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng,
Tgfbl e Tnfa nas porcdes inicial, medial e distal do intestino delgado, ceco e cdlon
de camundongos CV tratados com L38 ou L36 e desafiados com Salmonella,

usando RT-qPCR.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A expresséo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expresséo génica (nivel de mRNA) das citocinas
IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-
padrdo, de mRNA, de acordo com o método descrito por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressdo
do grupo de animais controle salina (S). Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas de animais convencionais da
linhagem Swiss NIH. Nos gréficos, estédo representados dados dos grupos controle salina (S), tratado com L38 (L38) e tratado com L36
(L36), desafiado com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). O resultado de
cada grupo experimental € mostrado como uma média da quantidade relativa da expresséo do grupo calibrador, que tem nivel de expressao
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de
letras sobre as barras ou presenga de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
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B- Intestino Medial (continua)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: A expressdo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expresséo génica (nivel de mRNA) das citocinas
IL5, IL6, IL10, IL12b, IL174a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-
padréo, de mRNA, de acordo com o método descrito por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expresséo
do grupo de animais controle salina (S). Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas de animais convencionais da
linhagem Swiss NIH. Nos gréaficos, estdo representados dados dos grupos controle salina (S), tratado com L38 (L38) e tratado com L36
(L36), desafiado com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). O resultado de
cada grupo experimental € mostrado como uma média da quantidade relativa da expressdo do grupo calibrador, que tem nivel de expressdo
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrédo das médias. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
0s grupos experimentais foram identificadas nos gréaficos com letras diferentes localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de
letras sobre as barras ou presenga de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Legenda: A expresséo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expresséo génica (nivel de mRNA) das citocinas
IL5, IL6, IL10, IL12b, IL174a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-
padrdo, de mRNA, de acordo com o método descrito por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressdo
do grupo de animais controle salina (S). Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas de animais convencionais da
linhagem Swiss NIH. Nos gréficos, estédo representados dados dos grupos controle salina (S), tratado com L38 (L38) e tratado com L36
(L36), desafiado com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). O resultado de
cada grupo experimental € mostrado como uma média da quantidade relativa da expresséo do grupo calibrador, que tem nivel de expressao
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
os grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de
letras sobre as barras ou presenca de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Legenda: A expressdo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expresséo génica (nivel de mRNA) das citocinas
IL5, IL6, IL10, IL12b, IL174a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-
padrdo, de mRNA, de acordo com o método descrito por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expresséo
do grupo de animais controle salina (S). Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas de animais convencionais da
linhagem Swiss NIH. Nos gréficos, estédo representados dados dos grupos controle salina (S), tratado com L38 (L38) e tratado com L36
(L36), desafiado com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). O resultado de
cada grupo experimental € mostrado como uma média da quantidade relativa da expressdo do grupo calibrador, que tem nivel de expressao
definido como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre
0s grupos experimentais foram identificadas nos graficos com letras diferentes localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de
letras sobre as barras ou presenca de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05).
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Legenda: A expressdo génica do perfil de citocinas foi representado pelo nivel relativo de expressdo génica (nivel de mRNA) das citocinas
IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa. Os dados foram expressos em quantidades médias relativas, e seus respectivos desvios-
padrdo, de mRNA, de acordo com o método descrito por Hellemans et al., (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressédo do
grupo de animais controle salina (S). Cada grupo experimental foi composto por 5 machos e 5 fémeas de animais convencionais da linhagem
Swiss NIH. Nos gréaficos, estédo representados dados dos grupos controle salina (S), tratado com L38 (L38) e tratado com L36 (L36), desafiado
com Salmonella (Salmonella), desafiado e tratado com L38 (L36+S) e desafiado e tratado com L36 (L36+S). O resultado de cada grupo
experimental € mostrado como uma média da quantidade relativa da expressdo do grupo calibrador, que tem nivel de expressdo definido
como 1x. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos
experimentais foram identificadas nos gréaficos com letras diferentes localizadas acima da barra de desvio-padrdo. Auséncias de letras sobre
as barras ou presenca de letras iguais sinalizam inexisténcia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
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FIGURA 19 — Resumo esquematico do efeito de L36 e L38 na expressdo de
citocinas em animais CV desafiados ou ndao com Salmonella.
A-Nao desafiado

Fonte: Criado

pelo autor e adaptado de
HABEBARTH, 2012
.Legenda: Setas: (1) aumento da expresséao e (1)

IL12b
reducdo da expressdo em comparagdo com a
expressdo do grupo de animais controle salina.
Cores: - animais tratados com L36
-> animais tratados com L38.

B- Desafiado

Fonte:

Criado pelo autor e adaptado de

HABEBARTH, 2012.

Legenda:

Cor: grupo desafiado com Salmonella e Setas:
(1) aumento da expressao e ({) reducdo da
expressao em comparagcdo com a expressao
do grupo de animais controle salina.

Cores: L36 -> animais desafiados e tratados

IL10, Tgfblll
com L36 e L38 - animais desafiados e
tratados com L38. Setas: (1) aumento da

expressdo e (1) reducdo da expressao em

comparacdo com a expressdo do grupo de
animais controle Salmonella.

IL17a, Ifng
Tnfa

IL10, Tnfa T
IL17a ¢
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6 DISCUSSAO

Existe, no Brasil e no mundo, uma auséncia de preparacdes probibticas
comerciais, para nutricdo animal, contendo linhagens bacterianas de origem bovina.
Diante disso, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado na identificacdo e
caracterizacdo de linhagens potencialmente probidticas de Lactobacillus de origem
animal. Mais de 70 linhagens de origem bovina j& foram isoladas e caracterizadas,
muitas das quais apresentaram resultados promissores em testes in vitro para
potencial probidtico (SANDES et al.,, comunicacdo pessoal). Duas delas, L36 (L.
acidophilus) e L38 (L. salivarius) foram escolhidas, neste trabalho, para avaliagéo da
capacidade de colonizacdo e do efeito imunomodulador em modelos animais
(TABELA 1). Esses isolados foram selecionados, pois sdo de espécies, que em
isolados humanos, apresentam efeitos probiéticos comprovados na literatura e nos
testes in vitro apresentaram caracteristicas interessantes, como por exemplo, a alta
hidrofobicidade da superficie bacteriana.

Uma das caracteristicas desejadas para um probiético é a sua capacidade de
aderir a parede intestinal, permitindo sua permanéncia, mesmo que transitéria, no
ecossistema do intestino. Muitos mecanismos estéo envolvidos na adeséo de micro-
organismos a mucosa intestinal, sendo um deles a natureza hidrofébica da
superficie microbiana. (VINDEROLA & REINHEIMER, 2003; BARBOSA et al., 2005;
KLAYRAUNG et al., 2008). Diante disto, para este trabalho foram escolhidos dois
isolados que apresentaram elevada hidrofobicidade (70,28% para L36 e 99,85%
para L38). Entretanto, a alta inibicdo do crescimento destes isolados na presenca de
sais biliares (68,12% para L36 e 100% para L38) foi um forte indicativo de um
possivel fracasso dos mesmos na passagem pelo trato gastrointestinal superior. Por
isso, com o objetivo de avaliar a capacidade de sobrevivéncia a passagem pelo trato
gastrointestinal superior, adesdo e colonizagdo dos isolados in vivo, foi feita a
monoassociagao de L36 ou L38 em camundongos isentos de germes da linhagem
Swiss NIH (“germ free” ou GF).

Durante 10 dias foram acompanhados os niveis populacionais dos isolados
nas fezes de animais gnotobidticos, sendo esta medida um indicativo da
sobrevivéncia pela passagem do trato gastrointestinal superior e de colonizagdo do

intestino. Ambos os isolados apresentaram nas fezes altos niveis populacionais,
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acima de 10" UFC/ g de fezes, ao longo do periodo de monoassociacéo (FIGURA
7A).

Além disso, para avaliar a capacidade de adesdo dos isolados a mucosa
intestinal, foram quantificados os niveis populacionais dos mesmos em diferentes
porcbes do intestino dos animais, sacrificados no décimo dia apés a
monoassocia¢cdo. Ambos os isolados estavam presentes ao longo de todo o intestino
delgado e grosso, apresentando niveis populacionais acima de 10° UFC/g de tecido
intestinal. A auséncia de diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) entre os
niveis populacionais presentes nas diferentes por¢des do intestino revela que néo
existe nenhuma tendéncia de associagao preferencial dos isolados a alguma porgéo,
mesmo que niveis populacionais maiores tenham sido observados no ceco (FIGURA
7B). Esses niveis populacionais maiores no ceco provavelmente estéo relacionados
a menor velocidade do transito intestinal nesta porgdo. Outros trabalhos
desenvolvidos no nosso grupo de pesquisa também mostraram que Bifidobacterium
animalis, B. longum, Escherichia coli, L. casei e Saccharomyces boulardii sdo
capazes de resistir as condicfes de estresse impostas pelo trato gastrointestinal
superior e alcancar altos niveis populacionais no intestino (SILVA et al., 2004,
MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2010).

Ao comparar os resultados de hidrofobicidade da superficie celular dos
isolados L36 e L38 com os resultados de monoassociagdo em animais GF pode-se
perceber que uma alta hidrofobicidade pode ser usada como indicativo da
capacidade de colonizagdo da mucosa intestinal, visto que ambos os isolados
apresentaram valores altos de hidrofobicidade e tiveram sucesso na coloniza¢do do
intestino. Pan et al., (2006) observaram uma relagao direta entre alta hidrofobicidade
e sucesso na ades&o de micro-organismos em células Caco-2 (linhagem celular com
caracteristicas similares aos enterocitos).

A adeséao celular é um processo complexo que envolve o contato da parede
bacteriana com a superficie dos enterdcitos e, por isso € influenciado pela
composicdo e estrutura da parede celular e por interagBes entre as superficies
envolvidas (PEREZ et al., 1998; DEL RE et al., 2000). Além disso, a capacidade de
se ligar a superficie de células intestinais € um pré-requisito para colonizagédo
bacteriana e para o desenvolvimento dos mecanismos de a¢do dos probibticos como

a exclusdo ou reducdo da aderéncia de enteropatégenos (provavelmente pela
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competicdo pelos receptores que seriam utilizados pelos patégenos) e a estimulacao
do sistema imune (BERNET et al., 1993; MARTINS et al., 2009).

Diferentes testes in vitro podem ajudar a predizer o destino de linhagens
probidticas ingeridas: eles consistem de modelos simples de sensibilidade dos
probidticos ao suco gastrico ou sais biliares e modelos mais sofisticados que
representam a dindmica fisiolégica do transito intestinal e de suas secrecdes
(MARTEAU et al., 1997%). Portanto, baixa inibicdo de crescimento em condicées que
mimetizam a composi¢do do suco gastrico e dos sais biliares é preconizada durante
a selecdo de novas linhagens probidticas. Entretanto, os isolados L36 e L38
apresentaram alta inibicdo nos testes de resisténcia aos sais biliares. Porém, esta
inibicdo observada em teste in vitro ndo representou um desafio a passagem destes
isolados pelo trato gastrointestinal, j& que tanto L36 como L38 se mantiveram em
altos niveis populacionais ao longo das porgdes intestinais e nas fezes dos animais
dez dias ap6s a inoculacéo intragastrica. Esse achado coloca em questionamento a
validade de alguns dos testes in vitro para caracterizagdo de linhagens
possivelmente probidticas. Entretanto, os possiveis niveis populacionais de L38 no
intestino inicial (niveis possivelmente <5 Log UFC/g de tecido intestinal) podem ser
um reflexo da alta sensibilidade deste isolado aos sais biliares que séo langados no
intestino nesta porgao.

Os modelos animais apresentam como principal vantagem, em relacdo aos
testes in vitro, a representacdo de complexidade mais proxima a realidade presente
Nnos organismos aos quais os probidticos se destinam. Logo, a distancia de
extrapolacdo dos resultados obtidos em testes com animais para o organismo de
destino do probidtico (no caso deste trabalho, os bovinos) é muito menor, permitindo
que as expectativas de efeito sejam mais confidveis em relacdo aquelas obtidas em
um ensaio in vitro. O modelo de monoassociagdo em animais GF representa um
sistema experimental excelente para avaliacdo do potencial de colonizacdo de
micro-organismos (LEE & MAZMANIAN, 2010), pois permite o estudo da capacidade
de sobrevivéncia de um Unico isolado no ambiente gastrointestinal sem a
interferéncia e competitividade da complexa microbiota presente no intestino de
animais. Segundo o Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food, publicado
pela WHO/FAO, apéds a identificacdo e selecdo in vitro de probidticos e antes de
ensaios nos organismos aos quais eles se destinam, a utilizagdo de modelos

animais é recomendada como “padrdo-ouro” para a avaliacdo das caracteristicas
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funcionais e de seguranca de bactérias potencialmente probiéticas (MARTINS et al.,
2012).

Durante a sele¢do e caracterizacdo de novas linhagens probiéticas a questao
da seguranga de sua administragcdo para o hospedeiro deve ser cuidadosamente
avaliada. As bactérias do acido latico (BAL), em especial os Lactobacillus, tem uma
longa histéria de uso seguro por seres humanos e animais e, por isso, passaram a
possuir o status GRAS (geralmente reconhecidas como seguras). Linhagens
probidticas, como L. acidophilus, tem sido usadas com seguranca por mais de 80
anos (SALMINEN et al., 19983). Porém, ndo deve ser assumido que uma linhagem
recém-isolada, com algum potencial probittico, é segura apenas pelo histérico de
seguranga adquirido pelas linhagens probioticas tradicionais (SALMINEN et al.,
1998"). Portanto, para certificar a seguranca do consumo das linhagens L36 e L38
em modelo animal foram avaliados parametros relacionados ao ganho de peso,
indice hepatico e esplénico (aqui chamados, em conjunto, de indicadores gerais de
saude) e alteracdes histolégicas no figado, ileo distal e célon em camundongos
Swiss NIH convencionais (com uma microbiota normal) que receberam uma
suplementagéo alimentar com os referidos isolados por 19 dias (FIGURA 3B).

A auséncia de diferengas estatisticamente significativas (p>0,05), entre o
grupo controle salina e os grupos experimentais tratados apenas com os isolados
L36 ou L38, para a avaliagdo do indice hepético, esplénico e variacdo de peso
(FIGURA 12A, 12B e 12C, respectivamente) mostram que o tratamento com 0s
isolados ndo causou alteracdo dos indicadores gerais de saude. Além disso, durante
todo o tratamento experimental, ndo foi observada nenhuma alteragdo do
comportamento e atividade dos animais, que apresentavam pelo brilhante em todos
0S grupos experimentais tratados, bem como no grupo controle salina.

A avaliacéo de cortes histoldgicos de figado, ileo distal e célon corados com
Hematoxilina e Eosina (H&E) n&o identificou nenhuma alteragéo significativa no
padrdo histolégico normal destes 6rgdos. Portanto ndo foi observada alteracdo da
arquitetura dos referidos tecidos e nem alteragfes inflamatdrias significativas entre
preparacdes histolégicas de animais tratados com L36 ou L38 em relacdo aquelas
obtidas de animais que sO receberam salina (FIGURA14). Esse conjunto de
resultados permite afirmar que a administra¢cdo dos isolados L36 ou L38 n&o causou
dano a saude dos animais testados, sendo o uso dos referidos isolados

aparentemente seguro.
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Infectividade e patogenecidade s&o dois importantes componentes do estudo
de seguranca de linhagens potencialmente probidticas. A auséncia de alteracdes
macroscopicas e microscépicas no intestino de animais tratados com L36 ou L38
indica que estas bactérias ndo apresentam risco de dano & mucosa intestinal. A
degradagdo da mucosa intestinal tem sido usada como um dos primeiros
marcadores para patogenicidade de uma linhagem probiética e estudos avaliando
esse parametro tem mostrado que as linhagens probiéticas tradicionais, como L.
acidophilus, ndo geram degradacgéo da superficie intestinal (DONOHUE et al., 1998).

Além disso, a auséncia de esplenomegalia e hepatomegalia sdo aspectos
importantes para certificar a seguranga desses isolados. O aumento de tamanho do
figado e do bago s&o indicadores indiretos de infecgdo. A auséncia de inducédo de
infeccao pela administracéo de L36 ou L38 pode ser também afirmada pela auséncia
de infiltrado inflamatério no figado dos animais experimentais tratados apenas com
os isolados. Esses achados estdo de acordo com a literatura, pois raros casos de
infecgbes local e sistémica, incluindo septicemia e endocardites, devido ao consumo
de lactobacilos, bifidobactérias ou outras BAL, tem sido reportados com numeros
muito baixos quando comparados com outros casos de bacteremia (incidéncia para
enterococos 5-15%, lactobacilos 0,1%, leuconostocs <0,01%) (SALMINEN et al.,
19989).

Outras linhagens potencialmente probioticas, que tinham sido recém-isoladas
e ndo apresentavam historia de uso seguro em animais ou seres humanos,
apresentaram resultados similares aos aqui descritos quando foram administradas
em animais. Lactobacillus rhamnosus HNO0O1, L. acidophilus HNO017 e
Bifidobacterium lactis HNO19 foram administradas oralmente por 4 semanas em
camundongos BALB/c. Nos animais tratados ndo foram observadas altera¢cdes do
indice hepatico, esplénico, aspectos histoldgicos do figado, intestino e bago e outros
parametros de saude avaliados. Esses resultados atestam que o consumo dessas
linhagens bacterianas era seguro em animais e, provavelmente, também seguro
para seres humanos (ZHOU et al., 2000).

Os mecanismos de a¢éo dos probidticos séo divididos basicamente em trés: o
antagonismo direto contra enteropatégenos; o aumento da funcdo de barreira
epitelial do intestino e a imunomodulagéo (LEBEER et al., 2008; 2010). O intestino
delgado parece ser uma das regides mais propensas ao desenvolvimento de

imunomodula¢@o mediada pelo consumo de probio6ticos. Isso se deve ao fato de que
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esta regido contém grande parte da capacidade imunomodulatéria do corpo e o
tamanho da microbiota indigena deste sitio € menor que a do intestino grosso.
Esses fatores, em conjunto, permitem a dominéncia transitoria, neste local, de micro-
organismos adquiridos na dieta, que incluem os probiéticos (BOOIJINK et al., 2007).

Portanto, com o objetivo de avaliar a capacidade imunomodulatéria dos
isolados L36 e L38 ao longo do trato gastrointestinal foi feita a dosagem de IgA
secretoria (slgA) no fluido intestinal e a avaliacdo do perfil de citocinas expressas em
camundongos monoassociados com os isolados e em animais CV tratados por 19
dias com L36 ou L38. A avaliagcéo do perfil de citocinas (IL5, IL6, IL10, IL12b, IL17a,
Ifng, Tgfbl e Tnfa) foi feita utilizando RT-gPCR, a partir de amostras de RNA total
obtidas das diferentes por¢des do intestino delgado e grosso dos referidos animais.

A monoassociagdo com L36 ou L38 nao induziu diferengas significativas
(p>0,05) na producéo de slgA em relacdo ao nivel de produgcédo observado em
animais GF (FIGURA 8). No intestino o mecanismo de imunidade humoral mais
importante é a producdo de slgA que € o isotipo de anticorpo predominante na
mucosa intestinal. A IgA é secretada na forma de dimero e transportada através do
epitélio da mucosa por uma proteina receptora de imunoglobulinas poliméricas,
também conhecida como componente secretério (CS). A ligacdo ao componente
secretorio € seguida pelo transporte da IgA através da célula epitelial (transporte por
transcitose) pelo complexo dimero:IgA-CS, que é chamado de IgA secretora (sIgA)
(ABBAS & LICHTMAN, 2005). A habilidade de estimulag&o da produgéo de sIgA néao
€ a mesma para diferentes micro-organismos. No entanto, diversos trabalhos tém
demonstrado o aumento dos niveis de slgA ap6s administracdo de BAL e
bifidobactérias em camundongos isentos de germes e convencionais (PERDIGON
et al., 1995; MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2010).

O resultado da quantificacdo de slgA em animais gnotobibticos demonstra
que, muito provavelmente, a imunomodulagédo induzida por esses isolados ativa
mecanismos de imunidade inata ou adaptativa celular e ndo de imunidade humoral.
Essa mesma tendéncia foi encontrada em animais CV que também receberam a
suplementagéo de L36 ou L38 por 19 dias, nos quais também néo foram detectadas
diferencas significativas (p>0,05) entre os niveis de sIgA dos grupos experimentais
ndo desafiados em relagdo aos animais controle salina. O mesmo resultado foi

encontrado na quantificacdo da area de células produtoras de IgA (células IgA")
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nesses mesmos animais (FIGURA 15). Algumas linhagens tradicionalmente
probidticas, tais como L. acidophilus Lal e L. casei Shirota também néo alteram o
nivel de IgA na mucosa intestinal (MARTEAU et al., 1997b; SPANHAAK et al., 1998).
Diante destes resultados, mesmo a IgA sendo importante na imunidade de mucosa,
a producéo de sIlgA no intestino delgado pode n&o ser um bom marcador
imunolégico para a selecdo de bactérias com potencial imunomodulador (DOGI et
al., 2008).

O perfil de expresséo das citocinas ao longo do intestino foi muito diferente
entre as distintas por¢des analisadas (intestino delgado inicial, médio e distal, ceco e
cOlon) tanto em animais gnotobiétocos quanto em animais CV tratados com o0s
isolados (FIGURA 10 e 18). Entretanto, ndo foram detectados niveis diferentes
estatisticamente significativos (p>0,05) na capacidade de colonizacdo dos dois
isolados ao longo de todo o intestino (FIGURA 7B). A diferenca na capacidade de
colonizagéo poderia explicar parte das diferencas de perfil de citocinas observadas,
pois a interacdo com células do intestino é o primeiro passo para producdo de
citocinas e imunomodulacdo (DELCENSERIE et al.,, 2008). Muito provavelmente
essas variacfes estdo relacionadas as diferencas na constituicdo da mucosa entre
as distintas regides do intestino, peculiaridades das condi¢cdes do ambiente intestinal
em cada regiao (pH luminal, disponibilidade de nutrientes, enzimas digestivas ativas,
velocidade do transito intestinal) que juntas podem alterar o metabolismo dos
isolados e a sua relagdo com células do hospedeiro. Esses fatores, em conjunto,
podem explicar um perfil de citocinas diferenciado entre as porgdes. A diferenca de
mecanismos de ag&o de probidticos, ao longo do intestino, j& havia sido relatada por
Lee & Salminen (1995) que afirmaram “ser bem possivel que diferentes regides do
trato gastrointestinal podem requerer diferentes bactérias probidticas”. Diante dessas
diferencas, para facilitar a discusséo dos resultados de imunomodulagdo mediada
pelos isolados L36 e L38 os resultados da avaliacdo de citocinas foram divididos
pelo perfil de expressdo de citocinas no intestino delgado e no intestino grosso e

estdo esquematizados dessa forma na TABELA 3.
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TABELA 3 — Resumo esquemético do perfil de expressé@o de citocinas (IL5, IL6,

IL10, IL12b, IL17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa) expressos no intestino delgado e grosso.

3.1 Perfil de expressdo em animais gnotobidticos monoassociados com L36 ou L38

Citocina L36 L38
Int. delgado Int. grosso Int. delgado Int. grosso

IL5 + +

IL6 + +
IL10
IL12b - + -
IL17a + + + + +

Ifng +
Tgfbl +

Tnfa + + +

3.2 Perfil de expressdo em animais convencionais tratados com L36 ou L38 durante
19 dias (grupos néo desafiados com Salmonella)

Citocina

L36

L38

IL5
IL6
IL10
IL12b
IL17a
Ifng
Tgfbl
Tnfa

Int. delgado

Int. grosso

Int. delgado

Int. grosso

++

+ 4+ + + +

3.3 Perfil de expressdo em animais convencionais tratados com L36 ou L38 e
desafiados com Salmonella

Citocina Salmonella L36+S L38+S
Int. Int. Int. Int. Int. Int.
delgado grosso delgado grosso | delgado grosso
IL5 -
IL6 + - -
IL10 - ++ +
IL12b +
IL17a + + - -
Ifng +
Tgfbl + -- -
Tnfa ++ +

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: (+): aumento da expressao e (-) reducdo da expressdo. Numero de sinais (+ou-) esta
relacionado ao nimero de por¢des intestinais que apresentaram a alteracdo de expresséo por ele
indicada, dentro do conjunto de porcdes do intestino delgado (intestino inicial, médio e distal) e grosso

(ceco e colon).
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No intestino delgado de animais gnotobibticos, L36 produziu aumentos
estatisticamente significativos (p<0,05) da expressédo de IL6 e Tnfa e um grande
aumento de expressdo de IL17a. Em animais monoassociados com L38 foi
observado aumento da expressédo de IL5, IL12b e grande aumento de IL17a, em
alguns casos estaticamente (p<0,05) menor que aquele observado em animais
monoassociados com L36. No intestino grosso, animais monoassociados com L36
apresentaram aumento da expressédo das mesmas citocinas que tiveram expresséo
intensificada no intestino delgado, além de aumento da expressédo de IL5 e Tgfbl e
reducdo da expressao de IL12b. Por fim, em animais monoassociados com L38, o
intestino grosso apresentou aumento da expressao de IL6 e Ifng e reducédo da
expressédo de IL12b (FIGURA 10, FIGURA 11 e TABELA 3).

A imunidade adaptativa da mucosa intestinal €, em grande parte, produzida
dentro do tecido linfoide associado ao intestino (GALT). O GALT é composto por
agregados linfoides, incluindo as placas de Peyer (localizadas preferencialmente no
intestino delgado) onde a indugdo da resposta imune ocorre e também pelos
linfonodos mesentéricos. Além disso, um grande ndmero de células imunes estao
presentes na lamina propria e no epitélio intestinal, como descrito no item 1.6
(DELCENSERIE et al.,, 2008). A mucosa entre placas de Peyer e os foliculos
associados é constituida por um tecido conjuntivo que contém células do sistema
imune, predominantemente células B, macrofagos, células dendriticas e células T.
Para o desenvolvimento dos mecanismos efetores da imunidade induzidos por
probidticos, as mais importantes classes de células T da lamina propria envolvidas

sdo as ceélulas T helper (Tw) e as células T regulatorias (Treg) (BRON et al., 2012)

A maior parte da regulacdo da fungcéo efetora do sistema imune é exercida
por subpopulacfes de células T diferenciadas por padrées especificos de citocinas
que levam a uma distincdo de funcdo dessas subpopulagbes (MOSMANN &
MOORE, 1991). Células T helper séo principalmente encontradas sobre dois tipos
principais. Tyl e Ty2, distinguidos pelas citocinas que produzem e repostas imunes
em que elas estdo envolvidas. Células Tyl produzem citocinas pro-inflamatorias
como o Ifng, Tnfa e IL2, enquanto células Ty2 produzem citocinas IL4, IL5, IL6 e
IL13. As citocinas produzidas por Tyl estimulam a fagocitose e destruicdo dos

patégenos microbianos enquanto as citocinas Ty2, tais como a IL4, geralmente
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estimulam a producdo de anticorpos que agem diretamente contra um grande

ndmero de parasitas extracelulares (MOSMANN et al., 1986).

A polarizacéo de células T em células Tyl ou T2 é geralmente dependente das
condigdes ambientais (tipo de célula dendritica, citocinas presentes, natureza e dose
do antigeno encontrado durante sua polarizacdo). As células T imaturas podem
passar através de um estagio transitério (TH0) durante a ativagéo. A diferenciagcéo de
células Tyl requer Ifng e IL12 enquanto o desenvolvimento de Ty2 requer IL4
(DELCENSERIE et al., 2008). Os fatores envolvidos nas respostas imunes Tyl tem
impacto negativo sobre a diferenciagdo de Ty2 e vice-versa (MURPHY & REINER,
2002). Outras citocinas estao associadas a respostas Tyl (IL2 e linfotoxina) ou Ty2
(IL6, IL9, IL10), mas sua producd@o ndo € necessariamente caracteristica de Tyl ou
Tu2 (LEONARD, 2003). As ceélulas apresentadoras de antigeno regulam (pela
producdo de citocinas e moléculas de superficie co-estimuladoras) a diferenciacdo
de células T (MOSMANN & MOORE, 1991).Nos ultimos anos, porém, outras
subpopulacdes de células T tém sido descritas e sua importancia para a resposta
imune vem sendo compreendida. A célula T4l7 € um tipo de subpopulacdo de
células T que é caracterizado pela secrecdo de IL17a, produzida através da
estimulacdo por Tgfbl e IL6 (BETTELLI et al., 2006; HARRINGTON et al., 2006).
Outras subpopulagées de células T atuam na regulacdo da resposta imune e sdo
chamadas em conjunto de células T4 Este grupo inclui as células T,1 que secretam
altos niveis de IL10 e Tgfbl, as células Ty3 que secretam primariamente Tgfbl,
sendo que o principal papel das células Ty, €m conjunto, é inibir as respostas
imunes, trazendo o sistema imune para um estado de reatividade nado inflamatoria
(SHEVACH, 2000).

Os resultados de expressédo de citocinas observados no intestino, portanto,
podem ser um indicativo da presenca de um determinado tipo de resposta de células
T. Essas células T, recrutadas e ativadas pela presenca de antigenos microbianos,
produzem um perfil de citocinas que caracteriza o tipo de subpopulacdo
(Thl/TW2/THl7/Teg) majoritariamente presente na mucosa intestinal de animais
gnotobidticos ou convencionais. Por outro lado, o perfil de citocinas observado pode
ser fruto da interagdo dos micro-organismos com outras células presentes na
mucosa intestinal, como os enterdécitos, células dendriticas e macréfagos residentes.

Nessa abordagem, o perfil de citocinas presente no intestino pode gerar um
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ambiente adequado para a polarizagdo de um determinado tipo de célula T em
detrimento do outro, favorecendo uma determinada resposta Ty ou Treq. ISSO faz
sentido, pois, a interac@o de bactérias probidticas com o epitélio intestinal € um fator
chave na determinacdo da producéo de citocinas por enterdcitos e outras células
presentes na mucosa intestinal e, provavelmente, nos eventos de inicio de atividade
de imunomodulacdo que acontecem antes do encontro dos probi6ticos com células
do sistema imune (DELCENSERIE et al., 2008).

Células apresentadoras de antigenos, sendo as células dendriticas as mais
importantes, sdo pegas chave para determinacdo do balanco Tyl/Tw2/Tyl7/Teg€ O
desenvolvimento da tolerancia imune. Dada a importancia das células dendriticas
nessa orquestracdo da reposta imune, tem sido hipotetizado que 0s organismos
probiéticos modulam a resposta imune através da influéncia sobre a maturagdo de
células dendriticas (DELCENSERIE et al., 2008). As células dendriticas podem
contribuir enormemente para a polarizacdo de células T CD4+ imaturas para as
subpopulagdes Tpl/Tu2/Tul7/Teg (BRAAT et al., 2004). Estas células s&o
encontradas em toda a lamina propria e nas placas de Peyer, locais nas quais
podem ser ativadas e sofrerem maturagdo pela exposicdo aos microorganism-
associated molecular patterns (MAMPS) ou outros estimulos (RESCIGNO, 2010). A
ativagdo das células dendriticas produz moléculas estimuladoras, que incluem
Tgfbl, acido retinoico e outras citocinas, em propor¢des que dependem do modo
como as células dendriticas foram ativadas, e com isso as células dendriticas podem
modular a ativagdo, expanséo clonal e polarizagdo de células T (KAPSENBERG,
2003; COOMBES et al., 2008). Portanto o perfil induzido de citocinas de células
dendriticas pela interagdo com os probioticos pode definir o tipo de polarizagédo de
células T induzidas, e por assim dizer, explicar a acdo imunomodulatéria dessas
bactérias. L casei subsp. alactus tem sido caracterizado como indutor de citocinas
pro-inflamatorias (IL12, IL6 e Tnfa) em culturas de células dendriticas, enquanto que
L. reuteri inibe a produgcdo de IL12, IL6 e Tnfa e leva a produgédo de IL10
(CHRISTENSEN et al., 2002).

O perfil de citocinas induzido em animais monoassociados com L36, tanto no
intestino delgado como no grosso, envolve aumento da expressao de IL6 (somente
no intestino delgado) e Tgfbl (significativamente no intestino grosso e com

tendéncia de aumento no delgado) que s&o fatores importantes na polarizagédo de
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células Tyl7 (HARRINGTON et al., 2006). Além disso, o grande aumento de
expressdo de IL17a nesse grupo de animais € um forte indicativo para a presenca
de grandes quantidades de células Ty17 no intestino. Portanto, parece que o isolado
L36 é um indutor de respostas do tipo Tyl7 em animais isentos de germes. A
reducdo da expressdo de IL12b no intestino grosso é um indicativo da falta de
condi¢gbes ambientais nesse local para polarizacdo de células Tyl. A presenca de
niveis aumentados de Tnfa no intestino delgado e grosso desses animais fortalece
essa hipotese, pois as células Ty1l7 sdo caracterizadas pela producdo de grandes
guantidades de IL23a, IL17a, IL6, Tnfa e Ccl6é (MCKENZIE et al., 2006).

A resposta Tyl7 esta diretamente relacionada com a producdo de grandes
quantidades de IL17a sem produgcdo de Ifng. A IL17a é uma citocina que foi
descoberta inicialmente como um potente mediador pré-inflamatério (ROUVIER et
al., 1993). Esta citocina atua principalmente no estroma de células endoteliais e
também em mondcitos, induzindo nestes a producdo de mediadores inflamatérios,
tais como IL8, ligante CXC-1, Tnfa e GMC-SF. Esses mediadores produzidos pelos
mondcitos, em conjunto, promovem um rapido recrutamento de neutrofilos, o que
caracteriza um processo importante no combate de infecgdes agudas. O
recrutamento de neutrofilos é essencial para produgdo de radicais de oxigénio e
outros mediadores inflamatérios que s&o importantes para produzir inflamacao
contra invasado microbiana (MCKENZIE et al., 2006).

Um desbalango na producéo de IL17a e Tnfa, em tecidos locais, pode levar a
producéo de dano tecidual cronico mediado por resposta imune. Portanto, uma
andlise histoldgica simples, usando coloracéo histoldgica de rotina com H&E, pode
ser feita para certificar se ocorre presenca de recrutamento de neutréfilos para o
intestino de animais monoassociados com L36, dando mais embasamento a teoria
de inducéo de respostas do tipo Tyl7 pela administragdo desse isolado em animais
isentos de germes. O aumento da producdo de IL6 além de estar envolvido na
polarizagdo da diferenciagdo de células T pode favorecer a expansdo clonal de
células B que encontram seu antigeno especifico localmente no intestino apds o
encontro com uma bactéria ndo patogénica, por exemplo, contribuindo indiretamente

para producgéo de anticorpos (DOGI et al., 2008).

O isolado L38 em animais gnotobidticos parece induzir um perfil de citocinas

menos diversificado que aquele obtido em animais monoassociados com o isolado
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L36. L38 induz no intestino delgado aumentos dos niveis de IL12b e IL17a, sendo
estes mediadores pro-inflamatérios, o primeiro importante para polarizagdo de
células Tyl e o segundo produto de respostas do tipo Tyl7. Porém, os niveis de
expressdo de IL17a induzido por L38 s&o, em algumas porgdes, menores que
aqueles produzidos por L36. No colon, ocorreu um aumento da producédo de Ifng
acompanhado de reducédo de IL12b. Esse achado indica que podem existir células
Tul j& polarizadas produtoras de Ifng ou esta citocina esta sendo produzida por
outras ceélulas da mucosa intestinal. De qualquer forma, o aumento de Ifng pode
facilitar a polarizagdo de células T imaturas em células Tyl. Entretanto, a baixa
expressédo de IL12b nessa porgao pode ser um problema nessa polarizagéo, pois a
ativagdo via IL12 e de STAT4 é necesséria para uma Otima diferenciagdo de células
T imaturas em células Tyl produtoras de Ifng (MCKENZIE et al., 2006).

Por fim, ambos os isolados produzem aumento de IL5 em animais
monoassociados (L36 induz aumento da expressao no intestino grosso e L38 no
intestino delgado). A IL5 é uma citocina marcadora de respostas imunes do tipo Ty2
que induz a proliferagdo e diferenciagdo de eosindfilos (COFFMAN et al., 1989).
Essas células sdo capazes de se ligar a IgE e uséa-la como receptor na sua
subsequente ativagdo em contato com o antigeno. A producéo de IgE é aumentada
em repostas do tipo Ty2 como produto do aumento de produgéo de IL4 e IL5, sendo
associada ao desenvolvimento de alergias (MOSMANN & MOORE, 1991). A
avaliacdo da expressdo de IL4 pode ajudar a corroborar essa hipotese, pois a
presenca de IL4 é um dos fatores mais importantes para a polarizagdo de células
Tu2 (DELCENSERIE et al., 2008). Entretanto, devido a dificuldades enfrentadas
durante a padronizagdo das reacdes de RT-gPCR para quantificacdo de IL4, a

avaliacdo da expressao dela nado foi incluida neste trabalho.

Quando comparamos o perfil de citocinas obtido de animais monoassociados
com L36 ou L38 com aquele obtido de animais convencionais tratados com ambos
os isolados, observamos que eles sdo muito diferentes. No intestino delgado, a forte
inducéo de expresséo de IL17a e outros marcadores da resposta Tyl7 (como IL6,
Tgfbl e Tnfa) ndo foi encontrada em animais convencionais tratados com L36,
sendo, na verdade, substituida por uma reducéo significativa da expressao de IL17a.
No intestino grosso desses animais foi observado aumento da expressédo de Tgfbl e

IL12b, marcadores de inducéo de respostas do tipo Ty € Tnl, respectivamente.
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Porém, a auséncia de expressdo aumentada, no intestino grosso de animais CV
tratados com L36 de outros marcadores das respostas do tipo Ty € Tul parece
indicar auséncia destas subpopula¢des. Porém, este perfil de citocinas pode ser um
indicio de uma condicdo ambiental local possivelmente propicia as referidas

polarizagdes.

Surpreendentemente, o isolado L38 que induziu um perfil de citocinas menos
variado em animais isentos de germes, em animais convencionais apresentou um
perfil de citocinas muito mais diversificado, principalmente no intestino grosso. No
intestino delgado de animais convencionais, assim como em animais isentos de
germes, L38 levou a um aumento da produgdo de IL5. No intestino grosso, os
animais convencionais tratados com L38 apresentaram niveis significativamente

aumentados de expressao de IL10, IL12b, IL17a, Ifng e Tgfbl.

Probiodticos podem causar aumento da produgdo de Ifng, efeito que foi
observado pela ingestéo de L. brevis subsp. coagulans (Labre) e B. lactis HNO19
que induziram a producdo de Ifng em células monomorfonucleares de sangue
periférico (PBMC) (ARUNACHALAM et al.,, 2000). Assim, algumas linhagens
probidticas podem contribuir para respostas inflamatorias. A producdo de Tnfa, IL12
e IL1-B foi aumentada no intestino de camundongos quando L. reuteri ML1 e L.
brevis ML12 foram ingeridos (MAASSEN et al., 2000). L. casei, L. delbrueckii subsp.
bulgarius e L. acidophilus induziram aumento do numero de células produtoras de
Tnfa e Ifng enquanto, somente L. acidophilus aumentou o numero de células
produtoras de IL2 e IL12 no intestino delgado de camundongos tratados com as
referidas bactérias (PERDIGON et al., 2002). A maturacio fisiologica do sistema
imune durante a infancia inclui um papel importante do aumento da produgé&o de Ifng
(PRESCOTT et al., 1999), por isso linhagens probitticas como L38, que levam a
aumento da expressdo de Ifng, podem ter papel importante na melhora do
desenvolvimento do sistema imune de mucosa em animais jovens. Aumento da
producdo de Ifng esta associado com ativacdo de células do sistema imune
principalmente macrofagos e células dendriticas, envolvidas na imunidade inata, que
atuam sobre a polarizac@o de células efetoras da imunidade adaptativa, os linfocitos
(BOGDAN & SCHLEICHER, 2006).
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Um aumento da expressdo de Tgfbl foi observado em um experimento
usando Lactobacillus johnsonii em co-cultura com células Caco-2. Nele foi
observada reducd@o da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (Tnfa, IL1b e IL8)
enquanto a co-cultura levava ao aumento da expressdo de Tgfbl (HALLER et al.,
2000). Tgfbl é uma citocina importante para o desenvolvimento tanto de células
Tul7 quanto Ty (DELCENSERIE et al.,, 2008). Tgfbl tem sido descrito como
importante bloqueador da diferenciacdo de células Tyl e Tu2 pela inibicdo da
expressédo de fatores de transcrigdo requeridos para expressao de Ifng (T-bet) e IL4
(GATA-3) (HEATH et al, 2000; GORELIK et al.,, 2002). No nivel de células
apresentadoras de antigeno, Tgfbl pode inibir a ativacdo de macréfagos e sua
habilidade de produzir citocinas pro-inflamatérias além de prevenir a maturacdo de
células dendriticas e reduzir a expressédo de moléculas MHC classe Il nas mesmas,
essenciais para a apresenta¢cdo de antigenos para células T (GORELIK & FLAVELL,
2002). Juntos, Tgfbl e IL10 séo as principais citocinas produzidas por células T
regulatorias do tipo T,1 que parecem exercer importantes fungdes na regulagéo de
respostas imunes (LEVINGS et al., 2002).

Por outro lado, muitos estudos indicam que probiéticos favorecem a produgao
de IL10, uma citocina produzida por muitos tipos de células, incluindo células
dendriticas, mondcitos, células B, queratinécitos e células Teg. IL10 € um membro
da familia 4 a—helix bundle que foi originalmente clonado em células Ty2 tendo seu
papel relacionado com a inibicdo de sintese de citocinas por células Tyl, portanto
com efeito anti-inflamatério (MOORE et al., 2001). Nos ultimos anos ficou mais claro
que a principal funcdo da IL10 parece estar envolvida com o controle das respostas
imunes, prevenindo uma superativacdo destas e minorando os danos inflamatérios
induzidos por patégenos (LEVINGS et al., 2002). Além disso, IL10 é uma citocina
critica na manutencdo da tolerancia as bactérias comensais. Na sua auséncia,
camundongos desenvolvem severas doengas inflamatérias intestinais (KUHN et al.,
1993). Os resultados deste trabalho indicam que L38 foi capaz de aumentar a
expressdo de IL10 no intestino grosso de animais CV quando comparados com o
controle salina. Outras linhagens probidticas possuem este mesmo efeito pois, L
delbrueckii subsp. bulgarius e L. casei induziram aumento do namero de células
produtoras de IL10 no intestino delgado de camundongos tratados (PERDIGON et
al., 2002).
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Diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se especular que L38
poderia, entdo, causar um balango entre respostas do tipo Ty € T ESse
mecanismo de atuagdo j& vem sendo descrito na literatura. Por exemplo, L.
rhamnosus GG tem sido associado a alivio e prevencdo de sintomas de alergia
possivelmente pela prevencdo de excesso de producdo de células do tipo Ty2 e
manutencdo do balanco homeostatico entre células Teg/Thl/Th2 (KALLIOMAKI &
ISOLAURI, 2003; KALLIOMAKI et al., 2003). O perfil de citocinas induzido por L38
no intestino grosso de animais CV gera condigéo para producédo de respostas do tipo
Tul, TH1l7 e Treq, j& que foi aumentada a expressdo de marcadores de todos esses
tipos de respostas. As células T, S80 consideradas a principal fonte de IL10 e estéo
envolvidas na regulacdo da imunidade mediada por células T, supressdo de auto-
reatividade de células T e manutencdo da tolerancia imune (BARNES & POWRIE,
20009).

No intestino delgado, o aumento de IL5 indica certa tendéncia de polarizagao
para respostas do tipo T2 que s&o importantes no desenvolvimento de respostas
imunes contra parasitas extracelulares (DELCENSERIE et al., 2008). Alguns
probidticos, como parece ser o caso do isolado L38, parecem influenciar da mesma
forma as duas subpopulacdes, tanto Tyl quanto a Ty2. Esse tipo de comportamento
ja foi descrito pois, L. rhamnosus HNOO1, normalmente considerado um forte indutor
da producéo de Ifng, foi administrado oralmente em camundongos durante uma
sensibilizagéo alergénica (que gera respostas Ty2) e, nestes animais, foi observado
aumento da producéo de IL4 e IL5 (CROSS et al., 2002).

A homeostase intestinal pode ser destruida na auséncia ou super-
representacdo de certos grupos de bactérias, fenébmeno conhecido como disbiose
(BRON et al.,, 2012). Esse processo pode levar a mudancas no metabolismo
bacteriano e alterar a apresentacdo de fatores e padrdes microbianos ao sistema
imune do hospedeiro. Algumas patologias, como as doencas inflamatdrias intestinais
(IBDs), séo caracterizadas pela presenca em excesso de bactérias pro-inflamatérias
e uma deficiéncia de bactérias anti-inflamatorias que produz um aumento de células
Tul7 e deficiéncia de células T.g, respectivamente (FOLIGNE et al., 2007). Logo, o
conceito de disbiose esta diretamente relacionado com a deterioracdo da saude do
hospedeiro (SARTOR, 2008).
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Tem sido proposto que o sistema imune de mucosa normalmente mantém
um estado que favorece a tolerancia ao proprio e a producgdo de IgA, mostrando um
ligeiro desvio de polarizacdo para respostas Tu2 em detrimento de Twl, o que
caracteriza um estado fisiologicamente saudavel (DELCENSERIE et al., 2008).
Portanto, um balanco adequado entre respostas proé-inflamatérias (Tul e Tul7) e
regulatorias (Tg) € importante para manutencdo da saude da mucosa (LEE &
MAZMANIAN, 2010). Assim, a suplementacdo com probiodticos pode corrigir a
disbiose e restaurar a homeostase intestinal através dos mecanismos
imunomodulatorios induzidos por essas bactérias (REID et al., 2011). Portanto, L38
se mostra um candidato interessante como linhagem probidtica por induzir a
expressdo de um conjunto de citocinas pré-inflamatérias (IL12, IL17a, Ifng) e anti-
inflamatorias (IL5, IL10 e Tgfbl), podendo contribuir para um balan¢co adequado

entre os diferentes subtipos de células T CD4+ polarizados na mucosa intestinal.

Muitos dos resultados de imunomodulacdo descritos na literatura foram
realizados em sistemas experimentais de co-cultivo de probidticos com diferentes
linhagens e tipos de células eucaritticas. Portanto, podem ndo necessariamente
representar uma situacdo real in vivo, como € mais bem simulada em modelos
animais (DELCENSERIE et al., 2008). Um estudo com abordagem parecida com a
utilizada neste trabalho e com alguns resultados similares avaliou o efeito da
administracdo de bactérias Gram (+) (linhagens n&o probiodticas: L. acidophilus CRL
1462 e L. acidophilus A9; linhagens potencialmente probio6ticas: L. acidophilus CRL
924 e L. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 423; e a linhagem probidtica: L. casei
CRL 431) e Gram (-) (Escherichia coli 129 and E. coli 13-7) em animais BALBI/c.
Nesse trabalho foram avaliados o nimero de células produtoras de IgA, Ifng , Tnfa ,
IL17a, IL10, IL12, IL6 e MIP-1a por imunofluorescéncia direta em cortes histolégicos
de intestino delgado. Todas as linhagens levaram a aumento do numero de células
produtoras de IgA. As bactérias Gram (+) aumentaram o numero de células
produtoras de IL10. Bactérias Gram (-) ndo aumentam o numero de células
produtoras de IL10, mas aumentaram o numero de células produtoras de IL12. As
linhagens probidticas levaram a aumento do numero de células que produzem Tnfa
e Ifng. Nao foram detectadas alteracdes no nimero de células produtoras de IL17a

por acdo de bactérias probidticas e potencialmente probidticas (DOGI et al., 2008).
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Muitos dos estudos de imunomodulagédo de probidticos sédo feitos utilizando
co-cultura com células monomorfonucleares de sangue periférico (PBMCs) obtidas
de animais e humanos (O'MAHONY et al., 2005). Porém, o uso de culturas de
PBMCs para acessar as propriedades imunomodulatérias de probioticos pode néo
ser a melhor abordagem para avaliar a fisiologia da imunidade intestinal induzida por
novas linhagens probidticas. Essa critica € fundamentada no fato de que, a maioria
das células T, presentes no sangue, muito provavelmente ndo expressa a
combinagdo de moléculas e marcadores usados durante o direcionamento, adeséo e
penetracdo no tecido intestinal (DELCENSERIE et al., 2008). Células T que séo
direcionadas ao intestino sofrem perda de CCR7 e de selectina-L e passam a
expressar a4:37 intregrina que se liga a adressina vascular de mucosa (MAdCAM-1)
que é encontrada nas células endoteliais que revestem o0s vasos sanguineos da
parede intestinal (MURPHY et al., 2010). Portanto, a predi¢céo do efeito in vivo de
probiéticos com base na extrapolacdo de dados de imunomodulagdo obtidos em
testes in vitro permanece como uma tarefa altamente desafiadora e complexa
apesar de algum sucesso ter sido obtido nessa tentativa (BRON et al., 2012).

As diferencas de perfil de citocinas entre os experimentos com animais
gnotobidticos e convencionais pode ser atribuida a muitos fatores. O tempo e o tipo
de tratamento (10 dias ap6s a monoassociagdo e 19 dias de tratamento diario com
os isolados em CV) podem explicar a diferenga dos resultados aqui apresentados.
Entretanto, o fator que parece melhor explicar as diferencas aqui descritas € a

presenca da complexa microbiota indigena em animais convencionais.

Em primeiro lugar, o metabolismo da microbiota normal, estabelecida em
animais convencionais, pode alterar as condicdbes do ambiente intestinal,
modificando o metabolismo das linhagens administradas, fato que pode produzir
alteragbes no perfil de moléculas secretadas e de superficie que podem ser
responsaveis pela ativagdo do sistema imune. Experimentos que acompanham a
colonizagdo e o0s niveis populacionais dos isolados em animais convencionais
podem ajudar a esclarecer essa questdo, e podem ser implementados usando RT-
gPCR ou marcagdo com sondas de DNA, para quantificagdo da recuperagdo dos
isolados administrados nas fezes de animais convencionais. Além disso, o uso de
marcagao fluorescente dos isolados administrados pode permitir o acompanhamento

de seu destino in vivo. Um estudo usando lactobacilos marcados com fluorescéncia,
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administrados em camundongos, mostrou que em 10 minutos apds a inoculacéo por
via oral a fluorescéncia foi detectada em células imunes localizadas nas placas de
Peyer e na lamina prépria do intestino delgado, bem como em células imunes das
criptas intestinais e dos linfonodos mesentéricos no célon (GALDEANO &
PERDIGON, 2004).

Em segundo lugar, a presenca da microbiota intestinal normal leva a um
grande amadurecimento do sistema imune local e sistémico, e por isso, muda as
respostas a qualquer tipo de antigeno. Estudos em animais isentos de germes tém
sugerido que a colonizagdo do trato gastrointestinal desempenha um papel crucial
no desenvolvimento do GALT por mecanismos relacionados & maturagéo do epitélio
intestinal e do compartimento de células imunes presentes neste local (UMESAKI &
SETOYAMA, 2000). Além disso, diversificacdo de anticorpos, aumento da
recombinacdo dos genes VDJ e aumento do numero de células T em placas de
Peyer sdo fendmenos associados a coloniza¢do do intestino por micro-organismos,
demonstrando que a microbiota intestinal é importante para o desenvolvimento do
GALT (VAARALA, 2003). Portanto, o sistema imune de animais isentos de germes é
extremamente imaturo e respostas imunes obtidas nesse tipo de modelo devem ser
encaradas com cautela, visto que por ser pouco desenvolvido, muitas das
tendéncias obtidas nesse tipo de animal podem n&o ser observadas em modelos
usando animais convencionais. Os animais CV apresentam sistema imune
completamente desenvolvido e uma realidade mais proxima daquela obtida quando

0s probidticos sdo administrados nos organismos de destino.

Independente das diferengas entre as respostas de animais gnotobi6ticos e
convencionais, pode-se concluir que L38 e L36 modulam de forma diferente a
expressdo de citocinas no intestino completamente diferentes. Isso é importante,
pois, possibilita que cada um deles possa ser usado, com algum sucesso, sobre
diferentes conjuntos de ambientes imunoldgicos intestinais (GAUDANA et al., 2010).
Além disso, por induzir uma variedade de citocinas, L38 poderia funcionar como um
bom veiculo de vacinas de DNA para mucosas, por ja ter efeito intrinseco de
estimulacdo ndo especifica do sistema imune local (MIETTINEN et al., 1996).
Porém, experimentos adicionais usando, por exemplo, citometria de fluxo, devem ser
realizados para caracterizar melhor as populacdes de células presentes na mucosa

dos animais tratados para melhor embasar as especulagdes levantadas neste
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trabalho. Além disso, tais experimentos podem melhor caracterizar o aumento de
celularidade observado nos cortes histolégicos da mucosa intestinal de animais
tratados com os isolados (FIGURA 14).

O modelo murino de infeccdo usando Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium tem sido corriqueiramente usado em nosso grupo de pesquisa
para avaliacdo de efeito protetor de novas linhagens bacterianas com potencial
probidtico. Muitas linhagens tem apresentado efeito protetor no modelo murino de
febre tifoide, tais como S. boulardii, S. cerevisiae, E. coli EMO, B. longum, B. lactis,
B. bifidum, E. faecium e L. bulgaricus (RODRIGUES et al., 1996; SILVA et al., 1999;
FILHO-LIMA et al., 2000; MAIA et al., 2001; SILVA et al., 2004; MARTINS et al.,
2005; VIEIRA et al., 2008; MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2010; MARTINS
et al., 2011). Além disso, por ser S. Typhimurium usada em modelo de indugéo de
enterite em bezerros e a diarreia neonatal ser um dos problemas mais impactantes
sobre a pecuaria bovina, foi avaliado o potencial de protecdo dos isolados L36 e L38
em modelos murinos de infeccdo com S. Typhimurium. Foram quantificados os
indicadores gerais de saude e analisados cortes histolégicos de figado, ileo distal e
cé6lon de animais Swiss NIH convencionais infectados com 10° UFC de Salmonella e
tratados com L36 ou L38, dez dias antes e nove dias depois do desafio. Nesses
mesmos animais, foi avaliado o perfil de citocinas expressos nas diferentes porgoes
do intestino para analise do padrdo de citocinas desenvolvido no contexto de

infecgé@o e possivelmente modificado pelo tratamento com os referidos isolados.

O aumento estatisticamente significativo (p<0,05) dos indices esplénico e
hepatico de animais controles desafiados com Salmonella em relag@o aos controles
ndo desafiados é sinal de inducdo de esplenomegalia e hepatomegalia,
respectivamente. Além disso, houve reducdo significativa no ganho de peso de
animais infectados em relagéo aos controles ndo desafiados (FIGURA 12). Somados
a esses resultados, a andlise histologica de cortes de figado corados com H&E
identificou profundo infiltrado inflamatério no figado em animais desafiados com
Salmonella, que explica a hepatomegalia observada macroscopicamente. Em adig&o
a esses achados, alteragdes da arquitetura do intestino observadas em cortes
histologicos de ileo distal estdo de acordo com o padrdo esperado para animais
infectados com Salmonella (FIGURA 14). Por fim, os animais do grupo controle

desafiado com Salmonella apresentaram sinais clinicos proprios da infeccdo
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sistémica como reducdo da atividade motora, mudanca para um comportamento
mais letargico e ericamento dos pelos de todo o corpo, que perderam o seu brilho
habitual presente nos grupos néo desafiados. Portanto, pode-se concluir que a dose
de 10° UFC de Salmonella foi suficiente para produzir os sintomas associados ao
modelo de desafio com Salmonella em animais convencionais da linhagem Swiss

NIH com 4-5 semanas de idade.

A observagcdo de micro-abcessos na superficie do figado que possuia
também cor mais opaca sdo sinais condizentes com a translocagdo bacteriana
presente no modelo de desafio com Salmonella (MITTRUCKER & KAUFMANN,
2000). Porém, nado foi feito, neste experimento, o tradicional ensaio para
quantificacdo da carga de Salmonella presente no figado, por plagueamento de
diluicdes seriadas do macerado em meio seletivo para bactérias Gram (-). A
Salmonella causa mudanga na permeabilidade intestinal, principalmente devido
alteragcbes na estrutura do epitélio intestinal e mudanca na arquitetura tecidual deste
orgao (SANTOS et al., 2001), confirmadas neste experimento nas andlises de cortes
histolégicos do ileo distal. Portanto, em animais convencionais, ndo apenas
Salmonella, mas uma ampla variedade de bactérias sofre translocacao no intestino
caindo na corrente sanguinea e causando bacteremia. Logo, ao quantificar a
translocagdo bacteriana em animais convencionais por plagueamento em meio
seletivo para bactérias Gram (—) (como o MacConkey) estaremos quantificando a
translocacdo de bactérias Gram (—) e ndo somente da Salmonella, ao contrario do
que € obtido em animais isentos de germes associados com Salmonella. Para
quantificacdo da translocagdo de Salmonella em animais convencionais, técnicas de
RT-gPCR ou de marcacéo in situ podem ser empregadas utilizando primers ou
sondas que se ligam a segmentos de DNA especificos do genoma de Salmonella, o

que pode ser feito com kits comerciais ja disponiveis no mercado.

O aumento dos valores de indice esplénico pode ser relacionado com a
elevacdo do numero de esplendcitos, na tentativa de aumentar a resposta imune
para controlar a infeccdo, e ndo apenas como resultado do aumento do volume do
fluido ou do tecido conectivo desse 6rgdo (HILBURGER et al., 1997). Os aumentos
de tamanho tanto do figado quanto do baco, como indicativo de translocacédo

bacteriana e do recrutamento de fagécitos para eliminacdo de Salmonella, foram
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encontrados neste trabalho e estdo de acordo com dados anteriores descritos na
literatura (MAKELA & HORMAECHE, 1997). Assim como neste trabalho, Lee et al.,
(2006) obervaram que a inoculacéo de 10° UFC de Salmonella, em camundongos,

causou sinais clinicos de infecg@o, como a letargia.

Considerando-se os mecanismos envolvidos na via de internalizagdo da
Salmonella (descritos com mais detalhes nas se¢des 1.7 e 1.8), sabe-se que, apos 0
contato entre Salmonella e células epiteliais do intestino, e antes da perda da
integridade estrutural do epitélio, o patégeno induz a liberagdo de IL8 a partir de
enterdcitos, fato que favorece a migragdo dos neutrofilos para o epitélio intestinal
(MCCORMICK et al., 1993; WALL et al., 2007). Neste estudo, pequena presencga de
neutréfilos bem como destruicdo do epitélio e da arquitetura da mucosa intestinal
foram observados em animais desafiados (FIGURA 14). A preservacdo da
arquitetura do colon observada em todos os animais desafiados (controles e
experimentais tratatos com L36 ou L38) esta de acordo com dados anteriores, nos
quais foi relatado que Salmonella enteritidis ataca preferencialmente o ileo terminal
com menor extensdo de dano observada no célon (WELTON et al.,, 2008; DE
MORENO DE LEBLANC et al., 2010).

Foi observado uma tendéncia de aumento (p>0,05) na produgéo de sigA e
um aumento significativo (p<0,05) na propor¢cdo de células IgA+ em animais
controles desafiados com Salmonella em relagcdo aos controles salina né&o
desafiados (FIGURAS 13 e 14, respectivamente). Esses resultados sugerem, em
conjunto, que a infecgdo por Salmonella aumenta a produgdo de IgA na mucosa
intestinal, provavelmente por aumentar o nimero de células plasméticas produtoras
de IgA ou por aumentar a atividade de secrecdo das células IgA" residentes na
mucosa intestinal. O mecanismo de aumento da produgéo de IgA pode ser melhor
esclarecido através da contagem de células produtoras de IgA na lamina propria,
usando para isso a marcagdo de nucleos nas preparagfes marcadas também com
anti-lgA conjugado com FITC. Além disso, a correspondéncia dos resultados obtidos
por ambas as técnicas (ELISA e imunofluorescéncia direta) nos permite inferir que
ambas as metodologias sdo igualmente vidveis para quantificacdo da producgéo de

IgA na mucosa do intestino.
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Um dos primeiros mecanismos de defesa contra enteropatégenos € a
secrecao local de slgA, que contribui para produgdo de uma barreira imunoldgica
contra a adesdo de patdogenos a mucosa intestinal. A IgA se liga ou a superficie
bacteriana prendendo-a na camada mucosa do epitélio intestinal ou as moléculas da
superficie bacteriana que medeiam a ades@o as células epiteliais, impedindo a
ligagéo do patdgeno aos receptores usados em sua translocacao. O fato de resistir a
protedlise luminal faz da IgA uma molécula ideal para desempenhar funcdo protetora
na primeira linha de defesa do sistema imune de mucosa (HAJISHENGALLIS et al.,
1992). Com o auxilio de células T CD4+ e citocinas (IL10, IL6 e Tgfbl) presentes no
intestino, as células B se diferenciam em células plasméticas secretoras de IgA
(MESTECKY, 2003; MOWAT, 2003; MACDONALD & MONTELEONE, 2005;
LEFRANCOIS & PUDDINGTON, 2006).

Portanto, parece que este aumento da produgéo de IgA observado € fruto da
indugdo de mecanismos imune humorais naturais para reduzir a translocacao de
Salmonella no intestino de animais desafiados. Esse aumento de secrecdo de IgA
parece ser sustentado pelos altos niveis de producdo de IL6 e Tgfbl expressos no
intestino delgado de animais controles desafiados (FIGURA 18 e TABELA 3) que
provavelmente contribuem para a mudanga de isotipo de células B imaturas para
células plasméticas produtoras de IgA (GALDEANO et al.,, 2007), presentes em
quantidades significativamente maiores no ileo de animais desafiados. De fato,
anticorpos presentes no limen intestinal, particularmente IgA e IgM, podem bloquear
a penetragdo de Salmonella para tecidos mais profundos. A injecdo de hibridomas
de células B produtoras de IgA anti-Salmonella preveniu a infecgdo oral de
camundongos (MICHETTI et al., 1992). A proteg&o contra a infec¢cdo provavelmente
foi mediada pela inibicdo da adesdo bacteriana em células M e enterdcitos, que €

vital para o sucesso da penetracdo bacteriana (MICHETTI et al., 1994).

A avaliagdo do perfil de citocinas induzido pela infecgcdo de Salmonella
identificou aumento significativo de expresséo de vérias citocinas pro-inflamatérias
no intestino delgado (IL6, IL12b e IL17a) e no grosso (IL17a, Ifng e Tnfa) e apenas
de uma citocina regulatéria Tgfbl no intestino delgado, bem como redugédo da
expresséo de IL5 no intestino grosso (FIGURA 18 e TABELA 3).
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Durante os estagios iniciais de infec¢do, componentes da parede celular de
Salmonella, tais como o lipolissacarideo (LPS) e certas lipoproteinas, induzem uma
intensa resposta inflamatéria no tecido circundante, resultando na expressédo
aumentada de citocinas inflamatorias (Tnfa, IL1, IL6, IL12 e IL18). O aumento da
expressdo de IL12, causado pela infecgdo por Salmonella, esta provavelmente
relacionado com a polarizacdo de células T em células Tyl (TRINCHIERI, 1995).
IL12 parece ser principalmente produzida por macréfagos e células dendriticas nas
fases iniciais da infecgéo (TRINCHIERI, 1995; SCHAIBLE et al., 1999). A redugéo da
expresséo de IL5 observada neste trabalho pode ser um indicativo da polarizagéo de
resposta Tyl em detrimento da Ty2. Sendo Salmonella um patdégeno que vive
principalmente dentro de macrofagos, a ativacdo de resposta Tyl ou da imunidade
inata sd@o caracteristicas da resposta imune apresentada, pelo hospedeiro, contra a
infeccdo por esse patégeno (MITTRUCKER & KAUFMANN, 2000). A ativacdo do
eixo IL12:IL18->1fng é um dos mecanismos de ativagdo de resposta inflamatoria
mais caracteristico do combate contra Salmonella (ECKMANN & KAGNOFF, 2001).

O aumento da producgéo de Ifng e Tnfa esta relacionado, provavelmente, com
a ativacao de macrofagos e outras células fagociticas para destruicdo da Salmonella
(NAUCIEL & ESPINASSE-MAES, 1992; GULIG et al., 1997). Essas citocinas podem
levar ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que
podem melhorar a manipulagdo dos fagossomos contendo bactérias, tornando-os
mais acessiveis as moléculas efetoras liticas presentes nos lisossomos (RICHTER-
DAHLFORS & FINLAY, 1997). A secrecdo de Ifng é um dos principais marcos da
producdo de respostas imunes contra Salmonella e o aumento da sua produgéo é
muitas vezes associado com a protegcdo contra a infeccdo. O papel central dessa
citocina foi demonstrado em um experimento onde camundongos mutantes para o
receptor de Ifng eram extremamente sensiveis a infecgdo por Salmonella (HESS et
al., 1996). Portando, aumento da producao de Ifng esta relacionado diretamente com
mecanismos bactericidas importantes da imunidade celular e inata, vitais para o

controle da salmonelose.

O aumento de IL17a em animais controles desafiados com Salmonella,
observado neste trabalho, vem sendo recentemente descrito como associado aos
mecanismos de combate a infeccdo por Salmonella. Um estudo recente mostrou

resposta envolvendo aumento da producgéo de IL17a induzido por Salmonella que
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levemente contribuiu para a imunidade protetora durante a infecgdo por S. Enteritidis
em camundongos. Diante dos resultados, os autores desse estudo afirmam que
respostas envolvendo IL17a/Tyl7 parecem complementar as respostas do eixo
IL12/Ifng que sdo caracteristicas do combate contra a infecgdo causada por
Salmonella (SCHULZ et al.,, 2008). Outro estudo mostrou que a auséncia de
expressdo de IL17a na mucosa intestinal esti relacionada ao aumento da carga
microbiana no figado e bago em camundongos infectados por S. Typhimurium (VAN
DE VEERDONK et al., 2009). A expressao de IL17a no intestino pode, em certa
parte, explicar a presencga de neutréfilos no intestino de animais infectados, pois esta
citocina tem papel importante no recrutamento destas células para os sitios de

infecgéo.

Mesmo sendo um potente indutor de respostas anti-inflamatorias, Tgfbl, que
teve sua expressdo aumentada no intestino de animais pertencentes ao grupo
controle desafiado com Salmonella, parece ter efeitos protetores contra a infecgéo
causada por Salmonella (ECKMANN & KAGNOFF, 2001). Tratamento com Tgfbl
em camundongos produziu redugdo da translocacgéo bacteriana para figado e bago e
aumento da sobrevivéncia em camundongos infectados por Salmonella. Parece que
a protec¢do induzida por Tgfbl esté relacionada com a liberacdo de oxido nitrico por
macrofagos residentes no baco (GALDIERO et al., 1999).

A auséncia de reducgao significativa de esplenomegalia e hepatomegalia nos
grupos experimentais tratados com os lactobacilos e desafiados com Samonella em
relacdo ao grupo controle desafiado foi um indicativo de n&o prote¢cédo conferida
pelos isolados L36 e L38 a infeccdo por Salmonella (FIGURA 12A e 12B). O
tratamento dos isolados ndo gerou aumentos significativos no ganho de peso, sendo
que L36 causou, inclusive, perda de peso significativa (FIGURA 12C). Além disso,
ndo foram detectadas diferengas histologicas significativas nos cortes de ileo distal e
figado entre os grupos tratados e desafiados e o controle desafiado, que poderiam
ser indicativo de protecdo (FIGURA 14). Somados a esses achados, ndo foram
observadas, durante o periodo de tratamento, alteracdes clinicas relacionadas a
protecéo conferidas pelos tratamentos com L36 ou L38, visto que os grupos tratados
e controle desafiados apresentaram os mesmos sinais clinicos tipicos da infeccdo
por Salmonella. Portanto, é seguro afirmar que os isolados L38 e L36 ndo conferiram

protecéo contra a infecgéo por S. Typhimurium.
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Entretanto, mesmo n&o apresentando protecdo no modelo experimental de
infecgdo por Salmonella, os tratamentos experimentais foram capazes de produzir
alteracdes significativas na producdo de IgA e no perfil de citocinas expresso no
intestino. Os tratamentos com os lactobacilos reduziram a produgéo de sIgA no
fluido intestinal e também na &rea de células IgA+ na lamina prépria em comparagéo
ao grupo controle desafiado com Salmonella (FIGURA 13 e 15, respectivamente).
Como a producédo de IgA esté relacionada com a protecdo contra infecgdo por
Salmonella, essa reducdo explica, em parte, a auséncia de protegcdo conferidas
pelos isolados ao desafio. Entretanto, pode-se se especular que a reducdo da
producdo de IgA é um indicativo da atuacdo, em animais tratados, de mecanismos

de imunidade celular e ndo humoral.

Os animais tratados com L36 apresentaram reducdo significativa da
expressédo de IL6, IL10 e Tgfbl no intestino delgado e de IL17a no intestino grosso
(FIGURA 18). O tratamento com L38 produziu reducéo significativa da expresséo de
IL6, IL17a e Tgfbl no intestino delgado e aumento da expresséo de Tnfa no intestino
grosso. Porém, o resultado mais interessante que esse tratamento apresentou foi o
aumento significativo, ao longo de todo o intestino, da expressao de IL10 em animais
desafiados por Salmonella. Esses achados corroboram a auséncia de protecao, pois
ndo foram detectados aumentos da expressao de citocinas indicativas de respostas
protetoras Tyl (0 aumento de Tnfa no intestino grosso de animais tratados com L38
€ pouco significativo nesse sentido, visto ser esta uma regiao pouco afetada pela
infeccao) contra salmonelose. Além disso, a redu¢cédo da expresséo de IL17a é um
indicativo de provéavel reducdo de producéo de resposta do tipo Thl7 que, tem sido

relatada como importante na protegao contra a infecgdo por Salmonella.

O perfil de citocinas gerados pelo tratamento dos isolados em um contexto
fisioldgico (animais ndo desafiados) e de infeccdo (animais desafiados) foi diferente.
Isso faz todo o sentido pois, as respostas geradas pelo consumo de bactérias
potencialmente probidticas vao depender do estado bésico de saude do hospedeiro.
Esse estado pode ser dependente do individuo ou ser alterado pela presenca de
patologias especificas e podem interferir diretamente no impacto imunomodulador
da intervencéo probidtica (PELTO et al., 1998; ROESSLER et al., 2008; BORCHERS
et al.,, 2009). Entretanto, o aumento da expressédo de IL10, ao longo de todo o

intestino, produzido pelo tratamento com L38 em animais desafiados com
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Salmonella, parece ser um achado muito importante, pois indica uma possivel
intervencdo deste isolado no balango de citocinas expressas na mucosa inflamada
destes animais.

Muitos estudos indicam que um alto valor das propor¢des entre IL10/IL12 e/ou
IL10/Tnfa observadas em co-cultivo de probidticos com linhagens celulares estédo
correlacionadas com a protecdo observada em modelos de colite ulcerativa
guimicamente induzida (FOLIGNE et al., 2007; MOHAMADZADEH et al., 2011,
VISSERS et al.,, 2011) possivelmente, como resultado da expanséo clonal na
mucosa de subpopulagdes Treqg (ROSELLI et al., 2009). A administracéo de L. reuteri
em camundongos IL10 nocaute (-/-) reduz o desenvolvimento de colite, sugerindo
que probidticos podem exercer efeitos anti-inflamatérios no intestino (MADSEN et
al., 1999). Em modelos animais de doenca inflamatéria intestinal, o probidtico
VSL#3, quando administrado em camundongos por 3 semanas, reduziu a
severidade da colite. Este beneficio foi associado com o aumento de producéo de
IL10 e, em particular, pela geracdo de grande numero de células T, na lamina
propria (DI GIACINTO et al.,, 2005). Tem sido proposto que probiéticos podem
diminuir a inflamagé&o intestinal em modelos animais de doengas cronicas intestinais
pela redugdo da produgdo de mediadores inflamatorios associados com a resposta
inflamatoéria Tyl e, portanto, podem ser usados como fortes candidatos para
tratamento destas patologias (DELCENSERIE et al., 2008). Diante disto, L38 parece
ser um candidato interessante para tratamento de doencas inflamatdrias intestinais.
Sugere-se, portanto, que este isolado deve ser usado em modelos animais de IBDs
para averiguacdo de seu potencial efeito terapéutico neste contexto.

Como as linhagens probidticas produzem os efeitos imunomodulatérios ainda
€ um tema pouco compreendido na literatura e representa um amplo campo de
pesquisa (DELCENSERIE et al., 2008). A membrana citoplasmética de bactérias
Gram (+), que constituem a grande maioria dos probiéticos comerciais disponiveis, é
coberta por uma espessa parede celular constituida de mdltiplas camadas de
peptideoglicano, cépsula de polissacarideos, lipoproteinas e &cido teicdico
(KLEEREBEZEM et al.,, 2010). Algumas dessas moléculas contém motivos que
podem ser reconhecidos por receptores expressos nas células da mucosa intestinal
do hospedeiro e causarem efeitos imunomodulatérios (WELLS et al., 2011). Além

disso, compostos produzidos pelas bactérias probiodticas, como as bacteriocinas
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podem ter, além do seu efeito antagonista direto contra patdégenos, efeito
imunomodulador (CORR et al., 2007; MEIJERINK et al., 2010).

O metabolismo bacteriano também pode estar relacionado com os efeitos dos
probiéticos sobre o sistema imune. Foi recentemente proposto que o aumento de
adenosina-5'-trifosfato (ATP) na mucosa intestinal esta relacionado com aumento de
producdo de IL17a e indicativo de polarizacdo preferencial de células Tul7
(ATARASHI et al., 2008). Portanto, bactérias que apresentam elevada atividade de
ATPase poderiam de alguma forma ter algum efeito anti-inflamatorio. Dados
preliminares de nosso grupo de pesquisa tem sugerido que a linhagem L36 tem
elevada atividade de ATPase, 0 que poderia explicar a redugcdo da expressdo de
IL17a em animais convencionais tratados com este isolado. Em animais germ free,
entretanto, o aumento de IL17a observado nos animais monoassociados com L36
pode ser fruto de outros mecanismos moduladores que superam o efeito de redugao
do ATP luminal apresentado por essa linhagem.

Analises de gen6mica comparativa e funcional das linhagens L36 e L38
podem providenciar informacdo util para determinacdo dos fatores linhagem-
especificos que podem explicar as diferengas de imunomodulagéo entre elas. Além
disso, deve ser sempre lembrado que muitos dos achados de imunomodulagdo séo
feitos sobre diferentes condicdes fisiologicas, e que os resultados encontrados em
cada um deles devem ser sempre avaliados com atencéo, principalmente aqueles
obtidos a partir de células que no organismo vivo ndo entram em contato com as
linhagens administradas oralmente em individuos saudaveis, que ndo representam
uma condigao bioldgica real (DELCENSERIE et al., 2008).
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CONCLUSOES

Como conclusdes principais deste trabalho podem-se citar:

Os isolados L36 e L38 foram capazes de colonizar com sucesso 0 intestino de
animais isentos de germes e se manter viaveis por 10 dias neste ecossistema sem
preferéncia de colonizagéo de nenhuma porg¢ao intestinal,

Ambos os isolados, L36 e L38, se apresentaram seguros para o consumo oral em
modelos animais;

O modelo de salmonelose, utilizado neste trabalho, apresentou varios sinais clinicos,
histolégicos e imunolégicos condizentes com a infecgdo por Salmonella, sendo uma
ferramenta atil para estudos posteriores com outras linhagens potencialmente
probiéticas;

Os isolados L36 e L38 nao conferiram protecdo aparente contra infeccdo por
Salmonella;

As linhagens L36 e L38 ndo estimularam a produgéo de IgA em contexto fisiolégico
e a reduzem em contexto de infecgéo por Salmonella;

Ambos os isolados possuem capacidades imunomodulatérias diferentes em animais
isentos de germes, convencionais desafiados e ndo desafiados por Salmonella,
sendo que algumas dessas capacidades merecem ser exploradas em outros
modelos animais, como é o caso do aumento da producéo de IL10 induzido por L38
e reducdo de IL17a produzido por ambos os isolados, observados em animais
convencionais, que merece ser estudado em modelos de doencas inflamatorias

intestinais como € o caso do modelo de colite quimicamente induzida.
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