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“E muito melhor lancar-se em
busca de conquistas grandiosas, mesmo
expondo-se ao fracasso, do que alinhar-se
com os pobres de espiritos, que nem vivem
muito nem sofrem muito, porque vivem
numa penumbra cinzenta, onde né&o

conhecem nem a vitoria, nem a derrota.’

(Theodore Roosevelt).
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RESUMO

As Doencas Inflamatorias Intestinais (DII) sdo um grupo de doencas crénicas de etiologia
desconhecida que possuem duas formas principais de apresentacdo: a Doenca de Crohn
(DC) e a Reto-Colite Ulcerativa (RCU). A DC ¢é caracterizada por inflamacao cronica da
mucosa, ndao curdvel por tratamento clinico ou cirrgico e que acomete o trato
gastrointestinal de forma uni ou multifocal, de intensidade varidvel e transmural. A
introducao dos probioticos (micro-organismos vivos que quando ingeridos em quantidades
suficientes, conferem um beneficio a salde do hospedeiro), tem-se mostrado eficaz no
prolongamento do tempo de remissdo da DC, permitindo uma melhora significativa na
qualidade de vida dos individuos acometidos por essa patologia. Dentre as linhagens de
probidticos existentes, a levedura Saccharomyces cerevisiae linhagem UFMG A-905 foi
capaz de reduzir a agdo de alguns enteropatdogenos e de prevenir aumento da
permeabilidade intestinal em modelos de inflamagdo intestinal quando utilizada como
probidtico. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito probidtico dessa levedura em
modelo murino da DC induzida por &cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS). Foram
utilizados camundongos BALB/c, fémeas, com inducdo da DC pelo TNBS (solugdo de
TNBS 5% w/v) 10 dias ap6s o inicio do tratamento com o probiotico. No quinto dia ap6s a
indugdo, os animais foram sacrificados e diferentes parametros avaliados. Observou-se
uma melhora no grupo tratado com o probidtico nos sinais clinicos da doenca em relacdo
ao grupo ndo tratado. Na analise morfométrica e histopatoldgica, o efeito benéfico da
levedura pode ser observado com reducdo da area inflamada. A permeabilidade intestinal
estava aumentada no grupo TNBS, e reduzida de maneira significativa no grupo tratado
com probidtico. A condicdo inflamatéria foi reduzida significativamente quando a
levedura foi administrada de maneira preventiva, com a diminuicdo dos sinais clinicos, do
recrutamento de neutréfilos, eosindfilos e macréfagos para o foco da inflamacgdo e de
citocinas pro-inflamatorias. Com esses resultados, conclui-se que o probidtico S. cerevisiae
UFMG A-905 possui um efeito atenuante em modelo agudo da DC, sendo que mais

estudos sdo necessarias para elucidar os mecanismos responsaveis por este efeito.

Palavras-chave: Doencas Inflamatorias Intestinais, Doenca de Crohn, Acido 2,4,6

Trinitobenzenosulfénico, Probidtico, Saccharomyces cerevisiae.
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ABSTRACT

The Inflammatory Bowel Diseases (IBD) are chronic diseases of unknown etiology that
have two main forms of presentation: Crohn's disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC).
CD is characterized by chronic inflammation of the mucosa, not curable through clinical or
surgical treatment that attacks the gastrointestinal tract unilaterally or multifocal, with a
transmural and variable intensity. CD results in a series of symptoms such as diarrhea,
bloody stools, abdominal pain, anemia, fever, fatigue and weight loss. It is believed that
these events results from a multifactorial interaction involving genetically susceptible
individuals, specific environmental conditions, and unbalanced intestinal microbiota and
immune response. The introduction of probiotics (live microorganisms, which when
administered in adequate amounts confer a health benefit to the host), have proven to be
effective in prolonging the remission of CD, allowing a significant improvement in life
quality of individuals affected. Among the existing probiotic strains, the yeast
Saccharomyces cerevisiae strain UFMG A-905 was able to reduce the action of some
intestinal pathogens and to prevent increase in intestinal permeability in models of
intestinal inflammation when used as probiotic. The objective of this study was to evaluate
the effect probiotic yeast S. cerevisiae strain UFMG A-905 in a murine model of CD
induced by 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS). Balb/c female mice were
challenged with TNBS 10 days after initiation of treatment with the probiotic. On the fifth
day after induction, the animals were sacrificed and different parameters evaluated. There
was an improvement in the group treated with the yeast in clinical signs of the disease
compared to the untreated group. In the morphometric and histopathological analysis, the
beneficial effect of the yeast could be observed with a reduction in inflamed area. The
intestinal permeability was significantly reduced in probiotic-treated group compared to
the CD positive control group. The induced inflammatory condition was significantly
reduced when the yeast was administered preventively, and a decrease of clinical signs and
recruitment of neutrophils, eosinophils and macrophages to the focus of inflammation and
proinflammatory cytokines were also observed. We can conclude that the probiotic S.
cerevisiae strain UFMG A-905 has an attenuating effect in the acute model of CD, and
more studies are needed to elucidate the mechanisms responsible for this effect.

Key-words: Inflammatory Bowel Diseases (IBD), Crohn's disease (CD), 2,4,6-

Trinitrobenzenesulfonic acid, Probiotic, Saccharomyces cerevisiae.
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1.1 Microbiota intestinal

O trato gastrointestinal (TGI) do homem ¢é o sitio organico mais densamente povoado
por micro-organismos comensais e simbidticos, na maioria bactérias, mas também
fungos, archaea e virus (QUIN et al., 2010; ARUMUGAM et al., 2011). Ao nascimento o
TGl apresenta-se estéril, mas ap6s 0 nascimento as superficies e mucosas sao
colonizadas rapidamente por micro-organismos. A duracdo desse processo varia de um
ano e meio a dois anos, até que uma microbiota semelhante a de um adulto se instale
(NICOLI, 2000; BORBA, 2003).

O estabelecimento da microbiota intestinal sofre influéncia de diversos fatores como o
tipo de parto, visto que, durante o parto normal, a microbiota intestinal materna é
passada ao recém-nascido, j& no parto cesareo isso ndo ocorre, reduzindo assim a
instalacdo de bactérias anaerdbicas. O leite materno e o colostro também sdo
responsaveis pelo processo de colonizacdo da microbiota intestinal, uma vez que o0s
mamilos, ductos lactiferos, pele circundante e maos, possuem carga microbiana
secundaria que irdo passar ao recém-nascido enquanto o leite contem fatores de

crescimento para certos grupos de bactérias (fatores bifidus) (BARBOSA et al., 2010).

O teor de oxigénio no intestino favorece primeiramente o crescimento de bactérias
aerdbias ou anaerdbias facultativas, como enterobactérias, enterococos e estafilococos.
Com o consumo do oxigénio por estes grupos, o ambiente torna-se altamente reduzido
e, portanto, adequado ao crescimento de bactérias anaerdbias obrigatorias, facilitando a
instalacdo de Bacteroides, Bifidobacterium e Clostridium (BARBOSA et al., 2010).

No adulto, o nimero de bactérias da microbiota intestinal é 10 vezes maior que o
nimero de células que formam os nossos 6rgéos e tecidos, isto é, 10'* bactérias para
10" células humanas (LEY et al., 2006; ARTIS, 2008). A predominancia da microbiota
varia em funcdo da localizacdo anatémica, sendo que a microbiota anaerobia facultativa
coloniza mais o ileo distal, enquanto no célon predomina a microbiota anaerdbia

obrigatdria, com espécies dos géneros Bacteroides e Bifidobacterium (BORBA, 2003).

Calcula-se que a microbiota intestinal compreenda em torno de 2000 espécies

pertencentes a aproximadamente 50 géneros, mas desses somente em torno de 20 a 30
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sdo representados de maneira significativa (Figura 1). Os processos envolvidos na
aquisicdo e subsequente estabelecimento de comunidades microbianas intestinais séo
complexos, envolvendo a sucessdo de populagdes microbianas dentro de regides
especificas do intestino, além de interacbes micro-organismo-hospedeiro favorecendo
em inimeras fun¢Ges (MANICHANH et al., 2006; SARTOR, 2007).

0 50 100 0 50 100

Ascending
Colon

Transverse |/
Colon

Normal
asi

Descending
Colon

| Sigmoid
Colon

Feces
Other O Firmicutes; O Firmicutes;
bacteria/phylotypes Bacillus Clostridiales
B Actinobacteria [C] pProteobacteria ] Bacteroidetes

Figura 1- Distribuicdo de filotipos bacterianos predominantes no trato intestinal humano.
Abundancia relativa é ilustrada como uma fungéo da posicdo ao longo do intestino saudavel e intestino
inflamado (ileo) e célon. Fonte: MANICHANH et al. (2006).

Uma das funcBes da microbiota intestinal esta na barreira antagonista entre o ambiente
externo e interno sendo responsavel pelo controle imunolégico das bactérias comensais
e as potencialmente patogénicas. A fim de manter a homeostase e evitar que o sistema
imune reaja contra os antigenos exdgenos inofensivos presentes no intestino, é preciso
gue haja um equilibrio entre a tolerancia aos comensais e uma imunidade a patdgenos,
permitindo uma homeostase intestinal entre o hospedeiro € 0s micro-organismos que
habitam nele. A homeostase intestinal surge a partir de um balanco dindmico entre a

imunidade protetora do hospedeiro e mecanismos regulatérios (IZCUE et al., 2009).
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Uma microbiota intestinal saudavel é definida como aquela que conserva e promove 0
bem estar e a auséncia de doencas, especialmente do TGI. Além disso, ela também
compete por combustiveis intraluminais, prevenindo o estabelecimento das bactérias
patogénicas. Quando benéfica, ajuda a digerir os alimentos e a fermentar carboidratos
que permanecam mal absorvidos ou resistentes & digestdo como as fibras da dieta,
produzindo &cidos graxos de cadeia curta (AGCC - butirato, propionato, acetato),
lactato e proteinas, que sdo parcialmente absorvidos e utilizados pelo hospedeiro
(KEIN, 2003).

O equilibrio entre as populaces de micro-organismos é controlado pela competicdo por
sitio de adesdo e por nutrientes; deste modo, alguns micro-organismos patogénicos
como as Escherichia coli sdo mantidos em menores nimeros e o estabelecimento de
novas bactérias é dificultado pelo processo chamado de resisténcia a colonizagdo
(BARBOSA et al., 2010).

O epitélio intestinal desempenha um papel de barreira mecénica, estabelecendo a
interface entre o conteddo luminal e as células imunoldgicas. Qualquer perturbacdo a
esta barreira, desencadeada por antigenos dietéticos, micro-organismos patogénicos,
agentes quimicos ou radia¢fes, conduz a um aumento da permeabilidade intestinal e a
alteracdes estruturais no epitélio, as quais podem ocasionar aumento do fluxo de
antigenos e provocar diversos tipos de distdrbios (CARREIRO, VASCONCELOQOS,
AYOUB, 2009).

As disfunces intestinais afetam o equilibrio da microbiota (disbiose), fazendo com que
as bactérias oportunistas se multipliquem, levando, assim, a uma situacdo de risco.
Alguns desses micro-organismos nocivos podem colonizar o intestino, produzindo

toxinas e/ou invadindo o compartimento interno (POVOA, 2002).

Disbiose ¢ um estado em que a microbiota produz efeitos nocivos via: mudangas
qualitativas e quantitativas na propria microbiota intestinal; mudancas na sua atividade
metabdlica; e mudangas em seus locais de distribuicio (HAWRELAK & MYERS,
2004). Esse desequilibrio na microbiota normal pode ser gerado com a utilizacdo de

antibiéticos, medicamentos com sulfa, drogas imunossupressoras, anti-inflamatorios,
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pilulas anticoncepcionais, laxantes e antidcidos (CARREIRO, VASCONCELOS,
AYOQUB, 2009).

Quando ocorre essa dishiose, pode ocorrer uma destruicdo da mucosa, resultando em
uma hiperpermeabilidade, seguida de hiperativagdo do sistema imune, 0 que ocasiona
inimeras patologias, sendo as mais estuda as doengas inflamatorias intestinais (DII)
(CARVALHO & PERUCHA, 2006; ROUND, 2009) (Figura 2).

A

Symbionts Commensals Pathobionts

Inflammation

Inflammation

Figura 2- Desregulacdo imunolégica associada a disbiose da microbiota. (A) Uma microbiota
saudavel contém uma composicdo equilibrada de varias classes de bactérias. Simbiontes sdo organismos
com fungdes de promocéo da salde conhecidos. Comensais sdo residentes permanentes deste complexo
ecossistema e ndo fornecem nenhum beneficio ou prejuizo para ao hospedeiro. Patobiontes também séo
residentes permanentes da microbiota e tém o potencial de induzir a patologia. (B) A disbiose cria uma
alteracdo na composigdo da microbiota, resultando numa redugéo no nimero de simbiontes e comensais
e/ou um aumento no nimero de patobiontes. Isto pode resultar na inducdo de inflamagdo em individuos

geneticamente suscetiveis. Fonte: ROUND (2009).

1.2 Doengas inflamatorias intestinais

As DIl sdo patologias inflamatorias crénicas que afetam o TGI e podem apresentar-se
com manifestacdes extra-intestinais em alguns pacientes. S&o caracterizadas por
episddios de recidiva e remissdo da doenca. Atualmente ndo ha cura para as DII, e 0 que
se tem feito é o controle da inflamacéo e dos sintomas (CATAPANI, 2012). As formas

mais comuns das DIl s&o: Reto-Colite Ulcerativa (RCU) e Doenca de Crohn (DC). Elas
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podem ser distinguidas por padrdes de inflamagéo distintos, como descritos na tabela 1

(DAMIAOQ et al., 2012).

Tabela 1- Caracteristicas clinicas diferenciais de CU e DC. Fonte: DAMIAO et al. (2012). (Adaptada)

Clinica RCU DC

Sangue nas fezes Sim Ocasional
Muco Sim Ocasional
Sintomas sistémicos Ocasional Frequente
Eritema nodoso Ocasional Frequente
Pioderma gangrenoso Ocasional Frequente
Uveite\episclerite Ocasional Frequente
Espondilite equilosante Ocasional Ocasional
Dor abdominal Ocasional Frequente
Massa abdominal Raro Sim

Doenca renal Né&o Frequente
Fistulas Né&o Frequente
Abcessos Né&o Frequente
Obstrucéo intestinal Raro Frequente
Resposta a antibioticos Né&o Frequente
Recorréncia apds cirurgia Né&o Sim

Os achados macro e microscopicos em um paciente com DIl podem determinar se o

paciente tem a DC ou a RCU. A maioria dos achados clinicos é muito semelhante nas

duas patologias (Figura 3) e diversos pesquisadores acreditam que elas na verdade sédo

uma Unica doenca, e que as manifestacdes clinicas e morfoldgicas diferem de acordo
com a resposta organica do paciente (NAKAMURA et al., 2006; SARTOR, 2006;

DAMIAO et al., 2012).
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Figura 3- Aspectos e manifestactes das DI1. Fonte: Damié&o et al. (2012)

Na RCU ocorre um processo inflamatério crénico, restrito as camadas mucosa e sub-
mucosa do intestino grosso, que geralmente tem inicio no reto, podendo estender-se
sempre em continuidade, comprometendo parte ou todo o célon. Em aproximadamente
10% dos casos ndo é possivel, no momento do diagnostico, a diferenciacdo entre a RCU
e a DC (ABRAHAM, 2009).

Sintomas comuns associados com RCU incluem: dor abdominal e caimbra, diarreia com
sangue, tenesmos e urgéncia de evacuacdo (CHANDLER et al., 2011). Em RCU, existe
uma resposta do tipo Th2 no colon, e ocorre um aumento na producdo de citocinas
inflamatorias, tais como TNF, IL-6, IL-12 e IL-2. Para o desenvolvimento da
inflamacdo intestinal, um importante processo € a migracdo de leucécitos para o
intestino, assim como a adesdo de moléculas, tais como as integrinas, mediante a
ligacdo entre leucdcitos e células endoteliais e, entdo, a migracdo de leucocitos levando
a inflamacdo (NAKAMURA et al., 2006).

A DC é uma doenga intestinal inflamatoria granulomatosa crénica do ileo terminal,
sendo, agora considerada um membro distinto da familia das DIl (ABRAHAM , 2009).
E um processo inflamatdrio crénico, ndo curavel por tratamento clinico ou cirdrgico e
que acomete o TGI de forma uni ou multifocal, de intensidade variavel e transmural
(SARTOR, 2006).
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A etiologia ainda é desconhecida e varias hipbteses tém sido propostas. A hipdtese mais
consensual postulada é que a DC resulta de uma interacdo entre fatores genéticos,
ambientais, sistema imunitario, micro-organismos e epitélio intestinal (BRAUN et al.,
2007) Acredita-se que as respostas imunes inata e adaptativa sdo inadequadas, com
incapacidade de reconhecimento e eliminacdo dos antigenos bacterianos, ativacao
exagerada do sistema imune, diminui¢do da apoptose das células Thl e inativacdo de
células T regulatorias. Como resultado de todo esse desequilibrio ocorre uma perda da
tolerancia a microbiota indigena e o desenvolvimento de mecanismos inflamatérios
exagerados resultando na DC (SARTOR, 2007).

Em intestinos afetados por DC uma forte resposta do tipo Thl é induzida, enquanto que
a resposta de Th2 é mais regulada no colon. Uma particularidade evidente da DC € que
a resposta Thl € dominante no processo imune desempenhando um importante papel na
patogénese da doenca (NAKAMURA et al., 2006). A DC pode envolver qualquer
segmento do TGI, mas o mais comum é afetar as partes distal do intestino delgado e

terminal do ileo.

Os principais tratamentos para as DIl sdo baseados no equilibrio nutricional, melhora na
qualidade de vida, controle dos sintomas e remissdo da doenca feito pelo uso de
medicamentos que bloqueam receptores e mediadores da cascata inflamatoria,
interrompendo assim a inflamag&o. Geralmente sdo usados como forma de tratamentos
os aminosalicilatos, imunossupressores, antibidticos e em casos mais graves a terapia

biolégica como é o caso dos anticorpos monoclonais e a cirurgia (ABRAHAM, 2009).

1.3 Doenca de Crohn

A DC foi descrita inicialmente em 1932 por Burril B. Crohn et al. como ileite, e
caracterizada como uma inflamagdo cronica granulomatosa. Posteriormente Crohn
descobriu que a doenca ndo estava restrita apenas ao ileo e sim se tratava de um
processo inflamatorio em que outras regides do TGl podiam ser acometidas. Diante
desta descoberta, em 1967 Crohn revisou diversos trabalhos que relatavam as DIl e a

partir dai esta patologia passou a ser chamada de doenca de Crohn.
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A DC pode acometer qualquer segmento do TGI desde a boca até o anus, mas em sua
maior frequéncia atinge o ileo terminal, colon e &nus, comprometendo todas as camadas

da parede intestinal, mesentérios e vasos linfaticos (RIBEIRO, 2009).

A incidéncia da DC varia de acordo com a area geogréfica, o que pode sugerir a
intervencdo de fatores ambientais (LAKATOS, 2006). As maiores taxas séo observadas
na Europa ocidental e do norte, assim como nos Estados Unidos, enquanto as mais
baixas sdo registradas na Africa, América do Sul e Asia. E mais comum nos paises
desenvolvidos e industrializados, onde a urbanizagdo também é sugerida como um
possivel fator de risco (LAKATQOS, 2006).

Estudos relatam a incidéncia da DC na Suécia, Gra-Bretanha, América do Norte, Africa,
Oriente Médio e Asia (ALDHOUS et al., 2007). Ha poucos dados relativos as Américas
do Sul e Central, mas que sugerem uma baixa prevaléncia da DC. No entanto, alguns
paises demonstraram tendéncias crescentes na DC como observado em outros paises em

desenvolvimento (Figura 4).

Um relatdrio recente do Brasil foi o primeiro a estimar a prevaléncia da DC em uma
parte do Estado de Sdo Paulo composta por 533.508 habitantes entre os anos de 1986 e
2005. Um aumento na incidéncia anual da DC em sua forma mais lenta foi verificado
passando de 0,24 por 100.000 habitantes nos primeiros cinco anos para 1,48 por
100.000 nos 15 anos seguintes, e para 3,5 por 100.000 nos ultimos cinco anos do estudo
(LOGAN & BOWLUS, 2010).
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Figura 4: Taxas de incidéncia (por 100 mil pessoas-ano) média anual para a DC com posic¢Oes
classificadas de latitude norte (direita) para latitude sul (esquerda). (LOGAN & BOWLUS, 2010-

modificada).

Na DC a inflamacdo ndo é continua, intercalando areas sadias ao lado de outras areas
doentes. Pode ocorrer em qualquer idade, mas seu pico de acometimento € tipicamente
entre 20 e 40 anos de idade e as mulheres sdo frequentemente mais afetadas. A doenca

ocorre em classes sociais mais elevadas (ARAUJO et al., 2009).

As manifestacfes clinicas da doenca sdo mdltiplas, pois resultam da localizacdo da
doenca, do tipo de padréo da doenca e da gravidade da mesma. No entanto, 0s sintomas
que sdo mais frequentemente encontrados nos pacientes que sofrem desta doenca séo a
diarreia em 70 a 90% dos casos, perda de peso em 65 a 75% e dor abdominal em 45 a
65% dos doentes. Com a progressdo da doenca, 0s periodos sintoméaticos passam a ser

mais frequentes, mais duradouros e mais graves (RIBEIRO, 2009).

Portadores da DC apresentam evacuacdes reduzidas e as fezes raramente apresentam
muco, pus ou sangue e em alguns casos mais graves podem apresentar complicag0es
como obstrucdo e perfuracdo intestinal (ARAUJO et al., 2009). Em 10 a 20 % dos
pacientes com DC ocorre perda de peso, cuja causa pode ser a diminui¢do da ingestdo
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motivada por anorexia ou medo da dor desencadeada pela ingestdo de alimentos ou ser
consequéncia da mé absorcdo secundaria a diarreia (FAUCI et al., 2008).

As manifestacdes clinicas de obstrucédo intestinal variam conforme o grau de estenose e
o tempo de evolucdo da doenca. Assim, 0s estdgios iniciais sdo dominados pelos
espasmos e edema da parede, obstrucdes intermitentes com sintomas crescentes de dor
abdominal pos-prandial e, com o decorrer dos anos, a inflamacéo vai evoluindo para um
padrdo fibroestendtico e estenotico. Neste contexto a diarreia diminui e é substituida por
obstrucdo intestinal cronica. No entanto os episodios de obstrugdo aguda ndo deixam de
existir, pois podem ser desencadeados pela inflamacéo, espasmos, ingestdo de alimentos
e determinados farmacos (D "HAENS et al., 2005).

Como fatores de risco destacam-se 0 tabaco e 0s contraceptivos orais (ALDHOUS et
al., 2007), proporcionando um aumento da gravidade da doenga. A apendicectomia,
geralmente apresenta um papel protetor na RCU, mas ndo desempenha qualquer
protecdo na CD (PHAVICHITR et al., 2003; PINSK et al., 2007; FAUCI et al., 2008).

ManifestagBes perianais podem ocorrer em mais de 50% dos pacientes. Ja as
manifestacBes extra-intestinais, associadas ou isoladas, podem ocorrer e atingem mais
frequentemente a pele, as articulac@es, os olhos, o figado e trato urindrio (HANAUER
& SANDBORN, 2001; SARTOR, 2006).

A anamnese destes doentes é de extrema importancia e deve incluir a data de inicio dos
sintomas, a evolucdo da sintomatologia, a existéncia de um contexto epidemiol6gico
para patologia infecciosa, a historia medicamentosa (antibidticos, anti-inflamatorios
ndo-esterdides (AINES's), as co-morbilidades, a histéria alimentar inclusive as
intolerancias, os comportamentos aditivos e o historico familiar (MAGRO et al., 2008).

As alteracdes nas jungdes célula-célula, na producdo de muco, IgA e defensinas, e o
aumento da permeabilidade contribuem para uma inflamacgéo persistente caracteristica
da DC. Uma alteracdo no balanco entre 0os micro-organismos protetores e agressivos da
microbiota intestinal altera a homeostasia, tendo como consequéncia uma inflamagao
intestinal crénica em individuos susceptiveis, onde a DC pode ser desencadeada por

diversos agentes patogénicos especificos, entre 0os quais E. coli aderente-invasiva,
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Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP), Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica e paramixovirus (SARTOR, 2007; CHASSAING & DARFEUILLE-
MICHAUD, 2011) (Figura 5).
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Figura 5- Diferentes respostas a lesdo intestinal na DC. Uma lesdo na mucosa é rapidamente reparada
por respostas imunitarias adequadas em situacBes normais, mantendo-se a tolerdncia aos micro-
organismos comensais. Em pessoas susceptiveis, hd uma incapacidade da resposta imunitéria, defeitos na
funcdo de barreira da mucosa intestinal, dishiose, infecces patogénica persistente e a incapacidade de
eliminar as bactérias e de reparar o epitélio intestinal, o que origina uma ativagdo continua e excessiva das

respostas imunitarias adaptativas efetoras. Fonte: SARTOR (2007).

A DC é considerada uma doenca poligénica complexa, o que significa que varios genes
contribuem para o seu desenvolvimento. Uma série de evidéncias demonstra a
importancia da genética na DC. Em 1996, Hugot et al. relataram pela primeira vez a
existéncia de um gene envolvido (NOD2/CARD15) (Figura 6) com localizagéo no locus
IBD1 do cromossomo 16. Subsequentemente novos estudos foram realizados,

permitindo confirmar os achados previos (BAPTISTA, 2008).
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Figura 6- Estrutura do gene NOD2/CARD15 formado pelos CARD2 e CARD15, uma regido
designada NBD e outra designada LRR. As muta¢cdes SPN12, SPN13 e SPN8, localizadas no dominio
LRR estdo associadas com o desenvolvimento da DC. Fonte: LAKATOS (2006).

O gene NOD2/CARD15, foi o primeiro gene que se descobriu estar associado a DC e
um dos mais importantes. Codifica uma proteina com 0 mesmo nome, expressa Nnos
macrofagos, neutrdfilos, linfocitos B e T, células dendriticas (CD), células de Paneth e
células epiteliais intestinais (CEI). O NOD2/CARD15 é um receptor de reconhecimento
padrdo citoplasmatico do sistema imunitario inato, cujo dominio LRR é responsavel
pelo reconhecimento intracelular de produtos bacterianos de que é exemplo o
peptidoglicano (PTG), encontrado na membrana de quase todas as bactérias. O CARD
esta envolvido na ativacdo do NF-xB (PODOLSKY, 2007).

O NOD2/CARD15 ¢é também responsavel pela expressao de varias moléculas protetoras
essenciais para uma eliminacdo bacteriana eficaz: as defensinas. Produzidas pelas
células de Paneth (um tipo de CEI especializadas), as defensinas sdo peptideos
antibidticos naturais que representam um importante mecanismo de defesa da
imunidade inata, uma vez que eliminam rapidamente 0s micro-organismos, ajudando
assim a prevenir a invasdo bacteriana da mucosa intestinal e mantendo uma homeostasia
intestinal (BAPTISTA, 2008).

As mutacbes no gene NOD2/CARD15 estdo presentes em até 30% dos individuos com
DC. Os portadores heterozigoticos tém o risco aumentado de doenca de cerca de 2-4
vezes e 0s homozigoticos de cerca de 20-40 vezes. Além disso, estas mutagdes tém
outras importantes consequéncias: diminuicdo do reconhecimento bacteriano e da
producdo de citocinas (como a IL-1) e quimiocinas (como a IL-8), o que origina um

defeito na eliminacdo das bactérias invasoras, aumento da susceptibilidade para
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infeccOes, diminuicdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10) pelas CD e consequente
perda de respostas reguladoras, diminui¢do do reconhecimento das bactérias comensais,
0 que reduza a tolerdncia a microbiota comensal, levando ao desencadeamento de
respostas inflamatorias exageradas. No entanto, estas teorias ainda sdo muito
especulativas e ndo explicam de forma definitiva a patogénese da doenca (BAPTISTA,
2008).

A experiéncia clinica é fundamental no diagnostico da DC, necessitando da colaboracéo
de um gastroenterologista, um endoscopista e um patologista. Os dados macroscopicos
e histolégicos do TGI irdo documentar os aspectos tipicos focais, assimétricos,
transmurais e granulomatosos, excluindo assim outras possibilidades diagndsticas como
sindrome do intestino irritavel, diverticulite e o cancer colorretal (ARAUJO et al.,
2009).

1.4 Modelo experimental da doenca de Crohn induzida pelo acido trinitrobenzeno
sulfénico (TNBS)

Os modelos animais sdo importantes ferramentas para se investigar 0os mecanismos
pelos quais as doencas tém inicio e se perpetuam. Por isso, modelos animais de
inflamacdo intestinal em modelos murinos, tém se tornado indispensavel para o

entendimento de varios aspectos da patogénese das DII.

A inducdo quimicamente realizada € comumente usada para estudar as DII, uma vez que
0 inicio da inflamacdo é imediato, o procedimento é relativamente simples e se
assemelha em importantes aspectos imunolégicos e histopatolégicos as DIl humanas
(WIRTZ et al. 2007).

A ideia desse modelo baseia-se em um processo quimico onde ocorrera um aumento na
permeabilidade da mucosa, que facilita a entrada de antigeno luminal na ldamina prépria,
0 qual ndo e adequadamente eliminado pelo sistema imunologico. O modelo de DC
induzido por TNBS foi desenvolvido por Morris et al. (1989), e se baseia no uso de uma
solucdo de TNBS em etanol 50%, no qual o etanol agiria como um “rompedor de
barreira”, enquanto que o acido TNBS, atuaria como um hapteno, que ao associar-se

com substancia de alto peso molecular, como as proteinas teciduais, seriam capazes de
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desencadear uma resposta imunoldgica (GONCALVES et al.,, 2008). O TNBS
associado ao etanol promove o desenvolvimento de uma inflamagéo grave, transmural e
granulomatosa no coélon distal, sendo um modelo datil tanto para o estudo da
etiopatogénese da inflamacéo intestinal, como para o estudo de novas drogas para o

tratamento dessas doengas.

O modelo experimental por TNBS é considerado o mais adequado para o estudo de
novos compostos ativos na DII, sendo a técnica mais adequada por simular de forma

muito parecida o que ocorre com a DC em humanos (JURJUS et al., 2004).

A inflamacdo produzida pelo TNBS é caracterizada pela presenca de Ulceras focais,
distorcdes das criptas, deplecdo das células caliciformes, presenca de granulomatomas,
espessamento da parede intestinal, edema, infiltracdo de células inflamatérias e necrose
(FOLIGNE et al., 2006). Bioquimicamente, ¢ observado um aumento da atividade de
enzimas como a mieloperoxidase, fosfatase alcalina, além do aumento da expressdo de
citocinas pro-inflamatérias como o TNF e de interleucinas, bem como alteracbes no
sistema antioxidante da mucosa intestinal (SANCHES-HIDALGO et al., 2007).

Strober et al. (1998) relatam que apo6s ser administrada, a solucdo de TNBS/etanol é
apresentada para as células T pelas células apresentadoras de antigeno da lamina
propria. A presenca e 0 reconhecimento do TNBS promovem a secrecdo de IL-12 e
inducdo da resposta das células Thl, que produz principalmente INF-y, este por sua vez
age nos macrofagos induzindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como TNF,
IL-1B e IL-6, que desencadeiam imediatamente o processo inflamatorio representado

pela Figura 7.
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Figura 7: Mecanismo de inducdo da DC pelo TNBS (APC: células apresentadoras de antigenos; PP:
placa de peyer; T: células T; MAC: macrofagos), (STROBER et al., 1998-adaptada)

1.5 Probidticos

O consumo de alguns micro-organismos na alimentacdo é descrito ja no Velho
Testamento, onde associava a longevidade de Abrado ao consumo de leite azedo.
Recentemente tem sido testada a associacdo de terapias tradicionais com 0 uso de
probidticos na prevencdo e até mesmo cura de desordens intestinais (HEGAZY & EL-
BEDEWY, 2010).

A Organizacdo Mundial da Sadde (WHO) e a Organizacdo para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) definem probidticos como micro-organismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a satde do hospedeiro.
(FAO/WHO, 2002). Os probioticos sdo usados em alimentos, especialmente em
produtos fermentados de uso diario e em preparacbes farmacéuticas. Os principais
micro-organismos utilizados como probidticos séo as bactérias do acido latico, como os
lactobacilos, as bifidobactérias e algumas leveduras, como a Saccharomyces boulardii,
sendo esta ultima apontada como importante probidtico participante na prote¢do do TGl
contra processos inflamatdrios, com eficacia clinica e experimental, por intermedio de
modulacgéo do sistema imunologico (POTHOULAKIS, 2009).
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A influéncia da microbiota residente na funcdo imunolégica da mucosa intestinal
tornou-se uma area de importancia cientifica e clinica. Por isso o TGI ¢é considerado o
maior alvo para terapias com probidticos (POTHOULAKIS, 2009). Além de infeccbes
intestinais, probidticos demonstraram efeitos benéficos em doencas inflamatdrias
autoimunes como diabetes mellitus, artrite reumatoide e encefalomielite (LESSARD et
al., 2009).

Nas Ultimas decadas, diversos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de avaliar 0s
efeitos do uso de micro-organismos probioticos, usando diferentes formulas e com
propdsitos de prevengdo ou tratamento de doencas. Dessa forma, hd um acimulo de
evidéncias descrevendo a capacidade de linhagens probidticas em apresentar algumas
atividades protetoras como, por exemplo: modulacdo da microbiota intestinal,
imunomodulacéo, reducdo de sintomas alérgicos, alivio de gastroenterite aguda, redugéo
da intolerancia a lactose, reducdo da inflamacéo intestinal, producéo de &cidos graxos de
cadeia curta e alivio da constipacdo intestinal, além de contribuir para a nutricdo do
hospedeiro, atuar contra micro-organismos patogénicos e influenciar a proliferacdo de
células intestinais e a maturacdo do sistema imune (FEDORAK & MADSEN, 2004;
BORCHERS et al., 2009; FEDORAK, 2010).

Os probioticos sdo importantes agentes na terapia das DI, atuando na competicdo com
patdgenos por sitios de adesdo no epitélio intestinal, como também na modulacdo do
sistema imune (FEDORAK, 2010).

A acdo benéfica destes micro-organismos estdo relacionadas a sua acéo direta sobre a
mucosa intestinal estimulando a secrecdo de fatores citoprotetores como as mucinas,
defensinas, IgA e proteinas, e auxiliando na manutencdo da barreira epitelial pela
reparacao das juncdes oclusivas (POLK, 2010) (Figura 8). Efeitos moduladores da
secrecdo de citocinas na supressdo da inflamagdo também parecem ser efeitos exercidos
pelos probidticos (VANDERPOOL et al., 2008; BORCHERS et al., 2009).

Os probioticos ainda induzem a supressao do crescimento de patdgenos por meio da
liberacdo de fatores antimicrobianos como o acido acético e lactico, peroxido de
hidrogénio e bacteriocinas. Podem aumentar a funcéo de barreira na mucosa e induzir a

apoptose de células T na lamina propria. Os probidticos ainda promovem o aumento da
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producdo de muco, protegendo o epitélio intestinal de bactérias invasivas, assim como a
consisténcia deste muco, modificando o padrdo de adesdo bacteriana (FEDORAK &
MADSEN, 2004; FEDORAK, 2010).

3§ Pathogen binding
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Figura 8- Acéo dos probiodticos na mucosa intestinal. Os probidticos aumentam a integridade da
barreira epitelial, a sobrevivéncia das CEl, a produgdo de mucina e defensinas, estimulam a imunidade
inata, aumentam a producdo de citocinas protetoras como a IL-10 e inibem a libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias: TNF, IL-2, IFN-y (VANDERPOOL et al., 2008).

Pesquisas estimulam o desenvolvimento de produtos que possam favorecer o
crescimento e o estabelecimento de bactérias benéficas ao intestino humano como é o
caso dos probidticos, e a0 mesmo tempo buscam elucidar o real papel da microbiota
intestinal na etiopatogénese das DIl (SARTOR, 2003; TAMBOLI et al., 2003; SEKSIK
et al., 2004; SHANAHAN et al., 2005). Estudo publicado por Seksik et al. (2004),
relacionando probid6ticos com DI, sugeriu uma modulacdo da microbiota intestinal e da
imunidade em humanos portadores de DC e RCU. Em estudo citado por Pothoulakis
(2009) utilizando a levedura S. boulardii, houve protecdo do TGI em processos
inflamatorios, com eficécia clinica e experimental, por intermédio de modulacdo do
sistema imunoldgico. Dados obtidos em modelos animais, também mostram que a
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translocacéo de S. boulardii é reduzida (LESSARD et al., 2009). Além disso, estudos
farmacocinéticos indicam que S. boulardii ndo persiste no organismo ap6s 3-5 dias de
interrompido o tratamento (KLEIN et al., 1993). Saccharomyces boulardii tem sido
usado para melhorar a permeabilidade intestinal em pacientes com DC (VILELA et al.,
2008) e pode representar uma importante ferramenta na manutencdo do tratamento da
doenga (GUSLANDI et al., 2000; PLEIN & HOTZ, 1993).

Outro probidtico de grande importancia nas DIl ¢ a linhagem ndo-patogénica de E. coli
Nissle 1917 (EcN). Ela é provavelmente o probidtico mais explorado para o tratamento
destes pacientes (ROGLER, 2011). Essa bactéria, em um ensaio clinico, foi tdo eficaz
quanto o anti-inflamatério intestinal mesalazina na prevencdo da recidiva da RCU
(REMBACHEN et al.,, 1999). Seus mecanismos de acdo incluem atividade sobre
patdgenos, células epiteliais do hospedeiro, e sistema imune do hospedeiro. In vitro,
EcN mostrou-se eficaz na prevencgdo da invasdo de células do hospedeiro por alguns
patdgenos, incluindo Salmonella, Yersinia, Shigella, Legionella, Listeria e E. coli
aderente-invasiva (SCHIERACK et al., 2011). Os dados mais recentes obtidos com
EcN estdo relacionados a manutencdo da remissao na RCU. Estudos destacam ainda a
habilidade de ECN em iniciar a maturagéo e producéo de citocinas (IL-6, IL-10, TNF em
baixas quantidades) nas ceélulas dendriticas das placas de Peyer, de linfonodos
mesentéricos e do baco (ROGLER, 2011).

Bibilone et al. (2005) em seus estudos utilizando o probiético VSL#3, que contém uma
combinacdo de quatro linhagens de Lactobacillus (L. casei, L. plantarum, L.
acidophilus, L. delbrueckii), trés linhagens de Bifidobacterium (B. longum, B. breve, B.
infantis) e uma de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, promoveu uma

inducdo da remisséo da doenga em pacientes com RCU.

Segundo Pothoulakis (2009), para auxilio no tratamento e prevengdo das doencas
inflamatdrias intestinais, os probidticos poderiam atuar em trés distintos mecanismos:

0 Bloqueando os efeitos de bactérias patogénicas por meio da producdo de
substancias bactericidas e da competicao por aderéncia no epitélio intestinal;

0 Regulando a resposta imune por meio da imunidade inata por modulacdo das
vias de sinalizacdo inflamatorias (receptor Toll like);

0 Regulando a homeostase do epitélio intestinal.
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Véarios mecanismos de acdo de micro-organismos usados como probidticos em
infecgOes experimentais foram extensivamente estudados. Ensaios em animais e seres
humanos, assim como estudos in vitro, mostraram que S. boulardii, E. coli Nissle 1917
dentre outros micro-organismos podem ter um papel protetor e atividades especificas
contra varios patdgenos entéricos, conforme revisado por Czerucka et al. (2007) e
Pothoulakis (2009).

1.6 A levedura Saccharomyces cerevisiae linhagem UFMG A-905

Muita atencéo tem sido dada a modulagdo da microbiota intestinal normal por meio dos
probidticos, e uma das principais preocupacdes da Organizacdo Mundial da Saude é
também a implementacdo de novas terapias que ndo atuem como uma forte presséo
seletiva, propiciando a geracdo de patdgenos cada vez mais agressivos e resistentes
(MARTINS et al., 2005).

Estudos prévios em nosso laboratorio mostraram que a S. cerevisiae linhagem UFMG
A-905 foi capaz de reduzir a acdo de alguns enteropatdgenos quando utilizada como
probidtico, foi também capaz de diminuir a mortalidade de animais com febre tifoide
induzida experimentalmente (15% de sobrevivéncia no grupo controle contra 55% no
grupo tratado com a levedura) e os dados histopatolégicos mostraram que a levedura
apresentou uma boa protecdo contra o desafio oral com C. difficile em camundongos
gnotobidticos e uma boa preservacdo do figado de animais convencionais tratados com
a levedura e desafiados com Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium
(MARTINS et al., 2005). A levedura também foi capaz de aumentar a resposta imune
do hospedeiro e diminuir a translocacdo bacteriana em dois modelos murinos
(MARTINS et al., 2007; GENEROSO et al., 2010).

Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que o tratamento com S.
cerevisiae UFMG A-905 inibiu a perda de peso e aumentou a sobrevida de animais apés
0 desafio com Salmonella. Dados imunoldgicos demonstraram que a S. cerevisiae
UFMG A-905 diminuiu os niveis de citocinas inflamatérias e modulou a ativacdo de
proteinas quinases ativadas por mitdgenos, assim como as vias de NF-xB e AP-
1(ativador de proteina 1) (MARTINS, 2007).
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Outros estudos realizados em animais isentos de germes revelaram que os efeitos
benéficos da levedura poderiam estar ligados, pelo menos em parte, a ligacdo da
Salmonella e E. coli em sitios da parede da levedura (MARTINS et al., 2011, THIAGO
et al. 2012).
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O aumento da expectativa de vida da populacdo humana, aliado ao crescimento
exponencial dos custos médico-hospitalares, trouxe novas demandas a sociedade, por
meio do desenvolvimento de novos conhecimentos cientificos e de novas tecnologias
que resultem em modificacdes importantes no estilo de vida da populacdo. Nos Gltimos
anos, muita atencdo tem sido dada a modulacdo da microbiota intestinal normal por
probioticos, e uma das principais preocupacfes da Organizacdo Mundial da Saude €
também a implementacdo de novas terapias que ndo atuem como uma forte presséo
seletiva, propiciando a geracdo de patdgenos cada vez mais agressivos e resistentes
(Martins et al., 2005).

O numero de casos de DIl é grande no Mundo e, de acordo com a ABCD (Associacéo
Brasileira de Colite Ulcerativa e Doenca de Crohn, 2006) tém-se observado aumento
consideravel no nimero de casos de DIl também no Brasil. Sdo escassos 0s estudos
epidemiol6gicos que permitem conhecer a incidéncia e a prevaléncia das doengas
inflamatdrias intestinais no Brasil. Sabe-se, hoje, que as DIl ja ndo sdo tdo raras como
se acreditava ha alguns anos e vem ocorrendo um aumento das suas incidéncias,
associado diretamente a ocidentaliza¢do no estilo de vida, incluindo habitos alimentares
e tabagismo, e ao maior grau de industrializacdo das regides estudadas.

Desde a descoberta dos efeitos benéficos do anti-inflamatério sulfasalazina em casos de
RCU e DC, o nimero de drogas usadas para o tratamento das DIl vém aumentando.
Uma das ultimas adicGes a esse arsenal terapéutico sdo 0s probidticos. O interesse no
uso destes agentes microbianos vivos tem aumentado com o propdsito de prevencao ou

tratamento de um grande nimero de desordens gastrointestinais, o que inclui a DC.

A grande vantagem da terapia com os probidticos é a auséncia de efeitos secundarios,
como a selecdo de bactérias resistentes, ja que 0s mecanismos benéficos destes
microrganismos sao basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo humano. O
que se faz neste caso é a utilizacdo, em grande quantidade, daqueles que possuem
eficacia comprovada, podendo ser constituintes normais da microbiota, como é o caso

das bifidobactérias e dos lactobacilos, ou ndo, como a levedura S. boulardii.

Resultados prévios em nosso laboratorio mostraram que a S. cerevisiae linhagem

UFMG A-905 foi capaz de reduzir a acdo de alguns enteropatdgenos quando utilizada
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como probidtico. Nesse contexto, nosso objetivo central foi avaliar o efeito da levedura
S. cerevisiae UFMG A-905, em modelo experimental da DC, avaliando o efeito na

patologia e na resposta imune do hospedeiro.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito profilatico da levedura S. cerevisiae UFMG A-905 em modelo murino

de DC induzida por TNBS, assim como os efeitos envolvidos nesse efeito.

3.2 Objetivos especificos

1) Avaliar o efeito profilatico de S. cerevisiae UFMG A-905 no modelo murino de DC,
determinando-se:

- Indice diario de atividade da doenca (DAL),

- Comprimento do colon,

- Histopatologia e morfometria do co6lon.

2) Avaliar possivel parametro responsavel pelo efeito profilatico de S. cerevisiae UFMG
A-905 no modelo murino de DC, determinando-se:

- Permeabilidade intestinal, utilizando a técnica de FITC-dextran.

3) Avaliar alguns pardmetros imunoldgicos responsaveis pelo efeito profilatico de S.
cerevisiae UFMG A-905 no modelo murino de DC, determinando-se:

- Niveis de sIgA intestinal,

- Grau de infiltracdo de neutrofilos, eosindfilos e macrofagos,

- Perfil de citocinas pro e anti-inflamatorias do colon (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12 e II-
10).
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4.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c (CEBIO, ICB/UFMG), fémeas, de 6 a 8
semanas de idade. Os animais foram mantidos em micro-isoladores modelo ALE.
MIL.01.03 (Alesco Ind. e Com. Ltda, Campinas, SP, Brasil), no biotério NB2 do
Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. Foi mantido um controle de
temperatura (23°C) e um ciclo de luz diurno/noturno de 12 horas, conforme normas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 2006). Os
procedimentos para experimentacdo animal foram aprovados pelo Comité de Etica para
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG-
protocolo 004/2011).

4.2 Micro-organismo

A levedura S. cerevisiae UFMG A-905 pertence a colecdo do Laboratério de Agentes
Bioterapéuticos do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. A linhagem foi
identificada e classificada como S. cerevisiae segundo métodos descritos por Kurtzman
& Fell (1998) e Yarrow (1998). A identidade da levedura foi confirmada utilizando o
programa YEASTCOMPARE (CIRIELLO & LACHANCE, 2001).

O micro-organismo foi mantido em meio contendo 1% de extrato de levedura, 2% de
peptona e 25% de glicerol e conservada a -80°C, em tubos criogénicos de 2 mL. Para
todos os experimentos a levedura foi crescida em meio YPG (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), a 37°C, por 24 h, sob agitacao constante (150
rpm) e em seguida concentrada 10X para se obter uma quantidade de 10° UFC/mL
(MARTINS et al., 2011).

4.3 Desenho experimental

Os animais foram divididos em cinco grupos (11 animais em cada, sendo 5 previstos
para histologia e 6 para as diferentes dosagens): (i) Controle: tratamento oral com
salina; (ii) Etanol: tratamento oral com salina e aplicacdo retal de etanol; (iii) TNBS:
tratamento oral com salina e aplicacdo retal de etanol/TNBS; (iv) 905: tratamento oral
com S. cerevisiae UFMG A-905; (v) 905/TNBS: tratamento oral com S. cerevisiae
UFMG e aplicacéo retal de etanol/TNBS.
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5 Grupos
(11 Animais cada)
-6 dosagens

-5 Histologia

UFMG A-905
(905)

Figura 9- Delineamento experimental com identificacdo dos grupos e os respectivos tratamentos
utilizados. Legenda: Controle, Etanol e TNBS (Inoculagdo intragéstrica com salina), UFMG A-905 e
UFMG A-905 + TNBS (Inoculagdo intragastrica com S. cerevisiae UFMG A-905). [n=6/ analises

imunoldgicas e n=5/ andlises histopatoldgicas]
4.4 Tratamento

Os camundongos dos grupos tratados (UFMGA-905 e TNBS+UFMGA-905) receberam
diariamente 10° UFC/ml da levedura S. cerevisiae UFMG A-905, por inoculacido
intragastrica, com inicio dez dias antes da inducdo da DC e término cinco dias apds a
inducdo. Os grupos Controle, Etanol e TNBS receberam o inoculo de salina estéril, para
que estivessem expostos as mesmas condicOes de estresse que 0s animais submetidos a

tratamento com a levedura como descrito por Martins e colaboradores (2009).

> Inoculacéo -

Intragéstrica
0,1ml- Salina ou
0,1ml- S. cerevisiae ;\"
UFMG A-905 (10°

1 10 15
\ Y )

Inoculagdo Intragastrica
0,1ml- S. cerevisiae UFMG
A-905 (10° UFC/ml)

2 Eutanasia

Figura 10- Esquema representativo do periodo de administracdo do probiético e inducdo da DC
por TNBS. O tratamento teve a duracdo de 15 dias. A administracdo do TNBS 5% foi realizada uma
Unica vez por via retal (intracoldnica) utilizando um catéter de teflon (diametro de 2 mm) no décimo dia
apo6s o inicio da inoculagdo intragastrica com o probidtico. Apds a inducdo da doenca seguiu-se com a

inoculagdo do probiotico no grupo UFMG A-905 (Protocolo preventivo) até o dia do sacrificio.
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4.5 Inducéo da doenga de Crohn por TNBS

Para a inducdo do modelo de DC o método usado foi o descrito inicialmente por Morris
e colaboradores (1989) e modificado por Mccafferty e colaboradores (1999) e Hara e
colaboradores (2007), com pequenas adaptagdes. Para a indugdo da DC, apds o décimo
dia de inoculacdo intragéstrica com o probiotico, os animais foram submetidos a um
periodo de jejum de 12 horas e, posteriormente, anestesiados. O é&cido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) a 5% foi preparado a partir de uma solucdo aquosa
comercial diluido em etanol a 50%. O TNBS foi administrado (0,1 mL) via intra-retal
(intracolénica) com a ajuda de um catéter de teflon (didmetro de 2 mm), o qual foi
introduzido pelo anus do animal até uma distancia de 4 cm. Os animais foram mantidos
em posicao vertical (de cabeca para baixo) por 60 segundos para completa instilagdo do
hapteno. Os animais dos grupos controles foram submetidos ao mesmo procedimento,
mas com administracdo de solugédo salina em substituicdo ao TNBS. Os animais foram

eutanasiados cinco dias apds a inducao.

4.6 Indice diario de atividade (DAI) da doenca

A evolucdo da doenca foi avaliada como indice diario de atividade (DAI) da doenca
conforme descrito por Albert e colaboradores (2010) com modificacGes, baseado em um
score clinico acumulativo (0 a 14) pela andlise de 3 diferentes pardmetros: (1)
consisténcia das fezes (0 = normal; 1 = mole porém ainda formada; 2 = muito mole; 3 =
liquefeita), (2) presenca de sangue nas fezes (0 = negativo para presenca de sangue
oculto; 1 = positivo para presenca de sangue oculto; 2 = sangue visivel nas fezes; 3 =
sangramento retal), e (3) peso dos animais (0 = < 1% de perda de peso; 1 =1 a 5% de
perda de peso; 2 =5 a 10% de perda de peso; 3 = 10 a 15% de perda de peso; 4 = >15%
de perda de peso). Para o score histoldgico foi utilizada a seguinte escala: 0 = nenhuma
evidéncia de inflamacdo; 1 = baixo nivel de inflamac&o com infiltrados de neutrofilos e
polimorfonucleares espacgados; 2 = moderado nivel de inflamacdo, com multiplos focos
de neutrofilos; 3 = alto grau de inflamagdo com aumento da densidade vascular e
engrossamento da parede intestinal; 4 = nivel maximo de inflamagéo com infiltragdo de

leucocitos e perda das células caliciformes e ulceragéo.
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4.7 Analise do comprimento do célon

Apds a eutanadsia dos animais, o célon foi cuidadosamente retirado, lavado, e o
comprimento foi mensurado considerando sua extensao desde a juncdo com o ceco até o
reto. Para a realizacdo da medida utilizou-se o auxilio de um paquimetro digital
(Mitutoyo Digimatic Caliper, Japao).

4.8 Analise histologica

As amostras (c6lon) foram fixadas em formaldeido 4% e processadas para a incluséo e
microtomia em parafina. Para analise das lesbes intestinais, os tecidos foram enrolados
(rocamboles) e fixados em etanol 70%. Segmentos foram mantidos em Tissue-Tech e
mantidos congelados para demais analises necessarias. Foram executados cortes de 3 a
5 micrometros de espessura, posteriormente corados pela Hematoxilina-Eosina (HE).
Para o exame morfométrico, 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, Alemanha). O score foi avaliado
conforme descrito no item 4.6, score histoldgico (MARTINS et al., 2007).

4.9 Determinacdo da permeabilidade intestinal

O ensaio de permeabilidade intestinal in vivo para verificar a funcdo de barreira foi
realizado utilizando-se o método do FITC dextran marcado, como descrito por Yan e
colaboradores (2009). Alimento e agua foram removidos e, apés 4 horas, 0s
camundongos foram pesados e receberam inoculagdo intragastrica de FITC-dextran (0,6
mg/g de peso corporal, PM 4000; Sigma-Aldrich). Quatro horas apds a gavagem, 0s

animais foram anestesiados com ketamina/xilazina (0,6 mL de ketamina, 0,4 mL de
xilazina e 4 mL de salina) (Wirtz et al., 2007), o sangue retirado por puncéo cardiaca e,
posteriormente, foram sacrificados por deslocamento cervical. O sangue foi
centrifugado a 10000 rpm g por 3 minutos a 4°C e o soro coletado. Cem uL de soro
foram pipetados em pocos de placas de ELISA com 96 pocos. Foi, entdo, realizada a
medida da intensidade de fluorescéncia de cada amostra (excitagdo, 492 nm; emissao,

525 nm; Spectromax M3, Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA).
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4.10 Dosagem de sIgA

Apds a eutanasia dos animais por deslocamento cervical, o intestino delgado foi
removido, pelo corte nas jungdes gastroduodenal e ileocecal. O contetdo foi retirado,
pesado e lavado com salina fosfatada, pH 7,2, suplementada com inibidores de protease
(1 uM de aprotinina; 25 uM de leupeptina; 1 uM de pepstatina e 1 mM de PMSF), na
proporcdo de 2,0 mL de PBS para cada 500 mg do conteddo intestinal. Depois de
centrifugado a 9.000 g (Hermle Z 323 K, Alemanha) por 30 minutos, a 4°C, o
sobrenadante foi recolhido e congelado a -80°C, para posterior dosagem de
imunoglobulina A. sIgA total do fluido intestinal foi determinada utilizando anticorpos
anti-lgA de camundongos desenvolvidos em cabra (M-8769, Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA) para revestimento das placas e, anticorpos desenvolvidos em cabra, anti-
IgA de camundongo conjugados com peroxidase (A-4789, Sigma) para detecgdo. A
concentracdo de sIgA total foi determinada utilizando um padrdo de IgA purificado
(0106-01, Southern Biotechnology Associates, Birmingham, USA). A leitura foi feita a
492 nm em um leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.,
Sunnyvale, USA), e a concentracdo de slgA foi dada em pg/mL de conteudo intestinal
(PABST, 2012).

4.11 Medida da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase foi utilizada como indice de
recrutamento de neutrofilos nos tecidos (SOUZA et al., 2000). Sumariamente,
fragmentos do colon dos animais foram removidos e congelados a -86°C. Apss o
descongelamento, o tecido (100 mg de tecido em 1,9 mL de tampao) foi homogeneizado
em tampdo com pH 4,7 (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPOy, 0,015 M Na-EDTA), utilizando-se
homogenizador de tecidos (Ultra-Turrax, IKA T10), centrifugado a 10.000 g por 15
minutos e o precipitado foi submetido a lise hipoténica (1,5 ml de solucdo de NaCl
0,2% seguido de adicdo de igual volume de solugdo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%,
30 segundos apds) para lise de hemécias. Apos nova centrifugacdo o precipitado foi
ressuspendido em tampdo NaPO, 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetrilaménio (HTAB) 0,5% e re-homogeneizado. Aliquotas de 1 mL da
suspensdo foram transferidas para tubos Eppendorf de 1,5 mL e submetidos a trés ciclos

de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas amostras
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foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 10.000 g e recolhido o sobrenadante.
A atividade da MPO no precipitado ressuspendido foi calculada pela medida das
alteracdes na densidade oOptica (OD) a 450 nm utilizando tetrametilbenzidine (TMB)
(1,6 mM) e H,0; (0,5 mM). A leitura foi feita em leitor de ELISA (Molecular Devices)

e os resultados foram expressos como unidades relativas.

4.12 Medida da atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG)

A atividade da enzima NAG, como medida indireta da atividade de macrofagos, foi
avaliada por meio de testes enzimaticos utilizando como substrato p-nitrofenil-N-acetil-
D-glicosamina. Homogenatos do colon foram incubados juntamente com o substrato e o
produto dessa reacdo, p-nitrofenol, foi quantificado por meio de um ensaio
colorimétrico, conforme descrito por Bailey (1988). Este protocolo também se destinou
a obtencdo de amostras para a dosagem de citocinas. Fragmentos dos tecidos com
aproximadamente 100 mg foram ressuspendidos em 1 mL de solucdo de extracdo de
citocinas (PBS contendo um coquetel de anti-proteases - 0,1 mM PMSF, 0,1 mM
cloreto de benzetonio, 10 mM EDTA e 20 Kl aprotinina A) e 0,05% de Tween 20. Em
seguida, os homogeneizados foram centrifugados a 4°C por 10 minutos a 10.621 g
(Eppendorf 5430 R, S&do Paulo, SP, Brasil). Os sobrenadantes foram imediatamente
coletados e armazenados a -80°C para posterior dosagem das citocinas. O pellet (100
mg de tecido em 1,9 mL de tamp&o) foi homogeneizado em tampdo com pH 4,7 (0,1 M
NaCl, 0,02 M NaH,PO,1H,O, 0,015 M Na-EDTA). As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 10.621 g. O precipitado foi
submetido a lise hipoténica (500 pL de solucdo de NaCl 0,2% seguido de adicdo de
igual volume de solucdo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundos ap6s) para lise
de hemécias, sendo em seguida centrifugado a 10.621 g por 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi entdo descartado e foram adicionados 800 pL de solugéo salina 0,9%
acrescida de Triton x-100 (Sigma) a 0,1%. As amostras foram homogeneizadas e
utilizadas para o ensaio enzimatico. O mesmo consistiu na adi¢do de 100 pL de p-
nitrofenil-N-acetil D-glicosamina (Sigma) dissolvida em tampao citrato/fosfato (pH 4,5)
a uma concentracédo final de 2,24 mM, a 100 puL do sobrenadante. A reagdo ocorreu a
37°C por 10 minutos, em placas de 96 pogos. O término da reacdo foi pela adi¢do de

100 pL de tampdo glicina 0,2 M (pH 10,6) e a leitura foi realizada em leitor de
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microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.) a 405 nm. Os resultados foram

expressos em unidade relativa.

4.13 Medida da atividade da enzima peroxidase eosinofilica (EPO)

A atividade da enzima peroxidase eosinofilica, como quantidade relativa de eosinofilos
no tecido, foi avaliada por meio de testes enzimaticos como descrito anteriormente por
Strath e colaboradores (1985). A quantificacdo dos niveis de peroxidase de eosinofilos
no tecido foi utilizada como uma maneira indireta de estimar a eosinofilia intestinal.
Para tanto, para cada 100 mg de tecido pesado, foi adicionado 1,9 mL de PBS (pH 7.2),
em seguida o tecido foi homogeinizado e centrifugado a 10.000 g por 10 minutos e 0
sobrenadante desprezado. Ao pellet foi realizada a lise hipotonica pela adicdo de 1,5 mL
de salina 0,2%, seguido pela adi¢do de 1,5 mL de salina 1,6% contendo glicose 5%. Em
seguida, o material foi novamente centrifugado a 10.000 rpm g por 10 minutos, e 0
sobrenadante novamente desprezado e o pellet ressuspendido em 1,9 mL de PBS (pH
7.4), contendo HTAB (Hexadecyl trimethyl ammonium bromide; Sigma) 0,5%. Essa
solucdo foi novamente homogeneizada, e 0 homogenato separado em aliquotas de 1 mL
/ eppendorf, congelado 3 vezes em nitrogénio liquido e centrifugado a 10.000 g por 15
minutos. Apenas o0 sobrenadante foi utilizado para quantificacdo da enzima. O ensaio foi
realizado em placas de 96 pogos, sendo que em cada pogo 75 pL de amostra ou branco
(PBS) foi incubada com 75 pL do substrato (1,5 mM de o-fenilenodiamina, OPD, em
tampéo Tris-HCI - 0, 075 uM pH 8 suplementado de H,O, 6,6 mM). A placa foi
incubada no escuro por aproximadamente 30 minutos, e a reacdo interrompida pela
adi¢ao de 50 pL de H,SO4 1 M. A leitura ocorreu em leitor de ELISA com filtro de 492

nm.

4.14 Dosagem de citocinas

Para avaliar a expressdo de citocinas, fragmentos do c6lon com aproximadamente 100
mg foram ressuspendidos em 1 mL de solucdo de extracdo de citocinas (PBS contendo
um coquetel de anti-proteases (0,1 mM PMSF, 0,1 mM cloreto de benzetonio, 10 mM
EDTA e 20 KI de aprotinina A) e 0,05% de Tween 20. Em seguida, os homogeneizados
foram centrifugados a 4°C por 10 minutos a 10.621 g (Eppendorf 5430 R, S&o Paulo,
SP, Brasil). Os sobrenadantes foram imediatamente coletados e armazenados a -80°C
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para posterior dosagem das citocinas. A dosagem de citocinas foi realizada pelo método
de ELISA. Os kits para as citocinas e quimiocinas foram obtidos da R&D Systems
(DuoSet) (R&D Systems, Minneapolis, USA). As instrucbes do fabricante para a
realizacéo dos ensaios foram seguidas (MARTINS et al., 2011).

4.15 Andlise estatistica

Os dados estatisticos obtidos durante o trabalho foram avaliados utilizando o software
GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego, E.U.A.) com a utilizacdo do
teste ANOVA, seguido do pos- teste Tukey (analise de variancia). Os resultados com p

< 0,05 foram considerados significativos.
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5.1 Avaliacao clinica dos animais

Na fase ativa da DC, os sinais clinicos podem variar desde a reducdo do peso corporal
decorrente da diminuicdo da ingestdo de alimentos até distdrbios gastrointestinais, como
diarreia e sangramento, semelhante ao que observados em pacientes portadores da DC
(PERSE & CESAR, 2012).

No presente trabalho a inducdo da DC utilizando TNBS demonstrou semelhanca aos
sinais clinicos da doenga observados em humanos, como a perda de peso, diarreia,
presenca de sangue nas fezes e sangramento retal, corroborando com estudos feitos por
Morris e colaboradores (1989) e Cestori e colaboradores (2011). A mensura¢do dos
sinais clinicos foi feita utilizando um score permitindo a construgdo de um indice diario
da atividade da doenca (DAI) (Figura 11A).

A utilizacdo da levedura S. cerevisiae UFMG A-905 como forma de tratamento
preventivo, permitiu uma melhora nos sinais clinicos da doenga, como demonstrado
pela reducdo do DAI (reducéo significativa na perda de peso, na consisténcia das fezes e
no sangramento retal) (Figura 11A). Estes achados corroboram com o estudo feito por
Garrido e colaboradores (2011), que demonstraram que o probidtico Escherichia coli
Nissle 1917 foi capaz de promover melhora no aspecto clinico dos camundongos

guando comparados ao grupo ndo tratado, em um modelo murino de DII.

A perda de peso observada na maioria dos individuos afetados com a DC é decorrente
do comprometimento epitelial, alteracdo da absorcao e secrecdo de fluidos e eletrolitos e
aumento da permeabilidade da mucosa (CHASSAING & DARFEUILLE-MICHAUD,
2011). Observou-se no estudo a perda de peso dos animais logo nas 24 horas apds a
inducdo da DC e se perpetuando nos grupos nao tratados com a levedura até o dia da
eutanasia. Ja no grupo tratado houve uma reducdo significativa na perda de peso em
relacdo ao grupo TNBS, melhorando assim os sinais clinicos dos animais (Figura 11B).

Probidticos quando administrado em quantidades adequadas desenvolvem uma
interacdo com a microbiota comensal e tem como principais mecanismos a inibi¢do do
crescimento de patdgenos microbianos, preservacdo das juncdes epiteliais, modulagédo
da permeabilidade intestinal, modulacdo da resposta imune do epitélio intestinal e das

células imunes da mucosa, secrecdo de produtos antimicrobianos e decomposigdo de
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antigenos luminais patogénicos, diminuindo assim a evolugdo da doenga (PENNER,
FEDORAK, MADSEN, 2005; BAI & OUYANG, 2006) tais mecanismos podem ter
contribuindo para a menor perda de peso observado nos animais que receberam o

tratamento com a levedura.

CONTROLE
TNBS

UFMG A-905
905/TNBS

Score

Indice de Desenvolvimento da Doenca (DAI)

B

CONTROLE
TNBS

UFMG A-905
905/TNBS

*kk

115-
-
110- . ) -
105- e
_"_
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Variac¢do do Peso (%)
-

[=)
1=

o]
(3]

DIA

Figura 11- Aspectos clinicos da DC induzida por TNBS. (A) indice Diario de Atividade da Doenca
(peso; consisténcia das fezes; presenga de sangue nas fezes); (B) Desenvolvimento ponderal (percentual
de variacdo do peso em relagdo ao inicio do tratamento (dia 0)). A diferenca estatistica analisada foi dada
entre o grupo tratado com a S. cerevisiae UFMG A-905 e o grupo TNBS. Andlise realizada utilizando o
teste Two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni, sendo *** p<0,001. [n= 6].

A progressdo da DC leva ao espessamento da parede intestinal com fibrose,
ocasionando uma tracdo da camada muscular e consequentemente o encurtamento do
colon (FOLIGNE et al., 2006). No exame visual, foi observado um moderado

encurtamento do cdlon dos animais tratado com salina e TNBS, porém estatisticamente
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ndo foi possivel confirmar este fendbmeno ainda que visivelmente reduzido no grafico. O
uso do probidtico como forma de tratamento ndo apresentou melhora significativa neste

processo equiparando-se ao grupo doente (Figura 12).
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Figura 12- Avaliacdo do comprimento do colon. Utilizou para a anélise comparativa entre os grupos o
teste One-way ANOVA seguido do Teste de Tukey, sendo N.S (no significance). p>0,05. [n= 6].

5.2 Analise histopatolégica do célon

O padrao das lesdes observado histologicamente em pacientes com a DC € caracterizado
por areas inflamadas do epitélio intestinal que se intercalam com areas preservadas.
Vieira e colaboradores (2009) observaram em modelo de DI, o estabelecimento de
inflamacdo no co6lon com extensas ulceracbes da camada epitelial de segmento

continuo, dano de cripta e denso infiltrado inflamatério.

No modelo estudado, o0 TNBS induziu uma inflamacéo intensa no célon, com destruicdo
da mucosa, desestruturacdo das células epiteliais, alteracdo na camada muscular,
necrose, presenca de edema, intenso recrutamento de células inflamatdrias e aumento
nas placas de Peyer (Figuras 13B) quando comparado aos animais do grupo controle
(13A). Esse processo inflamatério do epitélio intestinal justifica um agravamento dos

sinais clinicos dos animais no grupo néo tratado com o probidtico.
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Macroscopicamente, o envolvimento morfolégico da DC em humanos se da
predominantemente no intestino delgado (ileo), e intestino grosso (c6lon). Ja no modelo
murino, por se tratar de uma inducdo quimica, as lesdes sdo restritas ao célon
(COTRAN, KUMAR, COLLINS, 2000). Em estudo realizado por Garrido e
colaboradores (2005) em um modelo de RCU induzida por Sulfato de S6dio Dextrano
(DSS), observou-se ulceragcbes de mucosa, hiperplasia de criptas e diminuicdo de
celulas caliciformes, caracteristicas também observadas no modelo desenvolvido nesse

estudo.

Além disso, Jurjus e colaboradores (2004) demonstraram uma diminuicdo na absorcao
de agua na mucosa inflamada, podendo ser este um dos fatores responsaveis pela
ocorréncia de diarréia que acomete ndo apenas em animais coliticos como também em

pacientes portadores de DII.

O tratamento com S. cerevisiae UFMG A-905 demonstrou uma pequena protecdo no
grupo que recebeu a levedura em relacdo ao grupo nao tratado, resultando em um

abrandamento das lesdes e da extensdo das mesmas (Figura 13C).

Na figura (13B), que representa o grupo TNBS, a presenca de placas de Peyer
aumentadas em seu volume e quantidade gerou uma tendéncia ao aumento do
percentual do perimetro intestinal ocupado pelas mesmas e sugerindo ser desencadeado
pelo processo inflamatério instalado, visto que 90% de toda estrutura epitelial encontra-

se destruida.
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Figura 13- Fotomicrografias do colon de camundongos. A figura (A) representa 0 grupo controle com
0 epitélio intestinal, sem a presenca de necrose, edema ou inflamagdo. Ja figura (B) representa o grupo
controle positivo TNBS onde é possivel observar uma destruicdo quase que total da mucosa, atingindo a
camada muscular, presenca de necrose, edema, uma inflamacdo grave e transmural e um aumento no
namero e no tamanho das Placas de Peyer. Na figura (C) representando o grupo tratado com o probiético
S. cerevisiae UFMG A-905, observamos uma maior preservacdo do epitélio intestinal com evidencias de
areas integras e vilosidades preservadas, demonstrando assim que a levedura promoveu um abrandamento
na lesdo desencadeada pelo TNBS. 5X, HE. (n =5)
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A DC também gera destruicdo e diminuicdo do nimero e tamanho das células
caliciformes. O uso do probidtico E. coli linhagem Nissle 1917 na RCU, j& descrita por
Kim & Ho (2010), melhora o perfil inflamatorio, criando um biofilme na mucosa que
promoverd uma protecdo das células caliciformes, bem como uma competicdo com
bactérias patogénicas e ndo patogénicas pela associagdo a mucosa. Estudos realizados
por Martins et al. (2007, 2009, 2011) e Generoso e colaboradores (2010) demonstraram
que a S. cerevisiae UFMG A-905 € capaz de diminuir a translocacdo bacteriana e
preservar a mucosa intestinal, podendo levar a protecdo das células caliciformes

observada na DC em animais tratados com a levedura, (Figura 14A, 14B e 14C).

Observou-se nas imagens histopatoldgicas com a coloracdo PAS/Alcian Blue que no
grupo TBNS (Figura 14B) a existéncia de células caliciformes é limitada apenas & uma
minima por¢do do epitélio, demonstrando que a droga indutora da doenca de crohn é
capaz de promover uma inflamacdo grave que resulta na destruicdo das células
caliciformes. No grupo tratado com a levedura (Figura C), nota-se uma preservagdo
maior da mucosa, com lesGes bem localizadas e pouca destruicdo das células

caliciformes, demonstrando o papel protetor da levedura.
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Figura 14- Fotomicrografias do célon de camundongos BALB/C. Na imagem (A) grupo controle
observa-se a células caliciformes preservadas em nimeros e tamanho. A imagem (B) grupo TNBS nota-se
uma vasta destruicdo das células caliciformes e consequentemente na producdo de muco e na protecdo do
epitélio intestinal. Na imagem (C) grupo tratado com a levedura observa-se uma maior integridade das
células caliciformes em relagdo ao grupo TNBS demonstrando uma protecdo na extensdo do célon. 2X e
4X. PAS/Alcian Blue. (n=5)
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5.2.1 Anélise morfométrica do célon

A analise morfométrica para avaliacdo da extensao das lesGes, das areas de necrose, das
areas de inflamacéo e das areas de mucosa e muscular do colon foi realizada. Observou-
se aumento significativo nas areas de necrose do grupo TNBS e uma preservacao do
grupo tratado com a levedura S. cerevisiae UFMG A-905 (Figura 15A). O mesmo
também pode ser observado na area inflamada do célon, em que a extensdo da area de
inflamacéo no grupo TNBS e uma preservacao de area no grupo tratado com a UFMG

A-905 mantiveram-se (Figura 15B).

O TNBS causa uma inflamacdo grave e transmural, capaz de danificar a camada
muscular do co6lon. Foi observado no presente estudo uma extensa area de dano
muscular no grupo TNBS e uma preservagéo significativa no grupo tratado com a S.
cerevisiae UFMG A-905 (Figura 15C). O TNBS ¢ altamente toxico para as células
epiteliais quando em contato com o célon, uma vez que promove inflamacdo da
mucosa, caracterizada por uma infiltracdo densa de células T e macréfagos em toda
parede intestinal (NEURATH et al., 2012). Foi observada uma extensa area de mucosa
preservada no grupo tratado com a levedura S. cerevisiae UFMG A-905, contrapartida
no grupo TNBS a area de mucosa preservada foi minima (Figura 15D). A integridade e
a manutencdo do epitélio intestinal dependem de inUmeros fatores como as juncées
célula-célula, a camada de muco e a participacdo da microbiota como fator coadjuvante
no processo de protecdo (SANDERS et al., 2012).

Os resultados morfométricos do presente estudo corroboram com as informacdes
descritas na literatura, em que 0s danos teciduais produzidos pelo TNBS sdo
extremamente agressivos causando necrose, inflamagdo grave, danos na camada
muscular e destruicdo da mucosa do célon (MARCHESI et al., 2007, MAHAVADI,
2011; FLYNN, 2011).
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Figura 15- Morfometria do célon. As analises foram feitas com a maior area possivel do 6rgdo, sendo
capturadas 20 imagens em HE na objetiva de 20x e com a utilizacdo de uma goticula de 25 pontos para
cada imagem utilizando o CorelDraw11. Foram avaliados necrose (A), inflamagéao (B), area muscular (C)
e mucosa (D). Todos os dados foram expressos em forma de percentual. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste One-way ANOVA seguido do Teste de Tukey, sendo N.S p>0,05, ** < 0,01 e ***
p<0,001. (n= 5/grupo).

5.3 Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 diminui a permeabilidade intestinal no
modelo de DC induzida por TNBS

A permeabilidade intestinal esta relacionada a funcéo de barreira exercida pelo epiteélio,
capaz de permitir a passagem de moléculas menores pelo mecanismo de difusédo néo
mediada que ndo exige o consumo de energia no nivel da membrana, independente do
gradiente de concentragdo ou de pressdo e sem a assisténcia de um sistema carreador
bioquimico passivo ou ativo. Apenas moléculas maiores que 150 Daltons (Da) utilizam

essa via de acesso ao compartimento interno (PERSE & CESAR, 2012).
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O método utilizado nesse estudo para mensurar a permeabilidade foi da fluorescéncia do
FITC-dextran translocado do intestino para o soro. Estudos apontam a existéncia na DC
de uma resposta imunologica alterada ou exagerada a antigenos luminais na mucosa
intestinal provocando um dano a barreira do epitélio levando a um aumento da
permeabilidade intestinal (SANDERES et al., 2012).

Segundo Bernardo e colaboradores (2013), os probidticos agem preservando a
permeabilidade intestinal e aumentando a resisténcia da mucosa contra o transito de
bactérias e suas toxinas, modificando a resposta do hospedeiro em relacdo aos produtos
microbianos, aumentando a resposta das mucosas via producgdo de slgA, produzindo

substancias bactericidas e excluindo competitivamente os patdgenos em potencial.

O presente estudo demonstrou que os animais do grupo TNBS apresentaram um
aumento da permeabilidade intestinal, sugerindo que a droga indutora da DC provocou
um dano no epitélio do colon levando a esse aumento (Figura 16). O aumento da
permeabilidade intestinal € justificado pelos dados histolégico que demonstram um

dano a integridade do epitélio intestinal.

No grupo tratado com a levedura ocorreu uma discreta preservacao da integridade dessa
barreira e da permeabilidade intestinal, demonstrando a efetividade do potencial
probidtico em promover uma imunomodulagdo e consequentemente uma protecdo do
epitélio (P<0,05). No grupo etanol ndo houve aumento ou reducdo da permeabilidade
demonstrando assim que este veiculo do TNBS ndo exerce danos a permeabilidade.
Generoso e colaboradores (2010) observaram efeito protetor da S. cerevisiae UFMG A-
905 usando a técnica de permeabilidade intestinal avaliada pela determinacdo da
radioatividade no plasma apés a administracdo oral de **™Tc-DTPA em um modelo

murino, corroborando com nosso estudo.
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Figura 16- Avaliacdo da permeabilidade intestinal. Ensaio utilizando um dextrano marcado com
fluorescéncia. Analise usando teste One-away ANOVA, seguido do Test de Tukey. (***= p<0,001).
[n=5].

5.4 Producao de slgA

A imunidade adaptativa intestinal tem a capacidade para gerar grandes quantidades de
imunoglobulina do tipo A (IgA) por multiplas vias foliculares e extra-foliculares que
operam na presenca ou auséncia de interacfes celulares T e B cognatos. O epitélio
intestinal seleciona mecanismos imunes efetores adequados neutralizando patégenos e
evitando danos ao tecido. Desta forma fornece uma protecdo imunitaria adequada sem
comprometer a integridade da barreira epitelial (MACPHERSON et al., 2008). Uma
estratégia intestinal chave para gerar a protecdo imunitaria de uma forma ndo
inflamatdria € a producéo de IgA, o isotipo do anticorpo mais abundante no nosso corpo
(MACPHERSON et al., 2008).

A IgA promove exclusdo imune por aprisionamento de antigenos alimentares e micro-
organismos no muco, modulando a expressao de epitopos bacterianos sobre bactérias
comensais pro-inflamatérias e, em geral, promove a manutencdo das comunidades
bacterianas adequadas em segmentos intestinais especificos (FAGARASAN et al.,
2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3057455/#R73
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A IgA pode ainda participar na homeostase imune intestinal, interagindo com a
microbiota local (MACPHERSON & HARRIS, 2004). Ratos mantidos em condicGes
livres de germes que ndo possuem a microbiota intestinal tém valores reduzidos de IgA
no intestino, sugerindo uma correlagéo direta entre essa imunoglobulina e a microbiota

comensal.

Na avaliacao dos niveis de IgA no fluido intestinal foi possivel observar um aumento no
grupo TNBS e uma reducéo estatisticamente significativa no grupo onde a levedura foi
administrado (Figura 17). O etanol associado ao TNBS promove, por um processo
quimico, um comprometimento da integridade da camada de muco e um aumento da
permeabilidade da mucosa ocorrendo, assim, a liberacdo de IgA para o fluido intestinal
e também a entrada de um antigeno luminal que ndo é adequadamente eliminado pelo
sistema imune (GONCALVES et al., 2008). O aumento dos niveis de IgA no fluido
intestinal € justificado pela destrui¢do do epitélio intestinal, bem como pelo aumento da

permeabilidade no presente estudo.

Observou-se no grupo TNBS um acentuado aumento de slgA, justificado em resposta
do hospedeiro ao aumento da permeabilidade e comprometimento da integridade da
camada de muco e consequente liberacdo para o fluido intestinal da mesma. No grupo
tratado com a levedura a agressdo epitelial foi mais branda e, consequentemente, a
destruicdo da camada de muco foi menor levando os niveis de slgA liberado mais
proximos dos niveis basais. Este processo pode estar relacionado ao fato de que as
moléculas de IgA se ligam aos antigenos luminais evitando assim a sua passagem e
dispersdo para o epitélio intestinal controlando a resposta imunologica nesse processo

como descrito em estudos feitos por Dongarra e colaboradores (2012) e Duerkop, 20009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3057455/#R72

10

15

20

25

30

35

40

45

50

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO |58

800-
—
&
£ 600- ok
-
[=F]
£
P
% < 400-
™ "5
=
=
E 200
5
=]
e
0
&
{:__.

Figura 17- Anélise e avaliacdo da produc¢do de slgA no modelo de DC induzida por TNBS. O teste
usado para a analise estatistica foi o teste One-way ANOVA seguido do Teste de Tukey, sendo *** p<
0,001; O.D. 492nm. [n= 6].

5.5 Saccharomyces. cerevisiae UFMG A-905 diminui o influxo de neutrdfilos e da
quimiocina KC/CXCL-1 para o sitio primario da inflamacdo no modelo de DC
induzida por TNBS

O papel dos neutrofilos durante os processos inflamatérios ja € bem descrito na
literatura, sendo um dos eventos essenciais para a prote¢cdo do organismo (SMITH,
1994; XIAO et al., 2005; LEY et al., 2007). O recrutamento dessa célula do sistema
imune requer a participagdo de algumas quimiocinas responsaveis pela atracdo das

mesmas ao sitio da infeccao.

A MPO enzima presente nos granulos azurofilos do citoplasma dos neutrdéfilos ativados,
é responsavel pela destruicdo dos micro-organismos fagocitados, quebrando os mesmos
em pequenos fragmentos (NAUSEEF, 2007). Os neutrofilos sdo uma das principais
células responsaveis pelas lesdes e disfun¢bes associadas as DIl (KUCHARZIK et al.,
2001; WILLIAMS & PARKOS, 2007).

A quantificacdo da MPO foi feita de forma indireta a fim de mensurar o influxo de
neutréfilos para o sitio inflamatério. A concentragdo da quimiocina KC/CXCL-1

também foi mensurada ja que € responsavel pelo recrutamento dessas células de defesa.
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A quimiocina KC/CXCL-1 dosada nos camundongos, corresponde a citocina IL-8

tipicamente humana desempenhando a mesma funcéo de quimioatrair neutrofilos.

Os niveis de MPO no grupo tratado com a levedura foram significativamente reduzidos
(P < 0,05) quando comparado ao grupo da DC induzida por TNBS que teve
concentragdes muito elevadas quando comparadas ao grupo controle (Figuras 18A e
18B). A quantificacdo da quimiocina KC/CXCL-1 corroborou os dados da MPO, onde a
sua taxa esteve elevada no grupo da DC induzida pelo TNBS em relacdo ao grupo

controle e reduzida nos grupos tratados com a levedura em relagéo ao grupo TNBS.

Alguns estudos clinicos tém apontado correlacdo positiva entre o nimero de neutrofilos,
através da atividade da MPO, e a severidade da DC em biopsias de tecido de pacientes,
gerando uma semelhanga aos modelos murinos de DII (Carlson et al., 1999; Saitoh et
al., 1999; Jeziorska et al., 2001; Sangfelt et al., 2001).

5
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Figura 18- Avaliagdo da presenca de infiltrados de neutréfilos em modelo da DC induzida por
TNBS. Foram avaliados os niveis da enzima mieloperoxidase (MPO) (A) e da quimiocina KC/CXCL-1
(B). Teste: ANOVA one-away, seguido PELO Teste de Tukey. (* = p<0,05; ** = p<0,01; ***= p<0,001).
[n=6].
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5.6 Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 diminui o influxo de eosindfilo e da
quimiocina Eotaxina-1 (CCL11) para o sitio primario da inflamagdo no modelo de
DC induzida por TNBS

Vaérios estudos clinicos apontam relacdo direta entre o numero de eosindfilos,
determinado pela atividade da enzima EPO, e a gravidade das DIl em bidpsias de tecido
de pacientes (CARLSON et al., 1999; SAITOH et al., 1999; JEZIORSKA et al., 2001;
SANGFELT et al., 2001). A EPO possui grande homologia com a MPO,
desempenhando também papel fundamental na lise de micro-organismos patogénicos;
porém, sua liberagdo em massa, pode contribuir para a lesdo de tecidos subjacentes ao
foco inflamatério (MCCORMICK et al., 1994; O'BRIEN, 2000).

Os eosindfilos tém a capacidade de iniciar ou potencializar uma resposta inflamatéria,
pela liberacdo de uma variedade de citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos
(GLEICH et al., 1993; ROTHENBERG, 1998; ROTHENBERG et al., 2001). Os
eosinofilos podem produzir disfungdes gastrointestinais pela acdo de proteinas presentes
em seus granulos citoplasmaticos sendo amplamente estudados em modelos de DIl
(FORBES et al., 2004; AL-HADDAD & RIDDELL, 2005; EIJKELKAMP et al., 2007;
HUNTER et al., 2007). A quimiocina CCL11 (eotaxina-1) € uma das responsaveis pela
atracdo dos eosindfilos para o sitio da infeccdo, expressa em niveis elevados no epitélio
intestinal e bastante presente nas DIl (HUNTER et al., 2007).

No presente estudo, observou-se uma reducao significativa estatisticamente (P < 0,05)
do influxo de eosindfilos nos animais tratados com a levedura em relacdo ao grupo da
DC induzida pelo TNBS. No grupo TNBS foi observado um aumento da EPO quando
comparada ao grupo controle, demonstrando, assim, que em um processo inflamatorio
os eosinofilos sdo capazes de secretar do interior de suas vesiculas, mediadores toxicos
(Figura 19A e 19B).

A expressdo da quimiocina CCL11 (eotaxina-1) confirmou as analises de EPO,
demonstrando que nos grupos onde a atividade enzimatica foi aumentada os niveis da
qguimiocina foram também elevados. Porém o recrutamento de eosinofilos depende de
outras citocinas como descrito em estudos feitos por Scapini e colaboradores (2000), o

que ndo permite afirmar que a levedura estimulou o recrutamento somente pela CCL11.
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Figura 19- Avaliacdo da presenca de infiltrados de eosinoéfilos em modelo da DC induzida por
TNBS. Foram avaliados os niveis da peroxidase eosinofilica (EPO) (A) e da quimiocina CCL11
(eotaxina-1) (B). Teste: ANOVA one-away, seguido PELO Teste de Tukey. (** = p<0,01; ***=
p<0,001). [n = 6]

5.7 Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 diminui o recrutamento de macrofagos

para o sitio primario da inflamacéo no modelo de DC induzida por TNBS

Os macrofagos participam do processo de patogenicidade das DII, produzindo uma
grande variedade de citocinas pro-inflamatdrias, como por exemplo TNF, IL-6 e IL-1B
(ROGLER & ANDUS, 1998; KANAI et al., 2001; AUTSCHBACH et al., 2002;
BANKS et al., 2003). Kanai e colaboradores (2001) demonstraram que hd um aumento
do numero de macréfagos ativados no célon de animais com colite experimental, e que

a diminuicdo da ativacao destas células reduz a inflamac&o intestinal.

Essas células inflamatdrias geram metabdlitos reativos de oxigénio e de nitrogénio,
além de proteases que degradam a matriz extracelular causando dano tecidual
(MAHIDA, 2000). Os macrofagos podem apresentar diferentes fendtipos funcionais,
produzindo fatores imunossupressores e anti-inflamatoérios, os quais podem atuar no
reparo do tecido lesado (GARSIDE, 1999; JURJUS et al., 2004).

Para avaliar indiretamente o recrutamento de macrofagos para o sitio inflamatorio
avaliamos a enzima NAG. A indugdo da DC com o TNBS elevou os niveis de

macrofagos quando comparado ao grupo controle, enquanto o tratamento com a
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levedura foi capaz de reduzir significativamente os valores dessas células inflamatorias
promovendo no sitio da inflamacdo uma maior protecdo do epitélio intestinal e

consequentemente um menor recrutamento de células (Figura 20).
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Figura 20- Avaliagdo do influxo de macréfagos no sitio da inflamacao da DC induzida por TNBS.
Anélise estatistica realizada pelo teste One-way ANOVA, seguido do Teste de Tukey, sendo ***
p<0,001. [n=6].

5.8 Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 diminui o recrutamento de citocinas
pro-inflamatdrias para o sitio primario da inflamacdo no modelo de DC induzida
por TNBS

Na DC ha um aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias relevantes. Niveis
elevados de IL-1B, TNF e IL-6 foram encontrados na mucosa intestinal inflamada e em
monocitos obtidos de sangue periférico de portadores destas doencas em estudos
realizados por Brynskov e colaboradores (1992), sendo que a IL-6 se manteve em
maiores concentracGes durante a atividade inflamatdria. O TNF, a IL-12 e a IL-6 sdo
citocinas envolvidas nos processos inflamatérios graves, principalmente em estudos
realizados em linhagens animais susceptiveis ao desenvolvimento da DC (NAITO et al.,
2003; TAKAGI et al., 2003; NAITO et al., 2004).
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A administragdo da levedura S. cerevisiae UFMG A-905 no grupo DC induzido pela
acdo do TNBS foi capaz de reduzir a ativacéo das citocinas pro-inflamatorias IL-1B e
IL-6 (P < 0,05) como demonstrado nas figuras 21A e 21B. A elevacao dos niveis dessas
citocinas no grupo TNBS pode estar associada a destruicdo do epitélio intestinal pela

acdo do farmaco que induz uma resposta imunoldgica inflamatéria intensa e transmural.

Uma importante citocina considerada crucial na fisiopatologia das DIl é o TNF, como
evidenciado por estudos clinicos com o objetivo de avaliar a eficicia de anticorpos
monoclonais contra esta citocina nas DIl (ROGLER & ANDUS, 1998). A ligacdo do
TNF no processo inflamatério intestinal tem sido estudada amplamente, sendo que
atualmente o anticorpo monoclonal anti-TNF é um dos medicamentos mais eficazes
para o tratamento e inducdo da fase de remissdo em pacientes com DIl (POPIVANOVA
et al., 2008). A dosagem de TNF no presente estudo demonstrou um acentuado aumento
no grupo da DC induzido com TNBS em relagdo ao grupo controle. J& no grupo tratado
com a levedura observou-se uma reducao dos niveis de TNF (P < 0,05), demonstrando,
assim, que o probidtico foi capaz de promover uma imunomodulacdo na secrecdo desta
citocina e com isso abrandar o processo inflamatdrio instalado no célon dos animais
com a DC induzida com TNBS (Figura 21C).

As citocinas TNF e IL-1B induzem a sintese e a secre¢do de quimiocinas e outras
citocinas, promovendo indiretamente a migracao de neutréfilos para o foco inflamatorio
(LIN et al., 2002). O aumento dessas citocinas nos grupos DC induzidos pelo TNBS
corroboram os dados obtidos na dosagem de MPO do presente estudo, onde 0 mesmo se

encontra elevado nos grupos da DC.

Na colite experimental induzida pelo TNBS, estudos demonstram que 0 uso de
anticorpo monoclonal contra a IL-12 foi capaz de reverter completamente o0 processo
inflamatdrio, demonstrando que a IL-12 seria a principal citocina da resposta imune do
tipo Thl (NEURATH et al., 1995; LIU et al., 2001). Tanto a utilizacdo de anticorpo
anti-TNF quanto anti-1L-12p40 demonstraram resultados positivos no tratamento contra
as DIl (MANNON et al., 2004). Foi demonstrado, também, no estudo citado, que o
anticorpo anti-1L-12p40 age na remissdo em pacientes com DC resistentes ao
tratamento com anti-TNF, sugerindo que a citocina IL-12 atua como um dos principais

alvos de estudo na patogénese das DII.
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Nossos resultados demonstraram que a producdo de IL-12 na DC induzida pelo TNBS,
foi significativamente maior que o grupo controle (P < 0,05), confirmando sua
participacdo no processo de desenvolvimento da colite experimental. No grupo tratado
com a levedura os niveis dessa citocina foram reduzidos (P < 0,05) sugerindo um

controle do processo inflamatério (Figura 21D).

Sabe-se que a IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatdria produzida por uma
variedade de células, incluindo os linfécitos T e B, timdcitos, macréfagos, mastocitos,
queratindcitos e células do epitélio intestinal (PAPADAKIS & TARGAN, 2000).

Estudos em camundongos com delecdo génica para a IL-10 mostraram que ha o
desencadeamento de uma inflamacdo intestinal espontanea, e esse processo pode ser
impedido pela reposicdo de IL-10 (KUHN et al., 1993; PAPADAKIS & TARGAN,
2000; LINDSAY et al., 2004; SHIRAKI et al., 2004). A IL-10 inibe a producédo de
citocinas pro-inflamatorias secretadas por macrofagos, tais como IL-1pB, IL-6 e TNF
(FIORENTINO et al., 1991; FIOCCHI, 1998).

Estudo feito por Generoso e colaboradores (2010), demonstrou que a S. cerevisiae
UFMG A-905 foi capaz de aumentar significativamente os niveis de IL-10 em um
modelo murino de obstrucédo intestinal. Deste modo, os resultados obtidos no presente
estudo sugerem que a secrecdo aumentada de 1L-10 no grupo tratado com a levedura (P
< 0,05) seria responsavel pela reducdo simultanea das citocinas pro-inflamatorias,

promovendo uma regulacdo da resposta inflamatéria da mucosa intestinal (Figura 21E).
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Figura 21- Avaliacao de citocinas. Quantifica¢do de citocinas (A) IL1-B, (B) IL-6, (C) TNF, (D) IL-12 e
(E) IL-10 no célon. Teste: One-away ANOVA, seguido Teste de Tukey. (* = p<0,05; ***= p<0,001).
[n=6].
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O modelo murino de aplicagédo retal de TNBS se mostrou bastante adequado
para simular a DC em humano como demonstrado pelos dados clinicos,
histopatoldgicos, imunoldgicos e de permeabilidade intestinal (Objetivos 1, 2 e
3).

A levedura S. cerevisiae UFMG A-905, usada como probidtico numa forma
preventiva, foi capaz de promover uma atenuacdo dos sinais clinicos como
demonstrado pela reducdo do DAI no grupo tratado com a levedura quando

comparado ao grupo controle TNBS (Objetivo 1).

O probidtico promoveu uma reducdo da inflamacdo intensa e transmural do
epitélio intestinal observada no grupo TNBS, promovendo um abrandamento da
area lesada, diminuindo a inflamacdo e o processo de necrose e promovendo

uma maior preservacao da area muscular e de mucosa (Objetivo 1).

A S. cerevisiae UFMG A-905 tras os niveis de sIgA para valores basais, no
fluido intestinal (Objetivo 3).

Com a administracdo oral do probidtico foi possivel observar uma reducdo no
recrutamento para o sitio inflamatério de neutréfilos (MPQ), eosindfilos (EPO) e
macrofagos (NAG), bem como em suas respectivas quimiocinas CXCL1 (KC) e
CCL11 (eotaxina-1) (Objetivo 3).

Com a administracdo oral do probidtico, foi observada uma reducdo das
citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6, TNF-y e IL-12, concomitante com um
aumento da citocina regulatdria IL-10 quando comparado com 0s mesmos dados

determinados no grupo controle TNBS. (Objetivo 3).

Com a administracdo oral do probidtico, foi possivel observar uma discreta
preservacdo da permeabilidade intestinal quando comparado ao grupo TNBS,
demonstrando a efetividade do probidtico em promover uma protecdo do
epitélio. (Objetivo 2)
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Com os dados expostos no presente trabalho, conclui-se que a levedura S. cerevisiae
UFMG A-905 tem potencial probiotico preventivo, promovendo um abrandamento no
modelo murino da DC induzida por TNBS em todos os aspectos estudados. E
necessario que novos estudos sejam realizados para avaliar de maneira mais detalhada
0s mecanismos de acdo pelos quais os efeitos observados sdo desencadeados.
Experimentos de administracdo curativa da levedura seriam importantes para poder
ampliar a possibilidade de uso deste probidtico potencial. Sao necessarios enfim, mais
estudos para que o modelo murino da DC induzido por TNBS seja capaz de reproduzir

de forma ainda mais adequada a doenga em humanos.
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9.0 ANEXO |84

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 4/2011, relativo ao projeto intitulado “ Efeito do
probidtico Saccharomyces Cerevisiae linhagem UFMG 905 em modelos
experimentais de inflamacdo intestinal’, que tem como responsavel(is)
Flaviano dos Santos Martins , estd(80) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 25/ 05/2011.

Este certificado expira-se em 25/ 05/ 2016.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 4/2011, related to the project entitled
“Effects of the probiotic Saccharomyces Cerevisiae strain UFMG 905 in
experimental models of inflammatory bowel diseases’, under the supervisiors
of Flaviano dos Santos Martins, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in May 25, 2011.

This certificate expires in May 25, 2016.
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