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RESUMO

Doencas inflamatdrias intestinais (IBDs) sdo condi¢des inflamatdrias cronicas, marcadas por
remissdes e recidivas, de origem idiopatica, mas que possuem mediagao imunoldgica. A colite
ulcerativa (UC), uma das principais formas de IBDs, tem como tratamento padrdo o uso de
anti-inflamatorios e corticosterdides. O uso de antibidticos também tem sido relatado, mas
aqui devem ser considerados os efeitos colaterais associados. Nos ultimos anos, a utilizacdo
de probidticos no tratamento de IBDs vem ganhando atengdo na comunidade médica. Este
trabalho objetivou avaliar os efeitos de Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228 no
tratamento de UC em um modelo murino. Para a indugdo da colite em camundongos BALB/c
fémeas, a agua foi suplementada com 3,5% de DSS (sulfato sédico de dextrana) a 3,5% por 7
dias. Durante este periodo os animais foram avaliados quanto a variacdo de peso, consisténcia
fecal e presenca de sangue nas fezes. No sétimo dia os animais foram eutanasiados para coleta
dos érgdos para realizacdo de analises histoldgica do figado, do intestino delgado e do célon.
Foram, ainda, realizados: dosagem de imunoglobulina secretada (slgA) no intestino delgado;
avaliacdo da permeabilidade intestinal; avaliacdo indireta dos infiltrados de neutrdfilos pela
enzima mieloperoxidase (MPO), eosindfilos pela peroxidase eosinofilica (EPO) e macrofagos
pela N-acetil-glicosaminidase (NAG); dosagem das citocinas KC e eotaxina-1; avaliacdo da
permeabilidade e do estresse oxidativo no intestino. O tratamento com o probidtico melhorou
0 quadro clinico provocado pelo DSS nos animais. As analises histoldgicas e morfométricas
mostraram que houve uma tendéncia a reducdo de dreas de lesdo e edema nos animais, mas
ndao houve aumento na produc¢do de mucina. A dosagem de slgA mostrou-se maior no grupo
com colite e reduzido no grupo com colite e tratado com o probidtico. Houve, ainda, uma
reducdo no quadro inflamatério do cdlon, com reducdo das atividades enzimaticas de EPO e
MPO, mas sem alteracdo na atividade de NAG. A permeabilidade intestinal, que estd
tipicamente aumentada durante o acometimento das IBD, mostrou-se reduzida apds o
tratamento com a bifidobactéria. Ndo foram observadas diferencas nas taxas de geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Baseado nestes dados pode-se concluir que a bactéria B.
Longum subsp. infantis CHCC2228 possui potencial probidtico no modelo estudado e é um

bom candidato para o tratamento para o tratamento da colite ulcerativa.

Palavras-chave: Doenca Inflamatéria Intestinal, Colite Ulcerativa, Probidtico, Bifidobacterium



ABSTRACT

IBDs are chronic inflammatory conditions, characterized by remissions and relapses, whose
main manifestations are ulcerative colitis and Crohn's disease. Ulcerative colitis, one of the
main forms of IBDS has as standard treatment the use of corticosteroids and anti-
inflammatory drugs. The use of antibiotics has also been reported, but the possible adverse
effects must be taken into consideration and thus the use of probiotics emerges as a real
possibility. In this study, we evaluated the possibility of using Bifidobacterium longum subsp.
infantis CHCC2228 as treatment for ulcerative colitis in a murine model. For induction of colitis
in female BALB/c mice, we replace the water by a 3.5% DSS (dextran sodium sulphate) solution
for 7 days. During this period, the animals were evaluated for weight variation, fecal
consistency and presence of bleeding in feces. On the seventh day, the animals were
euthanized to collect the organs to the histological analysis of the liver, small intestine and
colon. Other experiments were done, as: dosage of slgA in the small intestine; evaluation of
the intestinal permeability; indirect evaluation of the infiltration of eosinophils, neutrophils
and macrophages by measuring their specific enzymes EPO (eosinophil peroxidase), MPO
(myeloperoxidase) and NAG (N-acetyl-glucosaminidase); dosage of the cytokines KC and
Eotaxin-1; evaluation of the permeability and oxidative stress in the intestine. Treatment with
the probiotic resulted in clinical improvement of animals. The histological and morphometric
analyzes showed a reduction of lesions and edema in the animals, but there was no increase
in the production of mucin. The dosage of slgA was significantly higher in the colitis group and
reduced in the group treated with the probiotic. There was also a reduction in the
inflammation of the colon, as indicated by the reduction of EPO and MPQ activity, but no
change in the activity of NAG. The intestinal permeability, which is typically increased during
the onset of IBD, was reduced after treatment with bifidobacteria. There were no differences
on rates of reactive oxygen species (ROS) generation. Based on these data it can be concluded
that the bacterium B. longum subsp. infantis CHCC2228 has probiotic potential for the
treatment of ulcerative colitis, but further studies should be conducted in order to verify the

mechanisms of action of the bacterium.

Key words: Inflammatory Bowel Disease, Ulcerative colitis, Probiotic, Bifidobacterium
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1. INTRODUCAO

1.1 A manutengao do equilibrio microbiota-sistema imune no intestino saudavel

Os intestinos dos seres humanos possuem uma grande superficie, aproximadamente
100 m?, devido as milhares de vilosidades e microvilosidades do intestino delgado (Maloy &
Powrie 2011). Essa grande drea, porém, é delimitada por uma camada Unica de enterdcitos
com cerca de 30 um de espessura (MacDonald 2003). Essas células estdo interconectadas
umas as outras por meio de desmossomos e proteinas que compdem as zonas de oclusdo e
de adesdo, formando uma barreira fisica que processa e absorve nutrientes provenientes da
dieta (MacDonald 2003; Maloy & Powrie 2011). Mas essas células possuem outras funcoes
importantes para a manutencdo da homeostase, como a secregcao de compostos que
influenciam a colonizacdo pela microbiota e a modulacdo da resposta imune (Maloy & Powrie
2011). Em um individuo sauddvel, a integridade dessa camada de células é mantida apesar da
superficie ser eliminada e substituida a cada dois ou trés dias (MacDonald 2003).

Desta forma, pode-se afirmar que a mucosa do sistema digestdrio possui uma area
significativa de exposicdo a uma grande variedade de antigenos exdgenos — principalmente
bacterianos. Essa superficie esta em contato com uma populagdo grande e heterogénea de
micro-organismos, a maioria dos quais se encontram nos intestinos delgado e grosso — locais
onde as doencas inflamatdrias intestinais ocorrem principalmente. Os intestinos sdo
confrontados, portanto, com uma grande quantidade de estimulos antigénicos que devem ser
diferenciados dos estimulos patogénicos. Consequentemente, o sistema imune de mucosa
desenvolveu uma grande variedade de estruturas e mecanismos para responder a esses
desafios — uma vez que, uma resposta que seja caracterizada por supressao ativa e pela
capacidade de ignorar certos antigenos parece ser apropriada para o intestino, a fim de evitar
uma resposta inflamatéria ndo especifica (Blumberg 2009).

0O modo como essa regulacdo é realizada nao é completamente compreendida, mas
a presen¢a de uma camada interna de muco firmemente aderida a mucosa e outra camada,
mais externa, frouxa e com menor poder de adesdo esclarece alguns pontos da manutencdo

da relacdo mutualistica entre a microbiota e o hospedeiro (Figura 1).
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Figura 1. As camadas de muco protegem o epitélio do célon. A camada interna, firmemente aderida,
é renovada constantemente pelas células caliciformes e, assim, transformada na camada mais externa
e frouxa, como pode ser observada pela linha tracejada. As distancias mostradas sdo para intestino de
camundongos (Hansson & Johansson 2010 — modificado).

Essas camadas de muco sdo constituidas pela mucina MUC2, uma proteina altamente
glicosilada, produzida e secretada pelas células caliciformes do intestino. A MUC2 humana é
uma molécula de 5.200 aminodcidos. No reticulo endoplasmatico, duas moléculas de MUC2
unem-se por meio de pontes dissulfeto na regidao C-terminal. Apds sofrerem a O-glicosilacao
e serem translocadas para o aparato de Golgi, os dimeros, que possuem massa de 5 MDa,
associam-se em trimeros pelas regides N-terminais, gerando, assim, grandes complexos em
forma de rede (Figura 2). Apds ser secretada, a rede de MUC2 é hidratada e expande seu
volume, formando, junto a outras proteinas, a camada interna de muco. A camada interna é
densa, firmemente aderida ao epitélio e é resistente a agentes caotrépicos. Em camundongos,
a 50 um da camada do epitélio intestinal, a camada interna de muco expande-se em até
quatro vezes devido a clivagens proteoliticas. Dessa forma, as bactérias da microbiota normal

residem apenas na camada externa do muco, sendo a camada interna impermeavel a elas —
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ou seja, atua como uma barreira protetora da camada de células epiteliais (Johansson et al.

2010).
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Figura 2. Formag¢dao da mucina MUC2 no reticulo endoplasmatico, no aparato de Golgi e a forma
secretada pelas células caliciformes (Hansson & Johansson 2010 — modificado).

1.2 Doengas inflamatdrias intestinais

Doengas inflamatdrias intestinais (inflammatory bowel diseases, IBDs) sdo condi¢bes
inflamatdrias cronicas, marcadas por remissdes e recidivas, cujas origens ainda permanecem
incertas (idiopatica), mas que possuem mediacao imunolégica (Blumberg 2009; Sartor 2006).
A colite ulcerativa (ulcerative colitis, UC) e a doenca de Crohn (Crohn's disease, CD) sdo as duas
principais formas de IBDs e, embora existam muitas similaridades entre as duas doengas, a UC
e a CD diferem em aspectos importantes de carater clinico e genético (Blumberg 2009; Sartor
2006; Wirtz et al. 2007).

Pacientes com IBD sofrem de cdlicas abdominais, diarreia, sangramento retal e perda
de peso. Enquanto na UC a inflamacdo é restrita ao célon (inflamacdo continua), na CD pode
ocorrer em qualquer porg¢do do trato intestinal da boca ao reto (inflamag¢dao descontinua).
Outras diferengas entre UC e CD podem ser observadas no nivel histolégico. Enquanto CD é
caracterizada por uma inflamacao transmural e as vezes granulomatosa, a UC afeta somente
as camadas mucosa e submucosa. Por outro lado, algumas caracteristicas histopatolégicas sdo
similares nas duas doencas como edema, deplecdo de células caliciformes, alteracbes na
arquitetura das criptas e ulcera¢des. Complicacdes das IBDs incluem formacado de fistula,

desenvolvimento de abscesso, estenose e cancer. Além disso, muitos pacientes com IBD sdo
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encaminhados para cirurgia devido a complicacdes da doenca (Danese & Fiocchi 2011;
Neurath 2012).

O inicio das IBDs ocorre, tipicamente, entre a segunda e a terceira décadas de vida e
grande parte dos individuos acometidos pela doenca desenvolve um quadro crénico e
apresentam recidivas (Xavier & Podolsky 2007). Entretanto, mais de 25% dos pacientes com
IBDs sao diagnosticados antes dos 18 anos de idade, sendo cerca de 5% antes dos 5 anos de
idade (Fell 2011). Essas doencas estdo relacionadas, em grande frequéncia, a disturbios
nutricionais graves como desnutricdo protéico-calérica e deficiéncia de vitaminas e de
elementos tragos (Oliveira et al. 2010).

Ainda que permanecam lacunas acerca da etiologia dessas doencas, diversos estudos
em modelos animais sugerem a combinacao de fatores relacionados a predisposicdao genética,
associados a disfun¢des imunoldgicas, com influéncia do meio ambiente e da microbiota do

hospedeiro na contribui¢do para a cronificagdo das doengas (Figura 3) (Wirtz et al. 2007).

Fatores

Resposta imune . .
P ambientais

Antigenos e
adjuvantes
microbianos

Susceptibilidade
genética

Figura 3. Interagdo entre varios fatores contribui para a inflamagao intestinal cronica em um
hospedeiro susceptivel. A susceptibilidade genética é influenciada pela microbiota, que possui
antigenos e adjuvantes que estimulam respostas imunes. Aspectos ambientais sdo necessdrios para
iniciar ou reativar a expressdo da doenca (Sartor 2006 - modificado).

Os mecanismos envolvidos na patogénese inicial da UC e da CD ainda ndo estdo
desvendados, embora existam algumas propostas de mecanismos como: a) infeccbes

especificas persistentes; b) disbiose intestinal; c) reducdo da funcdo de barreira da mucosa
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intestinal; d) reducdo da eficiéncia do clearence microbiano; e) imunorregulacdo aberrante
(Sartor 2006).

A prevaléncia das IBDs aumentou rapidamente na Europa e América do Norte na
segunda metade do século XX e tem se tornado mais presente no restante do planeta, a
medida que diferentes paises adotam uma dieta ocidental (Loftus 2004). Observa-se uma
forte influéncia ambiental nas IBDs, confirmada pela taxa relativamente baixa de
concordancia entre gémeos — de aproximadamente 50% nos casos de CD e de 10% em UC
(Halfvarson et al. 2003). Essas taxas, porém, ndo sao suficientemente baixas para que se
exclua o fator genético como um dos determinantes das IBDs (Sartor 2006). A agregacao
familiar das doencas inflamatdrias intestinais ja é conhecida, uma vez que parentes de
primeiro grau de individuos afetados possuem um risco relativo de cinco vezes ou mais de
desenvolverem a doenca. Esse componente herdavel, porém, parece ser mais intenso para o
desenvolvimento da DC do que da UC (Xavier & Podolsky 2007).

Dessa forma, pode-se dizer que as IBDs, apesar de terem sua etiologia precisa
indefinida, derivam de uma resposta desregulada do sistema imune de mucosa contra
componentes antigénicos da microbiota intestinal indigena em um individuo geneticamente

susceptivel (Ordas et al. 2012).

1.2.1 Colite ulcerativa

A UCfoi descrita pela primeira vez por Sir. Samuel Wilks, em 1984, no artigo intitulado
“Morbid appearances in the intestine of Miss Bankes”. Hoje é considerada a mais comum das
IBDs, tendo incidéncia de 1,2-20,3 casos por 100.000 individuos por ano, e prevaléncia de 7,6-
246,0 casos por 100.000 individuos por ano (Danese & Fiocchi 2011). A UC possui um padrao
bimodal de incidéncia, cujo pico principal localiza-se entre as idades de 15 e 30 anos, e um
segundo pico, menor, entre os 50 e 70 anos. Os estudos ndo demonstram taxas diferentes
entre os sexos, mas indicam diferencas entre etnias (Ordas et al. 2012).

A incidéncia de UC é maior em paises desenvolvidos do que em paises em
desenvolvimento. Isso pode, em parte, ser explicado pelo maior acesso a cuidados médicos e,
portanto, maior notificacdo dos casos da doenca. Além disso, a maior sanitizacao dos paises

desenvolvidos pode reduzir a exposicao de criangas as enterobactérias, o que pode alterar a
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maturacdo do sistema imune de mucosa, resultando, assim, em uma resposta imune
inapropriada em caso de exposi¢cao a micro-organismos infecciosos em uma fase tardia da vida
- 0 que é chamado de hipdtese da higiene (Ordas et al 2012).

Essa doenca é caracterizada por uma inflamagdo difusa da mucosa, que se estende
proximalmente a partir do reto e possui extensao e gravidade variaveis. Em conjunto com essa
grave inflamacgdo e produgdo de uma complexa variedade de mediadores inflamatérios, uma
ulceragao superficial da mucosa intestinal se desenvolve. Observa-se a presenga de abscessos
nas criptas intestinais e infiltrado de neutrdfilos, plasmdcitos e eosinéfilos na lamina prépria.
O paciente acometido pela doenga apresenta periodos de recidivas sintomaticas e remissoes,
apresentando como principal sinal clinico a diarreia sanguinolenta com ou sem a presenca de
muco. Pode-se, ainda, citar outros sinais como: tenesmo, nausea, vomito e dor abdominal
hipogastrica. Em criancas, pode-se verificar atraso no crescimento e na apari¢ao dos sintomas
da puberdade. Dentre as complicagdes que podem surgir na fase aguda estao sangramento
grave e megacdlon téxico, enquanto na fase crénica podem ocorrer displasia ou cancer
epitelial. Além dos sintomas localizados, ha relatos de manifestacGes extraintestinais, que
podem ocorrer em 10-30% dos pacientes com UC. Podem envolver vérios érgdos e sistemas,
sendo os mais frequentes os mucocutaneos, oculares, articulares, dsseos e hepaticos. Ja ha
relatos de envolvimento em eventos tromboembdlicos, hematoldgicos e em manifestacbes
neuroldgicas, cardiacas, tiredideas e nefrouroldgicas. Além disso, estas manifestacdes podem
ocorrer anteriormente ou concomitantemente as manifestacdes intestinais (Danese & Fiocchi
2011; Fell 2011; Oliveira et al. 2010; Xavier & Podolsky 2007).

Em alguns casos, os pacientes podem apresentar, ainda, impactos psicolégicos e
fisioldgicos como letargia, depressao, medo por causa da diarreia e, consequentemente,
isolamento social e reducdo da atividade sexual (Oliveira et al. 2010). Apesar de muito dos
sintomas e caracteristicas da UC serem conhecidos, os mecanismos patoldgicos dessa doenca
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (Johansson et al. 2010).

O diagndstico da UC baseia-se nos sintomas clinicos e é confirmado por observacbes
objetivas obtidas por endoscopia e analises histoldgicas. Causas infecciosas ou ndo infecciosas
de diarreia devem ser descartadas antes do diagndstico final. A inflamacdo geralmente é
iniciada no reto e se estende proximalmente, em padrdo ininterrupto, envolvendo parte ou
todo o cdlon. Apesar das graves manifesta¢des da doenca, os pacientes com UC ndo tém risco

de mortalidade aumentado quando comparados a populacdo em geral (Ordas et al 2012).
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O Brasil ainda é considerado uma darea de baixa prevaléncia de IBDs. Mas, apesar de
haver um aumento significativo do registro dessas doencas na literatura nacional, elas ndo
possuem notificacdo compulséria, o que, em muitos casos, pode implicar na auséncia de
diagnodstico dos quadros de IBDs (Souza et al. 2008). Além disso, os prontudrios ndao sao
adequados e o registro é feito apenas pelas redes publicas hospitalares e conveniadas — e,
majoritariamente, os portadores de doengas cronicas procuram a rede privada para o
acompanhamento da enfermidade — o que também pode contribuir para a subnotificacdo dos
quadros de IBDs (Oliveira et al. 2010).

Oliveira et al. (2010) publicaram um estudo epidemioldgico que avaliou, entre os
anos 1998 e 2005, casos de IBDs na macrorregido de saude leste do estado de Minas Gerais.
De acordo com os autores, os dados correspondem a situacdao de grande parte das demais
macrorregides. Os dados apresentados indicam que as IBDs representaram 0,6% das
internagdes por doencas do aparelho digestivo, ndo se observando predominancia de acordo
com o género do paciente. Além disso, 70% dos casos estdo concentrados na faixa etdria entre
20 e 69 anos. Outro aspecto observado foi o tempo médio de internagdao hospitalar,
aproximadamente 6,5 dias, o que caracteriza o alto grau de morbidade da doenca, além de
gerar alteragOes biopsicossociais no paciente e familiares, bem como gastos elevados com o

sistema de saude (Oliveira et al. 2010).

1.2.1.1 Microbiota intestinal indigena e seu papel na colite ulcerativa

A comunidade bacteriana (microbiota) dos intestinos humanos contém,
predominantemente, representantes de 4 filos: Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes
e Firmicutes — sendo os dois ultimos os filos dominantes numericamente. A microbiota
intestinal é auto-regulada e isso permite que seja mantida uma estabilidade ao longo do
tempo - essa estabilidade acontece principalmente nas proporg¢ées dos grupos filogenéticos e
sob condig¢des nas quais os individuos estdo saudaveis (Tannock 2010).

A microbiota intestinal é, além disso, capaz de modular o sistema imune, atuando
como adjuvante (ativando resposta imune inata, como células dendriticas e células
apresentadoras de antigenos) ou como antigenos (estimulando a expansao clonal de células

T). Os adjuvantes microbianos (lipopolissacarideo, peptidioglicano, flagelina e DNA ndo-
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metilado) ligam-se a receptores de células do sistema imune, mesenquimais, ou do epitélio
intestinal e, assim, ativam vias de sinaliza¢ao envolvidas na transcricdo de genes regulatdérios
ou pro-inflamatérios (Sartor 2006).

Esse fato, associado a observagdes dos beneficios do tratamento com antibiéticos em
pacientes com IBDs e do uso de preparacdes probidticas como uma forma de melhorar o
quadro clinico das IBDs, sugerem que o balango entre a microbiota entérica e as respostas de
defesa do hospedeiro na mucosa intestinal possua um papel essencial na iniciacdo e
patogénese das doengas inflamatérias intestinais (Xavier & Podolsky 2007).

Com base em diferentes estudos, Tannock (2010) sugere trés possiveis mecanismos
gue explicariam o envolvimento da microbiota na colite ulcerativa:

1. A microbiota como um todo atuaria como um patdégeno substituto: observa-se
que o perfil microbiano nas biopsias ndo é diferente entre as mucosas inflamada ou nao
inflamada (Bibiloni 2006; Vasquez et al. 2007). Assim, a predisposicdo genética de pacientes
com permeabilidade anormal na mucosa intestinal permitiria a entrada de antigenos da
microbiota comensal nos tecidos sub-epiteliais. Consequentemente, células do sistema imune
seriam ativadas como se houvesse ocorrido uma infec¢ao por um patdgeno invasivo,
resultando em um quadro de inflamacao crénica (MacDonald et al. 2011).

2. Membros especificos da microbiota atuariam como patégenos e
desencadeiariam a inflamacao: alguns grupos bacterianos podem aumentar em casos de IBD.
Em pacientes com DC, por exemplo, costuma-se encontrar niveis alterados de enterobactérias
(Sokol et al. 2008), que podem ser, inclusive, Escherichia coli fenotipicamente diferentes das
comensais (Chassaing & Darfeuille-Michaud 2011; Tannock 2010).

3.  Alteragdes nas proporgoes dos grupos filogenéticos que compdem a microbiota
poderiam iniciar a resposta inflamatdria: a reducdao no nimero de filotipos (biodiversidade)
foi relatada tanto em pacientes com UC quanto em pacientes com CD, o que sugere que
alteragdes na composicao da microbiota ocorrem devido as alteragdes provocadas pelo
estado inflamado do intestino (Tannock 2010).

A participacdo da microbiota é tdo significativa que animais geneticamente
susceptiveis a desenvolverem quadros de IBD, quando em condi¢cGes axénicas — ou seja,
isentos de qualquer tipo de microbiota — ndo desenvolvem a doenca; ao passo em que,

qguando a microbiota é reestabelecida, o quadro clinico aparece (Kaser et al. 2010).
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Além disso, a propria inflamacdo, seja ela induzida por um patdégeno (p.ex., o modelo
de inducdo por Citrobacter rodentium), quimicamente (DSS) ou geneticamente (dele¢dao de
il10) leva a alteragdes significativas da estrutura da comunidade microbiana do célon, como

pode ser visto na tabela 1 (Kaser et al. 2010).

Tabela 1. Alteragées na microbiota intestinal em humanos com IBD e camundongos com colite
induzida por DSS

Doenga Diminui¢do da abundancia Aumento da abundancia Total de Origem da
bactérias amostra
IBD Bacteroidetes, incluindo Proteobacteria, incluindo Reduzidaem  Amostras de
Bacteroides Enterobacteriaceae estudos intestino
thetaiotaomicron (aumento relativo, ndo recentes
Classe Clostridia dos absoluto) de rRNA
Firmicutes, como Classe Bacilli dos Firmicutes 16S
Faecalibacterium Aumento de bactérias Aumentada
prausnitzii e espécies aderentes de mucosa em
produtoras de butirato. (particularmente em estudos
Reducdo da diversidade locais adjacentes e ndo com DGGE
inflamados. ou FISH
Colite Bacteroidetes (duas vezes)  Firmicutes (duas vezes, Reduzida (0,7 Tecido do
induzida incluindo as familias vezes) colone
por DSS Lachnospiraceae, conteudo
Lactobacillaceae) luminal

DGGE: (denaturing gradiente gel electrophoresis) eletroforese em gel de gradiente denaturante; DSS:
sulfato sédico de dextrana; FISH: (fluorescence in situ hybridization) hibridizacdo in situ por
fluorescéncia. (Kaser et al. 2010 - modificado)

Em individuos saudaveis, bactérias comensais e anti-inflamatérias interagem com a
mucosa gastrointestinal para a manutengdo da homeostase. Esse processo envolve o
reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs, pathogen-
associated molecular patterns) derivados dos micro-organismos da microbiota pela mucosa
intestinal e uma resposta fisiolégica do hospedeiro, com a producdo de IgA e IgG, bem como
de a- e B-defensinas. A comunidade microbiana previne os efeitos préinflamatérios de
bactérias (potencialmente) patogénicas que estdo ali presentes e medeia a tolerancia. Em
pacientes com IBD, a interagdo anormal entre as células do hospedeiro e os micro-organismos
perturba a homeostase, desencadeando a inflamacdo intestinal. A inflamacdo é decorrente
de fatores genéticos do hospedeiro que afetam a funcdo de barreira da mucosa, a imunidade

inata e adaptativa e altera qualitativa e/ou quantitativamente a composicdo da microbiota



Introducdo |26

intestinal — com reducdao de membros dos filos Bacteroidetes e Firmicutes em pacientes com

IBDs (Figura 4) (Chassaing & Darfeuille-Michaud 2011).
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Figura 4. A microbiota e fatores genéticos e ambientais do hospedeiro contribuem para a patogénese
das IBDs. Detalhes no texto (Chassaing & Darfeuille-Michaud 2011 - modificado).

1.2.1.2 Aspectos imunoldgicos da colite ulcerativa

Tanto na UC como na CD sdo observadas a ativacdo das respostas imunes inata (com
envolvimento de macroéfagos e neutréfilos) e adquirida (linfécitos B e T) e a perda de
tolerancia as bactérias comensais do intestino (Duchmann et al. 1995; Mow et al. 2004). A
tolerancia imunolégica é regulada por linfécitos B e T, células natural killer (NK) e células
dendriticas que secretam interleucina(IL)-10, interferon(IFN)-a/p e prostaglandina (Sartor

2006).
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Macréfagos e células dendriticas apresentando fenétipos ativados sdao encontrados
em elevados nimeros na lamina prépria do intestino. E, ainda, detectado o aumento na
producdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (tabela 2) e na expressdao de moléculas

co-estimulatorias e de adesdo (Sartor 2006).

Tabela 2. Citocinas associadas as doencas inflamatdrias intestinais

Citocina Doenga de Crohn Colite Ulcerativa

Resposta imune inata
IL-1B

TNF

IL-6

IL-8 *

IL-12

IL-18

IL-23

IL-27

S>>
%
zZzozZ2>5>o>5>

Resposta de células T
IFN-y

IL-5

IL-13

IL-17

IL-21

*Representante das quimiocinas. Abreviagdes: 1, indica aumento;
IL, interleucina; N, normal. (Sartor 2006)

S>ozz->
zZz>o5>>=z

Moléculas pré-inflamatdrias sdo secretadas principalmente por mondcitos e células
polimorfonucleares que migram para o foco inflamatério. Isso ocorre uma vez que os
macrofagos residentes possuem menor capacidade para responder aos adjuvantes
microbianos, pois ndo expressam receptores, como os TLRs (toll-like receptors) (Smythies et
al. 2005). As células do epitélio intestinal também possuem uma baixa densidade de TLRs, o
gue permite a convivéncia dessas células com a grande concentracdo de bactérias no limen
intestinal (Iwasaki & Medzhitov 2004).

Apesar de cada tipo de TLR ligar-se a um adjuvante especifico, esses sinais convergem

para uma via Unica que levard a ativacdo das proteinas cinases ativadas por mitdgenos
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(mitogen-activated protein kinases, MAPKs) e do fator nuclear kappa B (nuclear factor-xB, NF-

kB) (Figura 5) (Sartor 2006).

Lipopeptideos Lipopolissacarideo
TNF IL-1 Peptldlogllca no dsRNA HSPGU Flagelina CpG DNA
TNFR TLR2 TLR3 T
MAPK NF-kB
ERK 1/2 p38 p50 p65

DO PP

Transcrigao

Figura 5. Receptores TLR ligam-se, seletivamente, a varios componentes microbianos. Essa ligacdo
ativa vias conservadas de sinalizagdo que, por sua vez, ativam MAPKs e NF-kB. Esses fatores de
transcricdo estimulam a expressdao de diversos genes pré- ou anti-inflamatdrios (Sartor 2006 -
modificado).

O NF-kB é um fator de transcricdo considerado um mediador intracelular critico da
resposta inflamatéria. E constituido pelas proteinas p65/RelA, c-Rel, RelB, p50 e p52 que se
combinam de diferentes formas a fim de formarem o dimero transcricionalmente ativo,
induzindo, assim, a ativacdo de varios genes envolvidos nas respostas inflamatdria e imune —
muitos dos quais envolvidos na patogénese das IBDs. Dentre estes, os da molécula de adesao
intracelular-1 (ICAM-1), oxido nitrico sintase induzida (iNOS), cicloxigenase-2 (COX-2),
citocinas: IL-1pB, fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor, TNF) e IL-6, e quimiocinas (IL-

8) (Sartor 2006; Ye 2001).
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As MAPKs sdo membros da familia de cinases intracelulares especificas de
serina/treonina e sdo importantes na conversdo de estimulos extracelulares em uma grande
variedade de processos celulares como crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, migracao,
inflamacgdo e sobrevivéncia (figura 6) (Cuadrado & Nebreda 2010; Kyriakis & Avruch 2001;
Rincén & Davis 2009; Roy et al. 2008; Weston & Davis 2007). Em mamiferos, a familia das
MAPKs é constituida de trés grupos principais: cinases reguladas por sinais extracelulares
(extracellular signal-regulated kinase, ERK) (ERK1/2 ou p42/p44), cinases de amino-terminal
de c-Jun (c-Jun N-terminal kinase, JNK) (JNK 1/2/3) e a familia das MAPKs p38, composta por
quatro isoformas (a, B, v e 8) (Chen et al. 2001). As cascatas de MAPKs sdo ativadas por
diversos estimulos, nos quais se incluem fatores de crescimento, citocinas e horménios.
Consistentemente com seu papel em vdrios processos celulares, as vias de sinalizacdo que
envolvem as MAPKs estdo envolvidas em diversas doencas humanas (Cuenda & Rousseau
2007; Johnson & Nakamura 2007; Kim & Choi 2010).

A UC tem sido considerada uma doenca mediada por citocinas do tipo Th2
caracterizada por um aumento na produgao de IL-5 e IL-13 e niveis normais de IFN-y, como
pode ser visto na tabela 2. A resposta do tipo Th1 é excluida uma vez que o aumento de IFN-
y, caracteristica desse tipo de resposta, ndo é observado na UC. E importante ressaltar que a
producao da citocina tipica das respostas Th2, a IL-4, ndo se apresenta aumentada, o que leva

a classificar a UC como uma doenca de Th2 atipica (Strober & Fuss 2011).
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Figura 6. Os principais efeitos da sinalizacdo das MAPK no complexo de resposta imune do trato
gastrointestinal de pacientes com IBD (Broom et al. 2009 - modificado).

1.2.1.3 Aspectos genéticos relacionados a colite ulcerativa

A existéncia de fatores genéticos associados a UC é percebida, dentre outros fatores,
pela agregacao familiar da doenca, bem como pela concordancia fenotipica para UC em
gémeos. Gémeos monozigdticos apresentam uma concordancia de 10-20% para UC, esse
valor é consideravelmente menor do que o valor encontrado para CD (50-75%) (Kaser et al.
2010); o que nos mostra que a UC possui uma menor associacdo com determinantes genéticos
do que a CD.

Avancos na compreensao da genética das IBDs humanas sao provenientes de estudos
baseados na andlise de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, single nucleotide

polymorphism) e em estudos em modelos animais com a utilizacdo de técnicas de transgenia
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ou delecdo (knockout) de genes. Os resultados mostram que os genes envolvidos nas IBDs
atuam como reguladores de diversas func¢des bioldgicas importantes, incluindo
imunorregulacdo, integridade da barreira mucosa, clearance microbiano e/ou homeostase
(Sartor 2006).

Em uma revisdo recente, Danese & Fiocchi (2011) citam uma meta-analise de seis
estudos que confirmaram a presenca de 47 loci associados a UC, dos quais 19 sao especificos
para UC e 28 sdo compartilhados com CD. Dentre os genes envolvidos pode-se citar: ECM1,
HNF4A, CDH1 e LAMB1 envolvidos na disfungdo na barreira epitelial; DAP que possui ligacao
com apoptose e autofagia; PRDM1, IRF5 e NKX2-3 relacionado a defeitos na regulacao
transcricional. Dentre os genes que sdao comuns a UC e a CD pode-se citar diversos genes na
via de sinalizagdo de IL-23 (/IL23R, JAK2, STAT3, IL12B e PTPN2). E fundamental ainda ressaltar
gue existe a sobreposicdo de genes relacionados tanto a UC como a outras doencas
imunoldgicas, dentre os quais HLA-DR e genes envolvidos na diferenciacdao de células T
auxiliares (Th1l e Th17) como IL10, IL7R, IL23R e IFN-y.

Dessa forma, considerando-se o grande nimero de genes implicados e o pequeno
efeito aditivo de cada um, o screening genético ndo é correntemente indicado para avaliar a

susceptibilidade individual em desenvolver UC (Danese & Fiocchi 2011).

1.2.1.4 Aspectos ambientais relacionados a colite ulcerativa

As taxas de concordancia das IBDs em gémeos monozigéticos, e o desenvolvimento
dessas doencas em imigrantes que se deslocam para paises com elevada prevaléncia de IBD e
em paises que estao sofrendo uma rapida ocidentalizagdo mostram a importancia do fator
ambiental na patogénese dessas doencas (Kaser et al. 2010). Além disso, diversos estudos tém
demonstrado a influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento das doenc¢as IBDs como,
por exemplo, o habito de fumar (que na UC tem um carater protetor, contrario ao que ocorre
na CD), a dieta, a utilizacdo de antibidticos ou de drogas anti-inflamatdrias ndo-esteroidais
(NSAIDs), o estresse e a existéncia ou ndo de infeccdo patogénica. A participacdao desses
fatores na patogénese das IBDs deve-se ao fato de eles serem capazes de alterar a integridade
da funcdo de barreira da mucosa intestinal, a resposta imune ou o microambiente luminal

(Sartor 2006).
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Sartor (2006) propde que apds uma injuria ndo especifica desencadeada por um fator
ambiental, como uma infec¢do ou a utilizagao de NSAIDs, um hospedeiro normal rapidamente
repararia as alteracdes ocorridas na mucosa e nas respostas imunes inatas e de células T, sem
que haja danos residuais ao tecido. Ao contrario, individuos nos quais a imunorregulagao, a
funcdo de barreira da mucosa ou o clearance bacteriano sdao defectivos, podem desenvolver
um quadro de inflamagdo crénica que é mediado por uma resposta agressiva de células T
contra antigenos da microbiota intestinal. O quadro crénico é mantido pela continua

exposicdo de antigenos no intestino (Figura 7).
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Figura 7. Possiveis respostas a uma injuria intestinal transiente em um hospedeiro geneticamente
susceptivel ou geneticamente resistente (Sartor 2006 - modificado).

1.2.1.5 Fisiopatologia da colite ulcerativa

A barreira epitelial e a camada de muco compde a primeira linha de defesa intestinal,

uma vez que ali ha a separacdo entre a microbiota intestinal comensal e as células do sistema
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imune, além da producdo de peptidios antimicrobianos. Nos pacientes com UC ha uma
reducao tanto na producdo de mucina quanto na expressao de proteinas de jun¢do (ZO-1 e
ocludina, por exemplo). Dessa forma, ocorre o rompimento das zonulas de oclusdo (tight
junctions) e do filme de muco que cobre a camada epitelial, levando ao aumento da
permeabilidade do epitélio intestinal, o que resulta no aumento da captura de antigenos do
[Umen. Ao atingirem a lamina prdpria, esses antigenos entram em contato com as células do
sistema imune inato que residem naquele local — macréfagos e células dendriticas. Essas
células passam, entao, a reconhecer bactérias ndo-patogénicas da microbiota comensal por
meio de seus receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (como os TLRs), alteram
seu estado funcional de tolerogénico para um fenétipo ativado. Esse processo culmina na
ativacao das vias de NF-kB, que estimulam a transcri¢do de genes proinflamatérios, resultando
no aumento da produgdo de citocinas proinflamatérias (TNF, IL-12, IL-23, IL-6 e IL-1B). Apds o
processamento, os antigenos capturados pelos macréfagos e células dendriticas sao
apresentados a células T CD4 naive, promovendo sua diferenciacdao em células Th2 efetoras,
caracterizadas pela producdo de IL-4. Células T NK (natural killer) sdo a principal fonte de IL-
13, que esta associada ao rompimento da barreira epitelial pela inducdo de apoptose e
alteragGes nas z6nulas de oclusdo. A inflamacdo instalada no intestino leva a um aumento da
expressao de MAdCAM-1 (mucosal vascular addressin-cell adhesion molecule-1) nas células
endoteliais coldnicas, permitindo com que células T circulantes que expressam a integrina-
o4p7 liguem-se ao endotélio, levando ao aumento da infiltragdo de células T na lamina
propria. A maior expressdo de quimiocinas proinflamatdrias, como CXCL1, CXCL3 e CXCLS,
também leva ao aumento do recrutamento de leucdcitos circulantes, culminando com a

perpetuacdo do ciclo inflamatério (Figura 8) (Ordas et al. 2012).
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Figura 8. Patofisiologia da colite ulcerativa. Detalhes no texto. (Ordas et al 2012)
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1.2.1.6 Opgodes para o tratamento da colite ulcerativa

O tratamento das IBDs consiste em medidas de conservacdo da saude do paciente
(Triantafillidis et al. 2011) e depende da extensdo e da gravidade das lesGes, bem como do
segmento intestinal envolvido (Oliveira et al. 2010). As medidas tomadas objetivam, em um
primeiro momento, induzir e manter a remissdo; prever, prevenir e tratar complicacdes;
restaurar o status nutricional do paciente; além de providenciar apoio psicossocial adequado
ao paciente (Oliveira et al. 2010; Triantafillidis et al. 2011). A cirurgia pode ser empregada em
casos mais complicados, como obstrucgdo intestinal e abscessos, ou quando a doenca nao
responde ao tratamento em tempo considerado razodvel - entretanto, quando 50% do
intestino delgado é removido, o paciente tende a desenvolver a Sindrome do Intestino Curto

(Kaser & Tilg 2008; Oliveira et al. 2010; Triantafillidis et al. 2011).
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Em revisdo recente, Triantafillidis et al. (2011), classificam em cinco divisdes os
tratamentos farmacolégicos utilizado no manejo das IBDs:
1. Drogas anti-inflamatérias: mesalazina, sulfasalazina e corticosteroides
(prednisolona, metilprednisolona e butesonida)
2. Imunosupressores: azatioprina (AZ), 6-mercaptopurina (6-MP),
metotrexato (MTX), ciclosporina, tracolimo
3. Agentes bioldgicos: anticorpos monoclonais (infliximab, adalimumab,
certolizumab pegol)
4. Antibidticos: metronidazol, ciprofloxacina e rifaximina (Chassaing &
Darfeuille-Michaud 2011)
5. Probidticos: E. coli Nissle 1917 e VSL#3

A principal abordagem terapéutica (e que se mostrou eficaz, tanto em casos de CD
guanto em UC) envolve o uso de drogas anti-inflamatdrias e de agentes bioldgicos como os
anticorpos monoclonais anti-TNF, porém somente um ter¢o, ou menos, dos pacientes
mantém remissdo dos sintomas apds um ano de tratamento. Além disso, muitos deles podem,
com o passar do tempo, adquirirem resisténcia ao medicamento, que perde, assim, sua

eficacia (Kaser & Tilg 2008, Danese 2012).

13 Probidticos: nova possibilidade de tratamento para a colite ulcerativa

1.3.1 Origens, defini¢cdes e utilizagdo de probidticos

Nos ultimos anos tem se tornado cada vez mais evidente que a complexa microbiota
que reside em nosso trato gastrointestinal perdeu grande parte de suas caracteristicas
patogénicas, ainda que tenham capacidade de penetrar a barreia epitelial e, assim, estimular
respostas imunes de mucosa. Em alguns individuos como, por exemplo, aqueles com IBDs,
esse equilibrio é rompido e os micro-organismos da microbiota induzem respostas que levam
a quadros de inflamacdo e doenca. Uma tentativa de corrigir esse desequilibrio tem sido a
busca de micro-organismos que, quando introduzidos no sitio inflamado do intestino, sejam

capazes de reduzir ou eliminar o quadro inflamatdrio (Boirivant & Strober 2007). Esses micro-
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organismos que sao utilizados com o objetivo de prevenir ou tratar doencgas recebem o nome
genérico de probidticos.

Relatos dos efeitos benéficos relacionados a utilizacdo de bactérias na alimentacao
podem ser observados na versao persa do Velho Testamento (Génesis 18:8), no qual se |é:
“Abrado atribuiu sua longevidade ao consumo de leite azedo”. O historiador romano Plinio,
em 76 a.C., recomendou a utilizagdo de produtos de leite fermentado para o tratamento de
gastroenterites (Teitelbaum & Walker 2002). No inicio do século XX, o cientista russo llya
Metchnikoff (1845-1916), laureado com o Prémio Nobel de Medicina de 1908, observou que
0s camponeses bulgaros possuiam uma vida média de 87 anos, excepcional para o inicio dos
anos 1900. Ele atribuiu esse fato ao grande consumo de leite fermentado pela populagdo.
Além disso, ele sugeriu que a ingestado de iogurte contendo Lactobacillus bulgaricus diminuiria
0 numero de bactérias produtoras de toxinas no intestino (Teitelbaum & Walker 2002;
Vasiljevic & Shah 2008).

O primeiro uso do termo “probidtico” é atribuido a Kollath (1953), no qual a definicdo
diz respeito a substancias comuns em alimentos vegetais como vitaminas, substancias
aromaticas, enzimas e outras substancias ligadas a processos vitais. Nos anos seguintes, as
definicdes propunham o termo em oposi¢ao ao termo antibidtico, considerando, inclusive, a
capacidade de prevenir e restaurar o equilibrio microbiano existente antes da terapia
antibidtica (Kolb 1955; Vergin 1954). Posteriormente, outros autores ampliaram essa
definicdo, para substancias produzidas por micro-organismos que promovem o crescimento
de outros micro-organismos, além de estimularem o sistema imunoldgico (Fujii & Cook 1973;
Lilly & Stillwell 1965). Mais de 20 anos depois, Fuller (1989) definiu probiético como “um
suplemento microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro gragas a melhoria
no balanco microbiano intestinal”. Atualmente, seguindo a recomendac¢do da Junta de
Avaliacdo de Probidticos em Alimentos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a definicdo
sugerida é aquela que diz que “probidtico é um micro-organismo vivo que, quando
administrado em quantidades adequadas, confere beneficios a saude do hospedeiro”
(FAO/WHO 2002).

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de avaliar
os efeitos do uso de micro-organismos probidticos, usando diferentes formulas e com
propédsitos de prevencdo ou tratamento de doencas. Dessa forma, hd um acimulo de

evidéncias descrevendo a capacidade de linhagens probidticas em apresentar uma ou mais
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das seguintes atividades protetoras: modulacdo da microbiota intestinal, imunomodulacgao,
reducao de sintomas alérgicos, alivio de gastroenterite aguda, redugao da intolerancia a
lactose, reducdo da inflamacao intestinal, producdo de acidos graxos de cadeia curta e alivio
da constipagdo (Goldin 1998; Ouwehand et al. 2002; Saxelin et al. 2005), além de contribuir
para a nutricdo do hospedeiro, atuar contra micro-organismos patogénicos e influenciar a
proliferagdo de células intestinais e a maturagao do sistema imune (Turroni et al. 2011).

Os probidticos sdao comercializados sob a forma de suplemento alimentar ou
preparagdes farmacéuticas, contendo um unico tipo de micro-organismo, ou mesmo uma
combinagado de diferentes espécies de micro-organismos. Entre os principais probidticos estao
as bactérias do dacido lactico (BAL), que incluem os lactobacilos (Lactobacillus lactis, L.
acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. casei, L. bulgaricus, L. rhamnosus, L
paracasei, L. jensenii, L reuteri, L. johnsonii, L. helveticus, L. gasseri), Enterococcus faecium
SF68 e E. faecalis, Streptococcus salivarius e S. thermophilus, Pediococcus acidilactici e
espécies de Leuconostoc e Lactococcus. Além das BAL, temos também as bifidobactérias
(Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B. animalis, B. adolescentis),
Escherichia coli EMO e E. coli Nissle, Bacillus subtilis e B. toyoi, e as leveduras S. boulardii e S.

cerevisiae (Martins 2008).

1.3.2 Probidticos no tratamento da colite ulcerativa

Desde a descoberta dos efeitos benéficos da sulfasalazina em casos de UC, o nimero
de drogas usadas para o tratamento de IBD vem aumentando. Uma das ultimas adi¢des a esse
arsenal terapéutico sdao os probidticos. A indicacdo de probidticos em casos de IBD é
fundamentada em uma série de estudos em humanos e animais indicando que a microbiota
intestinal possui um papel central na patogénese de CD e UC (Fiocchi 2003).

Como apresentado, probidticos atuam por meio de diferentes mecanismos.
Primeiramente, eles atuam como barreira, pela colonizacdo do epitélio intestinal e pela
inibicdo competitiva, impedindo, assim, que outras bactérias do limen intestinal atinjam a
lamina prépria. Eles promovem o aumento da producdo e alteram a consisténcia da camada
de muco — o que protege contra bactérias invasivas. Ainda levam a uma maior secrecao, pelo

hospedeiro, de defensinas e imunoglobulinas protetoras, como a imunoglobulina A secretora
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(slgA) e eles mesmos (os probiodticos) produzem substancias que inibem o crescimento de
patégenos (acidos organicos, bacteriocinas). Finalmente, os probidticos atuam regulando as
funcdes do sistema imune de mucosa, tornando-o mais anti-inflamatério e menos pré-
inflamatdrio — especificamente, probidticos podem estimular as células dendriticas que sejam
menos reativas e responsivas as bactérias luminais — o que é denominado como
imunomodulag¢do (Fedorak 2010).

Apesar de sua origem idiopdtica, sabe-se que a UC requer um background genético
que permita, muitas vezes, que bactérias do limen intestinal desencadeiem uma resposta
inflamatdria intensa. Dessa forma, as bases para o uso de probidticos no tratamento desta
doenca se apdiam no fato de que alterar a populacdo de bactérias existentes no local pode
tornar a mucosa colénica menos inflamatdria (Fedorak 2010).

A UC pode responder a terapia probidtica. Isso é observado por meio de estudos
empiricos e clinicos que mostraram a eficacia de dois probidticos nesse tratamento. Por
exemplo, E. coli linhagem Nissle 1917 (Mutaflor, Ardeypharm) (200 mg ao dia) pode ser tdo
efetivo quanto 5-aminosalicilato para a manutencao da remissdao da doenca, e o probidtico
VSL#3 (VSL Pharmaceuticals, Inc.), é uma preparacdo que contém oito espécies probidticas (B.
breve, B. longum, B. infantis, S. thermophilus, L. acidophilus, L. plantarum, L. paracasei e L.
bulgaricus) em conjunto com 5-aminosalicilato pode ajudar na remissdo em UC leve ou
moderada (Bibiloni et al. 2005; Danese & Fiocchi 2011; Fedorak 2010; Kokesoba et al. 2006;
Nagalingam & Linch 2012).

Porém, novos estudos devem ser realizados na busca de novos tratamentos com
probidticos como terapia alternativa para doencgas inflamatdrias intestinais. Linhagens
bacterianas candidatas a qualidade de probidticos com potencial de intervencdo em quadros
de IBDs em sua maioria pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Philippe et

al. 2010).

1.3.3 O género Bifidobacterium

As bactérias do género Bifidobacterium estao classificadas como pertencentes ao filo

Actinobacteria, a classe Actinobacteria, a ordem Bifidobacteriales e a familia
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Bifidobacteriaceae — sendo Actinobacteria uma das maiores unidades taxondmicas
bacterianas (Turroni et al. 2011).

Actinobactérias sdo caracterizadas como bactérias Gram-positivo e que possuem
elevado conteudo G+C no DNA, variando de 51% para algumas espécies de Corynebacterium
a 70% para algumas espécies de Streptomyces e Frankia (Ventura et al. 2007B). Esse filo inclui
um grande numero de espécies com uma ampla variedade de morfologias e diversas
propriedades fisioldgicas e metabdlicas. Além disso, foram isoladas amostras de géneros
pertencentes a esse filo de uma grande variedade de nichos ecolégicos como: comensais de
plantas (Leifsonia spp.), habitantes do solo (Streptomyces spp.), simbiontes fixadores de
nitrogénio (Frankia) e habitantes do trato gastrointestinal (Bifidobacterium spp.). Além do
exposto, este filo engloba tanto micro-organismos patogénicos (e.g., Mycobacterium spp.
Nocardia spp. Tropheryma spp., Corynebacterium spp. e Propionobacterium spp.) como
bactérias “promotoras de saude” como as pertencentes ao género Bifidobacterium (Turroni
et al. 2011).

Henri Tissier, pediatra francés, em 1899, isolou, a partir de fezes de criangas
alimentadas no seio, bactérias que apresentavam forma de Y, nomeando-as como Bacillus
bifidus (Tissier 1900). Algum tempo depois, estudando diarreia infantil, observou a auséncia
dessa bactéria nas fezes das criancas acometidas pelo disturbio. Assim, sugeriu que essa
bactéria bifida poderia ser utilizada no tratamento de pacientes com diarreia, ajudando,
portanto, na restauracdo da microbiota intestinal (Tissier 1906). Devido a suas caracteristicas
morfofisioldgicas serem semelhantes aquelas de lactobacilos, durante grande parte do século
XX as bifidobactérias foram consideradas como pertencentes ao género Lactobacillus.
Somente recentemente essas bactérias foram reconhecidas como pertencentes a um novo
género: Bifidobacterium (Turroni et al. 2011). Atualmente, o género é composto por 37
espécies, todas exibindo mais de 93% de identidade nas sequéncias de rDNA 16S (Miayke et
al. 1998).

O género Bifidobacterium é composto por bactérias Gram-positivo, ndo produtoras
de gases, catalase-negativo e de elevado conteudo G+C. Essas bactérias sdo bastonetes
desprovidos de flagelos e incapazes de formar esporos. Sua morfologia é variavel
(pleomorfica), podendo apresentar-se como bastonetes curvos e, geralmente, sdo bifurcados
em forma de V ou Y (forma bifida) (Arunachalam 1999, Gomes & Malcata 1999; Leahy et al.

2005; Tannock 1999). Sdo descritas, ainda, como anaerdbios obrigatdrios (Scardovi 1986) —
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algumas linhagens podem ser bastante aerotolerantes (Simpson et al. 2004) —, possuindo pH
o6timo para crescimento entre 6,5 e 7,0 (Matsumoto et al. 2004) e temperatura étima de
crescimento entre 37 °C e 41 °C, n3o crescendo em temperaturas inferiores a 25-28 °C ou
superiores a 43-45 °C (Arunachalam 1999; Gomes & Malcata 1999; Laroia & Martin 1990;
Scardovi 1986).

Sao, ainda, micro-organismos sacaroliticos e apresentam habilidade de fermentar
glicose, galactose e frutose (Leahy et al. 2005). Sdo considerados organismos
heterofermentativos, ou seja, a partir de duas moléculas de glicose e cinco moléculas de ATP
sao formados acetato e lactato, na proporgao molar de 3:2, sem produgdo de gds carbonico
(Biavati et al. 2000; Gomes & Malcata 1999; Leahy et al. 2005; Mazo 2009). Bifidobacterium é
o Unico género de bactérias da microbiota intestinal que possui essa via fermentativa, sendo,
portanto, a presenca da enzima frutose-6-fosfato fosfocetolase (F6PPK) que degrada a
frutose-6-fosfato em acetil-1-fosfato e eritrose-4-fosfato, um marcador taxonémico para o
género bacteriano (Biavati et al. 2000; Gomes & Malcata 1999; Mazo 2009). Devido a suas
caracteristicas metabdlicas, as bifidobactérias sdo muitas vezes consideradas bactérias
acidoldticas (BAL), ainda que sejam filogeneticamente distintas dos demais membros do grupo
(Mazo 2009).

As bifidobactérias sdo encontradas em nichos associados, direta ou indiretamente,
ao ambiente intestinal de seres humanos ou outros animais (Turroni et al. 2011), como:
intestino de animais (humanos, bovinos, coelhos, camundongos, galindceos e insetos),
cavidade oral, sangue, alimentos e lixo (Ventura et al. 2004), sendo os trés ultimos
possivelmente resultantes de contaminacdo a partir da fonte original (ou seja, o trato
gastrointestinal) (Turroni et al. 2011). Turroni et al. (2011) ainda sugerem que a distribuicdo
universal desses micro-organismos tenha surgido devido ao cuidado parental, ou seja, a
distribuicao das bifidobactérias seria uma consequéncia direta da transmissao das células
bacterianas do carreador-parental para a prole.

As bifidobactérias dominam o intestino humano na fase inicial da colonizacdo
microbiana, sendo B. Breve, B. infantis e B. longum a espécies com maior representacao.
Porém, o perfil bacteriano sofre grandes alteracdes com a introdugdo de alimentos sélidos e
o fim da amamentacao, levando a um decréscimo na populacdo de Bifidobacterium (Di Gioia

et al. 2014; Favier et al. 2002; Magne et al. 2006).
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A analise de bactérias totais em amostras fecais de criangas indica uma prevaléncia
de bifidobactérias de até 90%; ja na microbiota fecal de adultos existe uma redugdo para 3-
5% (Leahy et al. 2005; Picard et al. 2005).

A distribuicdo inicial das espécies de Bifidobacterium nas fezes de recém nascidos foi
inicialmente obtida por meio da técnica tradicional dependente de cultivo (Biavati et al. 1984)
e, posteriormente, Biavati et al. (2000) refizeram o estudo utilizando, também, técnicas
moleculares. As principais espécies encontradas nas criancas foram: Bifidobacterium
infantis (atualmente classificada como B. longum subsp. infantis), Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium longum (atualmente classificada como B. longum subsp. longum) e
Bifidobacterium  bifidum.  Bifidobacterium pseudocatenulatum e  Bifidobacterium
catenulatum também foram encontradas em numeros reduzidos, e B. dentium foi encontrada
apenas em criangas amamentadas no seio, ndo sendo encontradas em criangas que
receberam férmula.

Ja em adultos, a biodiversidade da populacdo de bifidobactérias foi investigada por
técnicas dependentes e independentes de cultivo, a partir de amostras fecais e da mucosa
intestinal. Verificou-se que diferentes individuos possuem diferentes populacdes de
bifidobactérias. Porém, houve predominancia de B. pseudolongum (50%), seguida por B.
longum (17%) e B. adolescentis (8,5%). Notavelmente, 13% das sequéncias obtidas parecem
estar relacionadas a novas espécies de Bifidobacterium (Eckburg et al. 2005; Palmer et al.
2007; Turroni et al. 2009; Turroni et al. 2011).

O sequenciamento do genoma de bifidobactérias sugere que todas elas seriam
capazes de produzir um polissacarideo extracelular que poderia tanto ajudar na adesdo da
bactéria as células do hospedeiro como, ainda, contribuir na resisténcia aos acidos estomacais
e aos sais biliares (Perez et al. 1998; Ruas-Madiedo et al 2009; Ventura et al. 2007A). H3,
também, outras proteinas de superficie preditas, como estruturas semelhantes as fimbrias,
identificadas pela presenca de genes codificadores no genoma dessas bactérias (Ventura et
al. 2007A) — apesar de que o papel exato dessas estruturas na interacdo micro-organismo—
hospedeiro e micro-organismo—micro-organismo ainda ndo estd bem determinado (Turroni
et al. 2011).

Muitas bactérias comensais possuem propriedades anti-inflamatérias. Um dos
mecanismos envolvidos nesse processo é a producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),

como acetato, propionato e butirato. Esses AGCC sdo produzidos a partir da fermentacdo de
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carboidratos vegetais complexos (fibras). Os AGCC citados, sdo capazes de se ligar ao receptor
associado a proteina G (em respectiva ordem de afinidade), o GPR43 — expresso por células
do sistema imune inato, principalmente, neutrofilos, eosinéfilos e mondcitos (Kranich et al.
2011). O acetato leva a um aumento da produc¢ado de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da
fagocitose, mas também pode induzir apoptose e modula o recrutamento de neutréfilos

(figura 9) (Maslowski & Mackay 2011).

Polissacarideos vegetais complexos

v

Microbiotaintestinal

v

PN H3C\C/ ~
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MCT1—. mm GPR43
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Regulagio da proliferagio Aumento da fagocitose
Manutengdo da fungdo de bareira Indugdo de apoptose
Supressao tumoral Modulagdo do recrutamento
Produgdo de citocinas Produgdo de citocinas

Figura 9. AGCCs, produzidos pela microbiota intestinal como um bioproduto da fermentagao de
carboidratos complexos (fibras) da dieta, possuem diversos efeitos benéficos. Como exemplo, esses
AGCCs regulam a inflamagdo por meio do receptor GPR43. Enquanto o butirato é a principal fonte de
energia para as células epiteliais do célon, outros AGCCs sao importantes para a manutengdo da fungdo
de barreia epitelial, a regulacdo da proliferacdo e a supressao de tumor. AGCCs também diminuem o
dano oxidativo ao DNA e regulam a produgado de citocinas. Seus efeitos sdo devidos, principalmente,
ao seu papel como fonte de energia e sua inibicdo das histona-desacetilases. AGCCs podem agir por
meio de outros receptores como o GPR109A e o GPR41. No sistema imune, AGCCs possuem diversos
efeitos anti-inflamatdrios, mas também sdo importantes na estimula¢do da fungdo imune, e seu papel
parece ser importante para a regula¢do temporal das respostas imunes e na resolucdo da inflamacao.
O acetato aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio e a fagocitose, mas também a
apoptose e modula o recrutamento de neutréfilos (Maslowski & Mackay 2011 - modificado).
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14 O modelo de colite ulcerativa induzida por DSS

Dada a enorme variedade de fatores etiolégicos e a complexa heterogeneidade
genética da IBD humana, muito do conhecimento da patogenia das IBDs veio de varios
modelos animais (Strober et al. 2002). Embora existam algumas diferencgas, esses modelos
apresentam diversos aspectos histopatolégicos e imunoldgicos da doenca em humanos. Desse
modo, os modelos murinos tém se tornado ferramentas indispensdveis para se investigar
mecanismos patofisiolégicos e processos imunoldgicos relativos a patogénese das IBDs.
Dentre os modelos mais utilizados, estdo a inducdo quimica de inflamacdo intestinal que
envolve administracdo da oxazolona ou do DSS (sulfato sédico de dextrana) para simular a UC,
e do TNBS (acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico) para simular a CD (Johansson et al. 2010;
Strober et al. 2002; Wirtz et al. 2007). Esses modelos murinos de indu¢cdo quimica de
inflamacdo intestinal sdo comumente usados e melhor caracterizados porque: (a) o inicio e
duracdo da inflamacdo é imediata e controlavel e, (b) ndo apresenta delecdo genética artificial
ou manipulagdes que normalmente ndo sdao encontradas em IBDs humanas (Strober et al.
2002; Wirtz et al. 2007). Além disso, esses dois modelos mostram-se muito semelhantes a IBD
humana em multiplos aspectos, incluindo a desregulagdo de citocinas (Mizoguchi & Mizoguchi
2008). Essa desregulacdo imunoldgica é representada por uma polarizacdo das respostas Th1l
(em CD) e Th2 (em UC).

O modelo de UC induzida por DSS foi proposto por Okayasu et al. (1990) e consiste
em fornecer aos camundongos agua suplementada com polimeros de DSS. O DSS é um
polissacarideo sulfatado, com peso molecular que varia de 5-1.400 kDa. O peso molecular do
DSS é um fator importante na indugao da colite, como pode ser observado nos resultados
obtidos com camundongos BALB/c: DSS 5 kDa: colite moderada, com areas de lesdo no ceco
e no colon superior; 40 kDa: colite grave, com inflama¢ao no meio e no terco distal do
intestino; 500 kDa: ndo causa lesdo (Kitajima et al 2000). A razdo para esses resultados pode
ser devido ao grande tamanho dessas moléculas, o que dificultaria a difusdo do DSS na camada
de muco. Dessa forma, o DSS mais utilizado na induc¢do de colite possui massa molecular entre
40-50 kDa e é administrado por 5-7 dias em concentracdo de 3 a 5%, dependendo do modelo
animal (Johansson et al. 2010). O DSS resiste a degradacao pela microbiota, aos efeitos da

exposicdo a diferentes valores de pH (4.0-7,5) e a incubacdo anaerdbica. O DSS atravessa a
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mucosa intestinal, ndo é detectado em diversos érgdos (cérebro, pulmao, coragdo, timo,
estdmago e duodeno) e, além disso, é excretado nas fezes e na urina. Apés 1 dia do inicio do
tratamento, o DSS pode ser detectado em macrdéfagos do intestino grosso, nos linfonodos
mesentéricos e nas células de Kiipffer. No terceiro dia, o DSS pode ser detectado no bago e, a
partir do 7° dia, nos rins e em macréfagos do intestino delgado (Kitajima et al 2002).

Apesar de muito utilizado, somente agora os mecanismos de indugdo da colite pelo
DSS estdo comecando a ser desvendados. Verificou-se recentemente que o DSS afeta
diretamente a camada interna de muco, permitindo que bactérias penetrem nessa camada
(Johansson et al. 2010) e que nado ha participagcdo de células B ou T na iniciacdo da doencga
(Claes et al. 2011). E importante ressaltar que a acdo do DSS ocorre sobre o muco ja formado,
nao alterando a biossintese e formag¢do de novo muco. Apds a exposicdao dos camundongos
ao DSS por 12 h, a camada interna ndo é mais livre de bactérias, assim, sugere-se que as
bactérias penetrariam na camada interna de muco desestabilizada pelo DSS antes mesmo que
sinais inflamatdrios possam ser observados (Johansson et al. 2010).

O modelo agudo de colite é relevante para o estudo do efeito de micro-organismos
probidticos e existe, ainda, a possibilidade de se induzir um quadro de colite crénica, por meio
de multiplos ciclos de administracao de DSS (Claes et al. 2011).

A destruicdo da mucosa pelo DSS pode ocorrer sem a participa¢ao da microbiota. Isso
foi demonstrado por Kitajima et al. (2001), em um experimento no qual camundongos 1Ql/Jic
gnotobidticos desenvolveram colite apds 14 dias de tratamento com DSS 1%. Nesse estudo,
os animais desenvolveram um quadro mais grave do que o grupo de animais convencionais,

sugerindo um papel protetor da microbiota.



| 45

2. JUSTIFICATIVA

As IBDs sao processos inflamatérios cronicos que acometem o intestino de individuos
susceptiveis. Tais manifestacdes clinicas apresentam periodos de remissdes e recidivas, ndo
existindo cura para as mesmas uma vez que a sua ocorréncia é mediada por fatores genéticos,
além dos fatores ambientais e imunolégicos. O tratamento padrao baseia-se no uso de anti-
inflamatdrios ou anticorpos monoclonais que podem ter efeitos adversos sistémicos quando
utilizados de forma prolongada, além de muitos pacientes desenvolverem resisténcia ao
tratamento.

Desde a descoberta dos efeitos benéficos da sulfasalazina em casos de UC, o nUmero
de drogas usadas para o tratamento de IBDs vem aumentando. Uma das ultimas adicdes a
esse arsenal terapéutico sdo os probidticos. O interesse no uso destes agentes microbianos
vivos tem aumentado nesses ultimos anos com o propdsito de prevengdo ou tratamento de
um grande nimero de desordens gastrointestinais, inclusive podem ser vistos como a grande
promessa no tratamento das IBDs. Isso ocorre uma vez que estudos com probidticos tém
demonstrado um grande potencial imunomodulador, a manutencao de periodos prolongados
de remissdo da doenca e a auséncia de resisténcia ao tratamento — uma vez que se trata da
utilizacdo de micro-organismos naturalmente encontrados na microbiota comensal, como é o
caso das bifidobactérias e dos lactobacilos. Além disso, a propria Organizagdo Mundial da
Saude tem sugerido o uso de terapias alternativas ao uso de antibiéticos, tanto em humanos
guanto em outras espécies animais. A indicacdo de probidticos em casos de IBD é
fundamentada em uma série de estudos em humanos e animais indicando que a microbiota
intestinal possui um papel central na patogénese de CD e UC. A interacdo hospedeiro-
bactérias comensais é essencial para a saude e homeostase do sistema imune. Dessa forma
estd claro que uma disrup¢ao no balanco fisioldgico entre sistema imune e bactérias pode
levar a uma inflamacdo intestinal. Nos casos de IBD, a microbiota entérica poderia ser
manipulada pelo uso de antibidticos e probidticos. Entretanto, o uso de antibidticos possui
um valor limitado em casos de IBD, exceto em casos especiais como fistulas, abscessos,
crescimento bacteriano exagerado e pouchitis (“bolsite”). Além do mais, o uso prolongado de
antibidticos para o tratamento de infeccGes bacterianas secundarias, decorrentes da perda da
camada de muco protetora do epitélio intestinal, pode causar sérios efeitos colaterais e

alterar drasticamente a microbiota com consequéncias indesejaveis, como diarréia associada
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ao uso de antibidticos e colite pseudomembranosa e a sele¢ao da resisténcia bacteriana a
diversos agentes antimicrobianos. Nesses casos, o uso de probidticos seria o mais indicado.
Entretanto, um dos principais motivos da falta de divulgacdo de probiéticos no combate a
diversos problemas intestinais é a falta de estudo dos mecanismos de agao destes micro-
organismos.

Dada a enorme variedade de fatores etiolégicos e a complexa heterogeneidade
genética da IBD em seres humanos, muito do conhecimento da patogenia das IBD veio de
varios modelos animais. Embora existam algumas diferencas, esses modelos apresentam
diversos aspectos histopatoldogicos e imunolégicos da doenca em humanos. Eles sdo
comumente usados e melhor caracterizados porque: (a) o inicio e a duracdo da inflamacao é
imediata e controlavel e, (b) ndo apresenta delecdao genética artificial ou manipula¢des que
normalmente ndo sao encontradas nas IBD em seres humanos.

Com este trabalho, propusemos um estudo em modelo murino agudo de colite
ulcerativa induzida quimicamente para avaliar o potencial efeito probidtico de uma linhagem
de Bifidobacterium, bem como tentar desvendar alguns mecanismos responsaveis pelos
resultados obtidos. A escolha da bifidobactéria deveu-se ao fato desse género ser membro
dominante da microbiota humana e reconhecido por seu efeito benéfico em diversos
disturbios gastrointestinais. A linhagem utilizada foi escolhida pela empresa de origem
(Christian Hansen, Dinamarca) devido ao interesse comercial em estudar o efeito probidtico

dessa linhagem.
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3. OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar o efeito terapéutico da bactéria potencialmente probidtica Bifidobacterium
longum subsp. infantis CHCC2228 no modelo agudo de UC induzida por DSS em camundongos

BALB/c, e tentar desvendar alguns dos mecanismos envolvidos nesse processo.

3.2 Objetivos especificos

I. Avaliar os efeitos de Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228 como
terapia preventiva no modelo murino agudo de UC induzida por DSS, usando como
parametros clinicos a variacdo de peso, a consisténcia fecal e a presenca de sangue nas fezes,
além da histologia do intestino e do figado, e da morfometria do célon.

Il. Avaliar os efeitos de Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228 na
modulacdo do sistema imune em camundongos BALB/c com UC aguda induzida por DSS
usando como parametros: a producdo de slgA no célon, os niveis de citocinas recrutadoras de
neutréfilos e eosindfilos (KC e Eotaxina) e a presenca de infiltrados de neutréfilos, eosindéfilos
e macréfagos por meio da deteccdo de suas enzimas especificas mieloperoxidase (MPO),
peroxidase eosinofilica (EPO) e N-acetil-glicosaminidase (NAG).

lll.  Avaliar os efeitos de Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228 no estresse
oxidativo de camundongos BALB/c com UC aguda induzida por DSS considerando a geragdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) no soro dos camundongos.

IV. Avaliar o efeito de Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228 sobre a
permeabilidade e integridade intestinal em camundongos BALB/c com UC aguda induzida por

DSS pelo método da quantificacdo de FITC-dextran no soro do animal.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

A manutengdo, assim como o uso dos animais nos experimentos, foram conduzidos
respeitando as normas estabelecidas pelo “Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal”
(COBEA, 2006). O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica para Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG), e os experimentos somente foram
iniciados apds a aprovacdo pelo comité (protocolo 047/2011) (Anexo A).

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) fémeas, convencionais, de seis a oito
semanas de idade, da linhagem BALB/c, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para
os experimentos, os camundongos foram mantidos em mini-isoladores de modelo
ALE.MIL.01.03 (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), no biotério do Departamento de
Microbiologia/ ICB/ UFMG, nivel NB2.

Os animais receberam ad libitum ragdo solida (Nuvilab Nuvital, Curitiba, PR, Brasil) e
agua, esterilizados por calor umido. Um ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no
biotério, assim como aeracdo e temperatura ambiente (23 °C) também foram controladas.

Os animais sofreram eutanasia por deslocamento cervical, sendo este procedimendo
precedido por anestesia geral com solugdo de cetamina/xilazina (0,6 mL de cetamina, 100
mg/mL; 0,4 mL de xilazina 20 mg/mL e 4 mL de solugdo salina NaCl 0,9%.). Foi utilizada a
proporgao de 100 pL da solugdo anestésica para cada 8 g de peso corporal dos animais (Wirtz

et al. 2007).

4.2 Micro-organismo

A linhagem bacteriana Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228, utilizada
neste estudo, é originada da cole¢do de culturas da Christian Hansen S/A (Hgrsholm,
Denmark) e ndo possui genes de resisténcia ou de viruléncia em seu genoma (Bennedsen et

al 2011). A bactéria foi repicada em caldo MRS (de Man, Rogosa e Shape) (Difco, Detroit, M,
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USA), e crescida em camara de anaerobiose (Forma Scientific Marietta, EUA) contendo uma

atmosfera de 85% N3, 10% H, e 5% CO», a 37 °C e sem agitagao por 48h.

4.3 Desenho experimental

Os camundongos foram divididos, de forma aleatéria, em 4 grupos (n=12), cuja

identificacdo e tratamento estdo indicados abaixo na figura 10.

4 grupos com

12 animais
|
| | | 1
Identificagdo do grupo I.CTL 1. Bifido Ill. DSS IV. Bifido+DSS
L L L B. longum subsp.

. B. longum subsp. Salina + Indugdo de infantis CHCC2228 +
Itatamento Salina infantis CHCC2228 colite por DSS Indugdo de colite por

DSsS

Figura 10. Delineamento experimental com identificacao dos grupos e seus respectivos tratamentos
utilizados. CTL, grupo controle.

O tratamento dos grupos (Figura 11 — faixa verde) iniciou-se nos 10 dias que
antecederam a induc¢do de colite e persistiu pelos sete dias seguintes ao inicio da inducao da
doenca até a eutanasia. Nesse periodo, os animais receberam um inéculo didrio de 0,1 mL de
salina (grupos CTL e DSS) ou da bifidobactéria (grupos Bifido e Bifido+DSS). A colite foi induzida
por sete dias (Figura 11 — faixa laranja), por meio da substituicdo da agua por uma solucao de
DSS a 3,5% nos grupos DSS e Bifido+DSS. O experimento foi realizado simultaneamente para
todos os grupos. Durante o periodo, os animais foram acompanhados para avaliacdo do peso,

da consisténcia fecal e da presenca de sangue nas fezes (Vieira et al 2009).
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In6culo de 0,1 mL de salina
ou da bifidobactéria

Figura 11. Esquema do tratamento dos animais com salina ou probidtico e a posterior indugdo de
colite pela solugao de DSS a 3,5%. Os circulos preenchidos em amarelos indicam a forma de contagem
dos dias do experimento. O circulo preenchido de preto, dia 7, indica o dia da eutandsia dos animais.
A faixa verde indica o periodo no qual o tratamento iniciado no dia -10 (inoculacdo de salina ou da
bifidobactéria) ocorreu, respeitando-se o tratamento pré-determinado para cada grupo. A faixa laranja
indica o periodo de indugdo de colite com a substituicdo da agua pela solugao de 3,5% de DSS apenas
nos grupos DSS e Bifido+DSS. Os grupos CTL e Bifido ndo foram tratados com DSS, tendo sido tratados,
durante todo o periodo, apenas com salina ou a Bactéria, respectivamente.

No sétimo dia, os animais foram sedados, eutanasiados e o soro e seus 6rgaos
retirados para a realizacdo das analises. O soro foi utilizado para a dosagem de espécies
reativas de oxigénio (ROS — reactive oxygen species); o fluido intestinal foi utilizado para
dosagem dos niveis de slgA; o intestino delgado e o célon de 4 animais foram utilizados para
anadlises histoldgicas e fragmentos do célon de 6 animais foram utilizados na andlise de
citocinas (KC e eotaxina) e do infiltrado inflamatdrio por meio da medida das atividades
enzimaticas de neutrdfilos (MPO), eosindfilos (EPO) e macréfagos (NAG).

Foi, ainda, realizado um experimento (grupos com n=5) para medir a permeabilidade
intestinal por meio da detecc¢do de fluorescéncia do FITC-dextran no soro dos camundongos

apos inoculagdo intragastrica.

4.4 Tratamento dos animais com solug¢ao salina ou Bifidobacterium longum subsp.

infantis CHCC2228

Quando tratados, de forma preventiva, com o probidtico (grupos Bifido e Bifido+DSS),
os camundongos receberam um indculo didrio de 100 L, contendo 108 células, por inoculagio
intragastrica, com inicio no décimo dia anterior ao inicio da inducdo da colite e com término

no ultimo dia de inducdo de colite. Durante o mesmo periodo, os animais dos grupos CTL e
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DSS receberam um indculo didrio de 100 pulL de solugdo salina (NaCl 0,9%) de acordo com o

esquema descrito para os respectivos grupos experimentais (Martins et al. 2009) (Figura 10).

4.5 Indugao quimica por DSS de colite aguda em camundongos

Para a inducdo de colite, os camundongos dos grupos DSS e Bifido+DSS tiveram a
agua substituida por uma solugdo de DSS 3,5% (p/v) (36-50 kDa; MP Biomedicals, EUA) diluido
em agua filtrada e esterilizada por calor umido. A indugdo foi feita durante sete dias, durante
0s quais a solucdo era trocada a cada dois dias e os animais tinham acesso livre a solucdo de

DSS (Wirtz et al. 2007).

4.6 Avaliagao clinica dos animais

4.6.1 Desenvolvimento ponderal e indice diario de atividade da doenga (D.A.l.)

A avaliacdo ponderal dos animais objetivou verificar a variacao do peso dos animais
ao longo do periodo do estudo. Para isso, os animais foram pesados diariamente a partir do
dia do inicio da inducdo da colite (dia 0) até o final do experimento. Para normalizacdo dos
resultados, o peso dos animais no dia zero foi considerado como 100%, e a perda ou ganho de
peso foram contabilizados individualmente em fungdo do peso inicial. Os resultados foram
expressos em porcentagem. Os animais foram pesados diariamente, as 8:00 hs, a fim de evitar
as variagcOes que ocorrem ao longo do dia.

O indice diario de atividade da doenca (D.A.l. — disease activity index) foi estabelecido
conforme descrito por Albert et al. (2010), e é baseado em um score cumulativo, que varia de
0 a 10. Esse score foi obtido pela analise de 3 diferentes parametros: (A) peso dos animais (0
= nenhum perda de peso; 1 =1 a 5% de perda de peso; 2 =5 a 10% de perda de peso; 3=10a
15% de perda de peso; 4 = mais de 15% de perda de peso); (B) consisténcia fecal (0 = normal,
1 = mole, porém ainda formada, 2 = muito mole, 3 = liquida) e; (C) sangramento (0 = negativo
para presenca de sangue oculto nas fezes, 1 = positivo para presenca de sangue oculto nas

fezes, 2 = sangue visivel nas fezes, 3 = sangramento retal). A presenca de sangue oculto nas
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fezes foi avaliada em todos os animais, de forma nao cega, pelo kit comercial FECA-CULT (InLab

Diagnéstica, Diadema, SP, Brasil), seguindo-se as instrugdes do fabricante.

4.6.2 Avaliagdo da relagao entre o peso e o comprimento do célon

Apds a eutanasia dos animais, o célon dos mesmos foi cuidadosamente retirado,
lavado, e o comprimento foi mensurado considerando sua extensdo desde a jungdo com o
ceco até o reto. Para a realizagdao da medida utilizou-se o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo

Digimatic Caliper). Em seguida o orgdo foi pesado.

4.7 Analises histolégicas do figado, intestino delgado e célon

O processamento do intestino delgado e do cdlon foi realizado de acordo com o
método descrito por Calvert et al (1989) e modificado por Arantes & Nogueira (1997).
Seguindo essa metodologia, os 6rgaos foram cortados separadamente e estendidos com a
serosa em contato com o papel de filtro e abertos pela borda ante-mesentérica, removendo-
se todo o seu conteldo sem danos a mucosa. Estes foram transferidos para um recipiente
contendo a solucdo de Bouin com 2% de acido acético glacial por um periodo de 10 minutos
para pré-fixacdo. Os érgaos, pré-fixados, foram colocados sobre uma superficie plana e
enrolados em uma espiral com a mucosa voltada para dentro de modo a formar rolos
(rocamboles), da porgao distal (préxima ao anus) em dire¢do a proximal (préxima ao ceco). Os
rolos amarrados com barbante foram fixados por imersdao em solucao de formol por 24 horas.

As amostras de intestino delgado, célon e figado, de 3 animais de cada um dos quatro
grupos (controle, DSS, Bifido e Bifido+DSS), foram processados rotineiramente para inclusdo
em parafina e submetidos a microtomia para obten¢ao de cortes histolégicos de 4 um de
espessura. As laminas foram coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) para interpretacdo
histolégica de rotina.

Foram realizados, também, cortes adicionais das [aminas de célon e estes foram corados
pela técnica combinada de Alcian Blue e Acido Periédico Combinado de Schiff (PAS/AB) com

adaptacOes da técnica descrita por McManus & Mowry (1960). Esta técnica tem como objetivo
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corar em azul as células produtoras de mucopolissacarideos acidos e na cor rdsea as

produtoras de mucopolissacarideos neutros.

4.7.1 Coloragao HE

Cortes de 4 um dos érgdos de cada animal foram desparafinizados em dois banhos
de xilol, 15 minutos cada, hidratados em solug¢des alcodlicas de concentragdes decrescentes
(100%, 90%, 80% e 70%) por 3 minutos cada e hidratados em agua corrente por 5 minutos.
Em seguida, os cortes foram contracorados pela Hematoxilina de Harris por 50 segundos e
lavados em agua corrente durante 20 minutos sendo em seguida corados pela Eosina por 1
minuto e 30 segundos. Para finalizar, as laminas foram desidratadas em concentracoes
crescentes de dalcool e diafanizadas em xilol. Os cortes histolégicos foram montados com

Entellan (Merck) e laminulas de vidro.

4.7.2 Técnica combinada de PAS/Alcian Blue

As laminas contendo cortes de cdlon, ja desparafinados, foram lavadas em 3agua
corrente por 5 min. Em seguida, os cortes foram mergulhados em solucdo de equilibrio (acido
acético 3%) por 3 min. Posteriormente, os cortes foram imersos em solucdo de Alcian Blue 1%
(pH: 2,5) e incubados por 30 min. Apds esta etapa, as laminas foram lavadas em 4gua destilada
por 3 min, escorridas e mergulhadas em solucdo aquosa de acido periédico 0,5% por 5 min.
As laminas foram escorridas apds esse periodo de incubacdo e incubadas em reativo de Schiff
por 20 min. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente por 1 min, contracoradas
com Hematoxilina de Harris e lavadas em agua corrente por 10 min. Apds a coloragdo, os

cortes foram desidratados e as laminas montadas em Etellan.
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4.7.3 Analise das laminas e fotodocumentagao

Todas as laminas foram codificadas e observadas sequencialmente por uma mesma
patologista (Profa. Dra. Rosa Maria Esteves Arantes, Depto. de Patologia Geral/ ICB/ UFMG)
gue ndo teve acesso aos cddigos. As amostras foram decodificadas somente apds o laudo ter
sido emitido pela patologista. Imagens obtidas ao microscépio Olympus BX51 (Olympus,
Toquio, Japdo) foram transferidas por meio de video-camera colorida Cool SNAP-Procf Color
(Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para um sistema de video acoplado ao computador
por meio do programa Image-Pro Express versao 4.0 para Windows (Media Cybernetics,

Bethesda, MD, EUA).

4.7.4 Analises morfométricas do célon

Para as andlises morfométricas do célon, foram obtidas fotografias em aumento de
4x de modo a abranger a maior area possivel do 6rgdo. Para as medicdes foi utilizado o
programa Imagel) (versdo 1.47f, Wayne Rasband/National Institutes of Health, USA -

disponivel on line no site http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html). Para as laminas coradas

em HE, foram considerados para andlise o comprimento total das pecas e o comprimento total
das dreas com presenca de edema e sinais de lesdo (estes definidos pela perda da arquitetura
do intestino, erosdes superficiais e drea de inflamagdao da camada epitelial). Foi também
medido o didmetro das placas de Peyer. Para as laminas coradas por PAS/AB foram
considerados os comprimentos total e com auséncia de mucina. Os dados foram
representados como comprimento percentual do célon com lesdo, com edema, com placa de

Peyer e com auséncia de mucina.

4.8 Medida da permeabilidade intestinal

O ensaio de permeabilidade intestinal in vivo para verificar a funcdo de barreira foi

realizado utilizando-se o método do FITC-labeled dextran, como descrito por Yan et al. (2009).

Alimento e dgua foram removidos e, ap0ds 4 h, os camundongos foram pesados e receberam


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_issn=0093691X&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Frsbweb.nih.gov%252Fij%252Fdownload.html
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inoculagdo intragastrica de FITC-dextran (0,6 mg /g de peso corporal, PM 4000; Sigma-
Aldrich). Quatro horas apds a gavagem os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina
(0,6 mLde cetamina, 0,4 mL de xilazina e 4 mL de salina) (Wirtz et al. 2007), tiveram seu sangue
retirado por punc¢do cardiaca e, posteriormente, foram eutanaziados. O sangue foi
centrifugado a 10.000 rpm (10.621 g) por 3 min a 4 °C e o soro foi coletado. 100 plL de soro
foram pipetados em pogos de placas de ELISA com 96 pogos. Foi, entdo, realizada a medida
da intensidade de fluorescéncia de cada amostra (excitacdo, 492 nm; emissdo, 525 nm;

Spectromax M3, Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA).

49 Dosagem de imunoglobulina A secretada (sigA)

A determinacdo do nivel de slgA total foi realizada pelo método de ELISA, conforme
previamente descrito (Martins et al. 2009). O intestino delgado foi removido pelo corte nas
jungdes gastroduodenal e ileocecal. O conteudo 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 proporg¢ao de 2,0 mL de PBS para cada
500 mg do conteudo. Depois de centrifugado a 5.000 rpm (9.000 g), por 30 minutos, a 4°C, o
sobrenadante foi recolhido e congelado a -80 °C, para posterior dosagem da imunoglobulina.
Para a determinacdo da slgA foram utilizados para o revestimento das microplacas anticorpos
anti-IgA de camundongos desenvolvidos em cabra (M-8769, SIGMA Chemical Co., St. Louis,
USA). Para a deteccdo da slgA foram utilizados anticorpos conjugados a peroxidases anti-IgA
de camundongo (A-4789, SIGMA Chemical Co., St. Louis, USA). A concentragao de slgA 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 concentra¢ao de slgA foi dada

em pg/mL de conteddo intestinal.



Metodologia |56

4.10 Avaliacao da presenga de infiltrados de neutréfilos, eosinéfilos e macréfagos por
meio da deteccao de suas enzimas especificas mieloperoxidase (MPO), peroxidase

eosinofilica (EPO) e N-acetil-glicosaminidase (NAG).

4.10.1 Maedida da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A avaliagdo da atividade da enzima MPO é utilizada como indice de recrutamento de
neutroéfilos nos tecidos. Utilizou-se um ensaio previamente desenvolvido no Laboratoério de
Imunofarmacologia (ICB/UFMG) para dosagem dessa enzima em tecidos previamente
homogeneizados (Souza et al. 2000), com algumas modificag¢des.

Inicialmente, fragmentos do cdlon dos animais foram removidos e congelados a -80
°C. Apds o descongelamento, o tecido (100 mg de tecido em 1,9 ml de tampao) foi
homogeneizado em tampado com pH 4.7 (0,1 M NaCl; 0,02 M NaH;P04.1H;0; 0,015 M Na;-
EDTA), utilizando-se homogenizador de tecidos (Ultra-Turrax, IKA T10 basic), centrifugado a
10.000 rpm (10.621 g) por 15 minutos e o precipitado foi submetido a lise hipotonica
hipotonica (500 pL de solugdo de NaCl 0,2% seguido de adigdo de igual volume de solugdo
contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundos apds) para lise de hemadcias. Apds nova
centrifugacdo o precipitado foi ressuspendido em tampao NaH,P04 0,05 M (pH 5,4) contendo
brometo de hexadeciltrimetrilamdnio (HTAB) 0,5% e re-homogeneizado. Aliquotas de 1 mLda
suspensdao foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e submetidos a trés ciclos de
congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas amostras foram
novamente centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm (10.621 g). O sobrenadante foi
descartado e a atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi calculada pela
medida das altera¢des na densidade éptica (OD) a 450 nm utilizando tetrametilbenzidine
(TMB) (1,6 mM) e H20; (0,5 mM). A leitura foi feita em leitor de microplacas (Spectromax M3,
Molecular Devices Inc.) e os resultados serdo expressos como unidades relativas. Os

experimentos de MPO foram complementados a dosagem da citocina KC
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4.10.2 Atividade da enzima peroxidase eosinofilica (EPO)

A atividade da enzima EPO como quantidade relativa de eosindfilos no tecido foi
avaliada por meio de testes enzimaticos como descrito anteriormente por Strath et al. (1985).
A quantificagdo dos niveis de peroxidase de eosindfilos no tecido é utilizada como uma
maneira indireta de estimar a eosinofilia tecidual.

Para cada 100 mg de tecido pesado, foi adicionado 1,9 ml de PBS 5X (pH 7.2). Em
seguida o tecido foi homogeinizado e centrifugado a 10.000 rpm (10.621 g) por 10 minutos e
o sobrenadante desprezado. O pellet foi submetido a lise hipotonica por adigdo de 500 pL de
salina 0,2%, seguido pela adicdo de 500 pL de salina 1,6%, suplementada com glicose 5%. Em
seguida, o material foi novamente centrifugado a 10.000 rpm (10.621 g) por 10 minutos, e o
sobrenadante novamente desprezado. O pellet foi ressuspendido em 1,9 mL de PBS (pH 7.4),
contendo 0,5% de HTAB. Essa solugdo foi novamente homogeneizada e 1 mL do homogenato
foi transferido para um microtubo de 1,5mL, seguido de trés ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido. A amostra foi, entdo, centrifugada a 10.000 rpm
(10.621 g) por 15 minutos a 4 °C. Apenas o sobrenadante foi utilizado para quantificagao da
peroxidase. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, sendo que em cada pogo 75 uL de
amostra ou branco (PBS) foi incubada com 75 pL de substrato (1,5 mM de o-fenilenodiamina,
OPD, em tampdo Tris-HCl - 0,075 uM pH 8 suplementado de H;0; 6,6 mM). A placa foi
incubada no escuro, em temperatura ambiente, por aproximadamente 30 minutos, e a reagao
interrompida pela adigdo de 50 pL de H,SOs 1M. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas com filtro de 492 nm. Os experimentos de EPO foram complementados com a

dosagem da citocina Eotaxina.

4.10.3 Atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG)

A atividade da enzima NAG, como medida indireta da atividade de macrdéfagos, foi
avaliada por meio de testes enzimaticos utilizando como substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosamina. Homogenatos do célon foram incubados juntamente com o substrato e o

produto dessa reacdo, p-nitrofenol, foi quantificado por meio de um ensaio colorimétrico,
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conforme descrito por Bailey (1988). Este protocolo também foi destinado a a obtencdo de
amostras para a dosagem de citocinas.

Fragmentos do célon com aproximadamente 100 mg foram ressuspendidos em 1mL
de solugdo de extracao de citocinas (PBS contendo um coquetel de anti-proteases [0,1 mM
PMSF, 0,1 mM benzethonium chloride, 10 mM EDTA e 20 Kl aprotinin A]) e 0,05% Tween-20.
Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 4 °C por 10 minutos a 10.000 rpm (10.621
g). 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 tampao) foi homogeneizado
em tampado com pH 4,7 (0,1 M NacCl, 0,02 M NaH,P04.1H,0, 0,015 M Nay-EDTA). As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 4 °C por 10 minutos a 10.000 rpm (10.621 g). O
precipitado foi submetido a lise hipotdnica (500 pL de solugdo de NaCl 0,2% seguido de adi¢ao
de igual volume de solucao contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundos ap6s) para lise de
hemacias, sendo em seguida centrifugado a 10.000 rpm (10.621 g) por 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi entdo descartado e adicionou-se 800 pL de solucdo salina 0,9% acrescida de
Triton X-100 0,1%. As amostras foram homogeneizadas e utilizadas para o ensaio enzimatico.
O mesmo consiste na adigdo de 100 puL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosamina (Sigma-
Aldrich) dissolvida em tampao citrato/fosfato (pH 4,5) a uma concentragao final de 2,24 mM,
a 100 pL do sobrenadante. A reagao ocorreu a 37 °C por 10 minutos, em placas de 96 pogos.
O término dareacdo deu-se pela adicao de 100 pL de tampado glicina 0,2 M (pH 10,6) e a leitura
foi realizada a 405 nm em leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em unidade

relativa.

4.11 Dosagem de citocinas

Para avaliar a expressdao de citocinas inflamatérias, fragmentos do célon 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 benzethonium chloride,
10 mM EDTA e 20 Kl aprotinina A) e 0,05% Tween-20. Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados a 42C por 10 minutos a 10.000 rpm (10.621 g). Os sobrenadantes foram
imediatamente coletados e armazenados a -809C para posterior dosagem das citocinas. A

dosagem de citocinas foi realizada pelo método de ELISA. Os kits para as citocinas e
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quimiocinas foram obtidos da R&D Systems (DuoSet). As instrucdes do fabricante para a

realizacdo dos ensaios foram seguidas (Martins et al 2011).

4.12 Avaliacdo da geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no soro

A avaliacdo da geracdo de ROS foi realizada utilizando a sonda fluorescente 2,7-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Esta molécula na presenca de radicais livres
é oxidada formando a diclorofluoresceina (DCF) que pode ser facilmente visualizada. Esta
técnica é bastante utilizada como meio de determinacdo da producdo de radicais livres em
células. (Rhee et al., 2010).

Ao final do periodo de inducdo da colite, os animais foram anestesiados,
eutanasiados e seu sangue coletado por meio de puncgdo cardiaca. O sangue foi centrifugado
a10.000 rpm (10.621 g) por 3 min a 4 °C e o soro foi coletado.

Neste ensaio 95uL de tampdo fosfato/EDTA pH 7,4 e 10 uL de DCFH-DA foram
adicionadas a 0,5mg de proteina da amostra de soro, homogeneizadas em vértex e incubadas
a 37 2C ao abrigo de luz por um periodo de 30 min. Ao final desse tempo foram feitas as
leituras no leitor de ELISA (EnSpire® Multimode Plate Readers — Perkin ElImer) a 525 nm para
excitacdo e 488 nm para emissdo. Os resultados foram expressos pela intensidade da

fluorescéncia (Wang & Joseph 1999).

4.13 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média * erro padrao e analisados usando teste de
anadlise de variancia (ANOVA) seguido pelo pds-teste de Tukey ou Bonferroni (indicados nas
figuras). Os graficos e as andlises estatisticas foram realizados no programa GraphPad Prism
versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, E.U.A.) e consideradas

significativas as diferencas que apresentaram p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagao clinica dos animais

A avaliagdo ponderal dos animais para verificar a perda ou ganho de peso esta
mostrada na figura 12. As curvas dos grupos CTL e Bifido apresentaram um perfil semelhante.
Os animais com colite comegaram a perder peso a partir do 5° dia apds a indugao da doenga.
Além disso, os animais que sofreram inducdo de colite por DSS e foram tratados com a
bifidobactéria (grupo Bifido+DSS) apresentaram uma menor perda de peso (6,55 %) quando
comparados aos do grupo DSS (10,32 %) (p < 0,01). Durante o periodo, nenhum animal foi a

obito.
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Figura 12 — Desenvolvimento ponderal. Varia¢do do peso dos camundongos (em porcentagem) em
relagdo ao peso no inicio do tratamento com DSS (dia 0). Os asteriscos na parte superior do grafico
mostram diferenca significativa (p < 0,001) entre os grupos controles (CTL e Bifido) e os desafiados
com DSS (DSS e Bifido + DSS). Os asteriscos na parte inferior do grafico mostram diferenca significativa
(p < 0,01) entre os grupos DSS e Bifido+DSS. Teste: ANOVA two-away, seguido por post-test de
Bonferroni. N = 12.

Apds a administracdo do DSS, observamos, tanto no grupo DSS como Bifido+DSS,

alteracdo na consisténcia das fezes dos animais ja nas primeiras 24 horas (mudanca de escore
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1 para 2), atingindo o escore 3 no terceiro dia de indugdo de colite. Os primeiros indicios da
presenca de sangue oculto nas fezes ocorreram no terceiro dia (para os dois grupos). Porém,
o grupo Bifido+DSS apresentou de forma pontual animais com sangue visivel nas fezes ou
sangramento anal; e o grupo DSS desenvolveu uma doenga mais agressiva, com presenca
constante de animais com sangramento retal.

O indice didrio de atividade da doenga (D.A.l. — Disease Activity Index) que estabelece
o escore baseado nos sintomas clinicos de perda de peso, sangramento e alteracdo na
consisténcia fecal ao longo dos 7 dias do experimento estd apresentado na figura 13.
Observou-se diferenga entre os grupos controles (CTL e Bifido) e os grupos com colite (DSS e
DSS+Bifido) ja no primeiro dia apds o desafio. A diferenca entre os grupos DSS e Bifido+DSS
somente foi estatisticamente significativa nos dois ultimos dias do experimento (os valores do
DAI foram de 4,846 e 3,846, respectivamente, para DSS e Bifido+DSS no dia 6; e de 7,154 e
3,769 no dia 7). Isso sugere que a administracdao de B. longum infantis CHCC2228 promoveu

melhora na saude dos animais, reduzindo de forma expressiva os sinais da doenca.
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Figura 13 — indice da atividade diaria da doenga (D.A.l.). Os asteriscos indicam diferenca entre os
grupos DSS e Bifido+DSS nos dias 6 (p<0,05) e 7 (p<0,001). N = 12. Teste: ANOVA two-away, seguido
por post-test de Bonferroni.
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Houve ainda um encurtamento no comprimento do célon nos animais com colite
ulcerativa (Figura 14A), que foi acompanhada de um aumento no peso dos mesmos (Figura

14B). O tratamento com o probidtico ndo foi capaz de gerar diferencas significativas nesse

parametro.
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Figura 14 — Altera¢des macroscopicas do célon: (A) avaliagcdo do comprimento total (cm) e (B) relagdo
entre o peso e o comprimento total do 6rgdo (mg/cm). Teste: ANOVA one-away, seguido por post-
test de Tukey. (** = p<0,01; ***=p<0,001). N = 12.

5.2 Andlises histopatoldgicas do figado, intestino delgado e célon

Para as analises histopatoldgicas foram analisadas laminas dos seguintes drgaos:
figado, intestino delgado e cdélon, de trés animais de cada um dos quatro grupos (controle,

DSS, Bifido e Bifido+DSS).
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5.2.1 Figado e intestino delgado

Como pode ser observado na figura 15, a inducdo da colite pelo DSS ou o tratamento
com a bactéria potencialmente probidtica B. longum subsp. infantis CHCC2228 nao alteraram
a estrutura histolégica do figado dos animais, havendo preservacado do parénquima hepatico
e auséncia de focos inflamatdrios. Também nao foi observada qualquer alteragdo histoldgica

estrutural nas laminas de intestino delgado (fotomicrografias ndo mostradas).

Figura 15 — Fotomicrografias de figado de camundongos BALB/c do grupo controle (A), tratados com
a bifidobactéria (B), com indugdo de colite (C) e com indugao de colite e tratados com a bifidobactéria
(D). Coloragdao HE. Aumento: objetiva 4x. N =3

5.2.2 Cdlon

As fotos representativas das laminas de célon de camundongos convencionais do
grupo CTL ou com inducdo de colite por DSS e tratados ou ndo com a bifidobactéria podem

ser observadas nas figuras 16 e 17.
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Figura 16 — Fotomicrografias de célon de camundongos BALB/c do grupo controle (A), tratados com
a bifidobactéria (B), com indugdo de colite (C) e com indugdo de colite e tratados com a
bifidobactéria (D). Aumento: objetiva 4x, detalhes: objetiva 10x. Legenda: * infiltrado inflamatdrio; #
edema; ®les3o epitelial; > nddulo linfoide de ativagdo. Coloragdo HE. N = 3
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Figura 17 — Fotomicrografias com detalhes do célon de camundongos BALB/c tratados com a
bifidobactéria (A) e com colite induzida por DSS (B). Legenda: * infiltrado inflamatério; # edema;
®|esdo epitelial;* comprometimento da muscular da mucosa. Coloracdo HE. Aumento: objetiva 4x.
N=3

Apds o tratamento dos camundongos com a bifidobactéria, os animais apresentaram
relativa conservagdo da estrutura colonica (Figura 16B), apesar da presenca de alguns focos
de lesdo (Figura 17A), atipia e hiperplasia de células epiteliais. Os animais dos grupos DSS
(Figura 16C e 17B) e Bifido+DSS (Figura 16D) apresentaram grande alteragdo na mucosa
colbnica, principalmente na regido distal do 6rgao.

Aindugdo de colite acarretou em alteragdes importantes na morfologia do célon, que
apresentou areas muito lesadas, intercaladas com dreas muito preservadas. As areas exibiram
desde edema da lamina propria até completa perda da arquitetura das glandulas coldnicas,

com intensa infiltracdo de células polimorfonucleares e mononucleares, alteracdes
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degenerativas de células epiteliais, perda de diferenciacdo celular mucossecretora e atipias
precursorais epiteliais. No grupo DSS houve presenca de nddulos de células linféides na
camada epitelial (Figura 16C) e comprometimento da camada muscular pelo edema e
alteragGes degenerativas (Figura 17B). As alteragGes ndo ocorreram de forma homogénea no
perimetro do cdlon, mas foram mais perceptiveis principalmente na regido distal do orgao
(regido central do rocambole). Para a avaliagdo da diferenga da intensidade dessas lesdes
entre os grupos foram realizadas as analises morfométricas.

As fotos representativas das laminas de cdlon coradas por PAS/AB podem ser
observadas na figura 18.
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Figura 18 — Fotomicrografias com detalhes do c6lon de camundongos BALB/c do grupo controle (A),
tratados com a bifidobactéria (B), com indugdo de colite (C) e com indugdo de colite e tratados com
a bifidobactéria (D). Coloragdo PAS/AB. Aumento: objetiva 4x. N =3
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A administracdo de B. longum subsp. infantis CHCC2228 (Figura 18B) ndo provocou

alteragGes perceptiveis no padrao de mucinas quando comparadas ao grupo controle (Figura

18A). Esse padrdo difere-se dos grupos DSS e Bifido+DSS que apresentam grandes areas com

reducao ou auséncia de células produtora de mucina (Figuras 18C e 18D, respectivamente).

5.3

Analises morfométricas do coélon

Com a finalidade de se avaliar diferencas na extensdao das lesGes, do edema, das

placas de Peyer e na producdao de muco entre os grupos estudados foi realizada a analise

morfométrica das amostras das laminas histoldgicas do célon (Figura 19).
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Apesar de se observar uma reducdo no perimetro lesionado no grupo Bifido+DSS
quando comparado ao grupo DSS (Figura 19A), essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Observa-se ainda que a bifidobactéria foi capaz de induzir lesées discretas no
colon dos animais. Aqui é importante ressaltar que nesta analise ndo foi considerada a
intensidade das lesdes, apenas sua extensdo. A andlise histoldgica indica que estas lesdes sdo
discretas e superficiais, e sdo acompanhadas de um discreto edema da lamina prdépria (Figura
19B).

Os resultados da morfometria da extensao do perimetro com edema (Figura 19B)
mostram uma reducao significativa no grupo Bifido+DSS quando comparado ao grupo DSS.

Em 19C, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa, no perimetro
do célon com a presenca de placas de Peyer, observou-se uma tendéncia ao aumento do
percentual do perimetro intestinal ocupado pelas placas de Peyer induzido pela presenca da
bactéria e, em maior proporc¢do pelo DSS. Parece haver, ainda, uma sinergia quando a indugao
de colite é associada ao tratamento com o probiédtico.

Em 19D observa-se uma perda na produgdo de mucina pelas células do célon nos
animais com inducdo de colite, ndo havendo, porém diferenca estatistica entre os grupos DSS
e Bifido+DSS ou CTL e Bifido — nesta avaliagdo ndao foram considerados como distintos os

perimetros com mucinas acidas ou basicas.

5.4 Avaliacao da permeabilidade

A avaliacdo da permeabilidade intestinal obtida pela medida da fluorescéncia do
FITC-dextran translocado do intestino para o soro, mostrou que os animais do grupo DSS
apresentaram grande taxa de permeabilidade e que o tratamento com a bifidobactéria

reduziu de forma significativa essa permeabilidade (Figura 20).
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Figura 20 — Avaliagdo da permeabilidade intestinal. Teste: ANOVA one-away, seguido por post-test
de Tukey. (* = p<0,05; **=p<0,01). N= 3.

5.5 Producao de sigA

Observou-se um aumento significativo na produc¢ao de sIgA nos animais do grupo
DSS, enquanto o tratamento com a bifidobactéria nos animais dos grupo Bifido e Bififo+DSS
manteve os niveis da imunoglobulina préximos ao nivel basal (Figura 21). Foram observados

os valalores de 1445 para CTL, 1583 para Bifido, 1950 para DSS e 1084 para Bifido+DSS.

* %

25001 — T

~
< £ 20001 =
no wy
=
- —_
8 5 1500 ==

©
5 o 1000
Q T
< E
® — 5001

e

0 T

L) ) L)
CTL Bifido DSS  Bifido + DSS

Figura 21 — Avalia¢ao da produgdo de imunoglobulina A secretada (slgA). Teste: ANOVA one-away,
seguido por post-test de Tukey. (* = p<0,05; **= p<0,01, *** = p<0,001). N = 12.
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5.6 Avaliacdo da presenca de infiltrados de neutréfilos, eosinéfilos e macréfagos por
meio da deteccao de suas enzimas especificas mieloperoxidase (MPO), peroxidase

eosinofilica (EPO) e N-acetil-glicosaminidase (NAG).

Observa-se que os animais do grupo DSS apresentaram infiltrado inflamatdério com
niveis muito elevados de eosindfilos (0,7268) (Figura 22A). Houve uma tendéncia a reducao
do infiltrado eosinofilico com o tratamento com a bifidobactéria (0,4285, grupo Bifido+DSS).

O perfil do infiltrado de neutrdfilos (Figura 22B) foi muito semelhante ao do infiltrado
de eosindfilos. Houve um aumento significativo de neutrdéfilos nos animais do grupo DSS
(0,4678) e uma reducao significativa dessas células no grupo Bifido+DSS (0,2163).

A avaliacdo da presenca de macréfagos no colon (Figura 22C) nao apresentou

alteracgdes significativas entre os diferentes grupos.
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Figura 22 — Avaliacao qualitativa da presenca de (A) neutrofilos, (B) eosindfilos e (C) macréfagos no
célon, por meio da atividade de suas enzimas especificas MPO, EPO e NAG. Teste: ANOVA one-away,
seguido por post-test de Tukey. (* = p<0,05; ** = p<0,01; ***= p<0,001). N = 6.
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O DSS induziu o aumento de citocinas recrutadoras de eosinéfilos (eotaxina/CCL-11)

(Figura 23A) e de neutrdfilos (KC/CXCL-1) (Figura 23B) no célon. Porém a reducdo observada

no grupo Bifido+DSS quando compara aos do grupo DSS foi significativa apenas para KC.
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Figura 23 — Quantificagdo de citocinas recrutadoras de (A) eosinéfilos (Eotaxina/CCL-11) e (B)
neutroéfilos (KC/CXCL-1) no célon. Teste: ANOVA one-away, seguido por post-test de Tukey. N=6. (*

= p<0,05; ** = p<0,01; ***= p<0,001).

5.8 Avaliagao da geragao de ROS no soro

A avaliacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no soro (Figura 24)

mostrou que houve um aumento significativo de ROS no grupo DSS. Além disso, verificou-se

que a bifidobactéria ndo induziu a geragcdo de ROS e o grupo Bifido+DSS apresentou uma

tendéncia a reducdo na geracdo de ROS, mas que nado foi estatisticamente significativo quando

comparado ao grupo DSS (p =0.1229).
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Figura 24 - Avaliacao qualitativa da presenc¢a de ROS do soro. Teste: ANOVA one-away, seguido por
post-test de Tukey. N = 8. (** = p<0,01; ***= p<0,001).

5.9 Resumo dos resultados

Avaliagao clinica: o tratamento com B. longum subsp. infantis CHCC2228 foi capaz de
reduzir os sinais clinicos da colite ulcerativa como a perda de peso, sangramento e
consisténcia das fezes. Por outro lado, nao foi eficiente na melhora do parametro que avaliou
a relacdo entre o peso e o comprimento do célon.

Histologia: Os animais nao apresentaram danos no figado ou no intestino delgado.
No célon, foram observadas lesGes dispersas pelo 6rgdo dos animais tratados com DSS, mas
com maior concentracao na regido distal, além de descaracterizacdo da mucosa intestinal.
Verificou-se que o perimetro do cdlon com edema foi reduzido no grupo tratado com o
probidtico. Houve, ainda, uma tendéncia a redugdo da superficie lesionada do célon quando
a terapia foi realizada. O perfil de producdo de mucinas nao foi alterado pelo tratamento com
a bifidobactéria. E houve uma tendéncia, ainda que nao significativa, ao aumento do diametro
das placas de Peyer, provavelmente induzido pelo DSS e pela bactéria, parecendo haver um
aumento ainda maior no grupo Bifido+DSS, que associa o tratamento com a bactéria e a
inducao de colite.

Permeabilidade: o tratamento com a bifidobactéria reduziu de forma significativa a

permeabilidade intestinal nos animais com colite ulcerativa.



Resultados |73

Producao de slgA: os animais com colite apresentaram um aumento na producdo de
slgA, enquanto os animais que receberam a terapia probidtica, apresentaram os niveis desse
anticorpo reduzidos em comparacdo ao controle.

Dosagem de EPO, MPO e NAG: Verificou-se a presenca de infiltrado de neutrdfilos e
eosinodfilos nos grupos com colite ulcerativa, havendo reducdo no grupo tratado com a
bifidobactéria. Ndo houve alteragao no perfil de macréfagos.

Dosagem de citocinas KC e eotaxina-1: As citocinas recrutadoras de eosindfilos
(eotaxina-1) e de neutréfilos (KC) apresentaram-se aumentadas nos grupos com colite, porém
reduzidas no grupo que utilizou o tratamento probidtico.

Stress oxidativo: a bifidobactéria nao induziu a geragao de ROS e o grupo Bifido+DSS
apresentou uma tendéncia a reducao na gera¢do de ROS quando comparada ao grupo com

colite induzida.
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6. DISCUSSAO

Nesse trabalho, objetivamos avaliar o potencial probiético da bactéria B. longum

subsp. infantis CHCC2228 como tratamento bioterapéutico para UC, utilizando como modelo

a inducdo da doenga pelo DSS em camundongos BALB/c. A bifidobactéria utilizada nesse

estudo pertence a colec¢do de culturas da Christian Hansen, Dinamarca, e nos foi enviada pela

empresa.

Em uma revisdo sobre bifidobactérias, Lee e O’Sullivan (2010) citam diversos estudos

gue mostram o potencial probidtico das bactérias do género Bifidobacterium. Dentre eles,

destacamos aqui alguns estudos que correlacionam efeitos benéfico a administracdo da

espécie probidtica B. longum:

Qiao et al (2002) mostraram o efeito protetor de B. longum subsp. infantis contra
diarreia rotaviral (p < 0,001).

Jiang et al (1996) observaram reducdo da expiracao de hidrogénio (p < 0,05) em
pacientes com intolerancia a lactose apds a administracdao do probiético.
McCarthy et al (2003) detectaram a reducao de citocinas pré-inflamatdrias (IFNy,
TNFa e IL-12) por B. longum subsp. infantis em camundongos.

B. longum foi capaz de aumentar a producdo de IgA de mucosa em camundongos
no estudo proposto por Takahasi et al (1998).

Furrie et al (2005) observaram que ap6s a administracdo de B. longum em
pacientes com UC estes ndao apresentaram alteragdes significativas nos escores
clinicos, mas foi detectada uma diminuicdo (p < 0,05) na expressdo de genes
humanos de citocinas pré-inflamatérias apds a administracdo da bactéria
associada a prebidticos (inulina e frutooligossacarideos).

Em pacientes com sindrome do intestino irritdvel, O’'Mahony et al (2005)
observaram reducdo nos escores clinicos e na proporc¢ao das citocinas IL-10 e IL-
12, anti- e proé-inflamatérias, em concordancia com os niveis de individuos
saudaveis.

Rowland et al (1998) perceberam uma reducdo discreta na indugdo
carcinogénica de focos de cripta aberrantes quando suplementados com B.

longum e significativa quando associaram inulina a administracao da bactéria.
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Os modelos animais possuem limitacdes e ndo apresentam a complexidade da
doenga humana, mas sdo ferramentas importantes e indispensdveis para o estudo do
envolvimento dos diferentes fatores (genéticos, ambientais e imunoldgicos) na patogénese
da UCe naavaliagdo de possiveis terapias, dentre as quais incluem-se os probidticos. A escolha
do modelo de colite induzida pelo DSS ocorreu devido, principalmente, a sua semelhanca com
a doenga humana e consequente possibilidade de inferéncia dos resultados para seres
humanos (Perse & Cerar 2012). Além disso, esse modelo é utilizado para se estudar as
contribuigbes dos mecanismos do sistema imune inato na colite. Comumente, a indugao de
colite em camundongos é realizada utilizando-se solu¢ao de DSS em concentragdes variando
entre 3% e 5%, dependendo do modelo animal utilizado (Claes et al. 2011; Johansson et al.
2010, Wirtz et al. 2007). Nesse trabalho optamos pela concentragao de 3,5% por ser uma
concentragdo que observamos causar doenga nos animais, sem leva-los ao ébito no periodo
do experimento.

Esse modelo de colite é caracterizado por diarreia sanguinolenta iniciada apds 4-7
dias do inicio do tratamento, ulceragdes e infiltrados com células granulosas que podem ser
observados apds 120 h (Claes et al. 2011; Johansson et al. 2010; Wirtz et al. 2007). Dessa
forma, leva ao aparecimento de sinais clinicos tipicos da doenca como perda de peso,
sangramento e alteracdo na consisténcia fecal (Perse & Cerar 2012).

A avaliacdo ponderal (Figura 12), na qual consideramos a perda de peso dos animais,
mostrou que, como é esperado de uma bactéria probidtica, a administracao sozinha de B.
longum subsp. infantis CHCC2228 ndo causou perda de peso nos camundongos, e houve
reducdo na perda de peso quando administrada aos animais com colite. Quando
consideramos, além do peso, os outros sinais citados, foi possivel estabelecer um score
denominado indice didrio de atividade da doencga (DAl — Disease Activity Index) (Figura 13) que
varia de 0 a 10. Os parametros clinicos para estabelecimento do DAl sdo medidas
compreensivas e consistem na avaliacdo de sinais semelhantes aos observados em humanos
com UC. Um significativo decréscimo no valor do final do DAI é considerado como sucesso na
utilizacdo de uma referida terapia (Osman et al. 2004). Osman et al. (2004) demonstraram
tanto o efeito de diferentes linhagens de Lactobacillus e Bifidobacterium em reduzir o DA
num modelo de colite induzida por DSS, como o fato de que essa melhora difere entre as
diferentes linhagens. No nosso trabalho, os valores finais do DAl mostram que a administragao

de B. longum infantis CHCC2228 promoveu melhora na saude dos animais, reduzindo de
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forma expressiva os sinais da doenca. A andlise dos resultados de peso e comprimento do
colon (figura 14) mostra que houve um encurtamento do célon associados ao aumento do
peso. Isso sugere a ocorréncia de um espessamento da parede col6nica devido a presenca de
infiltrado inflamatério e/ou edema — indices avaliados na andlise histoldgica (Figuras 16 e 17).

Nossos resultados sdo corroborados pelo estudo de Jadhav et al. (2013) no qual os
animais tratados com Dahi (leite de bufala fermentado contendo L. acidophilus e B. bifidum)
apresentaram uma melhora significativa nos escores clinicos. Os autores sugerem uma
estrapolagdo para um quadro clinico humano: menor detec¢do de sangue nas fezes significa
menos perda de sangue que, por sua vez, implica em um quadro menor de hemorragia e dano
ao epitélio colonico, menor permeabilidade intestinal e susceptibilidade a infeccdes, levando,
finalmente, a um quadro reduzido de desconforto e de melhora das condi¢cdes para o
paciente. Esse aspecto de reducdo de perda de peso e do sangramento retal observado no
grupo Bifido+DSS pode ter importancia clinica.

A colite ulcerativa consiste em uma inflamacdo difusa da mucosa que se estende
proximalmente a partir do reto, variando de intensidade. Em conjunto com essa grave
inflamagdo e produgao de uma complexa variedade de mediadores inflamatdérios, uma
ulceragao superficial da mucosa intestinal se desenvolve (Xavier & Podolski 2007). Por sua vez,
o DSS age distalmente no intestino, sendo diretamente téxico as células col6nicas epiteliais
das criptas basais e, assim, afetando a integridade da barreira de mucosa do intestino grosso
aumentando a permeabilidade e a translocacdo de bactérias do limen e de antigenos (Claes
et al. 2011; Neurath 2012; Johansson et al. 2010; Wirtz et al. 2007).

Dentre as caracteristicas histopatoldgicas normalmente observadas no célon de
pacientes com UC cita-se: deplecdo de células caliciformes e na producdo de mucinas,
degeneracao epitelial e necrose, levando a descaracterizagao do tecido epitelial. Observa-se
ainda infiltrados de linfdcitos, plasmadcitos e granuldcitos na lamina propria e submucosa e a
localizacdo retal das lesdes (Danese & Fiocchi 2011, Perse & Cerar 2012, Xavier & Podolski
2007).

Os resultados histoldgicos (Figuras 16 e 17) foram condizentes com as caracteristicas
ja descritas na literatura, onde os danos teciduais foram restritos ao célon, ndo havendo lesdao
no intestino delgado. O mecanismo pelo qual o DSS induz uma forte inflamagcdo na mucosa do

colon distal quando comparado ao célon proximal ainda ndo é compreendida (Yan et al. 2009).
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Além da andlise histolégica de rotina, realizamos a andlise morfométrica do cdélon
(Figura 19) para quantificar as altera¢des observadas. Observamos que o tratamento com o
probidtico reduziu a superficie com edema (Figura 19B) e apresentou tendéncia a diminuicdo
das areas lesionadas (Figura 19A).

O DSS é toxico para as células epiteliais do cdlon e causa alteragdes na integridade da
barreira epitelial, o que aumenta a permeabilidade da mucosa col6nica, que, por sua vez,
permite a passagem de moléculas grandes como o DSS. As altera¢des incluem a perda de
componentes das jungdes celulares como a ZO-1 (Per$e & Cerar 2012, Yan et al. 2009). A
importancia das barreiras epitelial e de muco é demonstrada em diferentes modelos de colite
nos quais os camundongos apresentam alteracdes na producdo de muco ou na interacao,
homeostase ou reparo das células epiteliais. Isso fica evidente nos modelos de UC que
baseiam-se na deplecdo dessas barreiras, como, por exemplo a colite induzida por DSS, bem
como camundongos deficientes para Muc2, XBP-2, Mdrla, e com delecdo de componentes
especificos do NF-kB das células epiteliais (Uhlig & Powrie 2009).

O epitélio colbnico é coberto por uma camada de muco que protege as células contra
estresse mecanico, substancias do limen e patdgenos. Por serem componentes estruturais
da camada de muco, altera¢des na quantidade, secre¢do e estrutura da mucina podem
resultar na queda da protecao do epitélio do célon. Em humanos com UC, sdo reportadas
alteragdes no numero de células caliciformes, aderéncia do muco e sintese, secregao e
sulfatacdo da mucina. Além disso, as células caliciformes possuem menos mucina, estdo em
menor nimero e possuem atividade reduzida na UC ativa, resultando em uma camada mais
frouxa quando comparada aos grupos controle. Defeitos na camada de muco podem, ainda,
influenciar no padrao de colonizacdo microbiana e na manutencdo da estrutura e da funcao
da comunidade microbiana (Chassaing & Darfeuille-Michaud 2011; Matricon et al. 2010;
Renes et al. 2002).

Houve uma reducao visivel no nimero de células caliciformes nos grupos com colite
induzida pelo DSS (figura 18), havendo, inclusive, grandes areas com auséncia de muco, mas
ndo houve aumento na producdo de mucina quando os animais foram tratados com o
probidtico (Figura 19D).

Acredita-se que a perda da funcdo de barreira do epitélio é o evento inicial que incita
a injuria e a inflamac¢do em varias desordens intestinais, incluindo as IBDs. Esses defeitos de

barreira resultam na migracdo de antigenos luminais para a submucosa, expondo as células
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imunes da lamina prdpria a esses antigenos, desencadeando a resposta inflamatdria e o dano
ao epitélio, que sdo caracteristicos dessas doengas (Yan et al. 2009).

Estudamos possiveis alteracdes na funcao de barreira do epitélio intestinal utilizando
o método do FITC-dextran. A andlise in vivo da permeabilidade intestinal, consistiu na
inoculacdo intragastrica de dextrano marcado com fluoresceina que, em caso de aumento na
permeabilidade intestinal, atravessa o epitélio, atingindo a corrende sanguinea, podendo ser
dosado posteriormente pela fluorescéncia do soro. O tratamento com o probidtico foi capaz
de melhorar a integridade da barreira intestinal, por meio da redu¢ao da permeabilidade
intestinal (figura 20).

Para avaliarmos se essa reducdo resultou em possiveis efeitos sistémicos, analisamos
histologicamente o figado (Figura 15) dos animais, porém nao observamos danos no 6rgao.

Para avaliar a constituicdo dos infiltrados inflamatérios, que sdo descritos na
literatura como sendo caracterizados principalmente pela presenca de eosindfilos e
neutrdfilos, realizamos experimentos que dosaram enzimas especificas desses dois tipos
celulares (EPO e MPO, respectivamente — figura 22) e de suas quimiocinas recrutadoras
(Eotaxina-1 e KC, respectivamente — figura 23).

Uma caracteristica comum observada em bidpsias de pacientes com IBDs sdo os
infiltrados de eosindfilos, particularmente na UC (Barrie et al. 2012, Hogan et al. 2012,
Stasikowska-Kanicka et al. 2012). Eosindfilos sdo leucécitos granuldcitos com papel na defesa
inata da mucosa do hospedeiro, principalmente contra helmintos. Essas células promovem a
inflamacdo pela liberacdo de proteinas granulares toxicas e radicais livres, bem como pela
producao de diversos mediadores pré-inflamatdérios como prostaglandinas, leucotrienos e
citocinas. Elas também estimulam o sistema imune adaptativo pela apresentacdo de
antigenos e recrutamento de células T (Barrie et al. 2012). Apesar de geralmente estarem em
baixas quantidades nos infiltrados leucocitarios, os eosindfilos parecem estar relacionadas as
alteragdes morfolégicas observadas, bem como a gravidade da doenga e as disfungdes
gastrointestinais. Acredita-se que eles desempenhem papel combatendo a microbiota
intestinal na UC (Hogan et al. 2012) e que tenham participacdao modulando tanto vias de danos
quanto de reparo tecidual. Eosindfilos originam-se na medula dssea e migram para o trato
gastrointestinal sob influéncia, principalmente, das quimiocinas IL-5 e eotaxina-1,

superexpressas nas IBDs (Barrie et al. 2012).
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Eosindfilos expressam receptores de reconhecimento de padrdo (como os TLRs),
produzem citocinas pré-inflamatérias e proteinas catidnicas (como a peroxidase eosinofilica,
EPO) que possuem atividade antibacteriana, além de serem capazes de produzir NETs (redes
de DNA mitocondrial lancadas no meio extracelular para capturar bactérias) (Hogan et al.
2012). Em resposta aos estimulos (imunoglobulinas e citocinas), os eosindfilos podem secretar
uma gama de citocinas pré-inflamatdrias (IL-2 IL-13, IL-16, IL-18, TGF-a. e TGF-B), quimiocinas
(RANTES e eotaxina-1) e mediadores lipidicos (PAF e leucotrieno C4). Essas moléculas
possuem importantes efeitos inflamatérios, que incluem o aumento da expressao de sistemas
de adesdo, modulacdo do trafego intracelular e alteracdes no estado celular de ativacdo, além
de afetar a permeabilidade vascular, secre¢do de muco e constricdo de musculos lisos. Além
disso, as proteinas granulares (MBP, ECP e EPO e EDN) podem causar graves danos teciduais,
inclusive efeitos sistémicos no coragao, cérebro e epitélio brénquico (Hogan et al. 2002).

Considerando-se os resultados obtidos (figuras 22A e 23A), observamos uma
tendéncia a diminui¢ao de eosindfilos e da citocina eotaxina no célon dos camundongos do
grupo Bifido+DSS, quando comparados ao grupo DSS. Porém, ndo sendo a eotaxina a Unica
citocina envolvida no recrutamento desse tipo celular, outras dosagens de citocinas, como a
IL-5 e a IL-13 — que sdo, tipicamente, produzidas em excesso em pacientes com UC ativa —
seriam necessarias.

Outro tipo celular encontrando em grande quantidade nos infiltrados inflamatérios
na mucosa inflamada da UC é o neutrdfilo. A atividade da doenca, portanto, ndo estd ligada
somente a presenca de eosindfilos, mas também ao influxo de neutréfilos que migram para a
mucosa e, posteriormente, para o limen intestinal, resultando na formacdo dos abscessos de
criptas. Além disso, a circulacdo de neutrdfilos ativados, que sdo uma grande fonte de
citocinas inflamatérias e possuem uma maior sobrevida, esta elevada na UC ativa. Medimos a
atividade da MPO colénica como um indicador da extensdo do infiltrado neutrofilico na
mucosa. A enzima MPO esta presente nos granulos de neutréfilos e tem fungdo bactericida
ao gerar ROS (Naito et al. 2007). Dentre as diversas fontes de formacdo de ROS, a MPO se
destaca pelo seu papel no tecido intestinal inflamado. A enzima MPO é primariamente
derivada do infiltrado de neutrofilos e estd envolvido na geracdo de acido hipocloroso, um

potente oxidante capaz de induzir danos teciduais (Zhu & Li 2012).
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Em humanos, além da acumulacdo de neutrofilos observada em biopsias retais, ha
um aumento na produgdo da proteina recrutadora desse tipo celular, a IL-8. Em modelos
murinos essa migragao celular é induzida pela quimiocina CXCL-1 (KC) (Vieira et al. 2009).

Nesse trabalho observamos reducdo significativa nos niveis da atividade da MPO
(figura 22B) e na producdo da quimiocina KC (figura 23B) no grupo Bifido+DSS.

Juntos, os resultados das figuras 22 e 23 sugerem uma participa¢ao do probidtico na
regulacdo da producdo de citocinas préinflamatdrias e recrutadoras de leucdcitos, reduzindo
sua producdo e, dessa forma, contribuindo para a melhora do quadro inflamatério.

Existem evidéncias que sugerem que a inflamacao intestinal cronica estd associada
com o aumento na producdo de ROS. Assim, uma maior producdo de ROS e
consequentemente o estresse oxidativo e a modulagdao redox parecem ter um papel
importante na patofisiologia das IBDs tanto em modelos animais como em pacientes humanos
(Zhu & Li 2012).

As ROS sdo bioprodutos naturais formados a partir do metabolismo do oxigénio, e
sdao moléculas altamente reativas por possuirem elétrons desemparelhados. Para regular o
efeito destrutivo das ROS, as células estdo equipadas com sistemas de defesa antioxidante
intrinsecos. Observamos o estresse oxidativo quando ha um desbalango entre a producdo de
ROS e sua remocao pelos agentes antioxidantes (Rezaie et al. 2007).

O aumento na producdo de ROS (anion superoxido, perdxido de hidrogénio, acido
hipocloroso e peroxinitrito) na mucosa col6nica de animais e pacientes com IBD ja foi
demonstrado. De forma contraria, as defesas antioxidantes (glutationa, cobre-zinco
superoxido dismutase [Cu-ZnSOD]) estdo reduzidas. Apesar desses dados nao
necessariamente estarem estabelecidas como causa das IBDs, podem influenciar a
patofisiologia das doencas (Zhu & Li 2012).

Quando as ROS sdo geradas préximas a membrana celular, possivelmente pelas
células epiteliais, pode ocorrer, em cadeia, a peroxidacdao dos fosfolipidios de membrana
(Naito et al. 2007). O estresse oxidativo induz tanto o dano tecidual direto, quanto leva a
desregulacao da sinalizagdo redox, que leva a ativacdo de NF-kB e o subsequente aumento na
producdo de citocinas pré-inflamatdrias e moléculas de adesdo (Zhu & Li 2012).

Houve um aumento na gerac¢do de ROS nos grupos com UC induzida por DSS (DDS e
Bifido+DSS) quando comparados aos grupos CTL e Bifido(figura 24); havendo uma discreta

reducdo no grupo Bifido+DSS. Como a geracdo do estresse oxidativo depende da relacdo
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entre a geracdo de ROS e de defesas antioxidantes, ndo podemos afirmar a forma como o
probidtico estd atuando. A avaliagdo da producdo de agentes antioxidades sera avalida
posteriormente.

A slgA é um anticorpo com papel critico na imunidade de mucosa, atuando como
barreira contra a adesdo de patégenos a mucosa intestinal. Essa imunoglobulina liga-se a
moléculas da superficie bacteriana prendendo o micro-organismo no muco e prevenindo a
translocacdo através do epitélio (Martins et al. 2009). Anticorpos secretados, como a IgA, sdo
produzidos pelas células B da lamina prépria do intestino e secretadas no muco pelas células
epiteliais, onde agem como importantes componentes da barreira mucosa. Esses anticorpos
influenciam a microbiota comensal e contribuem substancialmente na capacidade do muco a
reter e eliminar potenciais patdgenos. Esses anticorpos exercem melhor sua funcdo ao serem
retidos no muco do que se fossem simplesmente dispersos no limen intestinal (McGuckin et
al. 2011).

A resposta de sIgA estabelece e mantém a relagao nao inflamatodria entre as células
do hospedeiro e a microbiota e é requerida para a homeostase imunoldgica local e sistémica.
Nem todos os membros da microbiota sdo igualmente eficazes na indugao da secregao de sIgA
— bactérias Gram-negativo sdao mais eficientes do que as Gram-positivo, por exemplo. A
auséncia de IgA intestinal pode resultar no crescimento exacerbado de alguns membros da
microbiota comensal. Inducdo de IgA pode, assim, afetar a competicdo entre varios membros
da microbiota — modificacdes na secrec¢do induzida de IgA pode selecionar micro-organismos
especificos da microbiota comensal e promover um quadro inflamatério induzido por essa
microbiota (Chassaing & Darfeuille-Michaud 2011).

A avaliacdo da producdo de slgA (figura 21) mostrou que houve um aumento na
producao dessa imunoglobulina nos animais do grupo DSS. Como houve uma redug¢do na
producdo de muco (dados da histologia) associados a acdao mucolitica do DSS (Wirtz et al.
2007), sugerimos ter havido uma maior libera¢do do anticorpo no fluido intestinal, devido a
uma reducdo da sua retencdo na camada de muco.

Probidticos podem atuar como uma barreira contra patégenos por meio de
mecanismos como a producdo de lactato e acetato, a competicdao por nutrientes e sitios de
ligacdo no intestino, imunomodulacdo e a inducdo ou producdo de agentes microbianos
especificos (Osman et al. 2004). Probiéticos como as bifidobactérias e os lactobacilos, inibem

o crescimento de patdgenos pela liberacdo de fatores antimicrobianos e por competirem com
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patégenos pelos limitados receptores das células epiteliais (Kruis 2004; Sartor 2004). Diversos
estudos demontram os efeitos de probidticos no tratamento das IBDS (Campieri & Gionchetti
1999; Collins & Gibson 1999).

Diferentes linhagens de Bifidobacterium, mesmo pertencendo a uma mesma espécie,
e, portanto, compartilhando uma série de caracteristicas, podem desempenhar papéis
funcionais diferentes, até mesmo opostos (Lépez et al. 2010). Vdrias linhagens de
Bifidobacterium (B. breve, B. catenulatum, B. longum e B. infantis) resultam na melhora da
inflamacao intestinal induzida por DSS, tanto quando administradas diretamente quando sob
a forma de leite fermentado (Osman et al. 2006; Matsumoto et al. 2001; Setoyama et al.
2003), reduzindo scores histopatoldgicos, atividade da MPO, TNF e aumentando niveis de IL-
10 (Damaskos & Kolios 2008).

Em ensaios clinicos, por outro lado, existem relatos de leites fermentados com
bifidobactéria com sucesso (Ishikawa et al. 2003; Kato et al. 2004) ou sem sucesso (Laake et
al. 2003) (Damaskos & Kolios 2008). Um ensaio clinico mostrou que um leite fermentado com
adicdo de Bifidobacterium foi eficaz na manutencdo da remissdo e possui possiveis efeitos
preventivos na recidiva da UC (Ishikawa et al. 2003).

Os dados apresentados neste trabalho, contudo, ndo nos permitem concluir qual o
mecanismo responsavel pela melhora observada nos animais. Os resultados citados dos
ensaios clinicos com leites fermentados podem sugerir um possivel efeito de metabdlitos
produzidos pela bifidobactéria e que seriam liberados no sobrenadante do meio de cultivo.
Nesse ponto podemos questionar se, com a substituicio do caldo MRS por salina para a
gavagem dos animais, acabamos perdendo alguma substancia ativa importante no processo.

Outro ponto a ser levantado seria a possibilidade de haver um efeito sinérgico caso
essa bactéria fosse administrada em conjunto com outras espécies ou linhagens probidticas,
como é o caso do produto VSL#3, que, juntamente com a E. coli Nissle 1917, é utilizada com
sucesso no tratamento de UC.

Sabemos que a fermentacdo de fibras pela microbiota intestinal leva a producdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) como acetato, butirato e propionato. Esses AGCCs sdo
frequentemente produzidos no célon e, sua aplicacdo sob a forma de enema, ja foi
demonstrada como um possivel tratamento para IBDs, o que permite associar uma dieta rica
em fibras alimentares a beneficios a saude do paciente no contexto das IBDs (Marsland 2012).

Quando observamos alteracdes na microbiota comensal de pacientes com UC, verifica-se uma
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reducdo em Bacteroides e Bifidobacterium e, consequentemente, nos niveis de producdo de
AGCCs. Observa-se, ainda, que a ingestdo de fibras alimentares fermentdveis, ou de AGCCs,
parece ser beneficial para pacientes com UC. Esses AGCCs ligam-se ao GPR43 e possui diversos
efeitos anti-inflamatodrios (Maslowski et al. 2009).

Em modelo de colite em camundongos C57BI/6 Gpr43”7- germ-free o tratamento com
acetato melhorou significativamente os sinais da doenga como: tamanho do cdélon, DAI e
niveis de MPO. Além de estar presente em neutrdfilos e eosindfilos, o GPR43 é expresso em
colondcitos, e induzem, dentre diversas fungdes, a proliferacao (Maslowski et al. 2009).

Considerado o exposto, um possivel mecanismo de acao para explicar os resultados
encontrados poderia ser a producdao de AGCC, como o acetato, pela B. longum subsp. infantis
CHCC2228.

Durante o processo de padronizacdo dos modelos para este projeto, realizamos um
experimento de indugdo de colite cronica utilizando-se uma dose de DSS a 3% e camundongos
de ambos os sexos. Porém, apds o periodo de sete dias de inducdo da colite, os animais ndo
foram sacrificados, e tiveram seu peso avaliado por 10 dias. O resultado desse experimento
pode ser observado na figura 25.

Os resultados sugerem que a B. longum subsp. infantis CHCC2228 teria capacidade
de atuar ndo so6 reduzindo os sintomas da UC, mas acelerando a recuperag¢ao dos animais.
Para uma visdo mais proxima de um quadro clinico real, seria interessante que fosse realizado
um experimento de indugdo cronica de colite, no qual os animais tém trés ciclos alternados
de inducdo de colite pelo DSS e de recuperacdo, quando recebem novamente dgua (Wirtz et

al. 2007).
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Figura 25 — Desenvolvimento ponderal com acompanhamento posterior ao periodo de indugdo da
colite. O quadro sombreado no fundo do grafico indica o periodo no qual os animais estavam
recebendo o DSS para a inducgdo da colite. Os asteriscos indicam diferenca estatistica entre o grupo
DSS e os demais, apenas no dia 18, os asteriscos superiores indicam diferenca entre o grupo Bifido+DSS

e os grupos CTL e Bifido. O grupo Teste: ANOVA two-way, seguido por post-teste de Bonferroni. N =
12.
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7. CONCLUSAO

A partir analise dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que a
bactéria B. longum subsp. infantis CHCC2228 possui potencial probidtico, tendo apresentado
efeito protetor no modelo murino agudo de UC induzida por DSS. Apesar de ndo ter
apresentado sucesso em todos os aspectos avaliados, a bactéria promoveu melhora dos sinais
clinicos e redugdo do infiltrado inflamatério e da permeabilidade intestinal — aspectos
importantes e que devem ser levados em consideracdo para um tratamento bioterapéutico
para a UC. Outros estudos ainda devem ser realizados para avaliar os mecanismos de acao

pelos quais os efeitos observados sao desencadeados.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas para uma possivel continuidade deste trabalho, e maior esclarecimento

dos mecanismos de agao envolvidos em todos os processos citados, estdo:

avaliagdo da produgdo de substancias antioxidantes, para uma avaliagdao mais precisa
do estado de estresse oxidativo instalado nos animais com UC.

a avaliagdo da translocagdo bacteriana para linfonodos mesentéricos (por PCR em
tempo real).

a avaliacdo de possiveis alteracdes no microbioma intestinal dos camundongos por
método independente de cultivo, para observar se ha um reestabelecimento do
equilibro ou uma reducao da disbiose observada pelo quadro de colite.

avaliacdo, por Western blotting, da ativacdo ou inibicdo de proteinas das vias de
regulacdo de genes pré-inflamatdrios: NF-xB (subunidade p65/RelA fosforilada), e as
MAPK (p38, JNK e ERK1/2).

avaliacdo da fun¢do de barreira da mucosa, por expressao de mucina (PCR em tempo
real) e de proteinas de jungdo como Z0O-1 e ocludina (por PCR em tempo real ou por
Western blotting).

avaliacdo da producdo de acetato da bifidobactéria.
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probidtico Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228 em modelos
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Animal (CETEA/UFMG), tendo sido“aprovado na reunidao de 25/ 05/2011.

Este certificado expira-se em 25/ 05/ 2016.
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"Effects of probiotic Bifidobacterium longum subsp. infantis CHCC2228 in
experimental models of inflammatory bowel disease’, under the supervisiors
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Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in May 25, 2011.
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Belo Hori
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ANEXO C — PUBLICAGOES E PARTICIPACOES EM PROJETOS E EVENTOS

1. PUBLICAGOES

Martins FS, Elian SDA, Vieira AT, Tiago FC, Martins AK, Silva FC, Souza EL, Sousa LP,
Araujo HR, Pimenta PF, Bonjardim CA, Arantes RM, Teixeira MM, Nicoli JR. (2011). Oral
treatment with Saccharomyces cerevisiae strain UFMG 905 modulates immune
responses and interferes with signal pathways involved in the activation of
inflammation in a murine model of typhoid fever. International Journal of Medical
Microbiology, 301(4):359-64

Martins FS, Vieira AT, Elian SDA, Arantes RME, Tiago FCP, Sousa LP, Aradjo HRC,
Pimenta PF, Bonjardim CA, Nicoli JR, Teixeira MM. (2013). Inhibition of tissue
inflammation and bacterial translocation as ones of the protective mechanisms of
Saccharomyces boulardii against Salmonella infection in mice. Microbes and Infection,
DOI: 10.1016/j.bbr.2011.03.031.

2. PARTICIPAGOES EM PROJETOS DE PESQUISA

Efeitos da administragao intragdstrica de Bifidobacterium longum subsp. infantis
CHCC2228 em um modelo murino agudo de colite ulcerativa induzida por DSS.

Efeito probidtico da bactéria Escherichia coli linhagem Nissle 1917 em modelo murino
de colite ulcerativa induzida por sulfato de sédio dextrano (DSS).

3. PARTICIPAGOES EM CURSOS E EVENTOS

“Imunologia basica e avancada 2011”, curso de extensdo universitaria — modalidade
curso a distancia, promovido pelo Departamento de Medicina Interna, da Faculdade
de Medicina, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de 14 de abril
a 30 de junho de 2011.

“VII Forum de Microbiologia Prof. Edmar Chartone de Souza”, promovido pelo
Programa de Pds-Graduagcao em Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, no dia 01 de junho de 2011.

“Aspectos microbiolégicos, tecnoldgicos e funcionais de probidticos — Atualizagdes”,
ministrado pelo Dr. Celso Gabriel Vinderola, da Universidade Del Litoral, Santa Fé,
Argentina, nos dias 17 e 18 de maio de 2011, no Programa de Pds-Graduagdo em
Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas
Gerais.
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“26° Congresso Brasileiro de Microbiologia (CBM 2011)”, realizado pela Sociedade
Brasileira de Microbiologia, de 2 a 6 de outubro de 2011, no Rafain Palace Hotel e
Convention Center, em Foz do Iguagu, Parana

o Poster: Saccharomyces boulardii prevents Salmonella infection via inhibition of
bacterial translocation and tissue inflammation. Autores: Martins FS, Elian SDA,
Vieira AT, Paula LMR, Arantes RME, Tiago FCP, Sousa LP, Bonjardim CA, Nicoli
JR, Teixeira MM.

o Poster: Oral treatment with Saccharomyces cerevisiae strain UFMG 905
modulates immune responses and interferes with signal pathways involved in
the activation of inflammation in a murine model of typhoide fever. Autores:
Martins FS, Souza ELS, Elian SDA, Vieira AT, Tiago FCP, Sousa LP, Bonjardim CA,
Arantes RME, Nicoli JR, Teixeira MM.

o Poster: influence of partial substitution of dietary fish meal on the activity of
digestive enzymes in the intestinal brush border membrane of gilthead sea
bream (Sparus aurata) and goldfish (Carassius auratus). Autores: Silva FCP,
Nicoli JR, Martins FS, Elian SDA, Zambonino-Infante JL, Kaushik S, Gatesoupe FJ.

“International Society for Microbial Ecology — Latin America ISME Symposium 2011”,
realizado durante o 26° Congresso Brasileiro de Microbiologia (CBM 2011),de 2 a 6 de
outubro de 2011, no Rafain Palace Hotel e Convention Center, em Foz do Iguacu,
Parana

“Simpdsio Internacional de Bactérias Laticas”, realizado durante o 26° Congresso
Brasileiro de Microbiologia (CBM 2011), de 2 a 6 de outubro de 2011, no Rafain Palace
Hotel e Convention Center, em Foz do Iguagu, Parana

“VIIl Férum de Microbiologia Professora Maria Auxiliadora Roque de Carvalho”,
promovido pelo Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
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Mendes Convention Center, em Santos/SP.
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