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RESUMO

A incidéncia de doengas alérgicas tem emergido como um importante problema de saude
no mundo ocidental devido a gravidade das reagdes e a um aumento dramatico através das
décadas. A alergia alimentar € uma reacao de hipersensibilidade imediata mediada por IgE
que ocorre apos a ingestdo de determinados alimentos por individuos previamente
sensibilizados. As citocinas produzidas pelas células Th2 (IL-4, IL-13, IL-10 e IL-5) tém
participacéo importante no desencadeamento da reagéo alérgica, enquanto as citocinas de
perfil Th1 inibem as repostas alérgicas. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo
animal para o estudo da alergia alimentar a ovalbumina. Nesse modelo, camundongos sao
sensibilizados com ovalbumina (OVA) e desafiados com uma solugdo de clara de ovo a
20% (SCO). Um dos sintomas apresentados pelos animais € a perda de peso corporeo
apos o desafio oral que persiste até o fim do experimento. A privagdo do consumo do
alimento causador dos sintomas da alergia alimentar € um dos principais tratamentos
correntes e mais baratos. Atualmente, grupos de pesquisa vém desenvolvendo estudos
experimentais utilizando probidticos, que séo definidos como microorganismos viaveis que
exibem um efeito benéfico na saude do hospedeiro, visando propor o uso de probidticos
como alternativa no tratamento da alergia alimentar. No presente trabalho foi demonstrado
que os animais sensibilizados com OVA perderam peso corporeo apoés ingestdo de dieta
contendo OVA na primeira semana de desafio oral. A partir da segunda semana de desafio,
camundongos sensibilizados e tratados com S. cerevisiae 905 dose de 2x10° UFC/mL
recuperaram o peso corporeo em torno de 97%. Ao final da sexta semana, camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA apresentaram: aumento nos niveis séricos de IgE
anti-OVA, aumento da produgdo de muco pelas células intestinais, aumento do infiltrado de
eosindfilos na mucosa intestinal e aumento do nimero de mastécitos na submucosa. Os
niveis séricos de IgE foram menores quando camundongos foram tratados com S.
cerevisiae 905 dose de 2x10° e 2x10° UFC/mL. Os tratamentos com S. boulardii ou com S.
cerevisiae 905, ambos na dose de 2x10° UFC/mL foram capazes de reduzir a producéo de
muco. Também, nas doses de 2x10°> UFC/mL de S. cerevisiae 905 e de 2x10® UFC/mL de
S. boulardii observou-se reducdo do numero de eosindfilos infiltrados na mucosa intestinal.
Esses resultados demonstram que o tratamento com os probidticos apresentam efeitos
positivos na alergia alimentar experimental. Os mecanismos pelos quais eles agem devem

ser investigados.



ABSTRACT

Allergic disease has become an important health problem due to severe reactions and a
dramatic incidence increase over the past decades. Food allergy is an adverse
immunological IgE-mediated reaction that occurs after ingestion of specifics antigens by
previously sensitized individuals. Typically, Th2 cells produce a cytokine cocktail including
IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13 that, among other actions, are responsible for the allergic
reaction, while the cytokines produced by Th1 cells inhibit this reaction. Our laboratory has
developed an ovalbumin (OVA)-induced allergy mice model. Mice are sensitized with OVA
and challenged with an egg white solution (20%). A common symptom presented in this
model is body weight loss reaching up to 20% that persists while the egg white solution is
administered. Restriction of the food that may be responsible to generate allergy is currently
widely used and probably the cheapest treatment. In this study, OVA-sensitized mice
ingested diet containing OVA as a source of protein, and were treated or not with different
doses of S. cerevisiae UFMG 905 and S. boulardii in order to evaluate whether these
probiotics were able to modulate allergic response. After one week of oral challenge, mice
lost weight. After the second week, animals treated with S. cerevisiae 905 2x[10°® UFC/mL
recovered 97% of their weight. After six weeks of OVA ingestion, OVA-sensitized mice
showed high leves of anti-OVA IgE, increased production of mucus in the epithelial intestine
mucosa, increased number of eosinophils in the mucosa and mast cells in the submucosa.
There was reduction of IgE production in S. cerevisiae 905 treated mice 2x10° and 10°
UFC/mL. Furthermore, mucus production was reduced in mice treated with S. boulardii or S.
cerevisiae 2x10® UFC/mL and eosinophil infiltrate was reduced when S. cerevisiae 905
2x10° UFC/mL or S. boulardii 2x10® UFC/mL were administrated. These results suggest that
probiotics can be a good treatment for food allergy. The mechanisms involved in these

responses remain to be studied.



1. Introducao
1.1. Mucosa intestinal

A superficie mucosa do trato gastrointestinal (Gl) é a maior superficie corporal em
contato com o meio externo (200 a 300 m?) do ser humano. A mucosa intestinal representa
um ecossitema complexo que combina epitélio Gl, células do sistema imune e microbiota
residente (MCCRACKEN & LORENZ, 2001).

O trato Gl esta constantemente exposto a uma carga antigénica dominante
caracterizada por bactérias comensais e antigenos da dieta, sendo necessaria uma barreira
para evitar que haja lesdo ou estimulagéo constante. E criada entdo pelo epitélio intestinal
uma barreira fisica e quimica (WERSHIL et al., 2008; LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006).

Uma das principais fungbes do epitélio intestinal € a absor¢cdo de nutrientes. As
células do epitélio podem agir também como células apresentadoras de antigenos, que
reconhecem e respondem a antigenos bacterianos e virais produzindo citocinas e
quimiocinas influenciando as respostas imunes (DAHAN et al., 2007). Além disso, podem
induzir a expansao de células T no intestino (ALLEZ et al., 2002).

A superficie do intestino é delineada por um epitélio simples colunar que forma
diversas invaginagbes ou criptas, que sdo embebidas no tecido conectivo. As células
epiteliais intestinais formam uma barreira fisica que protege o hospedeiro contra uma
infecgdo patogénica (LOUVARD et al., 1992; KEDINGER et al., 1998, MONTGOMERY et
al.,, 1999). Além disso, secretam diversas substédncias como muco, defensinas e
substancias antimicrobianas, que inibem o crescimento bacteriano e protegem o epitélio de
agressdes por esses patogenos (MAGNUSSON & STJERNSTROM, 1982; OUELLETTE,
1999). Somado a isso, a mucosa intestinal possui estruturas linféides que, em conjunto,
formam o “Gut associated lymphoid tissue” (GALT). Os componentes celulares do GALT
estdo localizados em microambientes, como as placas de Peyer e os linfonodos
mesentéricos. As células imunes do GALT consistem de linfocitos T e B e células
dendriticas com caracteristicas fenotipicas diferentes. Também possui tipos unicos de
células incluindo as células M, as células de Paneth e linfécitos intraepiteliais (MOWAT et
al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Anatomia da mucosa GI. Os antigenos podem atravessar o epitélio através das
células M (M cell) ou células dendriticas (DC). A cupula subepitelial (SED) é ocupada por
linfécitos incluindo células T helper 0 (ThO) que sob agéo de citocinas diferenciam-se em
células Th1, Th2, T reguladora (Tr) ou Th17. Populagdes adicionais de linfécitos incluem os
linfécitos intraepiteliais (IEL) que residem de forma justaposta as células do epitélio
intestinal. Outras células residentes na lamina prépria que participam da resposta imune
s&o os mastoécitos (MC) e os eosindfilos (EOS) (WERSHIL et al., 2008).



As placas de Peyer sao estruturas agregadas linféides compostas por um vasto
foliculo de células B, uma regido interfolicular constituida de células T, numerosos
macrofagos e células dendriticas. Essa area linféide € recoberta por uma camada de
células colunares chamadas de epitélio associado ao foliculo (FAE) (FU et al., 1999).
Atravessando esse epitélio, estdo as células M derivadas de enterdcitos (DEBARD et al.,
2001). Essas células se diferem das células absortivas do epitélio pela auséncia de
microvilos e enzimas hidroliticas associadas a membrana e por apresentarem um
glicocalice reduzido (MILLER et al., 2007). A principal fungédo das células M é o transporte
transepitelial vesicular, diretamente do lumen para os tecidos linféides subepiteliais, de
particulas protéicas, bactérias, virus e particulas néo infecciosas (MILLER et al., 2007;
NEUTRA et al., 2001). Varios organismos patogénicos utilizam as células M como via de
entrada para infecgdo, mas as células M também transportam bactérias comensais. Esse
parece ser um mecanismo de equilibrar respostas imunes a microbiota endégena. Além
desse tecido linféide organizado, logo abaixo das células M e do epitélio associado ao
foliculo esta situada a cupula subepitelial, uma area que é rica em linfécitos T e B e células
dendriticas (NEUTRA et al., 2001).

Os linfécitos T e B ativados migram das placas de Peyer para os linfonodos
mesentéricos e desses trafegam para o ducto toracico, chegando a circulagdo sanguinea.
Da circulacdo, os linfécitos ativados retornam a mucosa intestinal pelas vénulas de
endotélio alto e passam a residir na lamina prépria. Esses vasos da mucosa intestinal e de
outras mucosas (respiratoria, reprodutiva e mama em lactagao) expressam a adressina de
mucosa (MadCAM-1) que se liga a integrina a4p7 presente na superficie dos linfocitos.
Essa ligagao possibilita o retorno dos linfocitos as mucosas. Dessa forma, uma resposta
imune iniciada por contato com antigenos em um numero limitado de placas de Peyer pode
ser disseminada sistemicamente (SAMPSON, 1999; EIGENMANN, 2002).

As células dendriticas dentro da cupula subepitelial sdo capazes de migrarem dentro
das placas de Peyer, adquirirem o antigeno na superficie lateral das células M e entéo
mover-se para a area interfolicular de células T presumivelmente para a apresentacao de
antigenos. Migram para sitios distantes como os linfonodos mesentéricos e mesmo para a
lamina proépria do intestino, atuando na resposta imune (BILSBOROUGH & VINEY, 2004).

As placas de Peyer sdo também o maior sitio de desenvolvimento de células B

produtoras de imunoglobulina A (IgA). Isso ocorre devido a influéncia de sinais provenientes
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de células dendriticas, células T e da producéo local de citocinas incluindo tumor growth
factor- B (TGF-B) e interleucina-10 (IL-10) (FAGARASAN & HONJO, 2003). Nos seres
humanos, pelo menos 80% dos plasmécitos estdo localizados na lamina propria do
intestino e juntos produzem 40-60 mg/kg/dia de IgA. Esse niumero excede varias vezes o
numero de células secretando imunoglobulinas de todos os outros 6rgaos linféides juntos
(van der HEIJDEN et al., 1987). A IgA produzida no intestino € polimérica existindo como
dimeros ligados por um polipeptideo chamado cadeia J. A IgA dimérica é secretada na
lamina prépria podendo se ligar ou formar um complexo covalente com um receptor de
imunoglobulina polimérico expresso na ceélula epitelial intestinal no lado basolateral. Esse
complexo é entdo transportado ativamente através da célula epitelial até a superficie apical.
Por acéo de clivagem proteolitica, a IgA dimérica € desligada do receptor de imunoglobuina
polimérico gerando o componente secretério que permanece ligado a IgA dimérica que ao
entrar no lumem, o protege da degradacdo (WERSHIL et al., 2008). A IgA secretoria atua
prevenindo a penetragdo de antigenos luminais, microorganismos e outras proteinas
estranhas presentes na superficie intestinal, neutralizando toxinas e organismos infecciosos
(MESTECKEY et al., 1999). Em recém nascidos, as enzimas digestivas ndo séao
completamente ativas e a formacédo de IgA secretéria ndo € ainda estabelecida até os
quatro anos de idade. Isso leva a uma maior absorcao de proteinas nao digeridas causando
o desencadeamento de uma resposta imune aos componentes da dieta (MAYER, 2003).

Outras células presentes na lamina propria sdo os mastécitos e os eosindfilos. Os
mastocitos sdo abundantes no trato gastrointestinal dos seres humanos e embora
importantes na resposta do hospedeiro a infecgdes por parasitas, eles também podem
participar da resposta imune inata a bactérias que rompem a barreira epitelial (MARSHALL,
2004). Os eosinofilos residem na lamina prépria do estdbmago, intestino delgado e grosso,
em parte devido a expressao constitutiva de eotaxina-1 nesses locais, auxiliando em
funcdes efetoras importantes como, por exemplo, infeccdes por parasitas e respostas
alérgicas. Sao também essenciais para uma homeostase normal no intestino
(ROTHENBERG et al., 2006).

Os linfécitos intraepiteliais sao notaveis tipos de linfocitos na mucosa. Esses
linfécitos residem no epitélio intestinal sobre a membrana basal e entre células epiteliais
adjacentes. O desenvolvimento desses linfécitos é independente de apresentacdo de

antigenos pelo complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e Il e tem um
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repertério do receptor clonal de linfécitos T (TCR) predominantemente oligoclonal
(CHEROUTRE, 2004). Exercem um papel na manutengdo da homeostase normal do
epitélio intestinal e estdo envolvidos em respostas protetoras contra patégenos (CHEN et
al., 2002).

As células de Paneth representam um tipo unico de célula encontrada no trato
intestinal que participa da imunidade inata. Estdo localizadas na base das criptas de
Lieberkuhn no intestino delgado, contém uma variedade de peptideos antimicrobianos
predominantemente a-defensinas, mas também lisozimas e fosfolipase A,. A importancia
dessas células na imunidade inata foi demonstrada em camundongos deficientes em
células de Paneth, ocasionando a incapacidade de produzir a-defensinas maduras. Como
resultado, esses camundongos eram mais sensiveis a administragdo oral de Salmonella
enterica subsp. enterica sovorar Typhimurium do que os camundongos selvagens
(WERSHIL et al., 2008).

1.2 Absorcao de antigenos da dieta pela mucosa

O trato gastrointestinal &€ exposto diariamente a uma enorme quantidade de
antigenos do ambiente, incluindo proteinas da dieta, materiais transportados pelo ar e
microbios comensais. Os organismos invasivos e antigenos inofensivos devem ser
discriminados e pode ser iniciada uma resposta imune ativa, evitando a disseminacéo de
infecgcdes. Concomitantemente ocorre uma resposta imunolégica tolerante local e sistémica.
Além disso, o trato Gl tem que simultaneamente identificar componentes da alimentacao
(proteinas, lipidios, carboidratos e micronutrientes como minerais e vitaminas), promover a
digestdo, a modificacdo e absorcdo de nutrientes e dessa forma, exercer um papel na
regulacédo homeostatica e manutengao dessas fungées (MOWAT et al., 2003; van WIJK et
al., 2007).

O tecido linféide associado ao trato Gl possui todas as células e moléculas
responsaveis pelo desenvolvimento de uma resposta imune, seja ela ativa ou tolerante
(MOWAT et al., 2003; van WIJK et al., 2007).

Na maioria dos individuos, a ingestdo de antigenos da dieta leva ao
desenvolvimento de uma supressdo da reatividade imunoldgica sistémica, denominada

tolerancia oral. A tolerancia oral é definida como uma supressao das respostas imunes
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humoral e ou celular a um determinado antigeno que tenha sido administrado previamente
por via oral. O contato com a maior parte de antigenos estranhos ao corpo ocorre via
superficies mucosas, como por exemplo, a mucosa intestinal, onde a indugao da tolerancia
a bactérias comensais e proteinas da dieta representa o principal evento imunolégico em
condigdes fisiologicas (FARIA & WEINER, 2006).

Uma das consequéncias da auséncia do estado de tolerancia oral ou falha na

indugao da tolerancia oral pode resultar no desenvolvimento da alergia alimentar.

1.3 Alergia alimentar

Apesar da extensa variedade de antigenos da dieta a que somos expostos
diariamente, somente uma pequena percentagem da populagédo tem reagdes imunoldgicas
adversas aos alimentos. A alergia alimentar tem emergido como o principal problema de
saude no mundo ocidental devido a gravidade das reagbes e a um aumento dramatico
através das décadas (BOCK, 1987; YAZDANBAKHSH et al., 2002).

A alergia alimentar, em particular, € uma condigédo patolégica que afeta 6-8% das
criangas menores de trés anos e aproximadamente 2% da populagdo adulta no mundo
industrializado (SCHOLL et al., 2005).

A alergia alimentar pode ser dividida em reagdes mediadas por imunoglobulina E
(IgE) ou ndo mediadas por IgE. As alergias alimentares mediadas por IgE (também
referidas como alergia alimentar do tipo 1) representam a maioria das reag¢des alérgicas.
Sao caracterizadas pela presencga de anticorpos IgE antigeno-especificos no soro (WIJK &
KNIPPELS, 2007).

Os antigenos que provocam as reagoes alérgicas, também chamados de alérgenos,
sdo em geral proteinas ambientais comuns (HELM & BURKS, 2000). A maioria dos
individuos em contato com esses antigenos nao produz IgE especifica nem desenvolve
reagdes potencialmente lesivas. No entanto, essas reagbes podem se desenvolver em
pessoas geneticamente susceptiveis quando as barreiras fisiolégicas s&o rompidas
(SAMPSON, 1999).

Relativamente, poucos alimentos sdo responsaveis pela grande maioria das reagdes
alérgicas. Esses alimentos incluem leite, ovo, amendoim, castanhas, peixes e frutos do

mar. Alergias a ovos e leite de vaca sdo observadas com maior freqiéncia em criangas,
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enquanto frutos do mar e amendoim sdo as causas mais comuns de alergia em adultos
(SEIBOLD, 2005). Os alimentos que causam reag¢des imunoloégicas tém macromoléculas
com propriedades comuns: baixo peso molecular, glicosilagéo e alta solubilidade em fluidos
corporais. Essas caracteristicas estruturais provavelmente protegem os antigenos da
desnaturagao, da degradacédo no trato gastrointestinal e permitem sua absorgéo intacta.
Entretanto, ndo se sabe por que alguns alimentos sdo mais alergénicos que outros (HELM
et al., 2002; BRADLEY, 1997).

A alergia alimentar € a manifestagdo de uma resposta imune anormal aos antigenos
introduzidos no organismo por via oral (MAYER, 2003). Em individuos com sensibilidade a
essas substancias, um grupo de disturbios é desencadeado apdés a ingestdo de
determinados alimentos. Nesses individuos atdpicos, a alergia esta relacionada com a
presenca no soro de anticorpos especificos para antigenos alimentares (SICHERER, 2002).

As reagbes alérgicas alimentares dependentes de IgE podem afetar um ou mais
orgaos: a pele (urticaria), o trato respiratério (rinite e asma), o trato gastrointestinal (dor e
diarréia) e o sistema cardiovascular (choque anafilatico). Essas reagcbes podem ser
desencadeadas por exposicéo direta do érgao envolvido ou por distribuicdo sistémica das
proteinas apds ingestdo. Exemplos de reagdes por exposi¢cdo direta sdo as reacgdes
gastrointestinais isoladas apds alimentagdo, asma e rinite apos inalacéo e urticaria apos
contato local. Ja a reacédo sistémica mediada por IgE é denominada anafilaxia e é

constituida por reagdes alérgicas graves e potencialmente fatais (SICHERER, 2002).

1.4 Mecanismo envolvido na alergia alimentar

Nos casos em que ha diminui¢do das barreiras imunoldgicas e ndo imunoldgicas da
mucosa digestiva, ocorre uma absor¢ao exacerbada de moléculas da dieta que interagem
com células apresentadoras de antigeno. Uma vez processadas por essas células, ocorre a
apresentacdo dos antigenos provenientes dessas moléculas para linfocitos T helper (Th).
Essa fase inicial leva a proliferacao dos linfécitos T e a sintese de citocinas. Essa sintese
leva a promogao de uma resposta caracteristica de linfécitos Th2 (SAMPSON, 1999).

A apresentacao de antigenos alergénicos da dieta pelas células dendriticas leva ao
desenvolvimento de células efetoras T CD4" do tipo Th2. Sob estimulo, as células efetoras

T CD4" liberam citocinas do tipo Th2 que s&o as interleucinas (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13),
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levando a uma formacgao de IgE antigeno-especifica, maturacéo e ativacdo de mastdcitos e
eosindfilos, tornando o intestino propenso a uma resposta inflamatéria alérgica (CHEHADE
& MAYER, 2005).

Depois da ingestao, as proteinas dos alimentos atravessam a barreira do intestino e
entram em contato com o sistema imune. Os fragmentos protéicos sdo processados pelas
APCs e expdem moléculas em sua superficie associadas ao complexo de MHC de classe Il
que podem ser reconhecidas pelos receptores especificos das células T. Na presenca da
IL-4, a sensibilizagdo € iniciada pela diferenciacdo de células T helper virgens antigeno-
especifico na célula efetora Th2. Tipicamente, as células Th2 produzem citocinas, incluindo
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que através de outras acgdes estimulam linfécitos B a sofrerem a
troca de isotipo da cadeia pesada, desenvolvendo plasmécitos produtores de IgE
(WILLIAMS & BOCK, 1999; BACHARIER & GEHA, 2000). Essa imunoglobulina circula
como um anticorpo bivalente e esta presente normalmente no plasma, em concentragbes
abaixo de 1ug/mL. Em condigdes de atopia grave, esse nivel pode aumentar para mais de
1.000pg/mL (SAMPSON, 1999).

Anticorpos IgE antigeno-especificos secretados séo distribuidos sistematicamente e
ligam-se ao receptor de alta afinidade FceRI nos mastécitos e basofilos. Em uma segunda
exposicao, o antigeno realiza uma ligagdo cruzada (crosslinking) com anticorpos IgE da
superficie dos mastocitos, provocando a sua degranulagcdo e liberacdo de mediadores
(como histamina, citocinas e proteases), o que leva a uma variedade de reagdes
caracteristicas da alergia. As reagdes anafilaticas ocorrem dentro de minutos até horas
depois da ingestao do alimento (WILLIAMS & BOCK, 1999).

O termo anafilaxia foi criado para indicar que anticorpos, especialmente IgE, podem
conferir o oposto de protecao (profilaxia) em um individuo menos favorecido. Nessa forma
sistémica mais extrema das reagdes alérgicas, os mediadores derivados dos mastécitos
podem desencadear a obstrugcdo das vias aéreas até o ponto de asfixia e produzir um
colapso cardiovascular que pode resultar em morte (KEMP & LOCKEY, 2002).

A ocorréncia de diferentes sintomas apds a reagao alérgica alimentar € determinada
por diferengas na quantidade de mediadores inflamatdrios liberados no intestino, na taxa de
absorg¢ao dos antigenos ingeridos e na distribuicdo de mastdcitos ligados a IgE especifica
ao antigeno. Além disso, esses sintomas refletem as quantidades de anticorpos IgA e IgG

capazes de neutralizar o antigeno antes que esse possa se ligar nas moléculas de IgE na
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superficie dos mastocitos (FINKELMAN et al., 2005).

As reacgdes alérgicas sao descritas como reagdes de hipersensibilidade imediata
porque tém inicio rapido, em alguns minutos a partir do estimulo do antigeno (imediato) e
trazem consequéncias patoldgicas significativas (FINKELMAN et al.,, 2005). Em um
individuo alérgico a um antigeno em particular, uma grande propor¢ao da IgE ligada aos
mastocitos € especifica para esse antigeno. Portanto, a exposi¢cdo ao antigeno permitira
ligacdo cruzada suficiente de moléculas de IgE para desencadear a ativagdo dos
mastocitos (ABBAS, 2005). Essa ativacdo resultara na liberagdo de histamina,

prostaglandina D2, fator ativador de plaquetas e outros mediadores que irdo gerar muitas

modificagdes locais responsaveis pelos sintomas imediatos da alergia alimentar (BINGHAM
& AUSTEN, 2000).

A ligacdo da histamina ao endotélio provoca a contragdo celular, levando ao
extravasamento do plasma para os tecidos. A histamina estimula as células endoteliais a
sintetizarem relaxantes vasculares para as células dos musculos lisos, como a prostaciclina
e o oxido nitrico, que provocam a vasodilatagdo. Além disso, a histamina também provoca
constricdo da musculatura lisa intestinal, podendo contribuir para o aumento da peristalse
associado aos alérgenos ingeridos (AKDIS & BLASER, 2003).

A prostaglandina D2 € um mediador lipidico derivado do acido araquiddnico e uma

vez liberada, adere-se aos receptores nas células da musculatura lisa e atua como
vasodilatador. Esse mediador também promove a quimiotaxia e o acumulo de neutréfilos
em sitios inflamatérios (BINGHAM & AUSTEN, 2000).

Outro tipo de mediador lipidico produzido pelos mastdcitos é o fator ativador de
plaquetas (PAF) que provoca retragao das células endoteliais, além de ser capaz de relaxar
a musculatura lisa vascular. O PAF também pode ser importante em reacdes tardias, pois
pode ativar leucécitos. Entretanto, nessa situagao, a principal fonte desse mediador pode
ser representada pelos basofilos ou pelas células endoteliais vasculares (CHOI et al.,
2003).

Tanto no trato respiratério como no digestivo, ocorre a produgcédo de muco, sendo
esse evento mediado principalmente pela IL-4 e IL-13 (BLANCHARD et al., 2004). No trato
gastrointestinal, ha um desequilibrio eletrolitico com perda de ions e agua, levando a um
estado de diarréia e aumento da permeabilidade a macromoléculas (WASSERMAN, 1983;

PLAUT, 1993).
11



A reacao alérgica imediata é seguida por uma resposta de fase tardia que é causada
pela liberacdo de leucotrienos, citocinas e quimiocinas pelos mastécitos ativados. Esses
mediadores recrutam outros leucocitos, incluindo eosindfilos e linfécitos Th2 para o local de
inflamacéo (LUKACS, 2001).

As citocinas liberadas pelos mastdcitos na inflamagéo alérgica sdo as responsaveis
principais pela reacao tardia e incluem: fator de necrose tumoral (TNF), IL-1, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-13, “macrophage inflammatory protein” (MIP-1a), MIP-13 e o fator estimulador de
granulécitos-mondécitos (GM-CSF). O TNF, em especial, ativa a expressao endotelial das
moléculas de adesdo responsaveis pelos infiltrados de células mononucleares e
polimorfonucleares (BINGHAM & AUSTEN, 2000; BRESSLER et al., 1997; BURD et al.,
1995).

Os eosindfilos sdo granuldcitos derivados da medula 6ssea que, em condigdes
saudaveis, estao espalhados na lamina prépria da mucosa gastrica e intestinal. Entretanto,
em pacientes com alergia alimentar, a distribuicdo, o numero, a morfologia e também o
comportamento funcional dessas células estao alterados (MISHRA et al., 1999; SCHWAB
et al., 2003).

Em geral, os eosindfilos exercem fungdes de protecdo no trato Gl ou de danos ao
epitélio. Como protetoras essas células estdo envolvidas na resposta do hospedeiro a
infeccbes por parasitas. Como malfeitoras, realizam respostas alérgeno-especificas
mediadas por IL-5 e IL-13, pela liberagcdo de granulos que sao téxicos a uma variedade de
tecidos, incluindo o epitélio intestinal (GLEICH et al., 1979).

Os eosindfilos existem em abundancia nos infiltrados inflamatérios de reacdes
alérgicas tardias e contribuem para muitos dos processos patoldgicos envolvidos neste
quadro (LUKACS, 2001). Sua maturagao a partir de precurssores mieldides é promovida
pelo GM-CSF e pelas interleucinas IL-3 e IL-5 (ROTHENBERG et al., 2001).

Os eosindfilos sédo recrutados para o tecido principalmente em resposta a producao
local de eotaxina (FOSTER et al., 2002). Camundongos deficientes em IL-5 ou eotaxina
demonstram uma reagao alérgica significativamente reduzida, apontando para um papel
essencial destas citocinas na fase efetora da alergia alimentar (HOGAN et al., 2000).

No local da leséo, sob o estimulo de citocinas e quimiocinas, os eosindfilos podem
liberar citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e mediadores lipidicos. Essas moléculas

podem induzir a producdo de moléculas de adesao, o aumento da permeabilidade vascular
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e a producao de muco (ROTHENBERG & HOGAN, 2006). Além disso, os eosinofilos agem
como células apresentadoras de antigeno, promovendo a expansao de células Th2 em
tecidos inflamados e amplificando diretamente a resposta imune dessas células (SHI,
2004).

Os eosindfilos podem ser facilmente ativados através dos receptores de IgE
presentes em sua superficie. Portanto, pode-se especular que essas células contribuem
para a reacao alérgica pela ligacao das moléculas alergénicas aos receptores de IgE
(SCHWAB et al., 2003; UNTERSMAYR & JENSEN-JAROLIM, 2006).

Nosso grupo desenvolveu um modelo de alergia alimentar onde a ingestdo de clara
de ovo por camundongos sensibilizados foi capaz de aumentar a produgao de IgE e IgG1
anti-ovalbumina, gerar edema intestinal nas primeiras 24 horas e infiltrado de eosindfilos de
48 horas a 14 dias na mucosa intestinal. Esse quadro fundamentou esse modelo por
reproduzir varios parametros encontrados na doenga espontanea (SALDANHA et al., 2004).

A privagdo do consumo do alimento causador dos sintomas da alergia alimentar é
um dos principais tratamentos correntes e mais baratos. Atualmente, como alternativa
grupos de pesquisa vém desenvolvendo estudos experimentais com animais e em
humanos utilizando probidticos para tratamento. Nesses estudos, os probidticos sao
administrados oralmente e s&o definidos como um suplemento alimentar composto de
microorganismos vivos que afetam de forma benéfica o hospedeiro, melhorando o balango

da microbiota e aliviando a inflamagéo intestinal (FULLER, 1989).

1.5 Probiéticos

A microbiota normal possui microorganismos com efeitos benéficos (Bifidobacterium,
Eubacterium e Lactobacillus) e microorganismos com efeitos deletérios (Clostridium e
Veillonella) para o hospedeiro (ROBERFROID, 2001). Nos ultimos anos, vem aumentando
o interesse no uso de microorganismos que exercem os efeitos benéficos com o propdsito
de beneficiar a saude do hospedeiro e de prevenir ou tratar doengas. Esses organismos
recebem o nome genérico de probidticos e vém sendo propostos como medicamentos para
prevencao e tratamento de um grande numero de desordens gastrointestinais.

Relatos dos efeitos benéficos das bactérias na alimentacdo datam desde a versao

Persa do Velho Testamento (Génesis 18:8), que relata que “Abrado atribuiu sua
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longevidade ao consumo de leite azedo”. Plinio, um historiador romano, em 76 a.C.,
recomendou o uso de leite fermentado para o tratamento de gastroenterites (TEITELBAUM
& WALKER, 2002). O termo probiético foi criado como um anténimo ao termo antibiético e,
originalmente, foi proposto por LILLEY & STILLWELL (1965), significando aquele que
favorece o crescimento de microorganismos. Mais de 20 anos depois, FULLER (1989)
definiu probidtico como “um suplemento microbiano vivo que afeta beneficamente o animal
hospedeiro gracas a melhoria no balango microbiano intestinal”, embora, hoje, os
probidticos ja tenham, também, aplicagdes em outros ecossistemas (BENGMARK, 1998;
REID, 2000). Essa definicdo pode ser estendida ao hospedeiro humano como
“microorganismos nao-patogénicos que, quando ingeridos, exercem uma influéncia positiva
na saude ou fisiologia do hospedeiro” (MARTEAU et al., 2001) ou, como “‘uma preparagéo
ou produto contendo microorganismos viaveis, em numero suficiente, para alterar a
microbiota em um compartimento do hospedeiro ou para exercer efeitos benéficos no
hospedeiro” (SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001). Essa definicdo enfatiza que outros
compartimentos do corpo podem ser alvos dos probioticos, além do intestino, onde uma
alteragdo da microbiota pode exercer um efeito benéfico. Existem alguns trabalhos
mostrando a eficacia dos probidticos nas infecgbes do trato urogenital (HALLEN et al.,
1992; HILTON et al., 1992; REID & BRUCE, 1995; PARENT et al., 1996; ASAHARA et al.,
2001; REID, 2001; REID et al., 2001), nas infec¢gdes causadas pelo Helicobacter pylori
(KABIR et al., 1997), infecgdes na boca e dentes (BAYONA GONZALES et al., 1990;
BUSSCHER et al., 1999), infec¢des do trato respiratério (CANGEMI DE GUTIERREZ et al.,
2000; GRANGETTE et al., 2001). No trato gastrointestinal melhoram as barreiras
imunoldgicas, diminuem as respostas inflamatorias e reduzem a produgao de citocinas pro-
inflamatdrias caracteristicas da inflamagao local e sistémica ocasionados por processos
alérgicos (ISOLAURI et al., 2002). Atualmente, a definicdo mais aceita para probidticos é
aquela estipulada pela “Food and Agricultural Organization / World Health Organization”
(FAO/WHO), que diz que probidtico € “um microorganismo vivo que, quando ingerido em
quantidades suficientes, confere um beneficio a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).
Apesar de a definicdo de probidticos focar a importancia de sua viabilidade, alguns
trabalhos sugerem que microrganismos probidticos ndo-viaveis podem exercer algum efeito
benéfico (OUWEHAND & SALMINEN, 1998). KAILA et al. (1995) utilizando microrganismos

nao-viaveis observaram uma diminuigdo na duracao de diarréia por rotavirus e, VESA et al.
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(2000) observaram uma melhor tolerancia a lactose.

Metchnikoff (1845-1916) foi o primeiro microbiologista a sugerir que o uso de
bactérias poderia influenciar positivamente a microbiota do trato intestinal e prolongar a vida
(METCHNIKOFF, 1907). Ele observou que a populagao da Bulgaria tinha uma média de
vida superior a do restante da Europa e correlacionou essa observagdo com a grande
ingestdo de coalhada pelos bulgaros. A partir desse dado, ele supés que os lactobacilos
eram importantes para a saude humana e passou a defender o uso de iogurtes e alimentos
fermentados.

O conceito de probidtico implica que o microorganismo empregado esteja viavel, ou
tenha condicbes de ser reativado, para que possa exercer seu efeito benéfico. Essa
exigéncia reduz o numero de microorganismos que podem atuar como medicamento, ja
que o intestino humano apresenta uma microbiota extremamente competitiva, que funciona
como uma barreira fisica e quimica, conhecida como “barreira intestinal”’, possuindo
mecanismos poderosos de combate a microorganismos ndo autoctones (SAAVEDRA,
1995; CHANDAN, 1999). Embora ndo sejam mencionados numeros especificos na
definicdo de probidticos, considera-se que, pelo menos, 10° unidades formadoras de
colénias (UFCs)/dia de microrganismos devam ser ingeridos para chegar ao intestino em
niveis iguais aos da microbiota dominante (OUWEHAND et al., 2002).

Os probidticos tém sido referidos, também, como agentes bioterapéuticos e
alimentos funcionais (“functional foods”); porém, alguns autores preferem se referir a eles
com termos distintos, definindo probidticos como “um suplemento microbiano vivo, que
afeta beneficamente o animal hospedeiro gragcas a melhoria no balango microbiano
intestinal”, alimentos funcionais como “agentes (vivos ou ndo) que possuem outras fung¢des
além de seu papel nutricional” e reservam o termo “agentes bioterapéuticos” para
“microorganismos vivos que possuem eficacia comprovada na prevengao ou tratamento de
alguma doencga pela interacdo com a microecologia natural do hospedeiro”. Nesse ultimo
caso, varios autores consideram a levedura Saccharomyces boulardii € a bactéria
Lactobacillus rhamnosus GG como os principais agentes bioterapéuticos atualmente
estudados e comercializados, conforme revisado por ELMER et al. (1996), MCFARLAND
(2000) e ELMER & MCFARLAND (2001).

Entre os probidticos mais estudados, tanto experimentalmente quanto clinicamente,

estdo as bactérias e as leveduras. Alguns ja sdo comercializados sob a forma de
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suplemento alimentar ou preparagdes farmacéuticas, contendo um ou varios
microorganismos. Entre os principais probidticos estdo as bactérias do acido 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. Essa ultima,
geralmente, é utilizada apenas na medicina veterinaria.

Entre os possiveis efeitos benéficos dos probidticos estdo a producédo de peptideos
bioativos anti-hipertensivos (MINERVINI et al., 2003), a modulacdo da resposta imune
(SCHIFFRIN et al., 1997; NEUMANN et al., 1998; TEJADA-SIMON et al., 1999; ISOLAURI
et al., 2001; HE et al., 2002), o balangco da microbiota normal (PERDIGON et al., 1998), a
reducao de enzimas fecais responsaveis pelo inicio do desenvolvimento de alguns tipos de
canceres (HIRAYAMA & RAFTER, 2000), prevencdo de doengas atépicas (ISOLAURI et
al., 2000; KALLIOMAKI et al., 2001; KALLIOMAKI et al., 2003; KIRJAVAINEN et al., 2003;
ARVOLA et al., 2004) e alérgicas (HOPPU et al., 2001; ISOLAURI, 2001; KIRJAVAINEN et
al., 2001; LAIHO et al., 2002; RAUTAVA & ISOLAURI, 2002; KALLIOMAKI & ISOLAURI,
2003), tratamento da diarréia do viajante (SCARPIGNATO & RAMPAL, 1995), tratamento
da diarréia associada ao uso de antibioticos (BARTLETT, 1992) e da diarréia infecciosa
(KAILA et al., 1992; FIGUEIREDO et al.,, 2001), o controle da infecgao por rotavirus e
Clostridium difficile (MCFARLAND et al., 1994), protecdo contra a agdo de patdgenos
(SILVA et al., 1999), o papel de coadjuvante no tratamento com antibiéticos no combate as
Ulceras causadas pelo H. pylori (AIBA et al., 1998), a reducdo do colesterol do soro
(EYSSEN, 1973; LIN et al., 1989; FUKUSHIMA & NAKANO, 1996; BEENA & PRASAD,
1997), o antagonismo in vitro e in vivo contra enteropatégenos (NICOLI & RAIBAUD, 1990;
VANDENBERG, 1993; LIMA FILHO et al., 2000; SILVA et al., 2001), alivio da constipagao
intestinal (GOLDIN, 1998) e o auxilio na absor¢céo da lactose em pessoas com intolerancia
a esse agucar (SANDERS et al., 1996; VESA et al., 2000). Devemos observar que esses

efeitos, além dos possiveis mecanismos de agdo, sd0 0s mesmos propostos para os
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componentes da microbiota intestinal.

Para que um microrganismo utilizado como probidtico exer¢a o seu efeito benéfico
desejado, além de permanecer viavel durante sua passagem pelo sistema gastrointestinal,
0 seu nivel populacional deve ser igual ou maior que 10 milhdes de células por grama de
conteudo fecal (NICOLI & VIEIRA, 2000). Para isso, ele deve ser ingerido diariamente para
manter seus niveis artificialmente elevados no ecossistema digestivo. A excegdo dos L.
rhamnosus GG e Lcr35, ndo se conhecem probidticos capazes de persistir por um longo
periodo no trato digestivo do adulto (ALANDER et al., 1999; DE CHAMPS et al., 2003).

Existem varios mecanismos propostos para explicar os efeitos benéficos dos
probidticos. Entre eles estd a producdo de substancias inibidoras produzidas pelos
microorganismos dos probidticos que atuam na inibicdo do crescimento de varios
patogenos (SILVA et al., 1987; VANDENBERG, 1993). A competicdo desses
microorganismos por sitios de adesdo e por nutrientes inibe também, a fixacdo e a
sobrevivéncia de patogenos (BERNET et al., 1994; COCONNIER et al., 1998). Um exemplo
disso é o patégeno intestinal Vibrio cholerae, que precisa aderir a parede intestinal para
coloniza-la e produzir a doenga. Consequentemente, alguns probidticos sdo escolhidos
devido a capacidade de adesdo ao epitélio e competicdo pelos receptores, conforme
demonstrado por TANNOCK (1986). Outros mecanismos de acado desses probidticos
incluem a inibicdo da producdo ou da acdo de toxinas. Como exemplo disso animais
tratados com S. boulardii s&o protegidos de infecgao por C. difficile (CASTAGLIUOLO et al.,
1999). Evidéncias sugerem que a modulagdo da resposta imune especifica e nao-
especifica pode envolver outros mecanismos pelos quais os probidticos protegem o
hospedeiro contra as desordens gastrointestinais (KAILA et al., 1992; PERDIGON et al.,
1995; MATSUZAKI & CHIN, 2000). Um exemplo é a administragdo de Lactobacillus GG
durante a diarréia aguda causada por rotavirus e administragcdo de bifidobactéria que
suprime respostas do tipo Th2 (KAILA et al., 1995; IWABUCHI et al., 2007).

1.6 A levedura Saccharomyces boulardii

Em meados de 1920, na Indochina, um microbiologista francés, Henri Boulard,
estava a procura de uma linhagem de levedura que fosse capaz de suportar altas

temperaturas, a fim de produzir um bom vinho. Durante essa época houve uma epidemia
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de cdlera em uma das vilas e o pesquisador foi informado que a populagao local preparava
um cha da casca de uma fruta local (lichia) para aliviar e até mesmo curar a diarréia.
Posteriormente, verificou-se que a fruta, na verdade, estava recoberta por uma levedura, e
a eficacia contra a diarréia se devia a essa levedura, que foi chamada de Saccharomyces
boulardii (FLORASTOR, 2003). Saccharomyces boulardii € uma levedura ndo patogénica,
termotolerante (cresce na temperatura de 37°C) e de uso muito difundido na medicina
humana (MCFARLAND & BERNASCONI, 1993).

A partir de 1960 iniciou-se a comercializacdo da levedura liofilizada, pelo
“Laboratoires Biocodex” (Paris, Francga). Assim, seu uso como medicamento para combate
as diarréias foi difundido em toda Europa e esta disponivel no mercado sob diversos nomes
comerciais, tais como: Ultra-Levure® (Franga), Florastor® (Estados Unidos), Precosa®
(Dinamarca), Levucell® (Lallemand, Canada), Perenterol® (Alemanha), Perenteryl®
(Chile), Codex® (Itdlia), Floratil® (Brasil). Atualmente, a levedura é amplamente
comercializada na Europa, Américas do Sul e do Norte, Asia e Africa (MCFARLAND &
BERNASCONI, 1993) e recentemente seu uso foi liberado pela Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos (FLORASTOR, 2007). Os direitos de
comercializacdo para a América do Sul foram adquiridos pelas Industrias Quimicas da
MERCK S.A. Além disso, outras preparagdes contendo S. boulardii estdo disponiveis no
Brasil (MARTINS et al., 2005b).

Saccharomyces boulardii foi, inicialmente, identificada como uma espécie distinta do
género hemiascomiceto Saccharomyces (MCFARLAND, 1996). Atualmente, a taxonomia
do género Saccharomyces & baseada em métodos genotipicos. Varios pesquisadores
afirmam que a S. boulardii € uma linhagem de S. cerevisiae, uma vez que os métodos
convencionais nao podem ser utilizados para separar linhagens de S. cerevisiae. Devido ao
seu valor terapéutico, a sua deficiéncia em utilizar galactose e produzir ascésporos,
MCFARLAND (1996) sugeriu que esta levedura deveria ser considerada como uma espécie
a parte. Entretanto, apesar da semelhanga genética entre S. boulardii e S. cerevisiae, elas
apresentam algumas diferengas genéticas e fisioldgicas. FIETTO et al. (2004) observaram
que S. boulardii € geneticamente muito semelhante a S. cerevisiae, entretanto,
metabolicamente e fisiologicamente diferente, particularmente no que se refere ao
crescimento e a resisténcia a temperatura de 37°C e estresse acido, que sédo importantes

caracteristicas de um microorganismo usado como probidtico.
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Na medicina humana esse probidtico € usado no combate a varios tipos de
disturbios gastrointestinais, como diarréia associada ao uso de antibiéticos (SURAWICZ et
al., 1989; BARTLETT, 1992; MCFARLAND et al., 1995; SURAWICZ, 2003), no tratamento
da diarréia causada pelo C. difficile (ELMER & MCFARLAND, 2001; SURAWICZ, 2003), na
prevencao e tratamento da diarréia do viajante (SCARPIGNATO & RAMPAL, 1995) e da
diarréia em pacientes infectados pelo HIV (SAINT-MARC et al., 1991; BORN et al., 1993).
O uso de S. boulardii tem sido sugerido na manutencgéo do tratamento da doenga de Crohn
(GUSLANDI et al., 2000) e na prevencéao de diarréia em pacientes recebendo alimentagéo
por sonda (BLEICHNER et al., 1997). Além desses, existem ensaios clinicos mostrando o
seu efeito na microbiota de prematuros (COSTALOS et al., 2003) e na diminuicdo da
diarréia em pacientes com amebiase aguda (MANSOUR-GHANAEI et al., 2003). Apesar de
todos esses trabalhos mostrando os efeitos benéficos de S. boulardii, poucos trabalhos se
referem a uma relagao entre a dose e o efeito de sua ingestdao (PERET FILHO et al., 1998;
GIRARD et al., 2003).

A ingestdo ocorre por via oral e, nessas condi¢des, a levedura é insensivel a agéo
dos sucos digestivos e de antibacterianos (BLEHAUT et al., 1989; BODDY et al., 1991). A
administragdo da levedura deve ser realizada de maneira repetida e regular, pois ela ndo se
implanta no tubo digestivo, embora seja capaz de atingir, rapidamente, altas concentragdes
no colon (FULLER, 1992). Dois a cinco dias apds a descontinuagéo do seu uso, ela ndo &
mais encontrada nas fezes (BLEHAUT et al., 1989). Como efeito na mucosa intestinal de
camundongos, ratos e seres humanos, a administracdo dessa levedura mesmo em doses
elevadas, ndo provoca alteragbes morfolégicas e/ou morfométricas, tanto no nivel das
vilosidades quanto nas criptas, assim como nao sao observadas alteracbes na lamina
propria (BUTS et al.,, 1986; CORTHIER et al., 1992; JAHN et al., 1996). Entretanto, a
levedura promove um aumento da atividade de diversas dissacaridases na mucosa
intestinal, tais como lactase, sacarase e maltase (BUTS et al., 1986; JAHN et al., 1996).
Também ja foi descrito o efeito da levedura na liberagdo de aminopeptidases na mucosa e
no fluido endoluminal de camundongos (BUTS et al., 2002). Existem diversos trabalhos
mostrando o efeito da levedura no sistema imune (CAETANO et al., 1986; BUTS et al.,
1990; RODRIGUES et al., 2000). Estudos em ratos e camundongos permitiram demonstrar
que a levedura induz um aumento significativo nos niveis de IgA secretados (BUTS et al.,

1990; QAMAR et al.,, 2001). Como efeito antiinflamatério, foi demonstrado que essa
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levedura regula a inflamagao no epitélio intestinal, através da inibicdo da produgado de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-13 e também, da produgdo de 6xido nitrico
(LEE et al., 2005; GIRARD et al., 2003; GIRARD et al., 2005). Utilizando animais SCID
(“immunoincompetent syngenic severe combined immunodeficiency”), DALMASSO et al.
(2006) demonstraram que S. boulardii interfere no processo inflamatério, devido a uma
alteragao especifica no comportamento de migracéo de células T que se acumulam nos
linfonodos mesentéricos. Esses autores também demostraram que o tratamento com essa
levedura limita a infiltracdo de células Th1 no coélon inflamado e a amplificagcdo da
inflamacao induzida pela producédo de citocinas proé-inflamatérias.

A maior parte dos probiéticos comercializados € representada por bactérias. Apenas
duas leveduras sdo usadas, a S. boulardii na medicina humana e a S. cerevisiae na
medicina veterinaria. A vantagem de se trabalhar com levedura € que ela pode ser
liofilizada, é rapidamente eliminada apoés interrupgéo da terapia e nédo é afetada pelo uso de
antibacterianos (BLEHAUT et al., 1989; BODDY et al., 1991). Essa ultima propriedade é
importante, pois algumas terapias associam a administracdo de probidticos com
antibacterianos durante infecgdes gastrointestinais como, por exemplo, no caso de
pacientes infectados por H. pylori, cuja terapia € uma combinagéo de drogas (ARMUZZI et
al., 2001).

O uso da levedura nao acarreta mudangas nas populag¢des normais da microbiota do
colon apds exposicao por 4-5 dias. Porém, apos este tempo, nota-se um aumento nas
populacdes de aerdbios (1,4 x 10%/g para 2,1 x 10%/g de contetido intestinal) e de coliformes
totais (1,8 x 10%/g para 1,9 x 10”/g de contetdo intestinal) (MCFARLAND & BERNASCONI,
1993).

1.7 A levedura Saccharomyces cerevisiae linhagem UFMG 905

A levedura S. cerevisiae linhagem UFMG 905 foi isolada da destilaria de cachaca de
Germana, na cidade de Nova Unido, em Minas Gerais, na regido da zona metalurgica
(VIANNA, 2003). A linhagem foi identificada e classificada como S. cerevisiae, segundo
métodos descritos em KURTZMAN & FELL (1998) e YARROW et al. (1998). A identidade
da levedura foi confirmada utilizando o programa YEASTCOMPARE (CIRIELLO &
LACHANCE, 2001).
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MARTINS (2004) mostrou que a S. cerevisiae UFMG 905 foi capaz de reduzir a agéo
de alguns enteropatégenos em camundongos. Os resultados mostraram que a levedura foi
capaz de diminuir a mortalidade (15% de sobrevivéncia no grupo controle contra 55% no
grupo tratado com a levedura) de animais desafiados com Salm. Typhimurium durante 28
dias e os dados histopatoldgicos mostraram que a levedura apresentou protegédo contra o
desafio oral com C. difficile, em camundongos gnotobidticos e preservagcédo do figado de
animais convencionais tratados com a levedura e desafiados com Salm. Typhimurium. O
menor numero de focos inflamatérios no figado de animais previamente tratados com a S.
cerevisiae UFMG 905 sugere que a levedura diminui, in vivo, a translocagdo da Salm.
Typhimurium (MARTINS et al., 2005a).

Em resumo probidticos tem demonstrado capacidade em prevenir a inducdo de
sintomas alérgico. KIM e colaboradores (2005), utilizando probioticos bacterianos (B.
bifidum, L. casei e E. coli) como tratamento para o modelo de alergia induzida por
sensibilizagdo com OVA e toxina colérica em camundongos C3H/HedJ apresentaram niveis
de IgE reduzidos, numero de mastécitos degranulados infiltrados reduzidos quando
comparados com os controles. Em outro trabalho, TAKAHASHI e colaboradores (2006)
observaram que camundongos imunizados com OVA e injetados com uma sequéncia
oilgodeoxinucleotidica de uma linhagem do probiético B. longum, nas doses de 0,1ug, 1ug
e 10pg/camundongo apresentaram inibicdo da producgao de IgE. Isso ocorre provavelmente
devido a interferéncia por eles no transporte do antigeno através do epitélio,
reestabelecendo com isto a tolerancia oral e removendo o estimulo alérgico. Neste estudo
avaliaremos varias doses de probioticos no modelo de alergia alimentar a ovalbumina
induzida em camundongo (FURRIE, 2005; SALDANHA, 2004).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos probidticos Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae 905

na alergia alimentar.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar alteragbes sistémicas e no trato gastrointestinal de camundongos submetidos
ao protocolo de alergia alimentar tratados com o probidtico Saccharomyces
boulardii.

2. Avaliar alteragdes sistémicas e no trato gastrointestinal de camundongos submetidos
ao protocolo de alergia alimentar tratados com o probidtico Saccharomyces
cerevisiae 905.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos de seis a oito semanas de idade, fémeas, da
linhagem BALB/c. Os animais foram provenientes do CEBIO — Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia Geral, em gaiolas de plastico,
contendo o maximo de 6 animais/gaiola. Quando chegaram ao biotério, os animais foram
vermifugados (ivermectin 1%) e, apds uma semana, as gaiolas foram transferidas para as
estantes ventiladas (ALESCO - Edital apoio a pequenos Biotérios CNPq/2003).

Os animais receberam uma dieta balanceada, segundo Reeves e colaboradoes
(1993) (Tabela 1) contendo caseina como fonte protéica durante 21 dias e posteriormente,
até o fim do experimento, uma dieta contendo ovalbumina. Foi fornecido aos animais agua
“ad libitum” durante todo o experimento.

Os procedimentos experimentais realizados nessa dissertacdo de mestrado foram
executados de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal — CETEA/UFMG (Protocolo 31/2007).
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Quadro 1: Receita Padréo para Roedores Baseada na AING93 (REEVES et al.,
1993).

INGREDIENTES Nutriente em [Kcal
gramas

Caseina ou ovalbumina 200 800

Cistina (metionina) 3 12

Amido de milho (Maisena®) |[397,5 1590

Sacarose 100 400

Maltodextrina 132 528

Celulose 50 0

Oleo de soja 70 630

BHT 0,014

Mistura de minerais 35

Mistura de vitaminas 10

Bitartarato de colina 2,5

3.2 Leveduras

A levedura S. cerevisiae linhagem UFMG 905, isolada da fermentagao
artesanal de cachaga, foi gentilmente cedida pelo Prof°. Dr°. Carlos Augusto Rosa,
do Laboratério de Ecologia e Biotecnologia de Leveduras do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil. A linhagem foi identificada e classificada como
S. cerevisiae, segundo métodos descritos em KURTZMAN & FELL (1998) e
YARROW et al. (1998). A identidade da levedura foi confirmada utilizando o
programa YEASTCOMPARE (CIRIELLO & LACHANCE, 2001).

O probidtico S. boulardii foi gentilmente cedido por Laboratério MERCK, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil (Floratil®).

As linhagens foram mantidas em meio contendo 1% de extrato de levedura,
2% de peptona e 25% de glicerol e conservadas a -86°C, em tubos criogénicos de
2mL.

Para todos os experimentos, as leveduras foram crescidas em meio YPG

(1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), a 37°C, por 24h, sob
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agitacdo constante (150rpm) e concentrada para obter uma quantidade de 10°
UFC/mL ou diluidas para obtencdo das concentragdes de 10° UFC/mL e 10*
UFC/mL. Para a concentracdo de 10° UFC/mL as leveduras ndo foram
concentradas nem diluidas (MARTINS, 2008).

3.3 Sensibilizagdo, Tratamento e Desafio Alergénico
3.3.1 Sensibilizac&o

Os camundongos foram injetados com OVA (albumina da clara de ovo,
SIGMA Grade V, SIGMA Chemical Co. St. Louis, MO, USA), na dose de 10ug,
adsorvida em hidroxido de aluminio (1mg) e salina (0,2mL) por via subcutanea
(s.c.) no dorso (dia 0). Receberam uma segunda sensibilizagdo 14 dias depois (dia
14) apenas com o antigeno (10ug) diluido em salina.

O grupo controle recebeu (s.c) apenas o adjuvante diluido em salina no dia

zero e apenas salina apos 14 dias.
3.3.2 Tratamento

Nos grupos tratados com a levedura, foram testadas as doses de 2x10° e
10" UFC/mL para o probiético S. boulardii e para o probiético S. cerevisiae 905 as
doses testadas foram as de 2x10°, 10’, 10° e 10* UFC/mL. As doses iniciais de
2x10° e de 10" UFC/mL, para ambos os probidticos, foram baseadas nos
resultados obtidos por MARTINS (2008). Nesse, com aquelas doses, tanto S.
boulardii quanto S. cerevisiae UFMG 905 foram capazes de reduzir os efeitos
patogénicos de Salm. Typhimurium, durante infeccbes experimentais em
camundongos.

Os camundongos receberam um indculo diario com um volume de 200uL
contendo uma das concentragées acima citadas, por via intragastrica (i.g.) trés
dias antes do desafio alergénico até o fim do experimento.

Nos grupos nao tratados, os camundongos receberam indculos com um
volume de 200uL de solugéo salina fisiologica (i.g.), trés dias antes do desafio até

o fim do experimento.
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3.3.3 Desafio alergénico

No dia 21, todos os camundongos receberam dieta balanceada de

ovalbumina no lugar de dieta contendo caseina.

Para os grupos sensibilizados, a ingestdo continua de dieta contendo

ovalbumina caracterizou o desafio alergénico a partir do dia 21.

3.4 Desenho

experimental

O protocolo experimental seguiu de acordo com o esquema abaixo

apresentado.

Quadro 2: Desenho experimental.

Desenho Experimental alergia e probidticos

tempo [Dia 0 Dia 14 [Dia 18 Dia21  |Dia 42
:::g:{o sensibilizagao sensibilizagao desafio
grupos primaria secundaria probidticos dieta OVA |Sacrificio
controle - - - + +
sensibilizado + + - + +
Controle
tratado - - + + +
Sensibilizado
tratado + + + + +

3.5 Avaliagcédo do peso corporeo

O peso corpéreo foi avaliado uma vez por semana, desde o inicio do

experimento (dia 0) até o fim. Através da média dos pesos individuais expressos

em gramas obteve-se o0 peso corporeo de cada grupo.
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3.6 Obtencéo do Soro e Dosagem sérica dos anticorpos IgE anti-ovalbumina

3.6.1 Obtencéao do soro

Os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e cloridrato de
ketamina (100mg/kg) no fim de cada experimento e as sangrias feitas através dos
vasos axilares. Apos coagulacédo, o sangue foi centrifugado (3000 rpm) por 10
minutos. O soro foi entdo retirado, colocado em tubos individuais e congelado (-

20°C) para posterior analise da presenga de anticorpos.

3.6.2 Dosagem sérica dos anticorpos IgE anti-ovalbumina

Os anticorpos IgE anti-ovalbumina foram dosados por ELISA (Enzime
Linked Immunosorbent Assay). Placas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark)
foram sensibilizadas com anticorpo de rato anti-IgE de camundongo diluido 1:250
(Rat anti-mouse IgE, Southern Biotechnology, Birmingham, Inc), 50uL/pog¢o, por no
minimo 18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas e bloqueadas (1
hora a temperatura ambiente) com 200ulL/pogo de PBS/caseina. Foram
adicionados 50ulL/pogo de soro total das amostras de camundongos. Apos
incubacgéao por 2 horas, as placas foram lavadas com salina-Tween por seis vezes.
Foram adicionados 50uL de OVA-biotinilada (1mg/mL) por 1hora a temperatura
ambiente. A placa foi novamente lavada com salina-Tween e incubada, agora, com
estreptavidina conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham,
AL) em uma diluigdo de 1:5000 (50uL/pogo) por 45 minutos. Em seguida, foi
realizada a etapa de revelagdo com OPD mais H,O, em tampao citrato
(100uL/pogo) e as amostras foram lidas em 492nm em leitor de ELISA (EL800,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

Os resultados foram computados através das densidades Opticas e
expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo atribuido um valor de 1000
unidades ao controle positivo (pool de soro de animais sensibilizados) e as

amostras comparadas a esse valor.
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3.7 Histologia

Foi retirada a porgdo correspondente ao jejuno proximal do intestino
delgado para avaliagdo da resposta inflamatéria desencadeada pela alergia
alimentar. Por ndo haver separacdo macroscoépica nitida entre as por¢des do
intestino delgado em camundongos, o critério para distingdo foi baseado segundo
FERRARIS e colaboradores (1992), sendo o intestino lavado com salina
fisiologica, para retirada das fezes, e entdo dividido em quatro partes, sendo da
parte proximal para a distal, seu tamanho dividido em 20%, 30%, 30% e 20%.
Essas porgdes foram designadas como: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e
ileo, respectivamente. O jejuno proximal foi fixado em formol tamponado a 10%,
desidratado em solugdes decrescentes de alcoois, clarificado em xilol e incluido
em parafina. Cortes de 5um foram obtidos para posterior avaliagdo da produgao do

muco intestinal, do infiltrado de eosindfilos e do infiltrado de mastdcitos.
3.7.1 Avaliagdo da presenca de muco intestinal

A avaliacido da presenca de muco intestinal foi feita através do método de
coloragdo por PAS (Periodic Acid Schiff). Nesse método, os cortes foram
desparafinados, hidratados, banhados na solucdo de acido periddico durante 5
minutos e entdo mergulhados no Reativo de Schiff durante 10 minutos ou mais, até
atingerem uma tonalidade rosa palida. As células caliciformes ficaram
evidenciadas em um tom rosa escuro.

As laminas foram montadas e foram capturadas imagens de trés campos de
cada porg¢ao do jejuno proximal a partir de uma microcamera JVC TK-1270/RGB.
As imagens foram analisadas com a utilizagdo do software KS300 instalado em um
analisador de imagens Kontron Eletronic/Carl Zeiss. Para a determinagdo do
volume das células caliciformes, todos os pixels verdes foram selecionados para a
criacdo de uma imagem binarizada e subsequente calculo da area total. O

resultado foi expresso em umz PAS/campo.
3.7.2 Avaliagdo do numero de eosinofilos

Para a identificagcdo e contagem dos eosindfilos, os cortes das porgdes de

jejuno proximal foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) e as
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laminas foram examinadas em microscépio 6ptico (Olympus B201). Dez campos
foram escolhidos ao acaso, em um aumento de 40X (53.333um?campo) para a
contagem do numero de eosindfilos. O resultado foi expresso como a média do

numero de eosindfilos/campo.
3.7.3 Avaliagdo do numero de mastécitos

Para a identificagdo e contagem de mastdcitos, os cortes das porgdes de
jejuno proximal foram corados pela técnica de Dominici. Nesse método, os cortes
ja desparafinados foram lavados rapidamente em agua destilada. Posteriormente,
receberam um banho em Fucsina-laranja G (20 segundos), passagem pelo alcool
60%, banho em azul de Toluidina (20 segundos), alcool 60%, alcool 95%,
desidratadas, diafanizadas e montadas.

As laminas foram examinadas em microscopio optico (Olympus B201). Dez
campos foram escolhidos ao acaso, em um aumento de 40X (53.333um?%campo)
para a contagem do numero de mastdcitos. O resultado foi expresso como a média

do numero de mastdcitos/campo.
3.8 Anélise Estatistica

Foi realizada analise de variancia (ANOVA-TUKEY) para as diferengas na
resposta entre grupos diferentes. As analises das diferengas na resposta entre
grupos relacionados foram feitas utilizando-se TESTE T DE STUDENT. O nivel de

significancia foi considerado quando P<0.05.
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4. Resultados
4.1 Avaliacdo da perda de peso corpéreo

A Figura 2 mostra que os animais sensibilizados n&o tratados e que
receberam indculos de solugdo salina tiveram uma perda de aproximadamente
15% do peso corpéreo apos o contato com o antigeno (desafio alergénico), pela
ingestao de ragéo contendo OVA até o final do experimento.

O tratamento com S. cerevisiae 905, nas 3 doses testadas, n&o interferiu no
peso de camundongos dos grupos controle. No entanto, o tratamento com a dose
de 2x10° UFC/mL (Figura 3A) levou & recuperacdo do peso corpéreo pelos
animais sensibilizados. Quando tratados com as doses de 2x10° UFC/mL (Figura
3B) ou 2x10" UFC/mL (Figura 4A), os animais sensibilizados continuaram
apresentando perda de peso corporeo.

Ja os camundongos sensibilizados e controles que receberam os indculos
de 2x10® UFC/mL da levedura S. cerevisiae 905 perderam peso ao longo de todo o
experimento (Figura 4B). Como mostra a Figura 6, o intestino de camundongos
sensibilizados mostra um discreto edema da mucosa, sem erosao de epitélio. O
tratamento com S. cerevisae 905, na dose de 2x10®° UFC/mL, nao interfere no
edema e n&o induz a mais alteragbes como diminuicdo do tamanho do vilo
intestinal, ulceragdo ou alteragbes vasculares. Portanto, nota-se que a perda de
peso apresentada por esses animais ndo tem correlagao com lesdes no intestino.

O tratamento com a levedura S.boulardii nas duas doses testadas de 2x10°
UFC/mL ndo alterou a perda de peso ocasionada pela ingestdo da ragdo nos

camundongos sensibilizados (Figuras 5A e 5B).
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Figura 2: Avaliacdo do peso corporeo de camundongos (nédo tratados). O
resultado é a média de 6 animais/grupo. *P<0.05 em relagdo ao peso do mesmo
grupo no dia 21. **P<0.05 em relagdo ao seu grupo controle ndo sensibilizado no
dia 42. Imunizagao primaria dia 0 (Im I), imunizagcdo secundaria (Im Il) e desafio

alergénico (Des).
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Figura 3: Avaliacdo do peso corpéreo de camundongos tratados com S.
cerevisiae 905 2x10°% 2x10° UFC/mL. Os resultados expressam a média de 6
animais/grupo. *P<0.05 em relagdo ao peso do mesmo grupo no dia 21. **P<0.05
em relagao ao seu grupo controle ndo sensibilizado no dia 42. Imunizagao primaria

dia 0 (Im ), imunizagao secundaria (Im Il) e desafio alergénico (Des).
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Figura 4: Avaliacdo do peso corpéreo de camundongos tratados com S.
cerevisiae 905 2x10’, 2x10® UFC/mL. Os resultados expressam a média de 6
animais/grupo. *P<0.05 em relagdo ao peso do mesmo grupo no dia 21. **P<0.05
em relagdo ao seu grupo controle ndo sensibilizado no dia 42. ***P<0.05 em
relagdo ao grupo sensibilizado n&o tratado no dia 42. Imunizagéo primaria dia 0 (Im

), imunizagao secundaria (Im Il) e desafio alergénico (Des).
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Figura 5: Avaliacdo do peso corpéreo de camundongos tratados com S.
boulardii 2x10’, 2x10° UFC/mL. Os resultados expressam a média de 6
animais/grupo. *P<0.05 em relagdo ao peso do mesmo grupo no dia 21. **P<0.05
em relagao ao seu grupo controle ndo sensibilizado no dia 42. Imunizagao primaria

dia 0 (Im I), imunizagao secundaria (Im Il) e desafio alergénico (Des).
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Controle tratado S. cerevisiae 905 Sensibilizado tratado S. cerevisiae
905

Figura 6: Avaliacdo histologica de jejuno proximal de camundongos
BALB/c. Nao sensibilizados (A, B) ou sensibilizados com ovalbumina (C, D)
nao tratados (A, C) ou tratados (B, D) com levedura S. cerevisiae 905 na dose
de 2x10® UFC/mL. Notar discreto edema (seta) nos vilos jejunais do grupo

sensibilizado tratado ou n&o. Barra representa 100um.
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4.2 Avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos anti-OVA ap6s o desafio

antigénico

Camundongos sensibilizados com OVA apresentaram niveis de IgE
maiores estatisticamente significativos (p= 0,0001) quando comparados com
animais do grupo controle (Figura 7).

Os grupos sensibilizados que receberam tratamento nas doses de 2x10° e
2x10° UFC/mL de S. cerevisiae 905 apresentaram niveis significativamente
menores de IgE, quando comparados aos grupos sensibilizados nao tratados.
(Figuras 8B e 9B).

Os camundogos tratados com S. boulardii nas doses de 2x10” e 2x10®
UFC/mL n&o interferiram na producéo de IgE nos camundongos sensibilizados.

Os tratamentos nas outras doses nao interferiram na produgédo de IgE em

camundongos sensibilizados.
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Figura 7: Avaliagcdo dos anticorpos IgE anti-OVA apds o desafio com racéao
contendo OVA (nao tratados). As barras representam a média dos valores de
cada grupo (6 animais/grupo) obtidos em amostras de soro total para IgE
comparados ao soro positivo que foi considerado como 1000 unidades arbitrarias

(U.A). *P<0.05 em relagao ao grupo controle.
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Figura 8: Avaliacdo dos anticorpos IgE anti-OVA apds o desafio com racéo
contendo OVA tratados com S. cerevisiae 905 2x10°, 2x10°> UFC/mL. As barras
representam a média dos valores de cada grupo (6 animais/grupo) obtidos em
amostras de soro total para IgE comparados ao soro positivo que foi considerado
como 1000 unidades arbitrarias (U.A). *P<0.05 em relagéo ao seu grupo controle.

**P<0.05 em relagao ao sensibilizado sem tratamento.
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Figura 9: Avaliacdo dos anticorpos IgE anti-OVA apdés o desafio com racéo
contendo OVA tratados com S. cerevisiae 905 2x10’, 2x10° UFC/mL. As barras
representam a média dos valores de cada grupo (6 animais/grupo) obtidos em
amostras de soro total para IgE comparados ao soro positivo que foi considerado
como 1000 unidades arbitrarias (U.A). *P<0.05 em relagéo ao seu grupo controle.

**P<0.05 em relagao ao sensibilizado sem tratamento.
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Figura 10: Avaliacdo dos anticorpos IgE anti-OVA ap06s o desafio com ragéo
contendo OVA tratados com S. boulardii 2x107, 2x10° UFC/mL. As barras
representam a média dos valores de cada grupo (6 animais/grupo) obtidos em
amostras de soro total para IgE comparados ao soro positivo que foi considerado

como 1000 unidades arbitrarias (U.A). *P<0.05 em relagdo ao seu grupo controle.
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4.3 Producdo de muco pelas células caliciformes do intestino delgado

A ingestdo cronica da ragdo contendo OVA levou a um aumento
significativo na produgdo de muco pelas células caliciformes do jejuno proximal
nos camundongos sensibilizados nao tratados (Figura 11).

Os tratamentos com S. cerevisiae 905 ou S. boulardii, ambos na dose de
2x10® UFC/mL, reduziram a produgdo de muco quando comparados aos animais
sensibilizados nao tratados (Figuras 13B, 14B). Essa redugao pode ser visualizada
também na Figura 15B.

O tratamento com as demais doses dos mesmos probidticos nao interferiu
no aumento da produgdo de muco desencadeado pela ingestdo do antigeno no

intestino de camundongos sensibilizados.
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Figura 11: Avaliagcdo do muco produzido pelas células caliciformes do jejuno
proximal (n&o tratados). O muco produzido pelas células caliciformes foi
quantificado em 3 campos do jejuno proximal. As barras representam a média dos
valores de cada grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em relagdo ao seu grupo

controle.
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Figura 12: Avaliacdo do muco produzido pelas células caliciformes do jejuno
proximal tratados com S. cerevisiae 905 2x10° 2x10° UFC/mL. O muco

produzido pelas células caliciformes foi quantificado em 3 campos do jejuno

proximal. As barras representam a média dos valores de cada grupo (6

animais/grupo). *P<0,05 em relagédo ao seu grupo controle.
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Figura 13: Avaliacdo do muco produzido pelas células caliciformes do jejuno
proximal tratados com S. cerevisiae 905 2x10’, 2x10°® UFC/mL. O muco
produzido pelas células caliciformes foi quantificado em 3 campos do jejuno
proximal. As barras representam a média dos valores de cada grupo (6
animais/grupo). *P<0,05 em relagdo ao seu grupo controle. **P<0,05 em relagao

ao grupo sensibilizado nao tratado.
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Figura 14: Avaliacdo do muco produzido pelas células caliciformes do jejuno
proximal tratados com S. boulardii 2x107, 2x10° UFC/mL. O muco produzido
pelas células caliciformes foi quantificado em 3 campos do jejuno proximal. As
barras representam a média dos valores de cada grupo (6 animais/grupo). *P<0,05
em relagcdo ao grupo seu grupo controle. **P<0,05 em relagdo ao grupo

sensibilizado n&o tratado.
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Figura 15: Avaliacdo histolégica do muco produzido no jejuno proximal de
camundongos BALB/c. Nao sensibilizados (A) ou sensibilizados com ovalbumina
(B, C) nao tratados (B) ou tratados (C) com levedura S.boulardii na dose de 2x102
UFC/mL. Todos os camundongos receberam dieta contendo ovalbumina. Notar
células caliciformes com muco (seta) no epitélio jejunal do grupo sensibilizado.

Barra representa 100um.
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4.4 Infiltrado de eosino6filos na mucosa intestinal

A ingestdo prolongada da ragdo contendo OVA induziu um infiltrado de
eosindfilos no jejuno proximal de camundongos sensibilizados, sendo esse valor
estatisticamente siginificativo quando comparados aos seus controles (Figura 16 e
20).

Camundongos sensibilizados e tratados com S. cerevisiae 905 na dose de
2x10° UFC/mL ou com S. boulardii na dose de 2x10® UFC/mL apresentaram o
namero de eosindfilos infiltrados aproximadamente 41% menor em relagdo ao
grupo sensibilizado nao tratado (Figuras 17A e 19B).

As demais doses dos mesmos probidticos ndo reduziram o numero de

eosindfilos infiltrados em relagéo aos seus grupos controles.
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Figura 16: Infiltrado de eosindéfilos na mucosa intestinal (ndo tratados). Os
eosindfilos infiltrados na mucosa foram contados em 10 campos. As barras
representam a média dos valores de cada grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em

relagdo ao seu grupo controle.
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Figura 17: Infiltrado de eosindéfilos na mucosa intestinal tratados com S.
cerevisiae 905 2x10° 2x10° UFC/mL. Os eosindfilos infiltrados na mucosa foram
contados em 10 campos. As barras representam a média dos valores de cada
grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em relagao ao seu grupo controle. **P<0,05 em

relacdo ao grupo sensibilizado n&o tratado.
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Figura 18: Infiltrado de eosinoéfilos na mucosa intestinal tratados com S.
cerevisiae 905 2x10’, 2x10® UFC/mL. Os eosindfilos infiltrados na mucosa foram
contados em 10 campos. As barras representam a média dos valores de cada

grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em relagdo ao seu grupo controle.
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Figura 19: Infiltrado de eosindéfilos na mucosa intestinal tratados com S.
boulardii 2x107, 2x10° UFC/mL. Os eosindfilos infiltrados na mucosa foram
contados em 10 campos. As barras representam a média dos valores de cada
grupo. Foram utilizados 6 animais/grupo. *P<0,05 em relagdo ao seu grupo

controle. **P<0,05 em relagao ao grupo sensibilizado nao tratado.
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Figura 20: Avaliacdo histolégica do infiltrado de eosinéfilos no jejuno

proximal de camundongos BALB/c. Nao sensibilizados (A) ou sensibilizados com
ovalbumina (B, C, D) nao tratados (B) ou tratados (C, D) com levedura S.boulardii
na dose de 2x10® UFC/mL (C) ou S. cerevisiae na dose de 2x10° UFC/mL (D).
Todos os camundongos receberam dieta contendo ovalbumina. Notar a presenca

de eosindfilos na mucosa jejunal (seta). Barra representa 25 um.
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4.5 Avaliagdo do numero de mastoécitos

O grupo de animais sensibilizados com OVA apresentou um numero
elevado de mastdcitos no jejuno proximal estatisticamente significativo (p= 0,0025)
quando comparado ao seu grupo controle.

Camundongos sensibilizados tratados com S. cerevisiae 905 nas doses de
2x10°% ou 2x10° UFC/mL ou tratados com S. boulardii nas doses de 2x10” ou 2x10°
UFC/mL (Figuras 18, 19A e 19B e 21A e 21B).

Entretanto, camundongos quando sensibilizados e tratados com S.
cerevisiae 905 nas doses de 2x10” ou 2x10® UFC/mL n3o apresentaram diferencas
significativas no numero de mastocitos quando comparados ao grupo sensibilizado

nao tratado ou ao seu grupo controle (Figuras 20A e 20B).
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Figura 21: Infiltrado de mastécitos na mucosa intestinal (ndo tratados). Os
mastdcitos infiltrados na mucosa foram contados em 10 campos. As barras
representam a média dos valores de cada grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em

relagdo ao seu grupo controle.
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Figura 22: Infiltrado de mastécitos na mucosa intestinal tratados com S.
cerevisiae 905 2x10°% 2x10° UFC/mL. Os mastdcitos infiltrados na mucosa foram
contados em 10 campos. As barras representam a média dos valores de cada

grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em relagao ao seu grupo controle.
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Figura 23: Infiltrado de mastécitos na mucosa intestinal tratados com S.
cerevisiae 905 2x10’, 2x10® UFC/mL. Os mastdcitos infiltrados na mucosa foram
contados em 10 campos. As barras representam a média dos valores de cada

grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em relagao ao seu grupo controle.
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Figura 24: Infiltrado de mastécitos na mucosa intestinal tratados com S.
boulardii 905 2x10’, 2x10® UFC/mL. Os mastdcitos infiltrados na mucosa foram
contados em 10 campos. As barras representam a média dos valores de cada

grupo (6 animais/grupo). *P<0,05 em relagao ao seu grupo controle.
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Figura 25: Avaliacdo histolégica do infiltrado de mastdcitos no jejuno
proximal de camundongos BALB/c. N&o sensibilizados (A) ou sensibilizados com
ovalbumina (B). Todos os camundongos receberam dieta contendo ovalbumina.
Notar mastécitos (seta) na submucosa jejunal do grupo sensibilizado. Barra

representa 25 um.
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5. DISCUSSAO

Em nossos experimentos, uma semana apds o desafio oral todos os
camundongos sensibilizados perderam peso, corroborando com os resultados de
SALDANHA (2006) e MOREIRA (2006).

Alternativas tém sido desenvolvidas como terapéutica na alergia alimentar,
como por exemplo, o uso de probidticos.

Ao iniciarmos os tratamentos nas diversas doses dos probidticos, foi
possivel observar que apenas o grupo sensibilizado que recebeu a dose de 2x10°
UFC/mL de S. cerevisiae 905 recuperou 0 peso corpdéreo em aproximadamente
97% ao longo do desafio antigénico. Portanto, possivelmente essa dose tem um
efeito benéfico para esse sintoma desencadeado pela indugdo da alergia
alimentar.

Nos outros tratamentos, as doses utilizadas nao proporcionaram qualquer
efeito de recuperacdo do peso corporeo nos animais sensibilizados. Além disso, os
animais do grupo néao sensibilizado tratados com S. cerevisiae 905 na dose de
2x10® UFC/mL perderam peso corpdreo.

Um exemplo de dose e efeito foi observado por ELMER e CORTHIER
(1991) em um trabalho onde foi aumentada a dose de 3x10%mL para 3,3x10%/mL
de S. boulardii na agua para beber dos camundongos. Com esse tratamento, a
sobrevivéncia cresceu linearmente de 0 para 85% quando infectados com C.
difficile. Um patégeno causador frequente de diarréia nosocomial em humanos
adultos.

Os niveis de IgE aumentam em processos alérgicos e por isso tem sido
propostos tratamentos que utilizam anticorpos anti-lgE. Um exemplo é o uso de
omalizumab que é um anticorpo recombinante monoclonal anti-IgE aprovado para
tratamentos de moderadas a alergias asmaticas graves (D’AMATO et al., 2007).
Além disso, em ensaios clinicos e testes in vitro o uso de anti-IgE é capaz de diminuir
0s niveis plasmaticos do anticorpo IgE a zero e ocasionar uma inibicdo dos receptores
de alta afinidade para IgE em mastécitos e basofilos (MACGLASHAN et al., 1997;
MACGLASHAN et al., 1998).

A produgao de IgE é um importante paradmetro para avaliar a alergia. No nosso
trabalho o aumento da produgcdo de IgE anti-OVA nos animais sensibilizados
tratados ou ndo com os probidticos sugere que a resposta alérgica foi induzida
pela exposi¢cado ao antigeno. Os camundongos sensibilizados dos grupos tratados

com a levedura S. cerevisiae 905 nas doses de 2x10° e 2x10® UFC/mL tiveram
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niveis de IgE reduzidos em aproximadamente 45% quando comparado aos niveis
de IgE do grupo sensibilizado n&o tratado Possivelmente, esses tratamentos que
comegaram trés dias antes do desafio e terminaram no fim do experimento podem
ter reduzido a sintese desta imunoglobulina gradativamente. Essa redugao pode
ter sido benéfica, pois a IgE é de fundamental importancia para a indugao de
sintomas classicos de alergia alimentar (SALDANHA, 2004). KIM e colaboradores
(200%5), utilizando probidticos bacterianos (B. bifidum, L. casei e E. coli) como
tratamento para o modelo de alergia em camundongos C3H/HedJ induzida por
ovalbumina, obtiveram resultados semelhantes aos nossos na producéo de IgE.
Em outro trabalho, camundongos BALB/c imunizados com OVA e tratados com o
probiodtico L. acidophilus linhagem L-55 apresentaram niveis de IgE reduzidos
quando comparados com os controles (SUNADA et al., 2007). TAKAHASHI e
colaboradores (2006) observaram que camundongos imunizados com OVA e
injetados com uma sequéncia oilgodeoxinucleotidica de uma linhagem do
probidtico B. longum, nas doses de 0,1ug, 1ug e 10ug/camundongo apresentaram
inibicdo da producédo de IgE, sendo que os menores niveis desse anticorpo foram
alcangados quando se utilizou a dose de 10ug.

Em contrapartida a producdo de anticorpos IgE, ha fatores envolvidos no
controle da inflamacdo da mucosa intestinal desencadeada pela absorgao
exacerbada de antigenos da dieta. Entre esses fatores, ha a produgdo de muco
que funciona como barreira a transcitose de antigenos alimentares através do
epitélio intestinal. Particulas, bactérias e virus sdo aprisionados ao muco e
eliminados pelos movimentos peristalticos do intestino. Essa barreira previne que
patdégenos e antigenos tenham acesso ao epitélio, processo chamado de excluséo
ndo imune (MAYER, 2003).

No nosso modelo de alergia alimentar também houve alteragcdo na
producao de muco pelas células caliciformes do intestino delgado (SALDANHA et
al., 2004). Nos camundongos sensibilizados, tratados ou ndo com probidticos,
houve aumento na producdo de muco pelas células caliciformes, quando
comparamos com seus respectivos controles.

A producdo de muco foi menor nos animais sensibilizados tratados com as
doses de 2x10® UFC/mL de S. cerevisiae 905 ou S. boulardii quando comparados
com os grupos sensibilizados n&o tratados. Sabe-se que S. cerevisiae 905 é capaz
de sobreviver no trato gastrointestinal de camundongos, protengendo esses

animais contra o desafio oral com Salm. Typhimurium ou C.diffcile, pela modulagao
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da imunidade sistémica e local (MARTINS, 2004). Neste caso, a levedura induz,
por exemplo, a produgao de IgA secretdria no intestino (MARTINS et al., 2005). Do
mesmo modo, a adminstracdo da levedura S. boulardii ocasiona uma melhora da
resposta imune intestinal em ratos e camundongos pelo aumento da produgao de
IgA secretéria (BUTS et al., 1990; RODRIGUES et al., 2000). E provavel que o
tratamento com esses probidticos, aumentando as barreiras de entrada do
antigeno no intestino, leve a diminuicdo da produgdo de muco pelas células
caliciformes como um reflexo indireto, uma vez que a levedura é capaz de
aumentar outras barreiras a entrada de antigeno no intestino, ndo sendo mais
necessario o aumento de muco com essa fungao.

Outra alteracdo da mucosa intestinal de camundongos BALB/c decorrente
da alergia alimentar € o aumento do infiltrado de eosindéfilos durante todo o periodo
de ingestdo do antigeno (SALDANHA et al., 2004). Eosindfilos sdo células que
possuem a habilidade de realizar varias fungdes imunes, incluindo a apresentacao
de antigenos (SHI et al, 2000; MACKENZIE et al., 2001) e exacerbagdo das
respostas inflamatérias pela capacidade de liberar citocinas e mediadores lipidicos
(GLEICH & ADOLPHSON, 1986; WELLER, 1994). Eosindfilos ndo séo residentes
normais nos tecidos, mas requerem o recrutamento da circulagéo para o sitio do
desafio alergénico (LAMPINEN et al., 2004). Em doencgas alérgicas crbnicas, 0s
eosindfilos sdo ativados pela IL-5 e atraidos por quimiocinas para o local da
inflamacao. Essas células sao responsaveis pela fase tardia da reagao alérgica
imediata, produzindo proteina basica que é toxica ao epitélio (CARA et al., 2000).

Apenas nos grupos sensibilizados tratados com a dose de 2x10° UFC/mL
de S. cerevisiae 905 ou com 2x10® UFC/mL de S. boulardii houve diminuigdo no
infiltrado de eosindfilos na mucosa intestinal quando comparados aos animais
sensibilizados n&o tratados. Possivelmente, esses probidticos nessas doses
possuem algum efeito antiinflamatério que reduz o recrutamento dos eosindfilos da
circulagdo para o intestino ou tenham um efeito que controla a homeostasia
intestinal, mesmo na presenga do antigeno. ANGULO e colaboradores (2006)
observaram que ratos com colite experimental induzida e tratados com L. casei
apresentaram reducao na expressao de ICAM-1 e numero de leucécitos infiltrados.
FORSYTHE e colaboradores (2007) observaram que camundongos BALB/c
sensibilizados com ovalbumina e tratados com o probidtico L. reuteri obtiveram

reducédo no numero de eosindfilos no lavado bronco alveolar.
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O aumento do numero de mastocitos também €& decorrente de um quadro
de alergia alimentar. Mastocitos estdo presentes nas camadas do trato
gastrointestinal, mas s&o localizados preferencialmente na lamina propria da
mucosa e na camada submucosa. Os mastdcitos respondem a estimulagao de IgE
e liberam mediadores bioativos dentro dos tecidos adjacentes onde exercem
respostas fisioldgicas diretamente ou indiretamente via ativagao de outras células
efetoras (YU & PERDUE, 2001). Essas células exercem um papel importante
iniciando a inflamacao alérgica pela liberagdo de seus mediadores e citocinas.

No nosso estudo, o aumento no infiltrado de mastdcitos no jejuno proximal
observado no grupo de camundongos sensibilizados, quando comparados com
camundongos controle dos seus respectivos grupos, esta de acordo com o
relatado por BRANDT e colaboradores (2003) no qual camundongos BALB/c
sensibilizados e desafiados com ovalbumina continham numero elevado de
mastocitos no jejuno proximal, quando comparados ao grupo controle que foi
desafiado com salina.

KIM e colaboradores (2005) observaram que a administragéo de probidticos
bacterianos (B. bifidum, L. casei e E. coli) diminuiu os niveis de degranulagédo de
mastocitos, reduzindo a resposta alérgica induzida por OVA em camundongos
C3H/HedJ. MARGEL e colaborades (2008) observaram que altas doses de E. coli
nao patogénica inibe a degranulagdo de mastécitos peritoniais in vitro. Esses
resultados sugerem um possivel papel de probiéticos na profilaxia ou tratamento
de alergias. Em nosso estudo, diferente do observado no grupo de animais
sensibilizados nao tratados, os animais sensibilizados tratados com S. cerevisiae
905 (dose 200pL de [10® ou 10° UFC/mL]) ndo apresentaram aumento do niimero
de mastocitos infiltrados em relagdo ao seu grupo controle. Esses resultados
sugerem um possivel papel do probidtico S. cerevisiae 905 no tratamento do nosso
modelo de alergia.

A variacao nos efeitos das doses de probidticos utilizadas em nossos
experimentos pode ser explicada por uma possivel competicdo nutricional entre a
microbiota residente no intestino e a levedura, levando a um desequilibrio do
ambiente gastrointestinal (FOOKS, 2002). Essa alteragdo poderia mascarar algum
beneficio no sistema imunolégico do animal causado pelo tratamento com os
probidticos.

Ambos probidticos nas diferentes doses utilizados nesse trabalho atuaram

de maneira adversa nos parametros aqui estudados. E importante enfatizar que o
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nosso estudo é pioneiro na utilizagdo de probidticos eucariotos em modelos
experimentais de alergia alimentar em camundongos. Portanto, novos estudos
fazem-se necessarios para avaliacdo do efeito desses probidticos no tratamento

da alergia alimentar experimental em camundongos.
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6: CONCLUSOES

1.

Camundongos submetidos ao protocolo de alergia alimentar tratados ou
nao com os probidticos apresentaram perda de peso na primeira semana
apos o desafio oral, com altos niveis de IgE, aumento na produgédo de

muco, infiltrado de eosindéfilos e mastdcitos na mucosa intestinal.

. O tratamento com S. cerevisiae 905 na dose de 2x10° UFC/mL foi eficaz em

reverter a diminuicdo de peso, o infiltrado de eosindfilos na mucosa
intestinal encontrados em camundongos BALB/c com alergia alimentar.

O tratamento com S. boulardii na dose de 2x10%® UFC/mL foi eficaz em
diminuir o aumento na producdo de muco e o infiltrado de eosinéfilos na
mucosa intestinal, encontrados em camundongos BALB/c com alergia

alimentar.
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