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RESUMO
SANDY, C.M. Efeitos da administracdo perinatal da levedura Saccharomyces cerevisiae
UFMG A-905 na preveng¢ao da asma na prole de camundongos. 2019. 58 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Ribeirdao Preto, Universidade de Sao

Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A prevaléncia de asma aumentou em criancas e em comunidades que adotam um estilo
de vida ocidental e se tornam mais urbanizadas. Nossos resultados anteriores
demonstraram que a administracdo de uma levedura, Saccharomyces cerevisiae UFMG
A-905, atenuou as caracteristicas da asma em um modelo animal. A teoria da
programacdo perinatal sugere que a exposi¢do prematura a alguns estimulos exerce um
efeito protetor durante toda a vida adulta. Objetivo: Avaliar os efeitos da administracdo
perinatal de S. cerevisiae UFMG A-905 na prevencdo da asma na prole de camundongos.
Material e métodos: S. cerevisiae UFMG A-905 foi cultivada em meio liquido YPD e
administrada em trés grupos de camundongos: antes da concepc¢do, durante a gestacao
e a lactacdo (grupo CGL); durante a gestacdo e lactacdo (grupo GL); e somente durante
a lactacdo (grupo LAC). A prole desses animais foi sensibilizada e desafiada com
ovalbumina (OVA). O grupo controle recebeu solucdo salina nos mesmos periodos.
Apds, foram realizadas medidas in vivo da hiper-responsividade brénquica (HPB),
contagem de células totais e diferenciais no lavado broncoalveolar (LBA) e ELISA para IL-
4, |L-5, IL-10, IL-13 e IL-17A no homogenato de pulmdo ou LBA e para IgE especifica para
OVA. Resultados: O grupo OVA, comparado ao grupo SAL, apresentou aumento
significativo na HPB (p<0,0001), numero total de células (p<0,0001), eosindfilos
(p<0,001), macréfagos (p<0,01), neutroéfilos (p<0,05) e niveis de IL-5 (p<0,001) no LBA,
IgE (p<0,05), e IL-13 (p<0,0001) no homogenato de pulmado. Os animais do grupo CGL,
quando comparados ao grupo OVA, apresentaram redugdo significativa na HPB
(p<0,01), nos niveis de IL-5 (p<0,0001) no LBA e IL-13 (p<0,0001) e IL-4 (p<0,0001) no
homogenato pulmonar. Os niveis séricos de IgE foram significativamente maiores
(p<0,05) no grupo CGL quando comparado ao grupo OVA. O grupo GL, quando
comparado ao grupo OVA, apresentou reducao significativa na HPB (p<0,001), nos niveis
de IL-5 (p<0,001) no LBA e IL-4 (p<0,01) e IL-13 (p<0,01) no homogenato pulmonar. Os
niveis séricos de IgE foram significativamente maiores (p<0,01) no grupo GL quando
comparado ao grupo OVA. O grupo LAC, quando comparado ao grupo OVA, apresentou
reducdo significativa na HPB (p<0,001), no nimero de células totais (p<0,01), eosindfilos
(p<0,05), macrofagos (p<0,05), niveis de IL -5 (p<0,001) no LBA e IL-4 (p<0,05) e IL-13
(p<0,0001) no homogenato de pulmao. Conclusdao: A administracdo de S. cerevisiae
UFMG A-905 no periodo perinatal reduziu as principais caracteristicas da asma e pode
ser uma alternativa na prevenc¢do da asma. O periodo de lactagao parece ser chave na
modulagao da resposta imune da prole.

Palavras-chave: Probidticos. Asma. Perinatal.



ABSTRACT
SANDY, C.M Effects of perinatal administration of Saccharomyces Cerevisiae UFMG A-
905 on the prevention of asthma in the offspring of mice. 2019. 58 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Ribeirdo Preto, Universidade de Sao

Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

The prevalence of asthma has increased in children and communities that adopt a
Western lifestyle and become more urbanized. Our previous results demonstrated that
the administration of yeast, Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905, attenuated asthma
characteristics in an animal model. The theory of perinatal programming suggests that
premature exposure to some stimuli exerts a protective effect throughout adult life.
Objective: To evaluate the effects of perinatal administration of S. cerevisiae UFMG A-
905 in the prevention of asthma in the offspring of mice. Material and methods: S.
cerevisiage UFMG A-905 was cultured in liquid YPD medium and administered to three
groups of mice: before conception, during gestation and lactation (CGL group); during
gestation and lactation (CG group); and only during lactation (LAC group). The offspring
of these animals were then sensitized and challenged with ovalbumin (OVA). The control
group received saline in the same periods. After, in vivo measurements of bronchial
hyperresponsiveness (AHR) were performed. Total and differential cell count in
bronchoalveolar lavage (BAL) and ELISA for IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 and IL-17A in the lung
homogenate or BAL and for OVA-specific IgE. Results: OVA group, compared to SAL
group, presented a significant increase in AHR (p<0.0001), total number of cells
(p<0.0001), eosinophils (p<0.001), macrophages (p<0.01), neutrophils (p<0.05) and
levels of IL-5 (p<0.001) in BAL, IgE (p<0.05), and IL-13 (p<0.0001) in the lung
homogenate. The animals of the CGL group, when compared to the OVA group,
presented a significant reduction of AHR (p<0.01), levels of IL-5 (p<0.0001) in BAL and
IL-13 (p<0.0001) and IL-4 (p<0.0001) in the lung homogenate. Serum IgE levels were
significantly higher (p<0.05) in CGL group when compared to the OVA group. The GL
group, when compared to the OVA group, presented a significant reduction in AHR
(p<0.001), levels of IL-5 levels (p<0.001) in BAL and IL-4 (p<0.01) and IL-13 (p<0.01) in
the lung homogenate. Serum IgE levels were significantly higher (p<0.01) in the GL group
when compared to the OVA group. LAC group, when compared to the OVA group,
presented a significant reduction in AHR (p <0.001), in the number of total cells (p <0.01),
eosinophils (p <0.05), macrophages (p <0.05), levels of IL-5 (p <0.001) in BAL and IL-4 (p
<0.05) and IL-13 (p <0.0001) in the lung homogenate. Conclusion: The administration of
S. cerevisiae UFMG A-905 in the perinatal period decreased asthma-like characteristics
and may be an alternative in the prevention of asthma. The lactation appears to be the
more efficient period in modulating the offspring immune response.

Keywords: Probiotics. Asthma. Perinatal.
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1. INTRODUCAO

1.1 AsmA: DEFINICAO, EPIDEMIOLOGIA E QUADRO CLiNICO

A asma pode ser definida como uma doenca inflamatdria cronica, heterogénea,
caracterizada por hiper-responsividade bronquica (HPB), limitacdo varidvel ao fluxo
aéreo e remodelamento brénquico (1, 2).

Considerada uma das doencas cronicas mais comuns, acomete criancgas e adultos
em todos os paises, independentemente do nivel de desenvolvimento. A prevaléncia
mundial varia de 1 a 38%, sendo maior nos paises desenvolvidos (3, 4).
Aproximadamente 300 milhdes de pessoas no mundo sdao acometidas e estima-se que
250 mil mortes por ano sdo decorrentes da asma (5).

No Brasil, a prevaléncia oscila entre 13 e 27% (6-9), sendo que cerca de 6,4
milhdes de pessoas acima de 18 anos sofrem com a doenca. De acordo com dados do
DATASUS, do ano de 2013, a asma foi responsavel por 130.000 internacdes no ano e
2.047 pessoas morreram de complicacbes decorrentes da doenca no Brasil. As
internag®es por asma acarretaram, ao Sistema Unico de Satude (SUS), gasto de cerca de
70 milhGes de reais no ano de 2013 (10).

Ha evidéncias de que a prevaléncia de asma tem aumentado nos ultimos 20 anos,
especialmente em criangas e comunidades que adotam um estilo de vida ocidental e se
tornam mais urbanizadas (5, 11-14). Nos Estados Unidos por exemplo, a prevaléncia de
asma aumentou de 3.1% em 1980 para 7.3% em 2001 e 8.3% em 2016 (15).

As principais manifesta¢ées clinicas da asma incluem episddios recorrentes de
chiado, aperto no peito, tosse e falta de ar, sendo geralmente piores a noite ou ao
acordar (16). Os sintomas sdao desencadeados por diversos estimulos, tais como frio,
exercicio fisico, virus, fumaca e poluicao, e podem variar de paciente para paciente e ao

longo do tempo (17, 18).

1.2. AsMA: CAUSAS E FISIOPATOLOGIA

O desenvolvimento da asma sofre influéncia de fatores genéticos e ambientais.

Dentre os fatores genéticos, a predisposicao a atopia, inflamacao das vias areas e HPB
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sdo importantes fatores de risco, além do sexo e obesidade. Entre os fatores ambientais,
alguns exercem papel protetor no desenvolvimento da asma, como: alimentagdo e
ganho de peso saudaveis durante a gestacdo, parto vaginal e a termo, amamentacdo e
exposicdo precoce a ambientes rurais. Outros fatores como exposicao a tabaco, poluicao
do ar, infeccGes de vias aéreas superiores, uso precoce de antibidticos — inclusive
durante a gestacao, refluxo gastroesofagico, obesidade, ambiente psicossocial negativo,
alteracdes da microbiota, entre outros, podem estar relacionados com o
desenvolvimento ou expressdo da asma (14, 19, 20).

O mecanismo fisiopatolégico mais importante da asma é a inflamacdo das vias
aéreas, que estd presente mesmo em asmaticos assintomaticos (21-23). A inflamacao é
caracterizada por um aumento de eosindfilos, mastécitos, macrofagos e linfécitos T na
mucosa das vias aéreas e esta relacionada com o desenvolvimento de obstrucdo ao fluxo
aéreo, HPB e gravidade clinica (21, 22). A asma eosinofilica é o tipo mais comum da
doenca, e os eosindfilos sdo encontrados no lavadobroncoalveolar, nos tecidos, e no
escarro induzido de pacientes com asma (2).

Alérgenos como fezes de acaros, pdlen, proteinas de baratas e fungos, ao
entrarem em contato com as células dendriticas sdo apresentados as células T CD4+.
Como consequéncia, ocorre a liberacdo de IL-25 e TSLP (thymic stromal lymphopoietin),
que estimulam a diferencia¢do das células T em células T com perfil Th2 (T helper cell
type 2). Apds a diferenciagdo, ocorre a produgao de diversas quimiocinas e citocinas, tais
como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor). (18).

Nesse primeiro contato com o alérgeno, IL-4 e IL-13 sdo responsaveis pelo
estimulo na producao IgE pelas células B, que sensibilizam os mastdcitos. Numa segunda
exposicdo ao mesmo alérgeno, os mastdcitos sensibilizados degranulam-se e liberam
substancias tdxicas, como histamina e leucotrienos, que em conjunto com outras
citocinas, levam ou agravam o quadro inflamatdrio nas vias aéreas, com recrutacdo de
eosindfilos, producdao de muco e producao e libera¢ao de IgE, culminando em HPB e
estreitamento das vias aéreas (2).

Além da inflamacao das vias aéreas, a HPB é outra caracteristica central da asma.
A HPB é definida como um estreitamento anormal das vias aéreas em resposta a um

agonista constritor, em comparacdo a uma pessoa ndao asmatica. Ela consiste em um



20

aumento da resposta das vias aéreas a estimulos fisicos e quimicos, podendo ser
didaticamente dividida em hipersensibilidade, quando é necessario uma menor dose de
agonistas constritores para iniciar uma reposta broncoconstritora, e hiper-reatividade,
guando ocorre uma inclinacdo mais acentuada da curva dose-resposta ou uma maior
resposta a uma determinada dose do agonista (24). Assim, durante a HPB ocorre um
estreitamento excessivo das vias aéreas, levando ao aumento da resisténcia ao fluxo de

ar e, consequentemente, diminuicdo na passagem do ar (25).

Os mecanismos envolvidos na HPB ainda nao foram totalmente elucidados,
algumas possiveis explicagdes incluem: aumento do numero de células inflamatdrias,
principalmente eosindfilos nas vias aéreas; liberagao de mediadores inflamatérios, tais
como IL-4, IL-5 e IL-13; dano epitelial; reducdo do calibre das vias aéreas; espessamento
da parede bronquica; aumento da permeabilidade da mucosa; alteracbes estruturais;
inflamacdo neurogénica; e aumento da contractilidade e da massa muscular (25-27) .
Em modelos animais de asma, o fechamento das vias aéreas também pode contribuir

significativamente com o desenvolvimento da hiper-responsividade (28-30).

Outra alteracdo encontrada em pacientes asmaticos €é denominada
remodelamento das vias aéreas. O remodelamento é caracterizado por um
espessamento da lamina basal subepitelial, aumento no numero de miofibroblastos,
hiperplasia e hipertrofia de musculo liso, aumento de glandulas mucosas, aumento da
area vascular e altera¢do da deposi¢ao e composicao das proteinas e proteoglicanas da
matriz extracelular (31, 32). Essas alteragGes estruturais contribuem para o
desenvolvimento e progressao da doencga. Ainda ndo esta bem estabelecido a relagao
entre inflamagdo e remodelamento, porém sabe-se que o remodelamento ocorre em

alguns casos, mesmo na auséncia de inflamagdo (19).

1.4. AsMA: TRATAMENTOS E POTENCIAIS TERAPEUTICOS

Resumidamente, os medicamentos mais utilizados no tratamento da asma sao
os corticosteroides inalatdrios, como terapia de controle, e os broncodilatadores. Os
corticosteroides inalatérios reduzem a inflamagdo, melhoram os sintomas e previnem
exacerbac0des, sendo o principal tratamento de controle para os individuos asmaticos.

Os broncodilatadores de acdo curta, também chamados de B2 agonistas de acdo curta,
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sdo usados para o alivio imediato de sintomas agudos e constituem a primeira op¢ao
broncodilatadora nas exacerbacdes. Os 2 agonistas de acao prolongada sdo utilizados
em combinagdo com corticosteroides inalatérios (14).

Apesar do tratamento habitual para a asma apresentar uma boa eficdcia, ele ndo
controla os sintomas e exacerbacdes em todos os pacientes e pode causar efeitos
colaterais (5, 33). Os principais efeitos colaterais sdo: déficit de crescimento em criangas,
densidade mineral dssea diminuida, catarata e manifestacGes cutaneas (34).

Além disso, outras opc¢des terapéuticas, como os antagonistas de leucotrienos,
antagonistas muscarinicos de acdo prolongada, termoplastia bronquica e os
imunobiolégicos (como anti-Igg, anti-IL-4, anti-IL-5, anti-IL-13 e anti-IL-17) ndo se
mostraram totalmente efetivas em estudos clinicos (5, 33).

Desse modo, devido aos efeitos colaterais e limitado alcance em alguns
pacientes que os tratamentos atuais contra a asma apresentam, a busca por potenciais
terapéuticos se faz necessaria.

Sabe-se que a microbiota intestinal € modificada quando ocorre algum tipo de
alteracdo no pulmdo, como por exemplo na asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica
ou infecgOes respiratorias. Isto demonstra a existéncia de uma conexdo entre a mucosa
intestinal e os pulmdes (35). O mecanismo pelo qual essa conexdo acontece ainda nao
foi totalmente elucidado, mas sabe-se que alteragdes favoraveis na microbiota
intestinal, como aumento na populagdo de bactérias benéficas e aumento de
subprodutos do metabolismo bacteriano — como d4cidos graxos de cadeia curta,
influenciam de maneira positiva o trato respiratério (36). Além disso, a deplecao do
género Bifidobacteria e aumento do Clostridia no intestino esta associado com asma nos
primeiros anos de vida (37). Assim, a modulagdo da microbiota intestinal é um dos

possiveis alvos para o manejo da asma.

1.4. TEORIA DA HIGIENE

A teoria da higiene, proposta em 1989 por David Strachan, sugere que a
exposicdo a infeccbes e contatos ndo-higiénicos na infancia influenciam o
desenvolvimento do sistema imune e podem proteger contra o desenvolvimento de
asma e outras doencas alérgicas (13, 14, 38, 39). Estudos epidemiolégicos evidenciaram

que criangas de paises em desenvolvimento, com irmaos mais velhos, que frequentam
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precocemente creches e que sdo expostas a animais apresentam menor incidéncia de
doencas alérgicas, sugerindo uma relacdo inversa entre infeccdes na infancia e doencas
alérgicas (13, 14, 40-43).

Ademais, sabe-se que alteracoes no estilo de vida e a industrializacdo levaram os
individuos a terem menos contato com zonas rurais e animais, o que influencia de
maneira negativa o desenvolvimento de doencas alérgicas como asma e dermatite
atopica (44).

Culturas tradicionalmente rurais como os Amish possuem menor prevaléncia de
asma, e a inalacdo de particulas de poeira obtidas nas residéncias desses individuos foi
capaz de diminuir a HPB e o influxo de eosindfilos em modelo animal de asma (45).

Além disso, a protecdo ao desenvolvimento da asma é maior quando o contato
com ambientes como fazendas ou creches ocorre no utero ou durante a infancia e estd
relacionada a diversidade microbioldgica (19, 46, 47). Adicionalmente, sugere-se que a
ndo exposicdo a micro-organismos durante a infancia modifica de maneira significativa
a microbiota comensal, criando um ambiente favoravel ao desenvolvimento de doencas
alérgicas (48). Por outro lado, a contaminacdo de criangas e adultos para prevencdo de
doencas alérgicas é algo ndo cogitado nos dias atuais (49).

Desta forma, o uso dos probidticos, considerados seguros na maioria das
situagdes, cria a possibilidade da aplicagdo pratica da teoria da higiene no tratamento

de doengas autoimunes e alérgicas.

1.5. PROBIOTICOS

Probidticos sdao “micro-organismos vivos que, quando administrados em
adequadas quantidades, conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (50).

Os efeitos benéficos dos probidticos ndo foram encontrados ou nao foram
similares em todos os estudos em animais e ndo foram completamente reprodutiveis
em estudos clinicos. A diferen¢a nos resultados pode ser decorrente de diferengas no
desenho dos estudos; dose, método, tempo e periodo de administracdo; desfecho
clinico utilizado; assim como fatores do hospedeiro. Um melhor entendimento dos
efeitos dos diferentes probidticos e um conhecimento mais profundo dos mecanismos
envolvidos nas doencas alérgicas sdao necessarios para validacdao do uso das espécies

com potencial antialérgico (51-53). Desta forma, ha insuficientes, mas promissoras,
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evidéncias do uso de probidticos na prevencdo e tratamento de doencas alérgicas e
asma (54).

Bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido os probidticos mais
utilizados na pratica clinica, e oferecem evidéncias positivas em modelos de asma
animal, sendo capazes de reduzir a HPB, inflamacdo das vias aéreas e muco (55-58).

Outros micro-organismos, como leveduras ndo-patogénicas do género
Saccharomyces, tém despertado interesse como opc¢ado terapéutica em diversas doencas

(59-62).

1.6. SACCHAROMYCES CEREVISIAE A-UFMG 905

A levedura S. cerevisiae UFMG A- 905, isolada durante o processo de producao
da cachaca brasileira, quando administrada a camundongos atingiu niveis populacionais
potencialmente funcionais no trato gastrointestinal, reduziu a translocacdo bacteriana
e foi capaz de proteger contra infecgGes por Salmonella Typhimurium e Clostridium
difficile (62).

Além disso, a levedura mostrou maior resisténcia ao estresse mecanico em
situacGes compativeis com as encontradas no trato gastrointestinal, e foi capaz de
diminuir os niveis de inflamagdo no figado e no célon. Quanto ao seu potencial de
modulagdo do sistema imune, a levedura foi capaz de aumentar os niveis de IL-10 e IgA
secretdria em camundongos saudaveis e diminuir os niveis de IL-6, TNF-a e IFN-gama,
através da modulac¢do de vias de sinalizagao, tais como as vias do NF-kB, AP-1, e MAPK
(60, 62-65).

Nossos resultados prévios demonstraram que a administracao de S. cerevisiae
UFMG A-905 antes da sensibilizagdo com ovalbumina (OVA) atenuou as caracteristicas
de asma em um modelo animal, demonstrado pela redu¢dao da HPB, redugdao do niumero
total de células e de eosindfilos no LBA e pela diminui¢ao de citocinas inflamatdrias no
LBA, e restauragao dos niveis de IL-10 e IFN-gama no pulmao de camundongos asmaticos
(59). Além disso, a administracdo didria e em dias alternados da levedura reduziu
significativamente a HPB (66). Adicionalmente, a levedura quando inativada, e
administrada como um paraprobidtico a camundongos, foi capaz de atenuar a
inflamacdo das vias aéreas, através da reducao do nimero de eosindfilos e os niveis de

IL-5 e IL-13 no LBA, reducdo de muco e aumento os niveis de IL-17A no pulmao (67).
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1.7. TEORIA DE PROGRAMAGAO PRE-NATAL

A teoria de programacgdo pré-natal ou origens desenvolvimentistas da saude e
doenca (DOHaD) propde que eventos adversos ocorridos em fases precoces do
desenvolvimento exercem influéncias sobre o padrdo de saude e doenca ao longo da
vida (68, 69). Nesse sentido, intervencdes precoces, antes mesmo do nascimento, na
microbiota intestinal podem exercer efeito protetor para doencas na vida adulta.
Eventos que modulam a microbiota intestinal de maneira precoce, até o primeiro ano
de vida, tém o potencial de programar fendétipos imunoldgicos persistentes ao longo da
vida (70). Além disso, recém nascidos cujas microbiotas possuem menos espécies
taxondmicas apresentam maiores chances de apresentarem algum tipo de atopia ao
longo da vida (71).

Nesse sentido, considerando a teoria de programacdo pré-natal, existe uma
janela de oportunidades para prevencdo de doengas com intervencgdes no periodo que
compreende as Ultimas semanas de gestacdo até os primeiros anos de vida.
Precocemente, durante a gestacdo, a transferéncia de imunoglobulinas da mae para o
filho ocorre através da placenta. A imunoglobulina G é a Unica capaz de atravessar a
placenta e essa travessia é mediada por receptores FcRn (neonatal Fc receptor)
localizados no sinciciotrofoblasto (célula responsavel pela interface materno-fetal).
Sabe-se que a passagem de IgG é um importante mecanismo de protecao para o recém-
nascido, e contribui para a maturagao do sistema imunoldgico. Este mecanismo resulta
em niveis séricos neonatal de IgG equivalentes aos niveis maternos e com o mesmo
padrdo de reconhecimento de antigeno (72, 73).

Durante a lactagdo ocorre a transferéncia de IgG e IgA pelo leite materno. Vale
ressaltar que ha diferencas entre a absorcao de IgG do leite materno em roedores e
humanos; no primeiro ocorre transporte através do epitélio intestinal diretamente para
a circulagao do neonato, através de um receptor de IgG parecido com o encontrado na
placenta. Ja em humanos, os anticorpos oriundos do leite materno ndo conseguem
atravessar a mucosa intestinal (74). IgA é o subtipo de anticorpo mais abundante no leite
materno. Pressuple-se que a IgA proteja o feto pela exclusdo de patdgenos

oportunistas, por mecanismos de melhora da barreira intestinal, ou promoc¢do do
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crescimento de bactérias benéficas que dificultem a colonizacdo de espécies patdgenas

(75).

1.8. APLICACAO DE PROBIOTICOS NO PERIODO PERINATAL

Alguns trabalhos avaliaram os efeitos da administracdo de algumas cepas
probidticas durante a gestacdo e lactacdo na protecdo contra asma em prole de
camundongos, e obtiveram resultados diferentes, porém promissores. Schabussova e
colaboradores utilizaram o probidtico Lactobacillus paracasei NCC 2461 em um modelo
de asma induzido por pdlen, e encontraram reducdo de eosindfilos no pulmao,
diminuicdo dos niveis de IL-5, e reducdo na inflamacdo pulmonar e secrecdo de muco.
Além disso, encontraram menores niveis de anticorpos especificos para o antigeno e
maior expressdao de mRNA para Foxp3 no pulmao da prole, porém nao houve alteragdo
nos niveis de IgE ou IgG e n3o foi avaliada a HPB (70).

Um outro trabalho utilizou Lactobacillus rhamnosus GG em modelo de asma
experimental induzida por OVA. O probidtico, quando administrado aos camundongos,
foi capaz de reduzir os niveis de TNF-alfa, IFN-gama, IL-5 e IL-10, assim como a
inflamacdo das vias aéreas e peribrénquica. Porém, esse probidtico também ndo alterou
a HPB (76).

Conrad e colaboradores avaliaram a administracdo intranasal de Acinetobacter
Iwoffii F78 no periodo perinatal em um modelo de asma murino. A bactéria protegeu
contra o desenvolvimento de asma, demonstrado pela diminuicdo do influxo de
eosinofilos, linfécitos e HPB (77).

Além disso, estudos clinicos recentes demonstraram que a administracdo de
probidtico perinatal é segura e pode reduzir a prevaléncia de alergia a longo prazo (78,
79).

Como os efeitos dos probidticos sdo também dependentes da espécie e da cepa,
ainda se faz necessario avaliar outros micro-organismos e o melhor momento de sua
administracdao no manejo de doencas alérgicas. Até o momento, nenhum estudo avaliou
os efeitos da administracdo perinatal de leveduras na preven¢ao de asma em prole de

animais.
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2. HIPOTESE

Considerando que a S. cerevisiae UFMG A-905 foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de asma, nés elaboramos a hipdtese que se administrada em fémeas
gestantes ou lactentes, ela pode também prevenir o desenvolvimento da asma na prole

desses animais.
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OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo perinatal da levedura S. cerevisiae UFMG A-

905 na prevenc¢ao da asma induzida por OVA na prole de camundongos.

3.2. EsSPECiFICOS

Administrar a S. cerevisiage UFMG A-905 a camundongos em diferentes

momentos do periodo perinatal (1: antes da concepc¢do, durante a gestacao e a lactacao;

2: durante a gestacdo e lactacdo; 3: somente durante a lactacdo), e, na prole desses

camundongos, avaliar os seguintes parametros:

©)

©)

AlteracGes na hiper-responsividade bronquica;

AlteracGes celulares (contagem celular total e diferencial) no lavado
broncoalveolar;

Producdo de citocinas de perfil Thl e Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-17A) no
tecido pulmonar;

Producdo de IgE especifico para OVA da prole de camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.2. CAMUNDONGOS

Camundongos Balb/c machos e fémeas livres de patdgenos especificos (SPF), de
6-8 semanas foram obtidos no Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de S3o Paulo (FMRP-USP). Apds a climatizacdo dos animais as
condicbes do biotério, em cada gaiola, um macho foi colocado junto a duas fémeas.
Apds uma semana, os animais foram separados e cada fémea prenha foi colocada em
uma nova gaiola. Os machos foram submetidos a eutanasia por cdmara de CO; A prole
macho e fémea foi entdo utilizada no estudo e os animais foram mantidos em isoladores
autoclavados com racdo e agua estéreis sob livre demanda. O projeto foi submetido e
aprovado ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da FMRP-USP de numero

087/2017.

4.3. PROBIOTICO

A levedura S. cerevisiae UFMG A-905 foi utilizada no estudo. A cepa pertence ao
banco de leveduras do Prof. Dr. Carlos Augusto Rosa do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG) e foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Flaviano Martins do ICB-UFMG.

Placas de petri estéreis com meio YPD foram preparadas: extrato de levedura
(concentragdo de 1%) , peptona (concentragdo de 2%) e glicose (concentragao de 2%).
N3do havendo contaminac¢do nas placas, 50 ul da levedura em estoque a -802C foram
adicionados e mantidos a 37°C por 48h. Apds o crescimento, algumas col6nias foram
transferidas para 50 ml de meio YPD liquido e mantidas a 37°C por 24h, sob agitacao
constante de 150 rpm (pré-inéculo). O pré-inéculo foi entdo transferido para 450 ml de
meio YPD e mantido a 37°C por 24h, sob agitacdao constante de 150 rpm (inéculo). A
contagem das leveduras presentes no indculo foi realizada em camara de Neubauer com
azul de tripan e o inéculo foi armazenado a 4°C no mesmo meio YPD utilizado para seu
crescimento.

Para determinar o numero de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes

no indculo, de 30 a 300 leveduras foram plagueadas em meio YPD, em duplicata, e
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mantidas a 37°C por 48h. Apds a determinacdo do numero de UFC, o inéculo foi
concentrado para se obter uma solu¢do de 10° UFC/ml. Para isso, o indculo foi
centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos, ressuspendido no préprio meio YPD e

armazenado em aliquotas a 4°C por até 30 dias.

4.4. PROTOCOLO DE SENSIBILIZACAO, DESAFIOS E ADMINISTRACAO DO PROBIOTICO

O protocolo de administracdo do probidtico, sensibilizacdo e desafios encontra-
se na Figura 1. Nas duas semanas anteriores a primeira intervencdo, os animais
passaram por processo de ambientacdo as condi¢des do biotério e ao manipulador. Esta
acdo visou prevenir quaisquer situacées novas de estresse para os animais durante a
gestacdo e lactacdo.

Trés grupos de fémeas receberam o probidtico: um grupo o recebeu 10 dias
antes da concepg¢do, durante a gestacao e lactacdo — totalizando 52 dias consecutivos
de gavagem (Grupo CGL); um grupo o recebeu durante a gestacdo e lactacdo —
totalizando 42 dias consecutivos de gavagem (Grupo GL) e outro grupo, recebeu o
probidtico somente durante a lactacdo, durante 21 dias (Grupo LAC). O indculo foi
administrado utilizando uma agulha de gavagem, sendo que em cada dia os
camundongos receberam 100 pl de uma solu¢io contendo 10° UFC/ml de S. cerevisiae
UFMG A-905.

Aproximadamente sete dias apds a jungdao dos machos as fémeas, todas as
fémeas ficaram prenhas. No dia do desmame, 21 dias apds o nascimento, a prole
recebeu a primeira sensibilizagdo intraperitoneal com OVA grau V (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) e alumen (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e, 14 dias apds, foi feita a
segunda sensibilizacdo intraperitoneal. Duas semanas apds a segunda sensibilizacdo, a
prole foi desafiada com 10 pg de OVA diluidos em 50 pL de solugdo salina isotbnica
estéril intranasal por trés dias consecutivos, sob leve anestesia. Os experimentos
ocorreram 24h apds o ultimo desafio. O grupo controle recebeu apenas salina nos
mesmos dias. Assim, cinco grupos de 8 a 10 camundongos por grupo foram estudados,
conforme descritos abaixo e na Figura 1.

o G-CGL: os camundongos fémeas receberam 100 upl da levedura S.
cerevisiae UFMG A-905 por gavagem 10 dias antes da concepc¢ao, durante

a gestacdo e lactagao. A prole foi desafiada e sensibilizada com OVA;
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G-GL: os camundongos fémeas receberam 100 pl da levedura S.
cerevisiae UFMG A-905 por gavagem durante a gestacdo e lactacdo. A
prole foi desafiada e sensibilizada com OVA,;

G-LAC: os camundongos fémeas receberam 100 pl da levedura S.
cerevisiage UFMG A-905 por gavagem durante A lactacdo. A prole foi
desafiada e sensibilizada com OVA;

G-OVA: os camundongos fémeas receberam 100 ul de salina por gavagem
antes da concepcdo, durante a gestacdo e lactacdo. A prole foi desafiada
e sensibilizada com OVA,;

G-SAL: os camundongos fémeas receberam 100 pl de salina por gavagem
antes da concepcdo, durante a gestacdo e lactacdo. A prole foi desafiada

e sensibilizada com salina.



FIGURA 1: PROTOCOLO DE ADMINISTRAGAO DA LEVEDURA, SENSIBILIZACAO E DESAFIOS E GRUPOS DE
CAMUNDONGOS ESTUDADOS
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4.5. MEDIDA DOS PARAMETROS IN VIVO DA FUNGAO PULMONAR

Vinte e quatro horas apds o ultimo desafio, os animais foram anestesiados ip
com xilazina (10 mg/kg) e quetamina (100 mg/Kg), uma canula traqueal foi inserida e
eles foram ventilados com um pequeno ventilador para animais FlexiVent® (Scireq,
Montreal, QC, Canada) com uma frequéncia respiratéria de 150 respira¢cdes/minuto e
PEEP de 3 cmH20. Os animais foram paralisados com brometo de pancurénio ip (1.2
mg/kg) e, somente apds completamente anestesiados e paralisados, as medidas
respiratdrias foram realizadas.

Este ventilador permite a realizacdo de medidas in vivo de diversos parametros
da mecanica respiratéria pela técnica de oscilacdo forcada, com o modelo de
compartimento simples e o modelo de fase constante. Estes dois modelos permitem a
determinacdo da resisténcia e elastancia do sistema respiratorio e também a separacao
das alteracGes nos diferentes compartimentos pulmonares, como vias aéreas e
parénquima (80, 81). Para isso, antes da coleta dos dados de mecanica respiratodria, os
pulmdes sdo insuflados até uma pressao de 27 cmH20 para homogeneizacdo pulmonar.
No modelo de compartimento simples, apenas uma onda sinusoidal em uma frequéncia

Unica é aplicada, sendo entdo utilizada a seguinte equacao:

P (t) = RV(t)+ EV(t)+ PO
Equagao 1

Onde P(t)é a pressdo na entrada do modelo, V(t)é o fluxo de gas, V(t)é o volume
de gas no compartimento eldstico, POé a pressao aplicada de repouso (pressao positiva
expiratoria final), e t é o tempo.

No modelo de impedancia complexo, o pistdo, controlado por um computador,
aplica 13 componentes senoides com frequéncias primas que vao de 1 a 20,5 Hz,
durante um periodo de trés segundos (quick prime-3 perturbation). Regressao linear
multipla é entdo utilizada para ajustar os dados no modelo de fase constante do pulmao,

descrito por Hantos et al, usando a seguinte equacao:

Zin (f) = R + i2pfl + (Gt-iHt)/(2pf)a

Equacao 2
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Onde Zin é a impedancia do sistema respiratdrio, R é a resisténcia das vias aéreas
(resisténcia newtoniana), i representa a unidade imagindria, | é a inertancia
essencialmente igual a do gas nas vias aéreas centrais, Gt reflete a dissipacdo de energia
viscosa no tecido e estd intimamente relacionada com a resisténcia das vias aéreas
periféricas, Ht reflete a energia acumulada no tecido e estd intimamente relacionada
com a elastancia tecidual, a = (2/p)tan-1(Ht/Gt), e f a frequéncia respiratéria.

Foram feitas medidas na condicdo basal e apds a provocacdo com a
administracdo de concentragées crescentes de aerossdis com metacolina (6,25; 12,5; 25
e 50mg/ml) por 10 segundos através de um nebulizador ultrassénico (Hudson RCI,
Teleflex Medical, Temecula, CA, EUA). Os pardmetros respiratérios foram selecionados
das curvas que apresentaram um coeficiente de determinag¢do maior ouiguala 0,9 (COD
>0,9). Foram avaliados e comparados os seguintes parametros: resisténcia total (RRS),

elastancia total (ERS), resisténcia tecidual (G) e elastancia tecidual (H)(82).

4.6. LAVADO BRONCOALVEOLAR

Foi coletado lavado broncoalveolar (LBA) a fim de quantificar a inflamacgdo. Apds
a ventilacdo, o LBA foi coletado duas vezes pela infusdo e aspiracdo de 1 ml de solugdo
salina pela canula traqueal.

As duas amostras do LBA foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante da primeira amostra foi coletado e armazenado a -802C para dosagem de
citocinas. Os precipitados da primeira e segunda amostras foram ressuspendidos em
500 ul de salina estéril e foi realizada a contagem de células totais, coradas com o azul
de trypan. A fim de quantificar as células diferenciais no LBA, 100 pl da amostra foi
centrifugada a 400 rpm por 3 minutos em centrifuga tipo cytospin (Cytospin IV, Thermo
Scientific, Runcorn, Cheshire, EUA), e as laminas foram coradas por coloracdo de
Pandtipo Rapido (Labroclin, Pinhais, PR, Brasil). Foram contadas 300 células

inflamatodrias de cada amostra.

4.7. COLETA E PROCESSAMENTO DO SORO

Apds a coleta do LBA, foi coletado sangue do ventriculo direito, que foi

centrifugado a 3300 rpm por 22 minutos a 49C, e o soro separado e armazenado a -80°C.
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4.8. COLETA DO PULMAO

Apds a coleta do sangue, a caixa toracica foi aberta e foram infundidos 5 ml de
solucdo salina no coracdo para retirada do sangue dos pulmdes. O pulmao direito foi
extraido e armazenado em RNAlater (Qiagen, Austin, TX, EUA) para preparacdo do
homogenato pulmonar e dosagem de citocinas. O Iébulo esquerdo foi insuflado com

formol 10% e armazenado para processamento posterior.

4.9. PROCESSAMENTO DO PULMAO

O homogenato foi preparado a partir do pulmdo armazenado em RNAlater
(Qiagen, Austin, TX, EUA). Para isso, 50 mg de pulmdo foram pesados numa balanca de
precisdo e foram adicionados em 1 ml de uma solucdo estéril contendo inibidor de
proteases (Complete EDTA-free, Roche, Mannheim, Germany). O érgdo foi processado
utilizando um homogeneizador de tecido (Omni International, Kennesaw, GA, EUA).
Apo6s, foi centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e

armazenado a -80°C.

4.10. DOSAGEM DE CITOCINAS INFLAMATORIAS NO HOMOGENATO DO PULMAO

As citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-17A foram dosadas no homogenato do
pulmao por ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay), de acordo com as instrugdes
dos fabricantes — BD Biosciences (Biosciences, San Diego, CA, USA) e eBioscience

(eBiosciences, San Diego, CA, USA).

4.11. DOSAGEM SERICA DE ANTICORPOS IGE ANTIOVALBUMINA

Foi feita a quantificacdo de IgE especificas para ovalbumina (IgE anti-OVA) por
protocolo de ELISA modificado (Biosciences, San Diego, CA, USA). Resumidamente, foi
utilizada uma placa de 96 pocos de poliestireno (Corning Incorporated — Corning, NY),

em que foi adicionado a cada pogo, 50 ul de OVA diluida em solugdo tampao (10 pl/ml),
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e incubado overnight, a 42C. Apds, foram seguidas as instru¢des do fabricante para

detecgdo dos anticorpos especificos para OVA (83).

4.12. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism versao
7.04 (Graphpad Software, San Diego, CA, EUA). Para comparacdo entre grupos foram
utilizadas as analises de variancia One Way ANOVA e Two Way ANOVA. Apds, foi
utilizado o pos-teste de Bonferroni. Foi considerado significativo um valor de p<0,05. As

variaveis continuas foram expressas como média e desvio padrao.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIAGCAO IN VIVO DA HIPER-RESPONSIVIDADE BRONQUICA

Houve um aumento significativo na HPB do grupo OVA quando comparado ao
grupo SAL, demonstrado por aumento da G (p<0,01) na dose de 25 mg/ml de metacolina
e aumento da RRS (p<0,0001), ERS (p<0,0001), G (p<0,0001) H (p<0,0001) na dose de 50
mg/ml de metacolina (Figura 2).

A administracdo do probidtico antes da concepcdo, durante a gestacdo e
lactagdo (Grupo CGL) reduziu significativamente a HPB na prole, quando comparado ao
grupo OVA, demonstrado pela diminuicdo da RRS nas doses de 6.25 mg/ml (p<0,05) e
50mg/ml (p<0,01) de metacolina e diminui¢cdo da ERS nas doses de 6.25 mg/ml, 12.5
mg/ml, 25 mg/ml (p<0,05) e 50 mg/ml (p<0,0001) de metacolina (Figura 2).

A prole das fémeas que receberam o probidtico durante a gestacdo e lactacdo
(Grupo GL) apresentou reducdo significativa na HPB, quando comparado ao grupo OVA,
demonstrado pela diminuicdo da RRS nas doses de 6.25 mg/ml (p<0,05) e 50mg/ml
(p<0,001) de metacolina; diminuicdo da ERS nas doses de 6.25 mg/ml (p<0,05) e 25
mg/ml (p<0,05) e 50 mg/ml (p<0,001) de metacolina; diminuicdo (p<0,05) da G na dose
de 50 mg/ml de metacolina e diminui¢do (p<0,05) da H na dose de 50 mg/ml de
metacolina (Figura 2).

A administracdo do probiético durante a lactagdao (Grupo LAC) reduziu também
significativamente a HPB na prole, quando comparado ao grupo OVA, demonstrado pela
diminuicdo da RRS nas doses de 6.25 mg/ml (p<0,01) e 50mg/ml (p<0,001) de
metacolina; diminuicdo da ERS nas doses de 6.25 mg/ml e 12.5 mg/ml (p<0,01), 25
mg/ml (p<0,05) e 50 mg/ml (p<0,001) de metacolina e diminuicdo (p<0,05) da H na dose

de 50 mg/ml de metacolina (Figura 2).



amH2oymL

i H20 il

200 -

37

Figura 2. Avalia¢ao da hiper-responsividade bronquica. Um grupo de camundongos recebeu
Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 antes da concepcao, durante a gestacao e lactacao;
outro grupo recebeu durante a gestacao e lactacdo; e outro, somente durante a lactacdo. A
prole desses animais foi sensibilizada duas vezes com OVA intraperitoneal, com 14 dias de
intervalo, e desafiada com OVA intranasal, uma vez ao dia, por trés dias consecutivos. Vinte e
guatro horas apds o ultimo desafio, foram avaliados os parametros resisténcia total (RRS),
elastancia total (ERS), resisténcia tecidual (G) e elastancia (H). Os resultados sdo expressos
como média e erro padrdo (n= 8 a 10 camundongos). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****

p<0,0001.
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5.2. QUANTIFICACAO DA INFLAMAGAO DAS VIAS AEREAS

Houve um aumento significativo no nimero total de células no LBA do grupo

OVA guando comparado ao grupo SAL (p< 0,001). Ndo houve diferenca estatistica no

numero de células totais no LBA dos grupos CGL e GL em comparacdo ao grupo OVA. A

administracdo do probidtico durante a lactacdo (Grupo LAC) reduziu significativamente
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(p<0,01) o numero total de células no LBA na prole em comparacdo ao grupo OVA

(Figura 3).

Figura 3. Contagem de células totais no lavado broncoalveolar (LBA). Um grupo de
camundongos recebeu Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 antes da concepcdo, durante a
gestagdo e lactagdo; outro grupo recebeu durante a gestac¢do e lactagdo; e outro, somente
durante a lactacdo. A prole desses animais foi sensibilizada duas vezes com OVA
intraperitoneal, com 14 dias de intervalo, e desafiada com OVA intranasal, uma vez ao dia, por
trés dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds o ultimo desafio, foi coletado o LBA para
contagem das células totais. Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo; (n=8a 10
camundongos). *p<0,05; ***p<0,001
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Houve um aumento significativo no numero de eosindfilos (p<0,001) e
macroéfagos (p<0,01) no LBA do grupo OVA quando comparado ao grupo SAL. Ndo houve
diferenca estatistica entre o numero de linfécitos e neutréfilos no grupo OVA quando
comparado ao grupo SAL (Figura 4).

A administracdo do probidtico nos grupos CGL e GL nao reduziu de maneira
significativa o numero de eosindfilos, macréfagos, linfocitos e neutrdfilos na prole
guando comparado ao grupo OVA (Figura 4).

A administracao de S. cerevisiage UFMG A-905 durante a lactagdo (Grupo LAC)
reduziu significativamente (p<0,05) o nimero de eosindfilos e macréfagos no LBA na
prole quando comparado ao grupo OVA. N3o houve diferenca estatistica entre o
numero de linfécitos e neutréfilos no grupo LAC quando comparado ao grupo OVA

(Figura 4).
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Figura 4. Contagem de células diferenciais no lavado broncoalveolar (LBA). Um grupo de
camundongos recebeu Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 antes da concepgao, durante a
gestacdo e lactagdo; outro grupo recebeu durante a gestagdo e lactagdo; e outro, somente
durante a lactacao. A prole desses animais foi sensibilizada duas vezes com OVA
intraperitoneal, com 14 dias de intervalo, e desafiada com OVA intranasal, uma vez ao dia, por
trés dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds o ultimo desafio, foi coletado o LBA para
contagem das células diferenciais e 300 células por animais foram contadas. Os resultados sao
expressos como média e erro padrdo (n= 8 a 10 camundongos). *p<0,05; ***p<0,001
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Houve um aumento significativo (p<0,05) de IgE OVA-especifica no soro do grupo

OVA quando comparado ao grupo SAL. A administracdo do probidtico aumentou
significativamente os niveis de IgE OVA-especifica no grupo CGL (p<0,01) e no grupo GL
(p<0,05), em comparacdo ao grupo OVA. Nao houve diferenca nos os niveis de IgE OVA-

especifica entre os grupos LAC e OVA (Figura 5).
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Figura 5. Dosagem de anticorpo IgE especifico para ovalbumina no soro. Um grupo de
camundongos recebeu Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 antes da concepcao, durante a
gestagdo e lactagdo; outro grupo recebeu durante a gestac¢do e lactagdo; e outro, somente
durante a lactacao. A prole desses animais foi sensibilizada duas vezes com OVA
intraperitoneal, com 14 dias de intervalo, e desafiada com OVA intranasal, uma vez ao dia, por
trés dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds o ultimo desafio, foi coletado o soro para
dosagem de IgE. Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo; (n=5a7
camundongos). *p<0,05; ***p<0,001
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5.4. NivEIs DE IL-5 NO LBAE IL-4, IL-10, IL-13 E IL-17A NO HOMOGENATO PULMONAR

Os valores das citocinas dosadas encontram-se na Figura 6. Os niveis de IL-5 no
LBA do grupo OVA foram significativamente maiores (p<0,0001) quando comparados ao
grupo SAL. Além disso, em comparagdo com o grupo OVA, os niveis de IL-5 foram
significativamente menores nos grupos CGL (p<0,0001), GL (p<0,001) e LAC (p<0,001).

Ndo houve aumento significativo nos niveis de IL-4 no homogenato pulmonar do
grupo OVA quando comparado ao grupo SAL. Houve uma redugdo significativa nos niveis
de IL-4 no homogenato pulmonar dos grupos CGL (p<0,0001), GL (p<0,001) e LAC
(p<0,05), em relagao ao grupo OVA.

Houve uma reducdo significativa entre os niveis de IL-17A no homogenato
pulmonar no grupo OVA quando comparado ao grupo SAL. Nao houve diferenca nos
niveis de IL-17A nos grupos CGL, GL, e LAC, quando comparados ao grupo OVA. Nao

houve diferenca estatistica nos niveis de IL-10 entre os grupos estudados.
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Figura 6. Dosagem de IL-5 no LBA e IL-4, IL-10, IL-13 e IL-17A no homogenato pulmonar. Um
grupo de camundongos recebeu Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 antes da concepcao,
durante a gestacao e lactacdo; outro grupo recebeu durante a gestacao e lactagdo; e outro,
somente durante a lactacdo. A prole desses animais foi sensibilizada duas vezes com OVA
intraperitoneal, com 14 dias de intervalo, e desafiada com OVA intranasal, uma vez ao dia, por
trés dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds o ultimo desafio, foi coletado o lavado
broncoalveolar (LBA) ou pulmé&o para dosagem de citocinas. Os resultados sdo expressos como
média e erro padrdo (n= 8 a 10 camundongos) *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001
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6. DISCUSSAO

Nesse trabalho, nés avaliamos os efeitos da administracdo da levedura S. cerevisiae
UFMG A-905 na prevencdo da asma na prole de camundongos. Para tal, a levedura foi
administrada a trés grupos de camundongos com diferentes protocolos: antes da
concepcao, durante a gestacdo e a lactacao (Grupo CGL); durante a gestacdo e a lactacao

(Grupo GL) e durante a lactacdo (Grupo LAC).

A levedura, quando administrada em camundongos fémeas antes da concepcao,
durante a gestacdo e lactacdo (Grupo CGL) e durante a gestacao e a lactacdo (Grupo GL)
foi capaz de reduzir a HPB e os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 no pulmado. Ja quando foi
administrada somente durante a lactacdo, além de reduzir a HPB e os niveis de IL-4, IL-
5 e IL-13 no pulmao, diminuiu também o infiltrado de células inflamatérias no LBA,
demonstrado pela reducdo no nimero de células totais, eosinéfilos e macrdfagos. Esses

resultados estdo resumidos da Tabela 1.
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Tabela 1: Resumo dos resultados encontrados em cada grupo que recebeu o probidtico,
comparados ao grupo OVA. CGL: grupo que recebeu o probiético antes da concepcao, durante
a gestacdo e lactacdo; GL: grupo que recebeu o probidtico durante a gestacao e lactacdo e LAC:

grupo que recebeu o probiético durante a lactacao.

Grupo
Parametro

CGL GL LAC

Hiper-responsividade NY N

Células totais - -

Eosinofilos - -

| | ¢ «

Macréfagos - -

Neutrofilos - - -

Linfocitos - - -

IgE dN T
IL-4 NE N%
IL-5 NE N%

IL-10 = = =

IL-13 J NE N%
IL-17A - - -

A asma é uma doenca inflamatdria crénica, cuja prevaléncia tem aumentado nos
ultimos anos. Segundo dados do Centro de Controle de Doengas (CDC) Norte-
Americano, no ano de 2015 ocorreram 1.7 milhdo de internagdes emergenciais por
asma, e um custo de USS1.500 por paciente (15). O aumento da prevaléncia da asma
ocorre ao passo que as comunidades se tornam cada vez mais urbanizadas e

desenvolvidas (84).

Devido ao aumento na prevaléncia da asma, novos abordagens terapéuticas sao
necessarias. Nesse sentido, os probidticos, por apresentarem efeitos benéficos na
maturacao e proliferacao de células do sistema imune, sdo uma estratégia promissora
para reduzir a incidéncia de doencas alérgicas. Estudos com probidticos em humanos
para a prevencao de doencas alérgicas ainda apresentam resultados divergentes, porém

promissores. Em estudos clinicos, doengas como dermatite atdpica, eczema e rinite
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alérgica foram prevenidas, ou tiveram seus sintomas diminuidos, apds a administragao

de diferentes cepas de probiéticos —como o L. rhamnosus GG, B. lactis e B. animalis (85).

Em relacdo a aplicacdo de probidticos para a prevencdo da asma em estudos clinicos,
a sua utilizacdo ndo apresentou resultados significativos até momento. Porém, diversos
estudos experimentais tém demonstrado um bom potencial para a prevencdo da asma

(55, 57, 59, 86, 87).

Nesse sentido, levando em consideracdo os resultados positivos encontrados em
estudos com probidticos como a S. cerevisiae UFMG A-905 (59, 66, 67), utilizada nesse
estudo, a prevencdo da asma poderia ser avaliada em diversas momentos, como em
criancas, durante os primeiros anos de vida, e durante a gestacao e a lactacdo. O periodo
pré-natal e os primeiros anos de vida destacam-se como oportunidades de intervencdo
no manejo e prevencao de doencas alérgicas, tendo em vista a alta plasticidade da
microbiota intestinal além da perduracdo dos efeitos da aplicacdo de probidticos até a

vida adulta (88).

Em nosso estudo, nds avaliamos a administracdo da levedura S. cerevisiae UFMG A-
905 na prevencdo da asma na prole de camundongos. A fim de investigar os efeitos do
probidtico em diferentes momentos do periodo perinatal, camundongos fémeas
receberam o probiético em trés momentos diferentes: antes da concepg¢ao, durante a
gestacao e lactagao (Grupo CGL), durante a gestagao e a lactagdo (Grupo GL) e somente
durante a lactagdo (Grupo LAC). Os grupos OVA e Salina receberam apenas salina

durante esses mesmos periodos.

Em relagdao ao modelo de asma utilizado, os animais do grupo OVA apresentaram
aumento significativo na HPB, no numero de células totais, eosindfilos, macréfagos,
neutrdfilos, nos niveis de IL-5 no LBA e de IL-4, IL-13 e IL-17A no pulmao, e IgE no soro,
quando comparados ao grupo Salina, o que demonstra que o modelo de asma

experimental estava adequado.

A HPB, caracteristica central da asma, pode ser definida como uma junc¢ao de hiper-
reatividade, definida como um aumento na “intensidade da broncoconstricdo em
resposta ao estimulo, medida pela inclinacdo da curva dose-resposta” e da

hipersensibilidade, definida como “diminuicdo na quantidade do estimulo necessario
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para provocar o nivel de broncoconstricdo desejado, medida pelo desvio da curva dose-

resposta para a direita” (89).

Em humanos, é utilizado o teste de broncoprovocacdo a fim de se determinar a
presenca da HPB. Em modelos animais, a HPB é avaliada por métodos diferentes. Nesse
estudo, utilizamos o broncoconstritor metacolina, e o Flexivent® um ventilador para
pequenos animais que utiliza a técnica de oscilacdo forcada e permite a realizacdo de

medidas diretas in vivo da mecanica respiratéria.

Poucos estudos avaliaram a HPB na prole de camundongos que receberam
probidticos durante o periodo perinatal. Em nosso trabalho, a administracdo do
probidtico em todos os protocolos (grupo CGL, Grupo GL e Grupo LAC) reduziu a HPB,
demonstrada em diversos parametros e doses de metacolina. A reducdo da HPB pode
ser explicada pela reducdo das citocinas pré-inflamatérias IL-4, IL-5 e IL-13, encontrada
no pulmdo dos camundongos dos grupos CGL, GL e LAC, e de células totais no grupo

LAC.

Blumer e colaboradores utilizaram L. rhamnosus GG, via gavagem, antes da
concepcgdo, durante a gestacdo e lactacdo, a fim de prevenir asma na prole de
camundongos. Nesse estudo, a HPB foi avaliada pelo método de pletismografia e ndo
houve diferencas significativas entre o grupo que recebeu o probidtico e o grupo que
nao recebeu (90). A pletismografia, método utilizado por Blumer, ndo é considerado
ideal, por realizar as medidas de maneira indireta e nao fornecer dados fidedignos

relativos a resisténcia das vias aéreas (82).

Em outro estudo, A. Iwoffii F78 foi administrada intranasal no periodo perinatal, 11,
9, 6, 4, 2 dias antes do acasalamento e em dias alternados durante a gestacao, em um
modelo experimental de asma induzida por OVA e a HPB foi avaliada por pleistimografia.
Assim como em nosso estudo, a HPB foi significativamente menor no grupo que recebeu
o probidtico, quando comparado ao grupo que nao recebeu o probidtico. Os autores do
estudo sugerem que a A. Iwoffii F78 exerca a transferéncia de protecao da mae para o
feto através do aumento da expressao de receptores toll-like no pulmao materno em
conjunto com a indugdo de uma resposta inflamatéria local com perfil Thl
predominante (77). Vale ressaltar que o modo de administracdo do estudo citado e do

presente estudo diferem. No entanto, o reconhecimento de bactérias e de fungos
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acontece via receptor toll-like, o que pode desencadear efeitos similares, como por
exemplo a ativacdo de células B, e desencadeamento da resposta imune adaptativa (91,

92).

Em relagdo a quantificagao de células no LBA, ao contrdrio da redugdao encontrada
na HPB dos grupos CGL e GL, o numero de células totais, eosinéfilos, macréfagos,
neutrofilos e linfocitos no LBA dos animais desses grupos ndo sofreu reducdo
significativa com a administracdo da levedura. Porém, quando a S. cerevisiae UFMG A-
905 foi administrada somente durante a lactacdo (Grupo LAC) foi capaz de reduzir o
numero total de células, eosindfilos, macrofagos no LBA da prole, quando comparado
a0 grupo que nao recebeu o probidtico. Uma das possiveis explicacdes pode ser que a
administracdo prolongada de probidtico possa ter induzido a tolerdncia. Em nosso
conhecimento, nenhum estudo avaliou especificaste se exposicdo a cronica a

probidticos pode causar tolerancia ou taquifilaxia a longo prazo (93).

Semelhante aos nossos achados, no estudo citado acima, em que a A. Iwoffii F78 foi
administrada intranasal, os autores avaliaram os efeitos apds a exposicdo aguda e
cronica ao probidtico e também identificaram uma resposta mais eficiente no grupo que
recebeu o probidtico por menos tempo. Nesse estudo, as vias aéreas maternas
demonstraram adaptacao parcial a exposicdo cronica ao probidtico, visto que
neutrdfilos e linfocitos ndo foram detectados no LBA apds 5 semanas de tratamento

(77).

Diferentemente de nossos achados, no estudo citado anteriormente, em que L.
rhamnosus GG foi administrado antes da concepcgao, durante a gestacao e lactagao e
somente antes da concepc¢do e durante a gestacdo, houve reducdo no infiltrado de
células totais, de eosindfilos e macréfagos no LBA da prole desses animais (90). Diversos
estudos ja demonstraram que o efeito dos probidtico depende de diversos fatores,

como a espécie e dose utilizadas (53, 54, 94-96).

Schabussova e colaboradores administraram L. paracasei NCC 2461 a camundongos
fémeas durante a ultima semana de gestacdo e até o dia do desmame, e encontraram
reducdo no nimero de eosindfilos no LBA na prole do grupo que recebeu o probidtico,

quando comparado a prole dos camundongos que receberam salina (70).
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Nossos resultados prévios com a S. cerevisiae UFMG A-905 demonstraram que a
levedura viva e na forma de paraprobidtico, inativada pelo calor, quando administrada
a camundongos machos foi capaz de reduzir o nimero total de células e de eosindfilos
no LBA em um modelo de asma experimental induzido por OVA (59, 67). Assim, uma
possivel explicacdo é que a acdo dessa levedura na reducdo de células inflamatérias no

LBA seja dependente de sua administragdo direta, viva ou inativa.

Os eosinodfilos sdo importantes células efetoras do sistema imune, e sdo essenciais
na resposta contra parasitas. No entanto, podem ser prejudiciais ao epitélio do pulmao
no processo alérgico inflamatdrio, como acontece na asma, por exemplo (97). Um
aumento dos eosindfilos séricos e no escarro induzido de pacientes asmaticos esta
diretamente associado com piora nos sintomas e disfuncdo das vias aéreas (98). Devido
a importancia dos eosindfilos na fisiopatologia da asma, alguns tratamentos com alvo
nessas células vém sendo propostos a fim de se manejar os sintomas — como
antagonistas de receptores de membrana presentes nos eosindfilos e bloqueadores de

adesdo (98).

O papel dos macrofagos encontrados nas vias aéreas de pacientes asmaticos é
controverso. Alguns autores indicam que a presenga de macréfagos no pulmado,
dependendo do compartimento em que estd localizado, pode ter agdo anti ou pré-
inflamatéria, visto que a deple¢do de macréfagos alveolares em modelo animal de asma
levou a atenuagao da reposta alérgica Th2 e aumento de Th1. Em contrapartida, outros
estudos mostram que a deple¢do dos macrdéfagos alveolares pode causar um aumento

da resposta imune Th2 (99).

Outro parametro avaliado nesse estudo foram os niveis séricos de IgE especificas
para OVA. A IgE possui papel central nas doencas alérgicas inflamatdrias cronicas, visto
que em individuos com predisposicao a atopia, a exposi¢cao a alérgenos resulta em
aumento do anticorpo especifico para o alérgeno, que se liga a células efetoras como
mastdcitos e basoéfilos. Em um segundo contato com o alérgeno, as células sensibilizadas

degranulam-se e liberam substancias toxicas ao epitélio pulmonar (100, 101).

Em nosso estudo, houve um aumento significativo da IgE OVA-especifica no grupo
OVA, quando comparado ao grupo Salina, o que demonstra que o modelo experimental

de asma proposto funcionou. Porém, houve um aumento significativo da Igg OVA-
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especifica nos grupos que receberam a levedura antes da concepg¢do, durante a gestacao
e lactacdo (Grupo CGL) e durante a gestacdo e a lactacdo (Grupo GL), quando comparado
ao grupo OVA. O resultado encontrado é inesperado, visto que nesses grupos a
administracdo do probidtico foi capaz de reduzir a HPB, e os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13
no pulmao. No grupo que recebeu o probidtico somente durante a lactacdo (Grupo LAC),
ndo houve alteracdo nos niveis de Ige OVA-especificas, quando comparado ao grupo

OVA.

Alguns trabalhos ja avaliaram os niveis de IgE especificas para OVA na prole apods a
administracdo de probidticos a camundongos fémeas no periodo perinatal, com
resultados semelhantes ao que encontramos. Os probidticos L. rhamnosus GG, L.
paracasei NCC 2461 e A. Iwoffii F78 quando administrados no periodo perinatal ndo
reduziram os niveis séricos de IgE OVA-especificos na prole (90) (70) (77). Esses achados
corroboram a hipdtese que a prevencdo da asma na prole ndo ocorre por alteracdo na

sensibilizacdo a alérgenos.

A administracdo da S. cerevisiae UFMG A-905 a camundongos machos, antes da
sensibilizacdo e concomitante aos desafios, em um modelo murino de asma induzido
por OVA, também ndo reduziu de maneira significativa os niveis séricos de IgE OVA

especificos (59).

O aumento encontrado nos niveis de IgE dos grupos CGL e GL foi um achado
inesperado em nossos experimentos. Visto que os mecanismos envolvidos no efeito
protetor e anti-inflamatério da S. cerevisiae UFMG A-905 nao foram completamente
elucidados, uma possibilidade é que o mecanismo de a¢do possa ser independente de
células B ou ndo ser potente o suficiente para anular os efeitos da sensibilizacdo ao
alérgeno, como descrito por Conrad e colaboradores (102). Desse modo, mais estudos
voltados para a investigacdo de leveduras na sensibilizacdo alérgica devem ser

realizados.

Sabe-se que na asma ha uma predominancia ou desvio de resposta imune para um
perfil Th2, caracterizado pela secre¢ao de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-4, IL-5 e
IL-13 (14). A administracdo da S. cerevisiae UFMG A-905 reduziu os niveis de IL-5 no LBA,
e de IL-4 e IL-13 no homogenato do pulmado dos animais dos grupos CGL, GL e LAC. A

reducdo das citocinas encontrada neste estudo, na prole dos animais que receberam o
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probidtico, corrobora com estudos anteriores do nosso grupo, em que a levedura
qguando administrada via gavagem a camundongos machos antes da sensibilizacdo e
concomitante aos desafios, foi capaz de reduzir de IL-4 no LBA, e IL-5 e IL-13 no
homogenato pulmonar. Além disso, quando administrada inativada, na forma de
paraprobidtico, a levedura foi capaz de reduzir IL-5 no LBA e IL-13 no homogenato do

pulmao de camundongos (59, 67).

O uso do probidtico no Grupo LAC apresentou melhores resultados nos parametros
avaliados, visto que a administracao do probidtico somente durante a lactacdo foi capaz
de além de reduzira HPB, IL-5no LBA e IL-4 e IL-13 no pulmao, reduzir também o nimero
total e de eosindfilos e macréfagos no LBA. Vale ressaltar que os grupos CGL e GL
também receberam o probidtico durante a lactacdo, mas a administracdo da levedura

iniciou-se 10 dias antes da concepg¢do e no dia da concepc¢do, respectivamente.

A lactacdo parece ser periodo chave no efeito anti-inflamatério de probidticos,
transmitido da mde para a prole. No estudo ja citado acima, de Blumer e colaboradores,
camundongos fémeas receberam L. rhamnosus GG em dois periodos diferentes. O
primeiro grupo recebeu o probidtico dez dias antes da concepc¢do, durante a gestacao
(suplementacdo perinatal) e o segundo, dez dias antes da concepc¢do e somente durante
a gestacao (suplementacao pré-natal). A prole do grupo que ndo recebeu o probidtico
durante a lactagao apresentou reducdao da inflamagao das vias aéreas, no entanto, a
reducdo do numero de células totais e de eosindfilos foi mais acentuada no grupo que
também recebeu o probidtico durante a lactagdo (90).

No entanto, no estudo em que A. Iwoffii F78 foi utilizada, o probidtico ndo foi
administrado durante a lactacdo e o probidtico administrado somente antes da
concepc¢ao e em dias alternados durante a gestacdo foi capaz de prevenir a asma na
prole (77).

Vale ressaltar que os estudos citados acima foram feitos com diferentes cepas de
probidticos, e sabe-se que os probidticos possuem mecanismos de acdao diferentes,
podendo agir por vias de sinalizacdo distintas, sendo cepa-dependente. Desse modo,
dependendo do mecanismo de acdo de uma determinada cepa, os seus efeitos podem
ser dependentes por exemplo da passagem de anticorpos pela placenta, ou pela inducao
da producado de citocinas anti-inflamatdrias como INF-gama, ou dependente receptores

toll-like maternos. Além disso, a exposicao da prole ao probidtico causou modifica¢des
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na acetilacdo de alguns genes relacionados a resposta imune, fazendo com que os
animais que foram expostos durante a gestacdo, desenvolvessem menos alergia ao
entrar em contato com o alérgeno nas primeiras semanas de vida (77).

Durante a gestacdo, devido a imaturidade do sistema imune do feto, a mae
confere protecdo, através da transferéncia de imunoglobulinas pela placenta e, outros
fatores antimicrobianos encontrados no liquido amnidtico (103). As ultimas semanas de
gestacdo e as primeiras semanas de vida parecem oferecer uma janela de oportunidades
para intervencdes na modulacdo do sistema imune, e a exposicdo a ambientes rurais,
por exemplo, durante a gestacdo parece ter efeito protetor mais potente, quando
comparado a exposicdo pds-natal (20, 104, 105).

A janela de intervencOes justifica-se pela alta plasticidade caracteristica do
recém-nascido nesse periodo, dada a demanda de adaptacdo ao novo ambiente e ao
contato com microorganismos e antigenos estranhos a seu sistema imune (106).

Algumas limitacoes desse trabalho foram: a auséncia de um grupo de animais
em que o probidtico fosse administrado somente durante a gestacao; a auséncia da
colonizacdo das fezes da prole; e dosagem de anticorpos séricos da prole como IgG1l e

1gG2.
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7. CONCLUSAO

A levedura Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905, quando administrada no periodo
perinatal, foi capaz de atenuar as principais caracteristicas da asma na prole de
camundongos. Além disso, os efeitos da levedura foram mais robustos quando ela foi
administrada somente durante a lactacdo. Desse modo, a Saccharomyces cerevisiae

UFMG A-905 apresenta grande potencial terapéutico para a prevencdo da asma.
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