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RESUMO

A sepse ¢ uma sindrome clinica muito comum, atingindo também a
populagdo pediatrica. E considerada uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em recém-nascidos prematuros. A caracteristica
marcante dessa doenca é o desequilibrio da resposta inflamatéria. Tem
sido proposta uma relacdo entre sistema imunoldgico € o microbioma.
Este estudo tem como objetivo investigar os efeitos dos simbioticos sobre
a inflamacdo sistémica induzida em modelo animal de sepse pediatrica.
Os animais foram suplementados por 15 dias consecutivos com prebidtico
fruto-oligossacarideos (FOS), probidticos (bifidobacterium bifidum,
lactobacillus rhamnosus, lactobacillus casei, lactobacillus acidophilus)
ou simbidticos. No 15° dia os animais foram submetidos a inducdo de
endotoxemia pela administracdo de lipopolissacarideo de Escherichia coli
(LPS). Posteriormente avaliou-se o dano oxidativo, através da
mensuracdo dos niveis de TBARS, carbonil e nitrito/nitrato e a
inflamagdo sistémica através da atividade de mieloperoxidase (MPO) e
citocinas IL-1, IL-6 ¢ TNF-a, em cérebro, rim, pulméo e intestino. Foi
determinada também a presenga de crescimento bacteriano nos
linfonodos mesentéricos. Em seguida, avaliou-se o papel da microbiota
intestinal através de transplante de microbiota fecal (TMF), em dois
modelos de sepse, LPS e zimosan. Os animais doadores de fezes
receberam suplementagdo prévia de duas cepas de probidticos
(lactobacillus rhamnosus ¢ casei), por 15 dias consecutivos. Avaliou-se
os mesmos pardmetros de dano oxidativo e inflamacdo sistémica ja
citados e nos mesmos tecidos, avaliou-se a lesdo tissular através de
histologia. No geral, os resultados mostram que o tempo de tratamento de
15 dias teve um efeito protetor mais eficaz do que o tempo de sete dias.
Quando avaliado o papel protetor das diferentes cepas de simbidticos,
percebe-se que em cada tecido, e em cada marcador, as cepas tiveram
comportamentos diferentes. Observa-se no tecido intestinal que os
simbidticos parecem ter um maior efeito protetor nos marcadores
avaliados. Ja no tecido pulmonar esse efeito parece ser uma consequéncia
dos lactobacillus rhamnosus. No tecido renal destaca-se os lactobacillus
casei, acidhophilus e os simbioticos (conforme o marcador avaliado).
Entretanto, no cérebro fica menos evidente qual cepa teve a maior
participacdo na protecdo desse tecido. Quando avaliado o papel da
microbiota intestinal através do TMF, observa-se que todos os
tratamentos com transplante fecal tiveram efeitos protetores,
independente da administragdo prévia de probidticos aos grupos doadores
de fezes. Os resultados demonstram que as cepas probidticas diferem s






ignificativamente entre si, tendo diferentes efeitos sobre a saude do
hospedeiro. Sendo assim, ndo se pode extrapolar os resultados obtidos
entre diferentes cepas. E importante ressaltar o papel da microbiota
intestinal per se, pois os resultados do presente estudo mostram uma
protegdo, sobre os parametros inflamatérios e de dano oxidativo, no TMF,
independente da administragdo prévia de probidticos. Com base nestes
resultados pode-se concluir que os simbidticos e 0 TMF podem oferecer
um beneficio imunomodulatorio adicional ao tratamento medicamentoso,
e assim podendo ser uma nova alternativa teraputica em pacientes
pediatricos com sepse.

Palavras-chave: Sepse pediatrica. Probidticos. Simbioticos. Transplante
de microbiota fecal.






ABSTRACT

Sepsis is a very common clinical syndrome, also affecting pediatric
population. It is considered one of major causes of morbidity and
mortality in premature newborns and has a complex and challenger
treatment. The main characteristic of this condition is the imbalance of
inflammatory response. A relation between immune system and
microbiome has been proposed. This study aimed to investigate the
effects of synbiotics on systemic inflammation induced in animal models
of pediatric sepsis. Animals were supplemented for 15 consecutive days
with prebiotic fructo-oligosaccharides (FOS), probiotics (bifidobacterium
bifidum, lactobacillus rhamnosus, lactobacillus casei, lactobacillus
acidophilus) or synbiotics. On the 15" day, animals were induced to
endotoxemia by administering lipopolysaccharide from Escherichia coli
(LPS). Afterwards, oxidative damage was evaluated by measuring
TBARS, carbonyl and nitrite/nitrate and systemic inflammation over the
myeloperoxidase activity (MPO) and cytokines (IL-1, IL-6 and TNF-a)
on the brain, kidney, lung and intestine. Bacterial growth on mesenteric
lymph nodes was also determined. Next, the role of intestinal microbiota
through fecal microbiota transplant (FMT) in two models of sepsis, LPS
and zymosan were evaluated. The fecal donor animals received previous
supplementation of two probiotic strains (lactobacillus rhamnosus and
lactobacillus casei) for 15 consecutive days. The same parameters of
oxidative damages and systemic inflammation already mentioned were
evaluated, such as tissues and also tissue injury through histology.
Overall, results showed that treatment time of 15 days had a more
protective effect than 07 days. Once evaluated the protective role of the
different synbiotic strains, it was observed the strains had different
behaviors on each tissue and in each marker. It was noticed synbiotics
seem to have a greater protective effect on the evaluated markers on the
intestinal tissue. On lung tissue, yet, this effect seems to be a consequence
of lactobacillus rhamnosus, lactobacillus casei, lactobacillus
acidhophilus and synbiotic (according to the evaluated marker) stand out
on renal tissue. However, on the brain, there was no significant difference
on which strain had a more effective protection. Evaluated the role of the
intestinal microbiota through FMT, all fecal transplant treatments have
been shown to have protective effects, independently of previous
administration of probiotics to fecal donor groups. Results showed
probiotic strains differ significantly from each other, having different
effects on host health. Therefore, results obtained between different
strains cannot be extrapolated. It is important to emphasize the role of the






intestinal microbiota per se, as results of the present study showed a
protection on inflammatory parameters and oxidative damages in FMT,
independent of previous administration of probiotics. Based on the
results, it can be concluded that synbiotics and FMT may offer an
additional immunomodulatory benefit to medical treatment and thus may
be new therapeutic approach in pediatric patients with sepsis.

Key words: Pediatric sepsis. Probiotics. Symbiotic. Fecal microbiota
transplant.
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1 INTRODUCAO
1.1 SEPSE PEDIATRICA

Todo processo infeccioso desencadeia uma resposta inflamatoria
do hospedeiro, cuja magnitude pode variar de individuo para individuo.
A interagdo complexa entre organismo e o agente causador resulta no
processo fisiopatoldgico que antigamente era definido como septicemia e
hoje é denominado como sepse (Vicent e Korkut, 2008). A sepse ¢ uma
sindrome clinica muito comum, com alta morbidade ¢ mortalidade, e
tratamento complexo, que demanda muitos recursos humanos e
equipamentos, gerando altos custos na area da saude (Angus et al., 2011;
Lagu et al., 2012; Mayr et al., 2014). Acredita-se que a incidéncia
mundial possa ser de aproximadamente 19 milhdes de casos ao ano
(Angus e Van der Poll, 2013).

A sepse € uma das patologias mais desafiadoras da medicina.
Acarretando esfor¢os consideraveis para uma melhor compreensio da
caracteristica marcante dessa doenca: o desequilibrio da resposta
inflamatoria (Angus et al., 2011). Apesar de sua importancia ¢ da
demanda de recursos, seu diagnostico ainda ndo ocorre em tempo habil,
deixando margem para a ocorréncia de disfun¢do de multiplos 6rgdos e
sistemas. Seu manejo sofreu profundas mudangas na ultima década,
havendo hoje inimeras orientagdes com base em evidéncias advindas de
estudos clinicos e experimentais (O’Brien et al., 2007; Dellinger et al.,
2013). Essa patologia também atinge a populagdo pediatrica, sendo
considerada uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
recém-nascidos prematuros, sendo responsavel por até 40% dos obitos
neonatais nos paises em desenvolvimento (WHO, 1999). Atualmente, as
pesquisas, clinicas ou experimentais, concentram-se principalmente na
populacdo adulta, onde os resultados obtidos sdo frequentemente
extrapolados para a populagdo pediatrica (Levy et al., 2003).

Baseadas em conceitos de sepse para a populagdo adulta, em 2005
o International Pediatric Sepsis Consensus Conference (IPSCC) publicou
definigoes direcionadas para a populagdo pediatrica, como diferencas em
alguns parametros de diagnodsticos. Apesar da relevancia do tema, até essa
data ndo havia consenso em relagdo as definicdes de sepse para a
populagdo pediatrica. A dificuldade para o estabelecimento de um
consenso relaciona-se ao carater dindmico e complexo da doenga ¢ a
certas peculiaridades da infancia (Goldstein et al., 2005; Kuch et al,
2005).
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Estima-se um custo anual de 1,97 bilhdo de ddlares gastos com os
cuidados da sepse pediatrica (Stoll, 1998; Despond et al.,2001; Watson,
2003; Goldstein et al., 2005). Esta representa uma das principais causas
de internagdo e 6bito em UTI. O estudo multicéntrico Progress revelou
taxas de letalidade de 56% no Brasil, em paises em desenvolvimento 45%
e em paises desenvolvidos 30%. A taxa de mortalidade em criancas com
sepse grave alcanga 20% em paises desenvolvidos e pode chegar a 50%
em paises em desenvolvimento (Oliveira et al., 2008).

1.1.1 Definicdo e Epidemiologia

A sepse pode ser definida como uma sindrome em pacientes com
infecgdo documentada ou presumida, associada a manifestagoes
sist€émicas gerais, desencadeada por variaveis relacionadas a resposta
inflamatoria, macro ¢ micro-hemodinamicas que levam as disfun¢des de
multiplos orgdos (Dellinger et al., 2013). No contexto destas variaveis,
encontra-se o conceito de Sindrome da Resposta inflamatoria Sistémica
(SIRS), cujos sinais clinicos sozinhos ndo conseguem distinguir resposta
inflamatoria estéril ou decorrente de infeccdo (Vincent, 2013). Mais
recentemente foi redefinido o conceito de sepse e choque séptico, com
énfase em determinar a presenca de disfuncdo de orgdos, o que levaria a
um maior risco de mortalidade, do que simplesmente uma infecgdo
associada a, que pode refletir apenas uma inapropriada resposta do
hospedeiro, frequentemente adaptativa. Uma visdo consistente com o fato
de que os defeitos celulares alicercam anomalias fisiologicas e
bioquimicas em sistemas de orgdos especificos. Assim, entende-se a sepse
como uma disfun¢do de oOrgdos causada por resposta desregulada do
hospedeiro a infecgdo e com risco de vida (Singer et al., 2016).

1.1.2 Fisiopatologia — Aspectos Basicos

A fisiopatologia da sepse € uma complexa interagdo entre micro-
organismos infectantes e as respostas imunes, pro-inflamatorias e pro-
coagulantes do hospedeiro (Bone, 1996; Hotchkiss e Karl, 2003). A sepse
pode ser uma consequéncia indireta da atividade de mediadores
inflamatorios derivados do hospedeiro, ¢ ndo resultante de uma acdo
direta dos micro-organismos ou de seus produtos (Marshall, 2003). Os
papéis de alguns mediadores na patogénese da doenca ja estdo bem
esclarecidos, sendo que esses mediadores podem induzir grandes
alteracOes na fisiologia da vasculatura e dos 6rgdos. Dentre os mediadores



13

envolvidos na génese destacam-se as citocinas e as espécies reativas de
oxigénio (ERO) (Portella 2010).

As bactérias multiplicam-se no foco primario, podendo atingir
outros orgdos e sistemas através da corrente sanguinea, instalando-se
assim o quadro séptico. O sistema imune do hospedeiro, em resposta as
toxinas bacterianas, participa da lesdo tecidual associada a sepse. A
resposta depende da capacidade de reconhecimento e neutralizagdo do
micro-organismo na corrente sanguinea e nos tecidos.

Os eventos fisiopatologicos que ocorrem nesse processo Sao
mediados por citocinas, ativadas em resposta a presenga de componentes
bacterianos no  compartimento  vascular. Vias  bioquimicas,
neuroenddcrinas € imunoldgicas sdo ativadas na tentativa de controlar a
invasdo bacteriana (Saez-Llorenz ¢ McCracken, 1993).

1.1.3 Diagnéstico e Tratamento

O diagndstico precoce e o tratamento especifico imediato podem
diminuir de forma significativa as taxas de morbimortalidade, que variam
de acordo com o tipo de micro-organismo envolvido, com o estado de
imunocompeténcia ¢ com a presenca de complicagdes associadas. Os
sinais clinicos podem ser minimos ou inespecificos (Moreira et al, 2004).

O tratamento especifico para sepse € o uso de antibacteriano. A
escolha daquele que vai ser utilizado deve ser baseada na sensibilidade da
bactéria que esta causando o quadro séptico. Como a lentidao do resultado
das culturas se contrapde a rapida evolugdo clinica da sepse - que pode
ser fulminante - a escolha do antibacteriano torna-se empirica, baseada na
sensibilidade esperada para as bactérias mais frequentes em cada faixa
cronoldgica de apresentagdo do quadro (Reiter, 2002; Oliveira et al.,
2016).

O uso excessivo de antibioticos gera, além dos inconvenientes da
exposi¢cdo aos efeitos colaterais do uso de antimicrobianos, tais como
diarreia (Sekirov et al., 2008), desequilibrio da homeostase e da
integridade das defesas intestinais, através da alteragdo da camada de
muco do colon (Wlodarska, 2011). Ha também aumento da translocagéo
bacteriana (Wang et al., 2014), maior risco de selecdo de flora bacteriana
multirresistente, maior tempo de internagdo (e consequentemente maiores
custos hospitalares), maior niimero de procedimentos invasivos, além de
trazer um nivel consideravel de estresse aos familiares (Moreira, et al.,
2004).

1.2 INFLAMACAO E SEPSE
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A fisiopatologia da sepse ¢é caracterizada pelo estimulo excessivo
de mediadores pro-inflamatérios e uma variedade de estimulos
infecciosos. O entendimento dos principais eventos pré e anti-
inflamatorios que induzem a danos teciduais ¢, sem duvida, o primeiro
passo na tentativa de melhorar o progndstico da sepse e estabelecer uma
terapéutica adequada (Hotchkiss e Karl, 2003). Diversos estudos
buscando o entendimento das vias de sinalizag@o celular da resposta a
patégenos tém demonstrado avangos mna pesquisa contra o
desenvolvimento de sepse (Alves et al., 2006; Rios et al., 2007; Alves et
al., 2009).

Os mecanismos de reconhecimento especifico, componentes da
resposta inata, t€m sido caracterizados como uma via de controle da
imunidade adquirida. Esses mecanismos sdo deflagrados por receptores
de membrana celular, que, por sua vez, sdo ativados com o
reconhecimento do micro-organismo através de estruturas conservadas,
constitutivamente expressas na superficie dos patoégenos, denominados
padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) (Cinel e Dellinger,
2007). Assim, os fatores desencadeadores da ativacdo celular e da cascata
de eventos plasmaticos s3o principalmente os componentes da parede
celular dos micro-organismos, como o acido lipoteicoico (LTA) e
peptideoglicanos, derivados de bactérias Gram-positivas (exotoxinas), ou
lipopolissacarideo (LPS), no caso de bactérias Gram-positivas
(endotoxinas).

Apos interagdo da bactéria (ou outro micro-organismo) com a
célula do hospedeiro, inicia-se uma série de eventos com o objetivo de
deter o processo infeccioso. Um dos maiores avangos no entendimento do
reconhecimento microbiano pelo sistema imune inato tem sido a
identificagdo de receptores do tipo 7o/l (TLRs), que agem como sensores
de alvos moleculares associados a patogenos, reconhecendo e disparando
a resposta do hospedeiro (Medzhitov e Janeway, 2000; Creagh e O'Neill,
2006; Opitz et al., 2009).

O reconhecimento do patogeno através da ativacdo de TLRs leva a
secrecdo de citocinas, cujo papel ¢ importante na fase inicial da resposta
imunologica e inflamatoria, pois compartilham os sinais intracelulares
com receptores, distribuindo informagdes sobre o tipo de infecgdo, e
assim recrutando células efetivas de defesa para o organismo (Heeg e
Dalpke, 2003). E consequentemente dando inicio a resposta inata, com
recrutamento e ativagdo de neutréfilos e macroéfagos que sdo essenciais
para a morte do patogeno (Callahan et al, 2001; Vincent e Abraham,
2006; Cinel e Opal, 2009; Nduka e Parrillo, 2009). Uma vez no foco
infeccioso, sdo capazes de engolfar, resultando na formagao de vesiculas
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citoplasmaticas formadas pela fusdo dos fagossomas e dos lisossomas
(Janeway e Medzhitov, 2002). Ativando uma cascata de resposta do
sistema de coagulagdo e complemento e dos componentes celulares
(endotélio e ativacdo de células do sistema imune) com liberagdo de
inimeros mediadores como: citocinas, metabdlitos do acido
araquidonico, 6xido nitrico (NO) e ERO.

Dessa forma, o recrutamento de neutréfilos € um evento chave para
o controle do processo infeccioso, visto que o desequilibrio desse proceso
pode ser verificado em diferentes patologias onde encontra-se uma
reducdo na quimiotaxia in vitro, além da diminui¢do de migracdo para o
tecido infectado em modelos in vivo, resultando no aumento da
suscetibilidade do hospedeiro a infec¢do (Pereira ef al., 1987; Mastroianni
et al., 1999; Fiuza, 2002).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E SEPSE

A geragdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo
continuo e fisiologico, que cumpre fungdes biologicas relevantes. Durante
0s processos metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores para a
transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas. Porém, a
produgdo excessiva pode conduzir a um desbalango entre a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e as defesas
antioxidantes, culminando em danos oxidativos (Ferreira e Matsubara,
1997; Shami e Moreira, 2004).

O estresse oxidativo ¢ definido como um desequilibrio na produgdo
de ERO e as defesas antioxidantes, resultando em prejuizo para o
organismo (Sies ¢ Cadenas, 1985; Fedorova et al., 2014). O excesso de
espécies reativas ou a reducdo das defesas antioxidantes propicia a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas fungdes
biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestagdo é o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (Halliwell e Whiteman, 2004).
Entre as alteragdes biologicas importantes estdo incluidas modificagdes
de DNA, proteinas e lipidios, como também ativacdo de diferentes fatores
de transcri¢do, com consequente aumento de citocinas, tanto proé quanto
anti-inflamatorias (Birben et al., 2012).

Estudos experimentais e clinicos indicam que a sepse estd
associada com elevados niveis de ERO, ERN, deple¢do de antioxidantes
e acumulo de marcadores de estresse oxidativo (Zhang, 2000; Bozza et
al., 2013). Isso se deve ao acimulo de neutrofilos e sua ativagdo pelos
mediadores inflamatorios, que levam a formagdo de ERO ¢ ERN, como
anion superdxido (0;), 6xido nitrico (NO), peroxido de hidrogénio
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(H,0,), radical hidroxil (OH"), 4cido hipocloroso (HCIO) e peroxinitrito
(ONOQO)). Esses radicais também podem interagir entre si, produzindo
outros radicais (Hampton et al.,1998; Carr et al., 2000; Szabd et al,
2007).

Todos os eventos descritos a seguir sdo acarretados pelo papel
fundamental dos neutréfilos no controle do foco infeccioso, pois estes
iniciam uma potente defesa antimicrobiana onde pode ser dividida em um
processo dependente e independente de oxigénio. Mecanismos
dependentes de oxigénio envolvem a transformag¢do de oxigénio
molecular em uma familia de ERO que ¢ liberada nos fagossomos ou no
ambiente extracelular (Hampton et al., 1998). A geracdo de ERO requer
o complexo enzimatico conhecido como nicotinamida adenina
dinucleotideo fostato (NADPH) oxidase na membrana fagossomal, que
transfere elétrons para o NADPH no citoplasma para o oxigénio
molecular dentro do fagossomo, iniciando a geragdo de ERO através de
um processo conhecido como burst respiratorio (Marshall, 2005).

1.4 MICROBIOTA INTESTINAL E SEPSE

Ha décadas sabe-se que o intestino humano abriga milhdes de
bactérias comensais. Porém, apenas os estudos mais recentes é que
comegaram a revelar a extraordinaria complexidade e diversidade da
microbiota humana. Este consorcio de bactérias contém dez vezes mais
células do que o corpo humano, 100 vezes o nimero de genes do que o
genoma humano e tem a capacidade metabolica do figado humano
(Eckburg et al., 2005; Zhou et al., 2008).

A colonizagdo dos diversos ecossistemas microbianos
estabelecidos no organismo de todos os mamiferos da-se inicio
imediatamente apos o nascimento por um processo de povoamento por
micro-organismos exdgenos, micro-organismos esses que habitam
superficies corporais ambientalmente mais expostas, tais como: pele,
boca, intestino e vagina (Levy et al., 2006; Dethlefsen ef al., 2007; Round
¢ Mazmanian, 2009). No inicio da vida adulta, os seres humanos e outros
mamiferos sustentam um dos ecossistemas microbianos mais complexos
do planeta, com mais de 100 trilhdes de bactérias no intestino distal
(Eckburg et al., 2005; Frank e Pace, 2008; Ley et al., 2008).

Bactérias simbioticas, do intestino dos mamiferos, t€ém sido muito
valorizadas pelos beneficios que fornecem ao organismo. Entre os
beneficios pode-se destacar as fungdes de fornecimento de nutrientes
essenciais, metabolizagdo de compostos indigeriveis, defesa contra a
colonizagdo por patdogenos oportunistas ¢ até mesmo a contribuigdo para
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o desenvolvimento da arquitetura intestinal (Hooper ¢ Gordon, 2001;
Hooper et al., 2002; Turnbaugh et al., 2007).

Além disso, parece que certas caracteristicas ¢ func¢des basicas do
sistema imunoldégico dos mamiferos dependem das interagdes entre o ser
humano e microbioma (Macpherson ¢ Harris, 2004; Seksik et al., 2006;
Turnbaugh et al, 2007). Ao contrario de agentes patogé€nicos
oportunistas, que desencadeiam respostas imunes resultantes em danos
teciduais durante a infecgdo, algumas espécies bacterianas simbidticas
estdo sendo associadas na prevencdo de doenca inflamatoria. Portanto, a
microbiota tem o potencial para exercer respostas tanto pré quanto anti-
inflamatorias, e a composi¢do das comunidades bacterianas no intestino
estd intimamente ligada ao bom funcionamento do sistema imunitario
(Round e Mazmanian, 2009).

1.5 NOVAS PERSPECTIVAS DE TRATAMENTO NA SEPSE

Tendo em vista a magnitude da doenca, a Food and Drug
Administration (FDA)reconhece a importancia do desenvolvimento de
novas opgdes para tratamento e/ou prevengao da sepse, principalmente na
populagdo pediatrica (Regulations Requiring Manufacturers, 2003).
Dentre as novas condutas terapéuticas pode-se incluir os simbidticos,
micro-organismos ja conhecidos pelo seu beneficio no restabelecimento
do microambiente gastrintestinal e consequente aumento na imunidade
dos pacientes (Hord, 2008; Ruemmele et al.,2009).

1.5.1 Suplementacio de Simbidticos

Os probidticos sdo consumidos como alimentos ha muito tempo,
afinal sdo parte constituintes de iogurtes, entretanto apenas no inicio dos
anos 1900 o pesquisador Ilya Mechnikov propds o uso de micro-
organismos vivos para manter a saude intestinal e prolongar a vida.
Atualmente o termo probidtico € usado para descrever micro-organismos
dietéticos que sdo benéficos para a saude do hospedeiro (Sartor, 2004).

A lista dos beneficios proporcionados pelas bactérias probidticas
ainda n3o esta completa, pesquisas estdo continuamente descobrindo
novos papéis e relacionamentos entre probioticos e hospedeiro (Ley et al.,
2006; Arumugam et al.,2011). Varias questdes importantes permanecem
obscuras com relagdo ao seu uso como a dose ideal e o tempo de duracdo
do tratamento para condi¢des clinicas e grupos populacionais especificos
(Gill, 2003).
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Simbidticos sdo formados por micro-organismos Vvivos que,
quando administrados em doses adequadas, podem trazer beneficios a
saude do hospedeiro. Sdo formados pela associagdo de um ou mais
probidticos com um ou mais prebioticos. Os prebidticos e probidticos tem
acOes sinérgicas, e acredita-se que associados tenham um efeito
potencializado sobre a saude do hospedeiro (Bengmark e Urbina 2005).

Os probioticos sdo, por natureza, ndo patogénicos, resistem ao
processamento térmico ¢ a passagem pelo estomago e bile; sdo capazes
de aderir ao epitélio intestinal, colonizar por algum tempo o trato
digestivo, produzir substincias antimicrobianas, inibir o crescimento de
agentes patogénicos, modular a resposta imune e influenciar varias
atividades metabdlicas humanas (assimilagdo de colesterol, sintese de
vitaminas, entre outros) (Joint, 2002).

Os lactobacilos sdo bactérias predominantes no intestino delgado.
Entre suas espécies pode-se citar os lactobacillus casei, lactobacillus
rhamnosus, lactobacillus acidophilus, bifidobacterium bifidum. Os
lactobacilos inibem a proliferagdo de micro-organismos nao benéficos,
pela competicdo com locais de ligagdo e nutrientes, ¢ produzem acidos
organicos, que reduzem o pH intestinal, retardando o crescimento de
bactérias patogénicas (Hooper, 2009).

Os prebioticos sdo definidos pela Organizacdo Mundial de
Gastroenterologia (2008) como alimentos nao digeriveis pelo hospedeiro
e que tém a propriedade de serem fermentados de maneira seletiva no
c6lon. Tém como fungdo nutrir um grupo seleto de micro-organismos que
povoam o intestino (probidticos), favorecendo mais a multiplicagdo das
bactérias benéficas do que as prejudiciais.

A maioria dos dados da literatura cientifica sobre efeitos dos
prebidticos relaciona-se aos fruto-oligossacarideos (FOS) e a inulina
(Puupponen-Pimid et al., 2002). Frequentemente, o FOS ¢é encontrado
como veiculo farmacéutico para os probioticos, em preparagdes
comerciais de simbioticos, objetivando a sobrevivéncia da bactéria
probiotica nas condigdes adversas do meio gastrico (Park e Flochs, 2007).

A aplicagdo clinica dos simbidticos tornou- se alvo de interesse em
pediatria nos ultimos anos. Estudos mostram os efeitos benéficos dos
probidticos, nessa populagdo, na gastroenterite infecciosa (Saran et al.,
2002; Sazawal et al., 2004), na diarreia associada ao uso de antibidticos
(Hayes e Vargas, 2016; Johnston et al., 2016), na enterocolite necrosante
(Deshpande et al., 2007; Alfaleh e Anabrees, 2014; Patel ¢ Denning,
2015; Johnson et al., 2016; Nandhini et al., 2016; Vongbhavit e
Underwood, 2016), na sindrome do intestino irritavel (Bastirk et al,
2016), na esteatose hepatica (Famouri et al., 2016).
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1.5.2 Transplante Fecal

A composi¢ao fecal humana tem sido intensamente estudada desde
os anos 70. A matéria orgénica fecal é composta de aproximadamente
75% de agua e 25% de matéria solida, sendo essa formada principalmente
por células microbianas, entre elas virus e bactérias (Stephen e
Cummings, 1980; Rose et al., 2015).

O transplante fecal ¢ uma terapéutica em que ha transferéncia
direta de material fecal, a partir de um doador saudavel, para trato
gastrointestinal superior ou inferior de um destinatario. Isso pode ser
realizado simplesmente através de infusdo nasogastrica, enema ou ainda
durante a colonoscopia. Acredita-se que esse mecanismo seja capaz de
repovoar o trato intestinal doente com organismos ndo patogénicos, ¢
assim manipular positivamente o microbioma intestinal do transplantado
(Borody et al., 2003; Bakken, 2009).

Os estudos com esse manejo terapéutico em pediatria tém se
concentrado na enterocolite necrosante (Underwood, 2016), infeccdo
recorrente por Clostridium difficile (Pierog et al., 2015; Kronman, 2015;
Lynch, 2015), colite ulcerativa (Suskind et al., 2015) e enterite
pseudomembranosa grave (Kelly, 2014; Kellermayer et al., 2015).

1.6 MODELO ANIMAL DE SEPSE

Modelos animais de sepse tém por objetivo mimetizar as alteragdes
bioquimicas e fisioldgicas ocorridas no decurso da doenga em humanos.
Apesar de serem limitados em reproduzir a complexidade humana, ainda
consistem no meio mais conveniente para se obter as informagdes
necessarias € assim posteriormente implementar os tratamentos
oferecidos aos pacientes (Dyson e Siger, 2009).

Os modelos animais de sepse variam em termos de complexidade
e grau de repercussdo para a situagdo clinica. Alguns modelos incluem
ligadura e perfuracdo cecal (CLP). Outros, a administragcdo exogena de
toxinas ou bactérias vivas, replicando toxemia e bacteremia. A
administragdo de toxinas, tais como endotoxinas ou o modelo ndo
bacteriano, zimozan, causam uma resposta imune inata irrefutavel e com
algumas semelhangas a septicemia humana (Buras ef al., 2005; Remick e
Ward, 2005).

O lipopolissacarideo (LPS), produz um modelo de endotoxemia,
ele € um componente abundante na parede celular externa de bactérias
Gram-negativas (Opal, 1999). Embora nio seja potencialmente toxico, a
endotoxina inicia as defesas imunitarias inatas, por interagdo com o0s
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receptores de CD14 e de Toll-like-4, um processo que inicia a sinalizagdo
celular e transcrigdo de genes inflamatdrios (Vincent e Abraham, 2006).
Os receptores Toll-like t€m sido citados por representar a interface entre
os mamiferos e as bactérias (Marshall, 2003). Por conseguinte, a
administragdo de endotoxina a animais ou seres humanos resulta em
anormalidades hemodindmicas e bioquimicas semelhantes as observadas
na sepse (Gellerich et al., 2002; Schinkel et al., 2005).

Ha estudos mostrando a importdncia do LPS como fator
desencadeador da sepse. Em humanos saudaveis, apds a sua
administragdo houve reproducdo de alteragdes hemodindmicas
observadas em pacientes com sepse ¢ em modelos experimentais sendo
provavelmente a estrutura com maior atividade imunoestimulatoria entre
os componentes de bactérias, incluindo a produgdo de citocinas pro-
inflamatoérias como interleucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), interleucina -12 (IL-12) e substancias inflamatdrias efetoras
como o NO (Sufradini et al., 1989).

Alguns autores tém concentrado suas pesquisas em modelos
animais pediatricos de endotoxemia através da administragdo de LPS.
Markley e colaboradores (2002) determinaram os efeitos da glutamina
sobre os hepatdcitos na endotoxemia neonatal. Premer e colaboradores
(2002) avaliaram a proteolise muscular e a perda de peso em modelo de
sepse neontal pela administracdo de LPS. Outro estudo avaliou apoptose
intestinal em sepse em modelo animal infantil, também através da
administragdo de LPS (Ozdemir et al, 2012). Ainda em modelo
pediatrico, Garret e colaboradores (2009) avaliaram o uso de glutamina
na inflamacdo induzida pela endotoxemia em modelo animal de rato
pediatrico.

Ja o zimosan é um glicopolissacarideo localizado na parede celular
do fungo Saccharomyces cerevisiae, indutor de estimulos ndo bacterianos
e ndo endotdxicos, através do receptor Toll-like-2, liberando enzimas
lisossomais, citocinas, ERO e respostas, como as observadas na sepse.
Através de mecanismos multiplos, incluindo ativagdo da via alternativa
do sistema complemento, degranulagdo de mastocitos e estimulagdo de
macrofagos e neutrofilos ha a liberagdo de mediadores inflamatdrios
(Tadimeti et al., 1994; Ajuebor et al, 1998; Coates e McColl, 2001;
Kolaczkowska et al., 2001). Como consequéncia, provoca uma resposta
inflamatoria sist€émica (Volman et al., 2005). Em adi¢do, quando
suspenso e administrado em o6leo mineral, produz uma peritonite
prolongada (Minnaard et al., 2005). Esse modelo tem se mostrado util
para avaliar as alteragdes ocorridas no decorrer da doenga critica, e assim
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possibilitar aos pesquisadores testar terapias alternativas (Hill et al.,
2005).

A hipotese principal deste estudo ¢ que a suplementacdo com
simbidticos induzirdo uma acdo imunomoduladora na endotoxemia,
podendo ser um adicional ao tratamento farmacoldgico na sepse
pediatrica.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da suplementacdo de simbidticos sobre

pardmetros inflamatorios e marcadores de dano oxidativo em modelo
animal de sepse pediatrica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar qual melhor tempo de tratamento profilatico com
simbioticos antes do insulto endotoxémico;

Avaliar o dano oxidativo sistémico (pulméao, rim e cérebro) e local
(intestino delgado) em animais suplementados com probidticos,
prebidtico ou simbidtico em modelo animal de endotoxemia;
Avaliar parametros de resposta inflamatoria MPO, IL-1, IL-6 e
TNF-a sistémico (pulmdo, rim e cérebro) e local (intestino
delgado) em animais suplementados com probioticos, prebidtico
ou simbidtico em modelo animal de endotoxemia;

Avaliar qual (ais) cepa (s) probidticas tem maior impacto na
prote¢do dos danos ocasionados pela endotoxemia, ¢ se a
administragdo de simbidticos potencializa essa agdo protetora;
Determinar o papel da microbiota intestinal em modelo de
endotoxemia induzida pela administragdo de LPS através da
técnica de transplante fecal;

Determinar o papel da microbiota intestinal em modelo de
inflamagao estéril induzida pela administragdo de zimosan através
da técnica de transplante fecal.
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3 METODOLOGIA

Deve-se ressaltar que todos os animais receberam cuidados de
acordo com os “Principios de Cuidados para Animais de Laboratorio”
formulado pela Sociedade Nacional para Pesquisas Médicas aprovados
pelo Conselho da Sociedade Americana de Fisiologia, e todo o projeto foi
executado dentro das normas estabelecidas pelo CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal) para pesquisas
utilizando animais. Os protocolos foram aprovados pela Comissdo de
Etica em Pesquisa da Universidade antes de sua execugdo, sob os
numeros: 16/2014; 58/2015-2 ¢ 048/2016-2 (Anexo).

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos, com
sete dias de vida, pesando aproximadamente entre 10 e 15g,
acondicionados em gaiola com suas progenitoras e juntamente com todos
os animais provenientes da mesma ninhada, procedentes da Universidade
do Extreme Sul Catarinense. Os animais permaneceram em um ciclo de
claro e escuro de 12 horas (6h as 18h), com livre acesso a comida e agua.
O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1°C.

Como critérios de exclusdo do experimento, foram descartados
todos os animais que apresentaram sinais de morte iminente, como
dispersdo da ninhada e auséncia de leite no estomago, pois esses sintomas
indicam que o filhote ¢ incapaz de se alimentar e obter calor maternal, o
que acarretaria a sua morte em poucas horas.

No primeiro experimento foram utilizados, adicionalmente, ratos
Wistar de sexo masculino, com 22 dias de vida, pesando entre 20 e 25
gramas, acondicionados em gaiola em niimero de cinco animais por caixa,
procedentes do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os
animais permaneceram em um ciclo de claro e escuro de 12 horas (6h as
18h), livre acesso a comida e agua. O ambiente foi mantido a temperatura
de 23 + 1°C.

3.2 MODELO ANIMAL DE ENDOTOXEMIA  PELA
ADMINISTRACAO DE LIPOPOLISSACARIDEO DE ESCHERICHIA
COLI

O modelo adotado no estudo foi o de indugdo de endotoxemia pela
administragdo intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia
coli (Sigma-Aldrich St. Louis, MO # L2630). Antes da aplicacdo o
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abdomen dos animais sofreu assepsia com etanol a 70%. Os animais
receberam 15mg/Kg de LPS diluidos em 0,1ml de agua para injec¢do (soro
fisiologico) administrados por via intraperitoneal. Os animais sham de
mesma idade receberam um volume idéntico de soro fisiologico e foram
mantidos sob as mesmas condigdes.

3.3 MODELO ANIMAL DE INFLAMACAO ESTERIL PELA
ADMINISTRACAO DE ZIMOSAN A DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

Foi utilizado o modelo de inducdo de inflamagdo estéril pela
administragdo intraperitoneal de zimosan A de Saccharomyces cerevisiae
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO # Z4250). Antes da aplicagdo o abdomen
dos animais sofreu assepsia com etanol a 70%. Os animais receberam a
administragdo intraperitoneal de 30mg/Kg de zimosan diluidos em 0,1ml
de 6leo mineral. Os animais sham de mesma idade receberam um volume
idéntico de 6leo mineral e foram mantidos sob as mesmas condic¢des. Esse
modelo foi proposto por Hill e colaboradores (2015) e adaptado ao nosso
laboratorio.

3.4 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL

Para avaliarmos a permeabilidade intestinal dos animais
submetidos ao protocolo de inducdo de endotoxemia pela administracdo
intraperitonial de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO # L12630), seis horas ap6s a administragdo
intraperitonial de 15mg/Kg de LPS os animais foram anestesiados
conforme protocolo do laboratéorio. Em seguida, aplicamos 5mg
fluoresceina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO # 46960) diluido em 100
microlitros de salina tamponada diretamente no ileo distal desses animais.

Trinta minutos apo6s a administra¢do de fluoresceina o sangue foi
retirado para analise. Imediatamente apos a retirada do sangue este foi
centrifugado por cinco minutos a 5000 rpm. Uma curva padrio foi obtida
a partir de uma diluigdo seriada de concentragdes (partindo de 10g/ml de
fluoresceina em PBS), sendo o ultimo apenas PBS. A fluoresceina
plasmatica foi mensurada através de florescéncia no equipamento
SpectraMax (Molecular Devices) com emissdo 460nm excitagdo 515nm.

3.5 SUPLEMENTACAO DE SIMBIOTICOS
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O protocolo de suplementacdo teve inicio quando os animais
atingiram o sétimo dia de vida. Os animais foram divididos em grupos
conforme a suplementacdo correspondente. Os probiodticos foram
administrados na concentragdo de 10° UFC (unidades formadoras de
colonia) diluidos em 200 ul de agua, administrados através de gavagem
oral, uma vez ao dia, durante 15 dias consecutivos.

O prebiotico frutooligossacarideo (FOS) também foi administrado
por via oral aos animais, uma vez ao dia, na dosagem de 20 mg de FOS
diluidos em 200 pl de 4gua, uma vez ao dia, durante 15 dias consecutivos.
As cepas utilizadas de probioticos foram lactobacillus acidophilus (THT
SA- Bélgica), lactobacillus rhamnosus (THT SA - Bélgica), lactobacillus
casei (THT SA- Bélgica) e bifidobacterium bifidum (THT SA - Bélgica).
Cada animal recebeu os probidticos € ou prebidtico isolados ou
associados (nesse caso, denominados de simbioticos).

Para a administragdo de simbidticos foram utilizadas as mesmas
cepas, usadas isoladamente, ¢ 0 FOS, nas mesmas concentragdes, diluidos
em 200 pl de 4gua, administrados por gavagem oral, uma vez ao dia,
durante 15 dias consecutivos. Os animais dos grupos controle receberam
agua em dose e volume equivalente.

3.6 TRANSPLANTE FECAL

Imediatamente apos a morte dos animais, as fezes dos animais
doadores foram retiradas comprimindo o contetido intestinal (intestino
delgado e grosso). Posteriormente, foram homogeneizadas em PBS, para
cada 1 g de fezes foi usado para diluicdo 10 ml de PBS estéril. Apos
diluicdo, o preparado foi centrifugado por 30 segundos a 3000 r.p.m. O
valor de densidade optica do sobrenadante foi checado através do
equipamento SpectraMax (Molecular Devices) com absorbancia 625 nm,
para identificar a concentrag¢do de bactérias por mL, sabendo por estudos
anteriores que DO=0,5 equivale a 10 células.

Apo6s confirmagdo da concentragdo de bactérias no preparado de
fezes, ele foi novamente centrifugado, dessa vez por S min a 12.000 r.p.m,
gerando um sedimento o qual foi homogeneizado em 1 ml de PBS ¢
administrado ao rato uma Unica vez por gavagem oral. Esse método foi
desenvolvido por Li Ming et al (2015) e adaptado para nosso laboratdrio.

3.7 GRUPOS EXPERIMENTAIS E ESCALA TEMPORAL
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Para melhor compreensdo dos experimentos realizados, segue
abaixo um detalhamento dos grupos e das escalas temporais dos
experimentos.

3.7.1 Experimento I - Escolha do Tempo de Tratamento Profilitico

Para determinar qual o melhor tempo de tratamento profilatico com
simbidticos na endotoxemia foram utilizados seis grupos, cada um
contendo cinco animais. Conforme descrito abaixo.

. Grupo 1 — Sham + Simbidticos - 7 dias
. Grupo 2 — LPS + Agua - 7 dias

. Grupo 3 — LPS + Simbioticos - 7 dias

. Grupo 4 — Sham + Simbidticos - 15 dias
. Grupo 5 — LPS + Agua - 15 dias

. Grupo 6 — LPS + Simbioticos - 15 dias

No 15" dia de vida os animais comecaram receber diariamente uma
dose de simbioticos ou agua conforme detalhado anteriormente. No 22°
dia de vida, antes da suplementacdo os animais foram pesados ¢ a
quantidade de LPS determinada de acordo com o peso média dos animais
do experimento. Logo apdés a ultima dose de suplementacdo de
simbidticos os animais receberam LPS nas dosagens especificadas
anteriormente. Doze horas apds a administragdo de LPS os animais foram
mortos e as estruturas de interesse retiradas para posterior analise.

Inicio Término
suplementac&@plementagao
LPS Morte
Nascimento 15°dia 22°dia 22°dia 12 horas apos
LPS

Figura 1 - Escala temporal do tratamento de 7 dias do experimento I
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No sétimo dia de vida os animais comegaram a receber diariamente
uma dose de simbidticos ou agua conforme detalhado anteriormente. No
22° dia, antes da suplementagdo os animais foram pesados e a quantidade
de LPS determinada de acordo com o peso médio dos animais do
experimento. Logo apds a ultima dose de suplementacdo de simbioticos
os animais receberam LPS nas dosagens especificadas anteriormente.
Doze horas apoés a administragdo de LPS os animais foram mortos ¢ as
estruturas de interesse retiradas para posterior analise.

Inicio L
Término
suplementacgao ~
suplementagao

LPS Morte

22°dia 22°dia 12 horas apods
LPS

Nascimento 7°dia

Figura 2 - Escala temporal do tratamento de 15 dias do experimento I
3.7.2 Experimento II - Probidticos X Prebidticos X Simbidticos
Para comparar, entre os suplementos testados, qual ou quais teriam

o melhor efeito terapéutico na endotoxemia, utilizamos 14 grupos, cada
um contendo de cinco a sete animais. Conforme descrito abaixo.

. Grupo 1 — Sham + adgua

. Grupo 2 — Sham + lactobacillus acidophilus
. Grupo 3 — Sham + lactobacillus rhamnosus
. Grupo 4 — Sham + lactobacillus casei

. Grupo 5 — Sham + bifidobacterium bifidum

. Grupo 6 — Sham + prebidtico

. Grupo 7 - Sham + simbidticos

. Grupo 8 — LPS + dgua

. Grupo 9 — LPS + lactobacillus acidophilus
. Grupo 10 — LPS + lactobacillus rhamnosus
. Grupo 11 — LPS + lactobacillus casei
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. Grupo 12 — LPS + bifidobacterium bifidum
. Grupo 13 — LPS + prebiotico
. Grupo 14 - LPS + simbidticos

No sétimo dia de vida os animais comegaram a receber diariamente
uma dose de probioticos, prebidticos, simbidticos ou agua, conforme o
grupo. No 22" dia antes da suplementagdo os animais foram pesados ¢ a
quantidade de LPS determinada de acordo com o peso médio dos animais
desse experimento. Logo apos a Gltima dose de suplementagdo os animais
receberam LPS nas dosagens especificadas anteriormente. Doze horas
apos a administracdo de LPS os animais foram mortos ¢ as estruturas de
interesse retiradas para posterior andlise.

Inicio Término
suplementagéo suplementagéo
LPS Morte
Nascimento / dia 22°dia 22°dia 12 horas apos
LPS

Figura 3 - Escala temporal experimento II
3.7.3 Experimento III - Transplante Fecal

Para avaliar o papel da microbiota intestinal nos efeitos da
suplementacdo com probioticos, utilizamos 12 grupos, cada um contendo
de oito a dez animais. Conforme descrito abaixo.

+ Grupo 1 - Suplementagio controle com agua
+ Grupo 2 - Suplementagido com lactobacillus casei
+ Grupo 3 - Suplementagdo com lactobacillus rhamosus

. Grupo 4 — Sham
. Grupo 5 — Controle LPS



29

. Grupo 6 —LPS + transplante controle

. Grupo 7 — LPS + transplante lactobacillus casei

. Grupo 8 — LPS + transplante lactobacillus rhamnosus

. Grupo 9 - Controle zimosan

. Grupo 10 - zimosan + transplante controle

. Grupo 11 — zimosan + transplante lactobacillus casei

. Grupo 12 — zimosan + transplante lactobacillus
rhamnosus

Para um melhor entendimento desse experimento, ele sera
detalhado em duas escalas temporais. Na primeira parte foi realizado o
protocolo de suplementacdo de probioticos, igual aos experimentos
anteriores. No sétimo dia de vida os animais comecaram a receber
diariamente uma dose de probidticos lactobacillus casei ou lactobacillus
rhmanosus ou agua (controle), conforme grupo e nas quantidades ja
descritas anteriormente, a suplementagdo foi feita por 15 dias
consecutivos. No 22 dia os animais foram mortos e suas fezes retiradas
para o preparado de fezes utilizado no transplante fecal.

Término
Inicio suplementacgéo e
suplementacgao morte
7°dia 22°dia

Nascimento

Figura 4 - Escala temporal da primeira etapa do experimento I1I

Na segunda parte desse mesmo experimento o preparado de fezes
(transplante fecal) foi administrado aos animais quando esses
completaram 21 dias de vida. Cada um recebeu o transplante conforme
seu grupo. Oito horas apos receber o transplante fecal os animais
receberam uma dose de LPS ou zimosan, nas dosagens citadas acima.
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Apbs 24 horas de administragdo de LPS ou zimosan os animais foram
mortos e as estruturas de interesse retiradas.

Transplante Fecal
LPS ou

Morte
Zimosan
Nascimento 21°dia hor’as 24 horas ap6s
apos .
apos

Figura 5 - Escala temporal da segunda etapa do experimento I1I
3.8 ANALISES LABORATORIAIS

Para avaliacdo dos danos ocasionados sistemicamente apds a
inducdo de endotoxemia ou inflamagdo estéril, e se o uso de simbidticos
ou transplante fecal reverteriam ou atenuariam esses danos, avaliou-se as
seguintes estruturas: soro, cérebro, rim, pulmao, intestino.

3.8.1 Resposta Inflamatoéria
3.8.1.1 Atividade de mieloperoxidase - MPO

Os infiltrados de neutrofilos nos tecidos foram avaliados pela
atividade de MPO. Os tecidos foram homogeneizados (50 mg / ml) em
brometo de hexadeciltrimetilamonio a 0,5% e centrifugou-se a 15000 rpm
durante 40 min. A suspensdo foi entdo sonicada trés vezes durante 30 s.
Uma aliquota de sobrenadante foi misturada com uma solugdo de
tetrametilbenzidina 1,6 mM e 1 mM de H,O,. A atividade foi medida
espectrofotometricamente como a variagdo de absorvancia a 650 nm a 37
° C. Os dados foram expressos como mU por mg de proteina (De Young
et al., 1989).

3.8.1.2 Citocinas pro-inflamatorias
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Citocinas pro-inflamatérias foram determinadas com o uso de kits
comerciais (Peprotech® e Life Technologies®) por meio de amostras das
estruturas de interesse, homogeneizadas em tampao fosfato salina (PBS).
Anticorpos de captura (13 mL, contendo 0,1% de azida sdédica) foram
diluidos em PBS, adicionados em cada pogo da placa e incubados
overnight, na temperatura de 4°C. Apos esse periodo, os pogos foram
lavados por quatro vezes com tampao de lavagem (0,05% Tween 20
(Sigma, St Louis, MO, USA) em PBS, pH 7,2). Posteriormente, as placas
foram bloqueadas com solucdo de bloqueio e incubadas por quatro horas
em temperatura ambiente. Apos o término da incubagdo os pogos foram
novamente lavados, conforme descrito anteriormente.

Apods as lavagens, 100 pL de amostras e/ou padrdes diluidos
previamente em solugdo padrdo de dilui¢do (0,05% de Tween 20; 0,1%
de BSA em PBS, pH 7,2) foram adicionados aos pocos. As placas foram
cobertas e novamente incubadas overnight (a 4°C). Apo6s esse periodo, os
pocos foram lavados e adicionados 100 pL dos anticorpos de detecgdo
TNF-a, IL-1 e IL-6, previamente diluidos em solugdo padrio de diluigdo.

As placas foram incubadas por duas horas em temperatura
ambiente. Os pogos foram lavados e ap6s o processo de lavagem 100 puL
do polimero esptreptavidina peroxidase (1:250, Sigma, St Louis, MO,
USA) foram adicionados aos pocgos, sendo as placas cobertas por papel
aluminio e incubadas durante 30 minutos, em temperatura ambiente.

Apo6s a incubagdo, os pogos foram lavados cinco vezes com o
tampdo de lavagem e 100 uL da solugdo substrato TMB (3,3’,5,5°-
tetrametilbenzidina, Sigma, St Louis, MO, USA) foram adicionados,
seguido de incubagdo por mais 30 minutos em temperatura ambiente,
evitando contato direto com a luz. A reacdo foi interrompida com a adi¢do
de 50 pL de solugdo de acido cloridrico 2N (HCI, Vetec) sobre os pogos,
reacdo esta caracterizada por mudanca de coloracdo azulada para
amarelada. Imediatamente apds as placas foram lidas em
espectrofotdmetro, utilizando filtro de 450 nm.

3.8.2 Dano oxidativo
3.8.2.1 Preparacdo do tecido e homogenado

Amostras de tecidos renal, pulmonar, intestinal, cerebral foram
homogeneizados (1:10, w/v) em tampao SETH, pH 7,4 (250 mM de
sacarose, 2 mM de EDTA, 10 mM base Trizma, 50 Ul/mL de heparina).
Os homogenados foram centrifugados a 800 x g durante 10 min. a 4°C.
Os sobrenadantes foram mantidos a - 80°C. O intervalo maximo entre a
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preparacdo do homogenado e a analise enzimatica foi sempre inferior a
cinco dias. O teor de proteina foi determinado pelo método descrito por
Lowry e colaboradores (1951).

3.8.2.2 Formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbittrico - TBARS

A peroxidagdo lipidica foi analisada através da formagdo de
TBARS (Esterbauer e Cheeseman 1990). As amostras de tecido cerebral
foram lavadas com PBS, colhidas e lisadas. As espécies reativas foram
obtidas por hidrdlise acida de 1,1,3,3 -tetra-etoxi-propano (TEP) e foram
utilizadas como padrdo para a quantificacdo de TBARS. A cada tubo foi
adicionado TBA a 0,67% e em seguida foram agitados. A mistura da
reagdo foi incubada a 90°C durante 20 min. e posteriormente as amostras
foram colocadas em gelo. A densidade optica de cada solugdo foi medida
em um espectofotdmetro a 535 nm. Os dados foram expressos como nmol
de equivalentes malondialdeido (MDA) por mg de proteina.

3.8.2.3 Formagao de proteinas carbonil

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi determinado pela
medida de grupos carbonil. O contetido de proteinas carboniladas foi
medido nas amostras homogeneizadas utilizando 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH) em um ensaio espectrofotométrico (Levine et al.,
1990). As amostras foram sonicadas e homogeneizacdo gelada de tampao
contendo inibidores de fosfatase e de protease (200 nM caliculina,
10pg/ml de leupeptina, 2pug/ml de apropinina, 1 mM de ortovanadato de
sodio e 1 pM microcistina-LR) centrifugada a 1000 x g durante 15 min
para sedimentar o material insoluvel. Trezentos microlitros de aliquotas
do sobrenadante contendo 0,7-1,5 mg de proteinas foram tratadas com
300uL de 10mM de DNPH, dissolvido em HCL sozinho (reagente
branco). Em seguida as amostras foram incubadas.

3.8.2.4 Nivel de nitrito/nitrato

Como indicativo de nivel de 6xido nitrico, a concentragdo de
nitrito/nitrato no liquor foi mensurada utilizando a reagdo de Griess, por
adicdo de 100 pL de reagente de Griess [0,1% (w/v) em H,O e 1% (w/v)
de sulfanilamida em 5% (v/v) de H;PO4 concentrado, vol. [1:1] paraa 100
ul da amostra (Green et al., 1982). A concentracdo de nitrito/nitrato foi
avaliada em leitor de microplaca em 550 nm com resultados expressos em
nmol/mg proteina.
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3.8.3 Cultura de linfonodo mesentérico

Os linfonodos mesentéricos foram removidos assepticamente e
inoculados em meio BBL Trypticase Soy Broth com 0,15% de agar
(Becton e Dickinson - EUA). As amostras foram divididas e incubadas
anaerobicamente ou aerobicamente em temperatura controlada de 35 +
1°C durante 48 horas. O crescimento bacteriano foi determinado pela
presenca de turbidez no meio.

3.8.4 Analise histolégica

Imediatamente ap6s a morte dos animais amostras do cérebro,
intestino delgado, rim e pulmio foram fixadas em formalina 10%
durante 48 horas. As pecas foram entdo clivadas em posi¢do conforme o
tecido, em aproximadamente 3mm de espessura. Permaneceram em
formalina por mais 48 horas. Os tecidos foram processados por 50
minutos em uma bateria continua de desidratagdo em alcool com
concentragdo crescente, apos os tecidos foram clarificados em xilol até
serem infiltrados em parafina liquida e incluidos em moldes especificos.
Ap6s o corte dos blocos de parafina em micrétomo, com espessura de 4
pum, as laminas foram confeccionadas e coradas em hematoxilina de
Harris e Eosina, onde passaram por uma bateria de desparafinizagdo com
xilol, hidratacdo do tecido através de uma bateria alcodlica em
concentragdo decrescente, coloragdo com hematoxilina e eosina, na
sequéncia nova desidratagdo do tecido com concentracdes crescentes de
alcool seguido de clarificacdo em xilol e posterior selagem das laminas.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
Inc.) foi utilizado nas analises estatisticas. Em todos os experimentos os
dados paramétricos foram analisados por ANOVA de uma via seguido
pelo teste de comparagdes multiplas Tukey-Kramer. Exceto na cultura de
linfonodos mesentéricos, onde usamos o teste de qui-quadrado de
Pearson, e na avaliagcdo da permeabilidade intestinal, onde usamos teste
T. Em todos os experimentos um p< 0.05 foi considerado significante.
Dados estdo apresentados como média = desvio padrdo, exceto para a
cultura de linfonodos mesentéricos, onde estes foram expressos como
frequéncia absoluta e relativa de turbidez do meio.
4 RESULTADOS
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4.1 EXPERIMENTO I

Para determinacdo do melhor tempo de tratamento profilatico dos
simbioticos, objetivando um efeito mais abrangente e benéfico nos
pardmetros de avaliagdo de danos oxidativos e inflamagdo, foram
determinados dois tempos diferentes, um tratamento por sete dias e outro
por 15 dias consecutivos.

4.1.1 Efeitos do tratamento por sete dias com simbi6ticos no dano
oxidativo induzido por LPS

Avaliou-se o marcador de dano oxidativo TBARS de animais
suplementados com simbioticos por sete dias consecutivos nas estruturas
cerebral (Fig. 6A), renal (Fig. 6B), pulmonar (Fig. 6C) e intestinal (Fig.
6D). Em todas as estruturas foi observado um aumento significativo desse
marcador nos grupos submetidos ao protocolo de indugido de endotoxemia
através da administracdo de LPS. A administragdo de simbidticos teve
reducdo significativa nesse marcador apenas no rim (Fig. 6B) e pulméo
dos animais (Fig. 6C).
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Figura 6 - Efeito da administragdo de simbioticos por sete dias, em marcador de
dano oxidativo TBARS, em cérebro (A), rim (B), pulmao (C) e intestino (D),
doze horas apds os animais serem submetidos a endotoxemia. Resultados
expressos em média =desvio padrao de cinco animais por grupo. *Diferente de
Sham, # Diferente de LPS. (A) p=0,0261; (B) p=0,0010; (C) p<0.0001 e (D)
p=0,0008.

4.1.2 Efeitos do tratamento por sete dias com simbidticos na
inflamacéo sistémica induzida por LPS

Também foram mensurados os efeitos do tratamento com
simbioticos por sete dias consecutivos na inflamagao sistémica de cérebro
dos animais submetidos a endotoxemia (Fig. 7). Os resultados mostram
um aumento significativo nos marcadores de inflamagao avaliados, MPO
(Fig. 7A), IL-1 (Fig. 7B), IL-6 (Fig. 7C) e TNF-a (Fig. 7D), nos animais
submetidos a endotoxemia. Apenas no marcador inflamatorio IL-6 (Fig.
7C) foi observada uma reducéo significativa no grupo suplementado com
simbibticos por sete dias.
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Figura 7 - Efeitos da administrag@o de simbioticos por sete dias, em marcadores
de inflamagdo MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em cérebro de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrio de
cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A) p=0,00,92;
(B) p=0,0017; (C) p<0.0001 e (D) p=0,0028.

O tecido renal (Fig. 8) também foi alvo do presente estudo. Com
relagdo aos efeitos do tratamento por sete dias com simbidticos, na
inflamagdo, os resultados mostram um aumento significativo nos
marcadores de inflamagao avaliados, MPO (Fig. 8A), IL-1 (Fig. 8B), IL-
6 (Fig. 8C) e TNF-a (Fig. 8D), nos animais submetidos a endotoxemia.
Entretanto, quando avaliado o potencial de redugdo, dos simbidticos,
sobre os parametros inflamatorios, efeitos significativos nas citocinas IL-
1 (Fig. 8B), IL-6 (Fig. 8C) e TNF-a (Fig. 8D) s@o observados, porém, os
niveis de MPO (Fig. 8A) ndo acompanharam essa redug@o.
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Figura 8 - Efeitos da administragdo de simbioticos por sete dias, em marcadores
de inflamag¢do MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em rim de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrio de
cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A) p=0,0035;
(B) p=0,0020; (C) p=0,0029 ¢ (D) p=0,0157.

Avaliou-se o tecido pulmonar (Fig. 9) ap6s administracdo de LPS.
Como esperado, um aumento significativo nos marcadores de inflamacao
MPO (Fig. 9A), IL-1 (Fig. 9B), IL-6 (Fig. 9C) e TNF-a (Fig. 9D) foi
observado. Nessa estrutura, os simbidticos foram capazes de reverter os
danos inflamatoérios nos marcadores IL-1 (Fig. 9B), IL-6 (Fig. 9C) e TNF-
a (Fig. 9D), ja nos niveis de MPO (Fig. 9A) ndo demonstraram redugdo
com a administra¢do de simbidticos.
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Figura 9 - Efeitos da administracdo de simbioticos por 7 dias, em marcadores
de inflamagdo MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em pulméao de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média =desvio padrao de 5
animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A) p=0,0011; (B)

p=0,0020; (C) p=0,0122 ¢ (D) p=0,0050.

O tecido intestinal também foi alvo do presente estudo (Fig. 10),
houve um aumento significativo nos pardmetros inflamatorios, apds
administragdo de LPS. Curiosamente, nessa estrutura, os simbidticos
foram capazes de reverter apenas os marcadores de MPO (Fig. 10A).
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Figura 10 - Efeitos da administracdo de simbioticos por sete dias, em marcadores
de inflamagao MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em intestino de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrio de
cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A) p=0,0004;
(B) p=0,0001; (C) p=0,0008 e (D) p=0,0009.

4.1.3 Efeitos do tratamento por 15 dias com simbidticos no dano
oxidativo induzido por LPS

Os niveis de TBARS, na estrutura cerebral (Fig. 11A), renal (Fig.
11B), pulmonar (Fig. 11C) e intestinal (Fig. 11D) foram avaliados. Como
esperado, os niveis desse marcador mostraram-se significativamente
elevados, no grupo LPS, em todas as estruturas analisadas. O tratamento
por 15 dias com simbidticos mostrou-se eficiente na redugdo desse
parametro de dano oxidativo, em todas as estruturas analisadas, com
excecdo do cérebro.
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Figura 11 - Efeitos da administrag@o de simbioticos por 15 dias, no marcador de
dano oxidatvio TBARS, em cérebro (A), rim (B), pulméo (C) e intestino (D) de
animais submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio
padrdo de cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS;

p<0.001.

4.1.4 Efeitos do tratamento 15 dias com simbio6ticos na inflamacao
sistémica induzida por LPS

No tecido cerebral dos animais (Fig. 12) observa-se um aumento
significativo nos parametros inflamatérios MPO (Fig. 12A), IL-1 (Fig.
12B), IL-6 (Fig. 12C) e TNF-a (Fig. 12D) apds indug@o da endotoxemia.
Todavia, ap6s o uso de simbidticos por 15 dias consecutivos ha uma
redugdo significativa em todos os marcadores.
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Figura 12 - Efeitos da administragdo de simbidticos por 15 dias, em marcador
de inflamagdo MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em cérebro de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padriao de
cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A)
p=<0.0001; (B) p=0,0001; (C) p=0,0217 e (D) p=0,0007.

Na estrutura renal dos animais avaliados (Fig. 13) houve um
aumento significativo, como esperado, nos pardmetros inflamatdrios,
MPO (Fig. 13A), IL-1 (Fig. 13B), IL-6 (Fig. 13C) e TNF-a (Fig. 13D),
apos inducdo da endotoxemia. Porém, ap6s a administragdo por 15 dias
consecutivos de simbioticos € observada uma redugdo nos parametros
avaliados, com exce¢do do TNF-a (Fig. 13D).
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Figura 13 - Efeitos da administragdo de simbidticos por 15 dias, em marcador
de inflamagdo MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em cérebro de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrio de
cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A)
p=<0.0001; (B) p=0,0001; (C) p=0,0217 e (D) p=0,0007.

Na estrutura pulmonar (Fig. 14), e assim como nas demais, houve
aumento significativo nos paradmetros inflamatorios estudados, MPO
(Fig. 14A), IL-1 (Fig. 14B), IL-6 (Fig. 14C) e TNF-a (Fig. 14D), apos
administragdo de LPS. Parametros esses que foram reduzidos, com
excecdo do TNF-a (Fig. 14D), apds administragdo de simbioticos.
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Figura 14 - Efeitos da administragao de simbidticos por 15 dias, em marcadores
de inflamagdo MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF--a (D) em pulmao de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrio de
cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A) p=0,0003;
(B) e (D) p<0.0001 e (C) p=0,0001.
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O tecido intestinal também foi foco deste estudo. Assim como as
demais estruturas, houve um aumento significativo nos parametros
inflamatoérios, MPO (Fig. 15A), IL-1 (Fig. 15B), IL-6 (Fig. 15C) e TNF—
a (Fig. 15D), apo6s a administragdo de LPS. Esse aumento foi revertido

apos administracdo de simbidticos em todos os pardmetros inflamatorios
avaliados.
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Figura 15 - Efeitos da administragdo de simbidticos por 15 dias, em marcadores
de inflamagao MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF--a (D) em intestino de animais
submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrio de
cinco animais por grupo. *Diferente de Sham, # Diferente de LPS. (A) e (C)
p<0.0001; (B) p=0,0016 ¢ (D) p=0,0014.

4.1.5 Avaliacdo da permeabilidade intestinal de animais submetidos
a endotoxemia
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E observado aumento na concentragio fluoresceina plasmatica
apos indugdo de endotoxemia pela administracdo de LPS (Fig. 16).
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Figura 16 - Avaliagdo da permeabilidade intestinal de animais submetidos a
endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrao de fluoresceina em
plasma de cinco animais por grupo. *Diferente de Sham; p=0.0097.

4.2 EXPERIMENTO II

Uma vez definido o tempo de tratamento profilatico, de acordo
com os resultados anteriores, foi avaliado se existiam diferengas no uso
das cepas de lactobacillus e bifidobacterium isoladas ou associadas
(simbidticos) nos pardmetros oxidativo e inflamatorios avaliados neste
estudo.

4.2.1 Efeitos do tratamento com probidticos, prebiodticos e simbioticos
no dano oxidativo induzido por LPS

Para avaliacdo de danos oxidativos nos tecidos cerebral, renal,
pulmonar e intestinal, foi mensurada a atividade dos marcadores de dano
oxidativo, TBARS, carbonil ¢ a concentracdo de nitrito/nitrato. Em
cérebro de ratos a administra¢do de LPS foi eficaz em aumentar os niveis
de TBARS no grupo controle, assim como nos grupos FOS e
bifidobacterium bifidum. Entretanto, a administragdo de todos os
tratamentos reduziu esses niveis, quando comparados ao grupo LPS (Fig.
17).
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Desses, o grupo que recebeu os lactobacillus acidophilus teve seus
niveis significativamente reduzidos em comparagio ao grupo sham (Fig.
17A). Nos niveis de proteinas carboniladas no tecido em questdo
(Fig.17B), foi observado um aumento significativo, quando comparado
ao grupo sham, nos grupos LPS, FOS e lactobacillus acidophilus.
Entretanto, os grupos FOS, bifidobacterium bifidum, lactobacillus
rhamnosus, casei ¢ os simbioticos tiveram seus parametros reduzidos
quando comparados ao grupo LPS.

O grupo lactobacillus casei teve os menores niveis de dano
oxidativo comparado aos outros grupos de tratamento (Fig. 17B). A
concentracdo de nitrito/nitrato também foi alvo deste estudo (Fig. 17C),
nesse marcador, o grupo LPS teve um aumento significativo em relagdo
ao grupo sham. No entanto, todos os tratamentos foram capazes de
reverter esse aumento. Desses, o grupo lactobacillus rhamnosus teve uma
reducdo na concentragdo de nitrito/nitrato, mesmo quando comparado ao

grupo sham.
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Figura 17 - Efeitos da administragdo de prebiotico, probidticos e simbidticos, em
marcadores de dano oxidativo TBARS (A), Carbonil (B) e Concentragdo de
Nitrito/Nitrato (C) em cérebro de animais submetidos a endotoxemia. Resultados
expressos em média +desvio padrido de cinco a sete animais por grupo. *
Diferente de Sham; # Diferente de LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente
de LPS + bifidum; $ Diferente de LPS + rhamnosus; p Diferente de LPS + casei;
@ Diferente de LPS + acidophilus; p <0.0001.

No tecido renal foi observado um aumento na atividade de TBARS
nos grupos LPS, FOS, bifidobacterium bifidum e simbioticos (Fig. 18A)
comparados ao grupo sham. Entretanto, a administra¢do de lactobacillus
rhamnosus, casei, acidophilus e simbidticos foram eficientes em reverter
esse aumento, comparado ao grupo LPS (Fig. 18A). Com relagdo ao
carbonil (Fig. 18B), houve um aumento de seus niveis no LPS,
lactobacillus casei e acidophilus.
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A administracdo de FOS, bifidobacterium bifidum e simbidticos
reverteu esse aumento. As concentra¢des de nitrito/nitrato (Fig. 18C)
também se apresentam aumentadas nos grupos LPS. Aumento esse
reduzido significativamente com o uso de todos os tratamentos testados,
tanto isolados quanto associados. Os grupos lactoabacillus rhamnosus ¢
casei tiveram seus niveis também reduzidos em compara¢do ao grupo
bifidobacterium bifidum.
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Figura 18 - Efeitos da administracdo de prebiotico, probidticos e simbidticos, em
marcador de dano oxidativo TBARS (A), Carbonil (B), Concentragdo de
Nitrito/Nitrato (C) em rim de animais submetidos a endotoxemia. Resultados
expressos em meédia +desvio padrdo de cinco a sete animais por grupo.
*Diferente de Sham; # Diferente de LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente
de LPS + bifidum; $ Diferente de LPS + rhamnosus; p Diferente de LPS + casei;
@ Diferente de LPS + acidophilus; p <0.0001.

No pulméo houve um aumento na atividade de TBARS (Fig. 19A)
nos grupos LPS, bifidobacterium bifidum, lactobacillus rhamnosus ¢
casei, comparados ao grupo sham, em pulmio dos animais. Todavia, a
administragdo de lactobacillus rhamnosus, casei, acidophilus e
simbidticos foi capaz de reverter esses niveis, comparado ao grupo LPS.
O grupos lactobacillus rhamnosus e casei tiveram seus parametros
significativamente reduzidos mesmo quando comparados ao grupo sham.

Com relagdo as proteinas carboniladas (Fig. 19B) é observado um
aumento desse marcador no grupo LPS, como ja esperado. Entretanto,
todos os tratamentos foram capazes de reverter significativamente esse
aumento. As concentra¢des de nitrito/nitrato (Fig. 19C) também se
apresentam aumentadas nos grupos LPS, FOS e bifidobacterium bifidum,
entretanto os tratamentos com lactobacillus rhamnosus, casei,
acidophilus e simbidticos reverteram as concentragdes desse marcador.
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Figura 19 - Efeitos da administracdo de prebiotico, probidticos e simbidticos, em
marcador de dano oxidativo TBARS (A), Carbonil (B), Concentragdo de
Nitrito/Nitrato (C) em rim de animais submetidos a endotoxemia. Resultados
expressos em média +desvio padrao de cinco a sete animais por grupo. *Diferente
de Sham; # Diferente de LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente de LPS +
bifidum; $ Diferente de LPS + rhamnosus; B Diferente de LPS + casei; @
Diferente de LPS + acidophilus; p <0.0001.

Foi mensurado o tecido intestinal dos animais submetidos ao
protocolo de indu¢do de endotoxemia pela administracdo de LPS, nos
marcadores de danos oxidativos (Fig. 20). Os grupos LPS e FOS tiveram
aumento expressivo na atividade de TBARS (Fig. 20A). Contudo, todos
os tratamentos administrados foram capazes de reverter esse aumento,
comparados ao grupo LPS.

Entre os tratamentos, os lactobacillus rhmanosus, casei e
acidophilus parecem ter um efeito potenciaizador em reverter esses
danos, uma vez que as concentragdes de TBARS nesses trés grupos foram
inferiores ao grupo sham. Com relagdo ao carbonil (Fig. 20B),
observamos um aumento expressivo comparado aos animais sham, no
grupo LPS, lactobacillus casei e acidhopilus. Entretanto, os tratamentos
com FOS, bifidobacterium bifidum e rhamnosus e os simbidticos foram
eficazes em reverter esse aumento.

As concentragdes de Nitrito/nitrato (Fig. 20C) também foram
significativamente aumentadas apos a indugdo de endotoxemia, tanto no
grupo LPS como nos animais que receberam a suplementacdo com
bifidobacterium bifidum. Porém, a administragdo dos suplementos de
FOS, lactobacillus rhamnosus, casei, acidophilus e os simbioticos foram
eficientes em reverter esse aumento.
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Figura 20 - Efeitos da administragdo de prebiotico, probidticos e simbidticos, em
marcador de dano oxidativo TBARS (A), Carbonil (B), Concentragdo de
Nitrito/Nitrato (C) em intestino de animais submetidos a endotoxemia.
Resultados expressos em média +desvio padrao de cinco a sete animais por grupo.
* Diferente de Sham; # Diferente de LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente
de LPS + bifidum; $ Diferente de LPS + rhamnosus; p Diferente de LPS + casei;
@ Diferente de LPS + acidophilus; p <0.0001.

4.2.2 Efeitos do tratamento com probidticos, prebiodticos e simbidticos
na inflamaco sistémica induzida por LPS

No presente estudo foram determinados os niveis de MPO e
citocinas IL-1, IL-6 e TNF- a em cérebro, rins, pulmio e intestino de
animais tratados com suplementos de simbidticos e posteriormente
submetidos a induzidugdo de endotoxemia. No tecido cerebral (Fig. 21)
foi observado que a atividade de MPO (Fig. 21A) esta aumentada no
grupo LPS, assim como no grupo que recebeu a suplementagdo com os
simbioticos. Entretanto, esse aumento foi revertido com a administragao
do prebidtico FOS e dos probiodticos bifidobacterium bifidum,
lactobacillus rhmanosus e casei.

Ja a administragdo dos probiodticos e prebidticos associados, os
denominados simbioticos, demonstrou um aumento na atividade de MPO
quando comparados ao uso de todos os tratamentos isolados. A
administragdo de LPS aumentou significativamente os niveis de IL-1
(Fig. 21B), em comparagdo com o grupo sham, nos grupos LPS, FOS e
bifidobacterium bifidum. Todavia, nos grupos lactobacillus rhamnosus,
casei e acidophilus houve uma reversdo no aumento desse parametro
inflamatério. Os niveis de IL-6 no cérebro dos animais aumentou, como
esperado, apds a administragdo de LPS, esse aumento também foi
observado nos grupos FOS e bifidobacterium bifidum. Contudo, nos
grupos lactobacillus rhamnosus, casei, acidophilus e os simbidticos
houve uma redugdo significativa desse parametro comparado ao grupo
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LPS (Fig. 21C). No TNF-a (Fig. 21D) houve um comportamento
semelhante ao marcador IL-6.
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Figura 21 - Efeitos da administracdo de prebiotico, probidticos e simbidticos, em
marcador de inflamagao MPO (A), IL-1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em cérebro de
animais submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio
padrdo de cinco a sete animais por grupo. * Diferente de Sham; # Diferente de
LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente de LPS + bifidum; $ Diferente de
LPS + rhamnosus; P Diferente de LPS + casei; @ Diferente de LPS +
acidophilus; Q Diferente de todos os tratamentos; p <0.0001.
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A administragdo de LPS, como esperado, aumentou
significativamente a atividade de MPO, nos rins, no grupo LPS
comparado ao grupo sham. Entretanto, os grupos que receberam os
prebidtios e probidticos, isolados ou associados, tiveram esse paramero
reduzido significativamente. Os grupos FOS, lactobacillus rhamnosus,
casei, acidophilus e os simbioticos tiveram seus valores reduzidos mesmo
quando comparados ao grupo sham (Fig. 22A).

Curiosamente, os niveis de IL-1 (Fig. 22B) foram
significativamente maiores, comparado ao grupo sham, apenas no grupo
que recebeu lactobacillus rhamnosus. Porém, nos grupos lactobacillus
casei, acidophilus e os simbiodticos houve uma redugdo significativa desse
marcador inflamatdrio comparada ao grupo lactobacillus rhamnosus.

A citocina IL-6 (Fig. 22C) teve seus niveis aumentados, em
comparagdo com o grupo sham, nos grupos LPS, FOS, bifidobacterium
bifidum e lactobacillus rhamnosus. Entretanto, em todos os grupos de
tratamento ha uma reversao desse aumento, quando comparados ao grupo
LPS. O TNF-a (Fig. 22D), teve seus parametros inflamatdrios
semelhantes, superficialmente, aos observados na IL-6.
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Figura 22 - Efeitos da administracdo de prebiotico, probidticos e simbidticos, em
marcador de inflamagdo MPO (A), IL 1 (B), IL 6 (C) e TNF (D) em rim de
animais submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio
padrdo de cinco a sete animais por grupo. * Diferente de Sham; # Diferente de
LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente de LPS + bifidum; $ Diferente de
LPS + rhamnosus; P Diferente de LPS + casei; @ Diferente de LPS +
acidophilus; p <0.0001.

No tecido pulmonar houve um aumento no marcador de infiltrado
de neutrofilos, MPO (Fig. 23A), no grupo LPS comparado ao grupo sham.
Todavia, todos os grupos que receberam suplementacdo prebidticos,
probidticos ou simbidticos tiveram uma redugdo significativa desse
marcador, comparados ao grupo LPS. O grupo lactobacillus acidophilus,
adicionalmente, teve uma reducdo quando comparado ao grupo
lactobacillus casei.

Com relagdo a citocina IL-1 (Fig. 23B) também houve aumento
nos seus niveis no grupo LPS, FOS e simbiodticos comparadas ao grupo
sham. No entanto, os grupos FOS, bifidobacterium bifidum, lactobacillus
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rhamnosus, casei € acidophilus demonstraram uma reversao desses niveis
comparados ao grupo LPS. O grupo LPS e FOS na citocina pro-
inflamatoria, I1L-6 (Fig. 23C), também teve seus valores aumentados,
comparados ao grupo sham.

Entretanto, todos os grupos que receberam os tratamentos
demonstraram uma redugdo nesse marcador. O TNF- a (Fig. 23D) mostra-
se aumentado nos grupos LPS e FOS em rela¢do ao sham. Porém, nos
grupos bifidobacterium bifidum, lactobacillus rhamnosus, casei ¢
acidophilus observa-se uma redugio significativa nos niveis de TNF- o
em relagdo ao grupo LPS e FOS.
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Figura 23 - Efeitos da administragdo de prebidticos, probidticos e simbioticos,
em marcador de inflamagdo MPO (A), IL 1 (B), IL 6 (C) e TNF (D) em pulmao
de animais submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio
padrdo de cinco a sete animais por grupo. * Diferente de Sham; # Diferente de
LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente de LPS + bifidum; $ Diferente de
LPS + rhamnosus; P Diferente de LPS + casei; @ Diferente de LPS +
acidophilus; p <0.0001.
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Assim como nos demais tecidos analisados anteriormente, o
intestinal também demonstrou aumento na atividade de MPO (Fig. 24A)
nos grupos LPS, FOS, bifidobacterium bifidum, lactobacillus rhamnosus
comparado ao grupo sham. Todavia, todos os grupos que receberam
suplementos tiveram uma redugdo significativa no aumento da atividade
de MPO provocado pela administracio de LPS. A IL-1 (Fig. 24B)
também demonstrou valores elevados no grupo LPS e no grupo FOS
comparados ao grupo sham.

Ja os grupos bifidobacterium bifidum, lactobacillus rhmanosus,
casei e os simbidticos tiveram seus parametros reduzidos comparados ao
grupo LPS. A IL-6 (Fig. 24C) teve sua atividade elevada, comparada ao
grupo sham, nos grupos LPS e FOS. Ja nos grupos tratamentos com os
probidticos e os simbidticos ha uma reducdo desse marcador comparado
ao grupo LPS.

Os grupos bifidobacterium bifidum, lactobacillus rhamnosus,
casei e os simbidticos tiveram seus pardmetros reduzidos mesmo quando
comparados ao grupo sham. Os niveis de TNF- a (Fig. 24D) mostraram-
se elevados nos grupos LPS e FOS. Observa-se uma reducdo desse
marcador nos grupos bifidobacterium bifidum, lactobacillus rhmanosus,
casei, acidophilus e os simbidticos comparados ao grupo LPS. O grupo
simbidtico teve seus parametros reduzidos mesmo quando comparado ao
grupo sham.
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Figura 24 - Efeitos da administragdo de prebiotico, probidticos e simbidticos, em
marcador de inflamagdo MPO (A), IL 1 (B), IL 6 (C) e TNF (D) em intestino de
animais submetidos a endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio
padrdo de cinco a sete animais por grupo. *Diferente de Sham; # Diferente de
LPS; % Diferente de LPS + FOS; & Diferente de LPS + bifidum; $Diferente de
LPS + rhamnosus; PDiferente de LPS + casei; @ Diferente de LPS +
acidophilus; p <0.0001.

4.2.3 Efeitos da suplementacio de probioticos, prebioticos e
simbidticos em cultura de linfonodos mesentéricos em animais
submetidos a endotoxemia pela administracio de LPS

Na cultura de linfonodos mesentéricos (tabela 1) ndo se observa
diferencas significativas entre os grupos estudados.
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Tabelal - Cultura de linfonodos mesentéricos.

Grupo Aerdbico n Anaer()l;ico n
(“o)* (Y0)
Sham 0(0) 0(0)
LPS+ 4agua 2 (28,6) 1(14,3)
LPS + FOS 3(42,9) 3 (42,9)
LPS + bifidobacterium bifidum 1(14,3) 1(14,3)
LPS + lactobacillus rhamnosus 3 (42,9) 3 (42,9)
LPS + lactobacillus casei 4(57,1) 1(14,3)
LPS + lactobacillus 1(14,3) 1(14,3)
acidophilus
LPS + simbidticos 4 (57,1) 2 (28,6)

Tabela 1 - Efeitos da administracdo de prebidticos, probidticos e simbidticos em
linfonodos mesentéricos de animais submetidos a endotoxemia. Resultados
expressos como frequéncia absoluta e relativa de turbidez do meio. *p=0,275 #
p=0,293. Teste de Qui-quadrado de Pearson.

4.3 EXPERIMENTO III

Apo6s definicdo das melhores cepas de probidticos em dano
oxidativo e inflamatdrios, foi avaliado o papel da microbiota intestinal
nesses parametros. Para isso, comparou-se os efeitos do transplante de
microbiota fecal em animais que receberam suplementagdo controle
(agua), lactobacillus casei e rhmanosus.

4.3.1 Papel da microbiota intestinal no dano oxidativo em
endotoxemia induzida pelo LPS

Avaliou-se o soro de animais submetidos ao protocolo de
endotoxemia pela administragdo de LPS. Nesses animais houve um
aumento expressivo nos niveis de TBARS, nos grupos LPS, transplante
controle e transplante lactobacillus casei. No grupo transplante com os
lactobacillus rhamnosus, observou-se uma reducdo significativa desse
marcador de dano lipidico (Fig. 25A). Com relagdo ao carbonil (Fig.
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25B), também houve um aumento significativo desse marcador no grupo
LPS e no grupo controle transplante, comparados ao grupo sham. O grupo
transplante lactobacillus rhmanosus teve uma redugdo significativa
comparada ao grupo sham. As concentragdes de nitrito/nitrato (Fig. 25C)
tiveram aumento expressivo no grupo LPS e transplante com
lactobacillus casei. O Unico grupo que demonstrou uma redugdo dos
danos ocasionados pelo LPS foi o transplante fecal com lactobacillus

rhamnosus.
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Figura 25 - Papel da microbiota intestinal no dano oxidativo TBARS (A),
Carbonil (B) e Nitrito/Nitrato(C) em soro de animais submetidos a endotoxemia.
Resultados expressos em média +desvio padréo de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de Sham; # Diferente de LPS; & Diferente de controle transplante; %
Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

No cérebro dos animais submetidos ao protocolo de endotoxemia
pela administragdo de LPS observa-se um aumento significativo no
marcador de dano oxidativo TBARS, nos grupos LPS e no transplante
com lactobacillus rhamnosus, comparados ao grupo sham. O transplante
controle foi eficaz em reverter esse aumento comparado ao grupo LPS
(Fig. 26A). Os niveis de carbonil também se mostraram aumentados no
grupo LPS, comparado ao grupo sham, entretanto, todos os grupos
transplantes tiveram uma redugdio significativa desse aumento
comparados ao grupo LPS (Fig. 26B). Curiosamente as concentragdes de
nitrito/nitrato ndo demonstraram diferengas entre o grupo sham e LPS,
apenas diferengas entre os grupos transplantes, deles o grupo transplante
controle e o transplante com lactobacillus casei tiveram parametros

menores comparados ao grupo transplante lactobacillus rhamnosus (Fig.
26C).
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Figura 26 - Papel da microbiota intestinal no dano oxidativo TBARS (A),
Carbonil (B) e Nitrito/Nitrato(C) em cérebro de animais submetidos a
endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrdo de oito a dez
animais por grupo. *Diferente de Sham; # Diferente de LPS; Diferente de controle
transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei; A e B p<0.0001; C
p=0,0073.

No tecido renal houve um aumento significativo no grupo LPS, no
pardmetro oxidativo TBARS (Fig. 27A), aumento esse revertido nos
grupos transplantes. O carbonil também teve resultados idénticos ao
TBARS (Fig. 27B). Ja nas concentragdes de nitrito/nitrato observamos
uma reducdo desse marcador nos grupos LPS e transplante lactobacillus
rhamnosus, contudo, nos grupos transplante controle e transplante
lactobacillus casei houve uma reversiao desse aumento (Fig. 27C).
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Figura 27 - Papel da microbiota intestinal no dano oxidativo TBARS (A),
Carbonil (B) e Nitrito/Nitrato (C) em rim de animais submetidos a endotoxemia.
Resultados expressos em média +desvio padrdo de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de Sham; # Diferente de LPS; & Diferente de controle transplante; %
Diferente de transplante lactobacillus casei; A e B p<0.0001; C p=0,0002.

O tecido pulmonar teve comportamento similar aos tecidos ja
descritos acima, em que o grupo LPS demonstrou aumento significativo
no TBARS, comparado ao grupo sham. Todavia, esse aumento foi
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revertido em todos os grupos transplantes testados (Fig. 28A). O carbonil
também demonstrou niveis elevados no grupo LPS, assim como no grupo
transplante lactobacillus rhmanosus. Contudo, nos grupos transplante
controle e transplante lactobacillus casei houve uma redugdo significativa
desse aumento (Fig. 28B). Ja o nitrito/nitrato teve aumento expressivo nos
niveis desse marcador nos animais do grupo LPS, no entanto, todos os
grupos transplantes foram eficazes em reduzir esse marcador. Chama
atencdo o grupo transplante controle, pois teve seus niveis de
nitrito/nitrato significativamente inferiores ao grupo sham (Fig. 28C).
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Figura 28 - Papel da microbiota intestinal no dano oxidativo TBARS (A),
Carbonil (B) e Nitrito/Nitrato (C) em pulm@o de animais submetidos a
endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrdo de oito a dez
animais por grupo. *Diferente de Sham; # Diferente de LPS; & Diferente de
controle transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

O intestino desses animais também apresentou niveis elevados de
TBARS no grupo LPS, comparados ao grupo sham, quando submetidos
ao protocolo de endotoxemia. Esses niveis mostram-se significativamente
reduzidos em todos os grupos transplantes testados (Fig. 29A). O carbonil
também teve seus valores aumentados no grupo LPS e grupo transplante
lactobacillus rhamnosus, comparados ao grupo sham. Valores esses
também reduzidos nos grupos controle transplante e transplante
lactobacillus casei (Fig. 29B). Os niveis de nitrito/nitrato mostram-se
expressivamente elevados, comparados ao sham, no grupo LPS,
entretanto, em todos os grupos transplantes hd uma redugao significativa
desse marcador comparado ao grupo LPS (Fig. 29C).
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Figura 29 - Papel da microbiota intestinal no dano oxidativo TBARS (A),
Carbonil (B) e Nitrito/Nitrato (C) em intestino de animais submetidos a
endotoxemia. Resultados expressos em média +desvio padrdo de oito a dez
animais por grupo. *Diferente de Sham; # Diferente de LPS; & Diferente de
controle transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

4.3.2 Papel da microbiota intestinal na inflamacio sistémica em
endotoxemia induzida pelo LPS

A inflamagdo sistémica nas estruturas, cérebro, rim, pulmio e
intestino, foi mensurada através das dosagens de MPO, IL-1, IL-6 ¢ TNF-
a (Fig. 30). Houve um aumento na atividade de MPO, nos grupos LPS ¢
no transplante lactobacillus rhamnosus, quando comparados com o grupo
sham. Todavia, os grupos transplante controle e transplante lactobacillus
casei tiveram seus valores significativamente reduzidos comparados ao
grupo LPS (Fig. 30A). Os marcadores inflamatérios IL-1 (Fig. 30B), IL-
6 (Fig. 30C) e TNF-a (Fig. 30D) tiveram resultados significativos
idénticos, seus niveis mostraram-se aumentados apds administracdo de
LPS, aumento esse retrocedido em todos os grupos transplantes.
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Figura 30 - Papel da microbiota intestinal na inflamagao sistémica MPO (A), IL1
(B), IL6 (C) e TNF-a (D) em cérebro de animais submetidos a endotoxemia.
Resultados expressos em média +desvio padréo de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de Sham; # Diferente de LPS; & Diferente de controle transplante; %
Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

Da mesma forma que o tecido cerebral, a inflamagao sistémica no
tecido renal dos animais teve um consideravel aumento na atividade de
MPO, no grupo LPS comparado ao sham. Todavia, os grupos transplante
controle e transplante lactobacillus rhamnosus tiveram seus parametros
revertidos comparados ao grupo LPS (Fig. 31A). Quando avaliada a IL-
1, na mesma estrutura, percebe-se um aumento da atividade dessa citocina
no grupo LPS, nenhum dos grupos com transplante demonstrou uma
reducdo significativa desse marcador inflamatodrio (Fig. 31B). Entretanto,
tanto a IL-6 (Fig. 31C) quanto o TNF-a (Fig. 31D) tiveram resultados
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idénticos, aumento das atividades nos grupos LPS, transplante
lactobacillus casei e rhmanosus comparados ao sham e uma reducdo
desse marcador no grupo transplante controle, quando comparados ao
LPS.
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Figura 31 - Papel da microbiota intestinal na inflamagao sistémica MPO (A), IL1
(B), IL6 (C) e TNF-a (D) em cérebro de animais submetidos a endotoxemia.
Resultados expressos em média +desvio padrao de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de Sham; # Diferente de LPS; Diferente de controle transplante; %
Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

As atividades de MPO (Fig. 32A), IL-1 (Fig. 32B), IL-6 (Fig. 32C)
e TNF-a (Fig. 32D) no tecido pulmonar mostraram-se aumentadas no
grupo LPS comparadas aos grupos sham. Todavia, todos os grupos

transplantes tiveram redu¢do desses parametros comparados ao grupo
LPS.
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Figura 32 - Papel da microbiota intestinal na inflamagao sistémica MPO (A), IL-
1 (B), IL-6 (C) e TNF-a (D) em pulméo de animais submetidos a endotoxemia.
Resultados expressos em média +desvio padréo de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de Sham; # Diferente de LPS; Diferente de controle transplante; %
Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

No tecido intestinal dos animais, em relacdo a atividade de MPO
(Fig. 33A) e IL-1 (Fig. 33B), houve aumento nos grupos induzidos a
endotoxemia, grupo LPS, comparado aos grupos sham. Todavia, todos os
grupos transplantes tiveram uma reducdo desses marcadores, comparados
ao grupo LPS. Os grupos transplantes lactobacillus casei e rhamnosus
tiveram reducgdo significativa, dos mesmos parametros mensurados,
quando comparados ao grupo sham. Na IL-6 (Fig. 33C) observamos um
aumento, comparado ao grupo sham, nos niveis do grupo LPS. Entretanto,
todos os grupos transplantes tiveram uma reducdo desse aumento.
Curiosamente, na atividade da citocina TNF-a (Fig. 33D) ndo foi
observado nenhum aumento no grupo LPS, comparado ao grupo sham.
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Porém, em todos os grupos transplantes houve uma redugdo desse
marcador, comparados com o grupo sham ¢ LPS.
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Figura 33 - Papel da microbiota intestinal na inflamagao local MPO (A), IL-1
(B), IL-6 (C) e TNF-0 (D) em intestino de animais submetidos a endotoxemia.
Resultados expressos em média +desvio padrao de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de Sham; # Diferente de LPS; Diferente de controle transplante; %
Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

4.3.3 Papel da microbiota intestinal em parametros de dano oxidativo
na inflamacéo estéril induzida por zimosan

Avaliando o soro com relacdo aos danos oxidativos ocasionados
pela inflamagéo estéril houve um aumento na atividade de TBARS (Fig.
34A) no grupo zimosan, quando comparado ao grupo sham. Porém,
percebe-se uma reducéo significativa nesse aumento, quando comparados
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ao grupo zimosan, nos grupos transplante controle e transplante
lactobacillus casei. Com relagdo ao carbonil (Fig. 34B), nesse mesmo
tecido ha um aumento significativo no grupo zimosan, comparado ao
grupo sham. No entanto, em todos os grupos que receberam tratamentos
com transplantes houve redugdo significativa desse marcador comparado
ao grupo zimosan. Avaliando a concentragdo de nitrito/nitrato (Fig. 34C),
percebe-se valores elevados no grupo zimosan comparado aos animais do
grupo sham. Entretanto, a reducdo desse parametro ¢ observada no grupo

transplante controle e no transplante lactobacillus rhamnosus.
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Figura 34 - Papel da microbiota intestinal nos marcadores de dano oxidativos
TBARS (A), Carbonil (B) e Nitrito/nitrato (C) em soro de animais submetidos a
inflamagdo sist€émica. Resultados expressos em média +desvio padrao de oito a
dez animais por grupo. *Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente
de controle transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei;(A)
p=0,0010; (B) e (C) p<0.0001.

Os niveis de TBARS no cérebro dos animais mostraram-se
aumentados no grupo zimosan, assim como 0 grupo transplante com
lactobacillus rhamnosus, comparados ao grupo sham. Entretanto, esse
aumento foi reduzido significativamente nos grupos transplante controle
e transplante lactobacillus casei, comparados ao grupo zimosan (Fig.
35A). Com relagdo ao carbonil, o grupo zimosan teve seus valores de
proteinas carboniladas significativamente maiores do que o grupo sham.
Todavia, todos os grupos transplantes foram eficazes em reverter esse
aumento, usando como parametro de comparacdo o grupo zimosan (Fig.
35B). A concentracdo de nitrito/nitrato também teve seus parametros
aumentados no grupo zimosan, assim como no grupo transplante com
lactobacillus rhamnosus, comparado ao grupo sham. Esse aumento foi
revertido significativamente no grupo transplante controle (Fig. 35C).
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Figura 35 - Papel da microbiota intestinal nos marcadores de dano oxidativo TBARS
(A), Carbonil (B) e Nitrito/nitrato (C) em cérebro de animais submetidos a inflamagao
sistémica. Resultados expressos em média +desvio padrao de oito a dez animais por
grupo. *Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente de controle
transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei; (A) e (B) p<0.0001; (C)
p=0,0002.

No tecido renal dos animais ha um aumento nos niveis de TBARS
(Fig. 36A) em todos os grupos, comparados ao grupo sham.
Curiosamente, nenhum dos grupos teve seus pardmetros reduzidos de
forma significativa quando comparados ao grupo zimosan. Contudo,
quando analisados os parametros de carbonil (Fig. 36B) e nitrato/nitrito
(Fig. 36C) observa-se uma tendéncia similiar em ambos, aumento dos
niveis no grupo zimosan, comparados ao grupo sham, ¢ uma redugdo
significativa nesses niveis em todos os grupos transplantes.
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Figura 36 - Papel da microbiota intestinal nos marcadores de dano oxidativo
TBARS (A), Carbonil (B) e Nitrito/nitrato (C) em rim de animais submetidos a
inflamagao estéril. Resultados expressos em média +desvio padrio de oito a dez
animais por grupo. *Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente de
controle transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei; (A)
p=0,0006; (B) e (C) p<0.0001.
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Avaliou-se também a estrutura pulmonar dos animais com relacdo
aos danos oxidativos. Nesse tecido ha uma semelhanga no TBARS (Fig.
37A) e nitrato/nitrito (Fig. 37C), onde houve um aumento consideravel,
em ambos os marcadores, nos grupos zimosan, comparados aos grupos
sham. Entretanto, todos os grupos transplantes foram capazes de reverter
esse aumento. Ja o carbonil (Fig. 37B) teve aumento no grupo zimosan e
transplante lactobacillus rhamnosus, comparado ao grupo sham. E os
grupos que apresentaram reducdo desse marcador de danos as proteinas
foram os grupos controle transplante e transplante lactobacillus casei
(Fig. 37B) em relagdo ao zimosan.
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Figura 37 - Papel da microbiota intestinal nos marcadores de dano oxidativo
TBARS (A), Carbonil (B) e Nitrito/nitrato (C) em pulmao de animais submetidos
a inflamagdo estéril. Resultados expressos em média =desvio padrdo de oito a dez
animais por grupo. *Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente de
controle transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei; (A) e (C)
p<0.0001; (B) p=0,0010.

Os trés marcadores de dano oxidativo tiveram resultados similares
no intestino dos animais, TBARS (Fig. 38A), carbonil (Fig. 38B) ¢
nitrito/nitrato (Fig. 38C). Quando comparados ao grupo sham, observa-se
um aumento significativo nos grupos zimosan. Todavia, em todos os
grupos transplantes hd uma reducéo desses marcadores.
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Figura 38 - Papel da microbiota intestinal nos marcadores de dano oxidativo
TBARS (A), Carbonil (B) e Nitrito/nitrato (C) em intestino de animais
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submetidos a inflamagao estéril. Resultados expressos em média +desvio padrao
de oito a dez animais por grupo. *Diferente de sham; # Diferente de zimosan; &
Diferente de controle transplante; % Diferente de transplante lactobacillus casei,
p<0.0001.

4.3.4 Papel da microbiota intestinal na inflamacao sistémica induzida
por zimosan

O soro dos animais teve um aumento na atividade de MPO,
comparada ao controle sham, no grupo zimosan. Esse aumento foi
revertido nos grupos transplantes lactobacillus casei e rhamnosus (Fig.
39).
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Figura 39 - Papel da microbiota intestinal na atividade de MPO em soro de
animais submetidos a inflamagao estéril. Resultados expressos em média +desvio
padrdo de 8 a 10 animais por grupo. *Diferente de sham; # Diferente de zimosan;
& Diferente de controle transplante; % Diferente de transplante lactobacillus
casei; p<0.0001.

No cérebro dos animais observa-se um aumento na atividade de
MPO no grupo zimosan e lactobacillus rhamnosus, comparados ao sham
(Fig. 40A). Porém, nos grupos transplantes controle e lactobacillus casei
ha uma redugdo significativa nesse parametro comparados ao grupo
zimosan. Os marcadores I1L-1 (Fig. 40B), IL-6 (Fig. 40C) ¢ TNF-a (Fig.
40D) demonstram comportamentos similares, aumento nos grupos
zimosan, comparados ao sham, e reducdo em todos os grupos
transplantes.
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Figura 40 - Papel da microbiota intestinal na inflamagao sistémica MPO (A), IL1
(B), IL6 (C) e TNF-a (D) em cérebro de animais submetidos a inflamagao estéril.
Resultados expressos em média +desvio padrao de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente de transplante controle;
% Diferente de transplante lactobacillus casei; (A) p= 0,0004 (B), (C) e (D)
p<0.0001.

No tecido renal houve um aumento nos niveis de MPO (Fig. 41A)
no grupo zimosan, comparado ao sham. Entretanto, em todos os grupos
transplantes observa-se uma redugdo desse marcador comparados ao
grupo zimosan. A IL-1 (Fig. 41B) também apresenta aumento
significativo nos grupos zimosan, transplante lactobacillus casei e
rhmanosus, usando como parametro de comparagdo o grupo sham.
Entretanto, no grupo transplante controle houve uma redugao significativa
desse parametro inflamatorio comparado ao grupo zimonsan. Na IL-6
(Fig. 41C) ha um aumento no grupo zimosan € no grupo transplante
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lactobacillus casei, comparados ao grupo sham. Todavia, nos grupos
transplantes controle e lactobacillus rhamnosus observa-se uma reversao
desse aumento, quando comparados com o grupo zimosan. O TNF-a (Fig.
41D) também demonstrou um aumento em seus niveis nos grupos
zimosan ¢ nos transplantes lactobacillus casei ¢ rhamnosus. Apenas o
grupo transplante controle obteve uma redugdo nesse marcador, quando
comparado ao grupo zimonsan.
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Figura 41 - Papel da microbiota intestinal na inflamagao sistémica MPO (A), IL1
(B), IL6 (C) e TNF-a (D) em rim de animais submetidos a inflamagao estéril.
Resultados expressos em média +desvio padrdo de 8 a 10 animais por grupo.
*Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente de controle transplante;
% Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.
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Os niveis de MPO no tecido pulmonar mostram-se elevados nos
grupos zimosan, transplante lactobacillus casei e rhmanosus, comparados
ao grupo sham (Fig. 42A). Porém, os grupos transplante controle e
lactobacillus casei tiveram uma redugdo significativa, comparados ao
grupo zimosan nesse marcador. A IL-1 (Fig. 42B) mostrou-se
significativamente elevada, no grupo zimosan, comparada ao grupo sham.
Entretanto, nos grupos transplante controle e lactobacillus casei houve
uma reducdo nesse marcador. Os niveis de IL-6 mostraram-se
aumentados nos grupos zimosan e transplante lactobacillus rhamnosus,
comparados ao grupo sham. Porém, nos grupos transplantes controle e
lactobacillus casei houve reducdo desse pardmetro (Fig. 42C). Ja os
niveis de TNF-a ficaram elevados no grupo zimosan, comparado ao grupo
sham. Todavia, em todos os grupos transplantes esses niveis mostraram-
se reduzidos quando comparados ao grupo zimosan (Fig. 42D).
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Figura 42 - Papel da microbiota intestinal na inflamagao sistémica MPO (A), IL1
(B), IL6 (C) e TNF-a (D) em pulmao de animais submetidos a inflamagao estéril.
Resultados expressos em média +desvio padrao de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente de controle transplante;
% Diferente de transplante lactobacillus casei; p<0.0001.

Os niveis de MPO no intestino encontram-se aumentados no grupo
zimosan, comparados ao grupo sham (Fig. 43A). Entretanto, em todos os
grupos que receberam os transplantes houve uma redugdo significativa
desse marcador inflamatorio comparado ao grupo zimosan. Desses
grupos, merece destaque o grupo transplante controle, pois teve a
atividade de MPO reduzida mesmo quando comparado ao grupo sham.
As citocinas IL-1 (Fig. 43B), IL-6 (Fig. 43C) e o TNF-a (Fig. 43D)
tiveram comportamentos semelhantes, aumentadas nos grupos zimosan,
quando comparadas aos grupos sham. Todavia, em todos os grupos
transplantes houve uma reducdo significativa nesses parametros
inflamatorios, quando comparados ao grupo zimosan.



73

Intestino

>

3
8

501

mU/mg de ptn

£
s's
82
2g
g

Atividade de MPO

(g)

IL-6
pg.mg proteina
TNF-alpha
pg.mg proteina
8 8 8
8 8 8

g

Figura 43- Papel da microbiota intestinal na inflamagao local MPO (A), IL1 (B),
IL6 (C) e TNF-a (D) em intestino de animais submetidos a inflamacdo estéril.
Resultados expressos em média +desvio padrao de oito a dez animais por grupo.
*Diferente de sham; # Diferente de zimosan; & Diferente de controle transplante;
% Diferente de transplante lactobacillus casei; (A), (C) e (D) p<0.0001; (B)
p=0,0009.

4.3.5 Analises histologicas

4.3.5.1 Avaliagdo da lesdo tissular ocorrida na endotoxemia induzida pelo
LPS

Para avaliagdo da lesdo tissular ocorrida nos tecidos cerebral, renal,
pulmonar e intestinal, na endotoxemia induzida pela LPS, foi realizada
analise histologica desses tecidos. No cérebro dos animais avaliados (Fig.
44) observa-se auséncia de particularidades microscopicas no grupo sham
(A), havendo uma auséncia de inflamag@o nas amostras desse grupo.
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Entretanto, quando avaliadas as laminas do grupo LPS, ha presenca
moderada de infiltrado linfocitario (B). Ja nos grupos transplante controle,
transplante lactobacillus casei e rhamnosus observamos um discreto
infiltrado de linfocitos (C).

LPS Transplante

CEREBRO Controle

Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 44 — Cortes histologicos de tecido cerebral, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a endotoxemia. (A) auséncia de infiltrado de
linfocitos; (B) moderado infiltrado de linfocitos e (C) discreto infiltrado de
linfocitos.

Curiosamente, no tecido renal (Fig. 45) ndo foi evidenciado
processo inflamatorio cronico ou agudo. Os glomérulos encontram-se
preservados (A) e os tabulos (B) com relativa uniformidade do diametro.
Observa-se também, no grupo transplante casei, tecido adiposo perirenal
normal (C). No grupo transplante rhamnosus € possivel observar que a
suprarrenal se encontra normal (D).
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LPS Transplante

RIM Controle

Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 45 — Cortes histologicos de tecido renal, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a endotoxemia. (A) glomérulos normais; (B)
tabulos normais (C) tecido adiposo perirenal normal e (D) suprarrenal normal.

Entretanto, quando avaliadas as lesoes tissulares ocorridas no
tecido pulmonar (Fig. 46) observa-se no grupo sham alvéolos normais,
com septos interalveolares delicados (A). Ja no grupo LPS ha presenca de
septos interalveolares espessados e presenga de infiltrado linfocitario no
parénquima pulmonar (B). Todavia, nos grupos transplante controle e
lactobacillus casei ha presenca de discreto infiltrado linfocitario (C).
Entretanto, no grupo lactobacillus rhmanosus observa-se presenga de
poucos alvéolos expandidos (D).
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Transplante

PULMAO

Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 46 — Cortes histologicos de tecido pulmonar, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a endotoxemia. (A) alvéolos normais, com septos
interalveolares delicados; (B) septos interalveolares espessados e presenga de
infiltrado linfocitario no parénquima pulmonar; (C) discreto infiltrado linfocitario
e (D) presenga de poucos alvéolos expandidos.

O tecido intestinal dos animais (Fig. 47) demonstrou alteragdes
significativas nesse estudo, no grupo sham observa-se que as vilosidades
intestinais foram preservadas (A). No grupo LPS observam-se as
vilosidades encurtadas (B) e hiperplasia de foliculos linféides (C). Nos
animais que receberam o transplante controle observa-se que no tecido
adiposo peri-entérico ha presen¢a de inflamagdo cronica (D) e moderado
infiltrado linfocitario (E). No grupo transplante casei é perceptivel a
presenca moderada de infiltrados linfocitarios (E) e edema de submucosa
(F). J& no grupo transplantes rimanosus também observa-se um
encurtamento das vilosidades intestinais (B), assim como um infiltrado
inflamatorio discreto na submucosa (G).
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INTESTINO LPS
DELGADO

Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 47 — Cortes histologicos de tecido intestinal, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a endotoxemia. (A) vilosidades preservadas; (B)
vilosidades encurtadas; (C) hiperplasia de foliculos linfoides; (D) tecido adiposo
peri-entérico com inflamagdo cronica; (E) moderado infiltrado linfocitario (F)
edema de submucosa; (G) submucosa com infiltrado inflamatdrio discreto.

4.3.5.2 Avaliagdo da lesdo tissular ocorrida na endotoxemia induzida pelo
Zimosan

O dano tissular ocorrido apods a inflamagdo estéril induzida por
zimosan foi avaliado. Observa-se no tecido cerebral (Fig. 48) no grupo
sham a auséncia de infiltrado linfocitario (A). Porém, quando avaliado o
grupo zimosan, ha presenca moderada de infiltrado de linfocitos (B).
Entretanto, em todos os grupos de tratamento, transplante controle,
lactobacillus casei e rhamnosus percebe-se um discreto infiltrado
linfocitario (C).
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Transplante

Zimosan Controle

CEREBRO

Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 48 — Cortes histologicos de tecido cerebral, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a inflamagao estéril por zimosan. (A) auséncia de
infiltrado de linfécitos; (B) moderado infiltrado de linfécitos e (C) discreto
infiltrado de linfocitos.

Os cortes histologicos do tecido renal dos animais (Fig. 49)
apresentaram em todos os grupos glomérulos normais (A) e tubulos
normais (B), sem qualquer alteragdo miscroscopica.

Zimosan Transplante

Controle

Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 49 — Cortes histologicos de tecido renal, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a inflamacdo estéril por zimosan. (A) glomérulos
normais; (B) tubulos normais.

O tecido pulmonar (Fig. 50) no grupo sham apresentou alvéolos
normais (A), sem alteragdes microscopicas. No grupo zimosan ha septos
interalveolares espessados e presenca de infiltrado linfocitario no
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parénquima pulmonar (B). Porém, nos grupos transplante controle e
lactobacillus casei, ha septos interalveolares espessados e presenga de
infiltrado linfocitario no parénquima pulmonar (C). Entretanto, no grupo
transplante rhamnosus ha presenga de poucos alvéolos expandidos (D).

Zimosan Transplante

PULMAO I - L

Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 50 — Cortes histologicos de tecido pulmonar, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a inflamagdo estéril por zimosan. (A) alvéolos
normais, com septos interalveolares delicados; (B) septos interalveolares
espessados e presenga de infiltrado linfocitario no parénquima pulmonar; (C)
discreto infiltrado linfocitario e (D) presenca de poucos alvéolos expandidos.

No intestino delgado (Fig. 51) observa-se no grupo sham as
vilosidades intestinais preservadas (A). Ja no grupo zimosan ha acentuado
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario na submucosa com hiperplasia
de foliculo linféide (B). No grupo que recebeu transplante controle
observa-se tecido adiposo peri-entérico com discreto infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitario (C). Os animais do grupo transplante casei
discreto infiltrado linfocitario na lamina propria (D) e no grupo transplante
rhamnosus observa-se um discreto infiltrado linfocitario na submucosa (E).
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Transplante
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Transplante Transplante
l.casei l.rhamnosus

Figura 51 — Cortes histologicos de tecido intestinal, corados pela hematoxilina-
eosina, de animais submetidos a inflamagao estéril por zimosan. (A) vilosidades
preservadas; (B) acentuado infiltrado inflamatério linfoplasmocitario na
submucosa com hiperplasia de foliculo linfoide; (C) tecido adiposo peri-entérico
com discreto infiltrado inflamatoério linfoplasmocitario; (D) discreto infiltrado
linfocitario na ldmina propria e (E) discreto infiltrado linfocitario na submucosa.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar o efeito dos
simbioticos sobre a inflamagao sistémica e local (intestino) induzida por
LPS, através da avaliagdo de marcadores de resposta lesiva. Com base
nesses resultados € possivel observar que os probidticos podem favorecer
a modula¢do da microbiota intestinal, e assim oferecer um beneficio
imunoldgico adicional ao tratamento convencional na sepse pediatrica.

Parece que as cepas probioticas diferem significativamente entre
si, tendo diferentes efeitos sobre a saude do hospedeiro, sendo assim, ndo
podemos extrapolar os efeitos benéficos entre as diferentes cepas. Merece
destaque o papel da microbiota intestinal per se, pois os resultados
mostram uma prote¢do, sobre os parametros inflamatérios, de danos
oxidativos e histologicos, no transplante de microbiota fecal, entre os
animais saudaveis e doentes. Essa protecdo foi independente da
administragdo prévia de probioticos aos animais dos grupos doadores de
fezes.

Existe uma relacdo fundamental entre o intestino e a saude. A
microbiota intestinal pode ser pensada como um sistema de Orgdos,
essencial para a aquisi¢do de nutrientes, metabolismo de compostos
indesejaveis, defesa contra a colonizagio por patogenos, desenvolvimento
da arquitetura intestinal e do sistema imunolégico (Pedron e Sansonetti,
2008; Round e Mazmanian, 2009), visto que o intestino representa o
maior 6rgdo linféide do corpo humano, sendo responsavel por 80% da
resposta imunologica. Essa a¢cdo deve-se a presenca de anticorpos e varias
células imunocompetentes, dispersas no tecido conjuntivo e epitélio ou
organizadas em estruturas, que exercem papel fundamental na
apresentagdo antigénica e elaboragdo da resposta imune a micro-
organismos (Gill, 2006; Morais ¢ Jacob, 2006).

A relagdo intestino e saude ¢é consolidada pelo conceito de
permeabilidade intestinal, uma vez que as alteracdes da composicdo na
microbiota intestinal, entre elas infec¢des, toxinas, estresse ou substancias
alimentares, podem levar a grave desregulacdo da homeostase intestinal
fisiologica e imunologica. Essa desregulagdo pode acarretar alteragdes da
permeabilidade intestinal, através da modificacdo da fungdo de barreira
gastrointestinal, com sérias consequéncias adversas para o hospedeiro,
como a transferéncia de antigenos, incluindo a microflora residente
através do intestino, ¢ na sequéncia o desencadeamento de respostas
imunologicas inapropriadas, como inflamagdo e reagdes autoimunes
(Isolauri et al.,1993; Round ¢ Mazmanian, 2009).
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O epitélio intestinal e sua cobertura protetora de mucina sdo as
defesas primarias contra a permeagdo de micro-organismos (Fioramonti
et al., 2003). Ela fornece defesa contra patogenos, impedindo a
penetragdo bacteriana do epitélio intestinal, desempenhando assim um
papel fundamental na manuten¢cdo da homeostase intestinal saudavel
(Van Klinken ef al., 1995; Makkink et al., 2002).

Enquanto a microbiota provavelmente representa uma barreira
fisica que impede que os patdogenos penetrem na mucosa intestinal
(Stecher e Hardt, 2008), outros estudos sugerem um grau muito maior de
complexidade que envolve um papel direto da microbiota ao ditar o tom
imunoldgico do intestino (Cash et al., 2006; Ivanov et al., 2006; Salzman
et al., 2007).

Durante o episédio séptico as bactérias multiplicam-se
rapidamente, podendo atingir outros 6rgéos e sistemas através da corrente
sanguinea. O sistema imune do hospedeiro, em resposta as toxinas
bacterianas, participa da lesdo tecidual associada a sepse. A resposta
depende da capacidade de reconhecimento e neutralizagdo do micro-
organismo na corrente sanguinea e nos tecidos. Os eventos
fisiopatologicos que ocorrem nesse processo sao mediados por citocinas,
ativadas em resposta a presenca de componentes bacterianos no
compartimento vascular (Saez- Llorenz e Cracken, 1993). A reagdo
fisiologica em resposta a sepse, perda do equilibrio basal entre os
mediadores pré e pré-inflamatoérios, podem predispor o individuo ao
desenvolvimento e disfungdo de multiplos 6rgdos (Gomez e Kellum,
2014).

Em animais, a administragdo de endotoxina provoca um aumento
acentuado, mas transitorio, de citocinas pro-inflamatérias, tais como
TNF-a, IL-1 e IL-6 (Remick e Ward, 2005). No geral, observa-se um
aumento em todos os marcadores analisados, tanto em dano oxidativo
como em inflamatorios, ap6s a administragdo do LPS comparados aos
grupos sham.

Os resultados do presente estudo corroboram com trabalhos ja
publicados, em que o modelo de sepse induzida por LPS aumenta os
niveis de marcadores de inflamagdo e dano oxidativo (Harkness, 1981;
Hampton et al.,1998; Gellerich et al., 2002; Lee et al., 2002; Akira e
Takeda, 2004; Schinkel et al., 2005 Marshall, 2005; Dyson e Singer,
2009).

Além disso, o LPS, como esperado, provoca um aumento da
permeabilidade da barreira epitelial intestinal. Fato esse que pode ser um
dos "motores" da persisténcia da inflamacdo sistémica apds a
administragdo de uma tnica dose de LPS. Portanto, neste experimento, o
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modelo animal de indugdo de sepse teve sucesso e foi decisivo para que
fossem avaliados os efeitos sist€émicos da administragdo de simbidticos
em sepse pediatrica.

O efeito dos probidticos sobre o sistema imune tem sido alvo de
numerosos estudos ao longo dos Gltimos 20 anos. Os mecanismos exatos
através dos quais os probidticos possam contribuir para a normalizagdo
da fungdo de barreira gastrointestinal ainda ndo estdo totalmente
elucidados (Gill, 2003). Sabe-se que certas estirpes de lactobacillus sdo
capazes de estimular, bem como regular varios aspectos da resposta
imune natural e adquirida. O padrio de colonizagdo pode ser
favoravelmente influenciado pelos probidticos, que excluem
competitivamente os micro-organismos patogénicos do trato digestivo
(Kirjavainen e Gibson, 1999).

Um importante mecanismo de agdo probidtica ¢ a capacidade dos
probioticos de afetar beneficamente o hospedeiro. Isso ocorre por efeitos
diretos sobre a microbiota. Tradicionalmente, a maior aten¢do € dada as
propriedades antipatologicas dos probidticos por competicdo de
nutrientes, a producdo de agentes antimicrobianos ou exclusdo
competitiva. No entanto, as interagdes sinérgicas também poderiam
ocorrer entre probidticos € os membros endogenos benéficos da
microbiota. O mecanismo antipatogénico ¢ conhecido como exclusdo
competitiva, e geralmente requer que os lactobacilos probidticos sejam
administrados de maneira preventiva (Lebeer et al., 2008). Grupos
populacionais mais suscetiveis a infec¢des nosocomiais, como populagdo
pediatrica, podem apresentar uma microbiota alterada, principalmente em
situagdes clinicas como a sepse. Essa populacdo poderia se beneficiar da
suplementacdo com simbidticos, que poderiam induzir uma influéncia na
comunidade benéfica da microbiota intestinal e assim formar uma
"barreira" contra patdgenos comuns (Wang et al., 2014).

A maioria dos probioticos estudados pertencem aos géneros
lactobaccilus, bifidobacteria e sacharomyces, além do streptococcus
thermophilu (Schwiertz et al., 2003). Varios mecanismos pelos quais 0s
probidticos podem contribuir para a defesa do hospedeiro sdo sugeridos
pelos pesquisadores. Estes incluem o reforco das defesas ndo
imunologicas do trato gastrointestinal (secrecdo de substancias
antimicrobianas, concorréncia para a aderéncia, secrecdo de muco,
estabilizagdo da barreira mucosa e melhorias na motilidade do intestino)
e o aumento de respostas imunes ndo especificas e especificas
(estimulag@o da producdo de citocinas, capacidade fagocitica das células
polimorfonucleares ¢ macrofagos, atividade de células natural killer e
aumento das respostas de anticorpos especificos, especialmente de IgA na
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mucosa) (Madsen et al., 2001; Heyman e Heuvelin, 2006; Saad, 2006;
Mimee et al., 2016).

Alguns estudos sugerem que cepas especificas de lactobacillus
possam exercer os seus efeitos benéficos através da alteragdo do gene que
influencia a regulagdo da expressdo da mucina, esta por sua vez participa
da composi¢do e libertagdo de muco que forma a camada de barreira
intestinal, e assim atenuando as respostas pro-inflamatérias (Mack et
al.,1999; Gill, 2006).

Recentemente, a utilizagdo de probidticos para reduzir o estresse
oxidativo tem sido proposto (Rijkers et al., 2011). Estudos tém
estabelecido o papel antioxidante dos lactobacillus, principalmente os
acidophilus e casei (Singh et al., 2009; Amdekar et al., 2010; Amdekar
et al., 2012). Os probidticos podem reduzir o estresse oxidativo,
diminuindo a IL-1, TNF-a e, consequentemente, a producdo de citocinas
(Bahram et al., 2011). Outro mecanismo proposto para a a¢do protetora
da microflora comensal esta na sua capacidade para evitar a ubiquitinagdo
do I-kB, uma molécula que se liga no citoplasma de fator nuclear kappa
B, um fator critico que estimula a produ¢do de mediadores inflamatdrios
(Neish, 2009).

Foi observada uma melhora nos marcadores inflamatoérios (MPO,
IL-1, IL-6 ¢ TNF- a) e de dano oxidativo (TBARS), com o uso dos
simbioticos. O tempo de tratamento de 15 dias foi mais eficaz do que o
de sete dias, na redugdo desses pardmetros. Alguns estudos mostram que
ha um tempo de adaptacdo fisioldgica, entre o inicio do tratamento de
simbidticos e o surgimento dos resultados esperados (Fooks e Gibson,
2002; Delcenserie et al., 2008; OMGE, 2011). Talvez o periodo de
tratamento por sete dias ndo seja suficiente para que ocorra essa
adaptagdo, e assim potencializar os beneficios do uso de simbidticos.
Sabe-se também que a microbiota intestinal pode influenciar a funcgio
imunologica para além do intestino (Maslowski e Mackay, 2011).

Os resultados aqui apresentados corroboram esse achado, pois os
efeitos benéficos do tratamento profilatico com os simbidticos
estenderam-se para além do intestino, como para o cérebro, rim, pulmao.
Porém, o intestino delgado parece ser o que apresentou uma resposta mais
evidente na reversdo dos parametros avaliados, uma vez que todos os
marcadores tiveram uma reducdo significativa apos a administragdo de
simbiodticos. Esses resultados podem ser decorrentes de um mecanismo de
reducdo da permeabilidade intestinal.

E possivel que diferentes cepas bacterianas induzam fungdes
imunologicas distintas (Round e Mazmanian, 2006). Tem sido
demonstrado que existem diferencas significativas entre a capacidade de
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estirpes de bifidobacterium e lactobacillus em influenciar o
funcionamento do sistema imunolégico, e que este pode contribuir para
diferencas na eficacia de varios probidticos (Gill, 2006). Portanto, o
equilibrio entre inflamag@o e homeostase no intestino pode ser devido a
composi¢ao da microbiota (Round e Mazmanian, 2006).

As wvarias estirpes de lactobacillus podem gerar respostas
imunoldgicas diferentes em relagdo as respostas pro ou anti-inflamatorias
(Lebeer et al.,2008). No entanto, evidéncias atuais apoiam a ideia de que
certas bactérias benéficas tém moléculas evoluidas (conhecidas como
fatores de simbiose) que induzem respostas imunitarias intestinais
protetoras. O conhecimento de quais espécies benéficas de bactérias
podem prevenir ou curar doencas e o aproveitamento do potencial
imunossupressor dos fatores de simbiose serdo passos importantes para a
concepe¢do de novas terapéuticas naturais para diversas doengas, entre elas
a sepse pediatrica (Round ¢ Mazmanian, 2006).

Os resultados aqui descritos mostram diferengas significativas
entre as bactérias probidticas avaliadas, observa-se que elas agem de
maneira diferente nos tecidos e paramentros avaliados. Por exemplo, no
tecido intestinal os probidticos e prebidticos associados, os chamados
simbidticos, parecem exercer um maior efeito protetor do que as cepas
usadas isoladamente, exceto IL-1.

Ja no tecido pulmonar chamam atencdo os efeitos protetores dos
lactobacillus rhmanosus. No tecido renal parece que os lactobacillus
casei t€ém um efeito protetor diferenciado, exceto no carbonil e na técnica
de MPO, destacando-se nessa ordem os simbidticos e os lactobacillus
acidophilus. No tecido cerebral a redugdo dos parametros inflamatorios e
de danos oxidativos fica menos evidente.

Quando sdo avaliados os efeitos protetores dos probidticos por
marcadores de danos oxidativos e inflamatorios observamos que os
lactobacillus achidophilus tém efeitos protetores significativos nos
tecidos avaliados, exceto no cérebro, quando avaliamos o MPO. A 1L-1
demonstrou redugdo apds administragdo de lactobacillus casei ¢
rhmanosus. Ja a 1L-6 ¢ o TNF-a ndo apresentaram um padrio de
comportamento, relativo aos seus parametros alterados, conforme a cepa
probidtica.

Quando avaliados os marcadores de dano oxidatvo TBARS, os
lactobacillus rhmanosus, casei ¢ acidhopilus dividem-se como os maiores
responsaveis pela reducdo desse marcador, diversificando seus efeitos
entre os tecidos avaliados. Ja nas proteinas carboniladas o grupo que
recebeu os simbioticos parece ter os melhores efeitos redutores nesse
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marcador. Quanto a concentracdo de nitrito/nitrato, fica dificil definir qual
cepa probidtica teve os melhores efeitos protetores, em todos os tecidos.

Esses resultados corroboram com a literatura, de que ainda néo se
sabe ao certo qual o potencial benéfico de cada cepa, o que ndo permite
afirmar com certeza qual teria um maior efeito imunomodulatorio.
Entretanto, quando avaliados os efeitos da administragdo de simbidticos
em cultura de linfonodos mesentéricos, ndo sdo observadas diferencas
significativas entre os grupos avaliados. Esses resultados sugerem que as
diferencas na translocacdo bacteriana ndo explicam os resultados
observados na inflamacéo sistémica.

Sem duvida, os probidticos variam em sua eficacia conforme a
espécie. Aqueles que demonstraram ser mais eficientes sdo
provavelmente cepas mais adaptadas para sobreviver as condigdes fisico-
quimicas agressivas presentes no trato gastrointestinal. Isso inclui acido
gastrico, secrecdes biliares e a competicdo com a microflora residente
(Oozeer et al., 2006; Round e Mazmanian, 2009; Thomas e Greer, 2010;
Tachon et al., 2014).

Entretanto, as meta-analises t€ém sido conduzidas avaliando dados
sobre diferentes cepas de probioticos, embora ja se saiba que as
propriedades probidticas diferem significativamente entre as cepas. E,
portanto, nenhuma comparagdo deve ser feita sobre os resultados de
pesquisas com diferentes cepas de probioticos (Isolauri, 2004; Bernardo
et al,2013; Alfaleh e Anabrees, 2014).

Embora muitas dessas cepas probiodticas diminuam as atividades
metabdlicas toxicas da microbiota, evidéncias mostram que esses micro-
organismos podem modular as respostas imunes intestinais. A
caracteristica comum a quase todas as espécies bacterianas, que sdo
usadas como probioticos, é a sua capacidade de controlar a inflamagdo
(Marteau et al., 2001; Round e Mazmanian, 2009; Gagniére et al., 2012).
Apesar de serem necessarios mais estudos para determinar as respostas
imunes benéficas que sdo induzidas pela microbiota, ¢ importante
considerar a nogdo teleologica entre as bactérias benéficas e a prevencao
ativa de doengas ocasionadas por micro-organismos infecciosos.

Se isso for de fato comprovado, entdo uma alianga evolutiva tem
sido estabelecida entre os mamiferos e as bactérias, o que ¢ crucial para
manter a sobrevivéncia a longo prazo de ambos. Ou seja, o bem-estar do
individuo dependente dos micro-organismos que habitam seu trato
gastrointestinal. Os pesquisadores estdo voltando sua atengdo para a
compreensdo de como (e, mais importante, por que) mamiferos abrigam
milhdes de bactérias simbidticas (Round e Mazmanian, 2006; Hooper,
2009).
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O uso de probidticos pode restaurar a fungdo de barreira da mucosa
(Dicksved et al., 2012). No entanto, pode ser dificil erradicar
completamente as bactérias prejudiciais e seletivamente restaurar e
manter uma comunidade de bactérias saudaveis. O transplante de
microbiota fecal (TMF) tem recebido muita atengdo do publico (Van
Nood et al., 2013), devido as taxas de sucesso dessa terapia e os minimos
riscos de efeitos colaterais (Bakken et al., 2011).

As doengas inflamatdrias intestinais ja sdo alvo dessa terapia
(Bennet e Brinkman, 1989; Kunde et al., 2013; Kao et al., 2014; Konig ¢
Brummer, 2014; Shanahan e Quigley, 2014), os resultados benéficos
desse tratamento tém gerado interesse na aplicacdo da presente terapia
para o tratamento de outras doengas, tais como diabetes (Udayappan et
al., 2014), obesidade, esteatose hepatica e doenga cardiovascular (Smits
etal.,2013).

Os resultados aqui apresentados mostraram beneficios importantes
na redu¢@o da inflamagdo sistémica e de dano oxidativo, com o uso de
prebidticos, probiodticos e/ou simbiodticos. Na linha de pensamento dos
estudos citados no paragrafo anterior, de que o TMF pode trazer
beneficios adicionais, foi avaliado o papel da microbiota per se na sepse.

Curiosamente, os grupos transplantes controle, de uma maneira
geral, ndo apresentaram diferencgas significativas comparados aos grupos
transplantes com suplementagdo prévia de probioticos. As laminas de
histologia corroboram com os resultados aqui apresentados, pois observa-
se pouca ou nenhuma diferenga entre os grupos transplantes. Esses
resultados demonstram que a microbiota tem papel protetor independente
da colonizagdo exogena com os lactobacillus.
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6 CONCLUSAO

A compreensdo de como a microbiota intestinal pode afetar a saude
ainda ndo esta totalmente elucidada. Sabe-se que os simbioticos se
comportam de forma diferenciada nas mais variadas situa¢des clinicas.
Além disso, as diferentes cepas de probidticos variam na sua capacidade
de exercer efeitos imunomoduladores. Devido a esse fato, € essencial o
aprofundamento das pesquisas para estabelecer os efeitos especificos de
cada cepa.

O impacto que as comunidades microbianas tém sobre a satide
humana estd fornecendo novos caminhos terapéuticos para implementar
o tratamento de algumas doengas, entre elas destaca-se a sepse pediatrica.
O reconhecimento do mundo microbiano e os efeitos na composicdo da
microbiota, assim como sua participa¢do na inflamagdo, podem ter
profundas consequéncias para a saude das futuras geragoes.

Com base nos resultados aqui apresentados, é possivel concluir que
ambos, os simbidticos ¢ o TMF, podem oferecer um beneficio
imunomodulatorio adicional ao tratamento medicamentoso, € assim
podendo vir a ser uma opg¢do de abordagem no manejo terapéutico de
pacientes pediatricos com sepse.
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ANEXO
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Resolugio

A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela
Resolugdo n. 02/2011/Camara Propex de acordo com a Lei Federal
11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 16/2014

Professor Responsavel: Felipe Dal Pizzol.

Equipe: Larissa de Souza Constantino, Monique Michels e Pricila
Romio Marcondes Avila.

Titulo: “Efeitos da suplementagdo de diferentes probidticos e
prebidticos em modelo animal de sepse neonatal ”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos. Toda
e qualquer alteracdo do Projeto devera ser comunicada a CEUA. Foi
autorizada a utilizagdo do total de 690 Ratos Wistar de 60 dias pesando
aproximadamente 300 g. Os membros da CEUA ndo participaram do
processo de avalia¢do dos projetos em que constam como pesquisadores.
Para demais duvidas, contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net.

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by
the resolution number 02/2011/Cdmara Propex, in accordance with
federal law number 11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 16/2014
Principal Investigator: Felipe Dal Pizzol.

Researchers: Larissa de Souza Constantino, Monique Michels e Pricila
Romao Marcondes Avila..
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Project title: “Effects of different supplementation with prebiotic and
probiotic in animal model of neonatal sepsis. "

The project was Approved in its ethical and methodological
aspects. Any alteration of the original version of this project must be
previously submitted to the Commitee for further analyzes. May you have
further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua or by

e-mail: ceua@unesc.net.

Criciuma, 16 de fevereiro de 2014.

7.
Patricia F e>ﬂ£9;g Juacike
Coordenadora da CEU.
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Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comisséao de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeitos da suplementacdo de diferentes
probidti e prebioti em animal de i A
Protocolo n° 058/2015-2 sob a responsabilidade de Felipe Dal Pizzol, equipe:
Pricila Romao Marcondes Avila, Franciele Vuolo e Monique Michels , que envolve
a produgao, manutengéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. | 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da UNESC
— Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Vigéncia do Projeto | 02/02/2016 a 31/10/2016
Espécie/Linhagem | Rato heterogénico Wistar

N°. De animais 140

Peso/ldade 10 a 15g, 07 dias

Sexo M/F

Origem Biotério da Universidade do Extremo

Sul Catarinense — UNESC

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution
number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has
analyzed the following Project:

Protocol number: 058/2015-2

Principal Investigator: Felipe Dal Pizzol

Researchers: Pricila Romdo Marcondes Avila, Franciele Vuolo e Monique Michels.
Project title: “Effects of dif ion with probiotic and prebiotic in animal
model of endotoxemic neonatal”.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration
of the original version of this project must be previously submitted to the Committee for
further analyzes. May you have further questions, please contact us on
www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciima, 15 de dezembro de 2015.

e
JAIRO JOSE ZOCCHE

Coordenador da CEUA
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\'/ Universidade do Extremo Sul Catarinense e :EUA(,M)
unesc Comisséo de Etica no Uso de Animais ;
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do transplante de microbiota fecal com ou sem
probiéticos em diferentes modelos animais de sepse pediatrica.", registrada com o protocolo n°
048/2016-2, sob a responsabilidade de Felipe Dal-Pizzol, junto a equipe: Pricila Rom&o Marcondes
Avila, Monique Michels - que envolve a produgdo, manutengéo ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais -
CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reuni&o de 18/10/2016.

Finalidade (X)Ensino () Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | 10/11/2016 a 31/11/2016
Espécie/linhagem/raca Rato heterogénico Wistar

N° de animais 120

Idade/Peso 07 dias / 10 a 159
Sexo Masculino/Feminino
Origem Biotério da Unesc

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the
following Project:

Project title: “Efeito do transplante de microbiota fecal com ou sem probiéticos em diferentes
modelos animais de sepse pediatrica.”

Protocol number: 048/2016-2

Principal Investigator: Felipe Dal-Pizzol

Researchers: Pricila Romao Marcondes Avila, Monique Michels.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original
version of this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you

have further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail:
ceua@unesc.net.

Criciima, 18 de outubro de 2016.

o
Jairo José Zocche

Coordenador da CEUA



