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RESUMO

A infeccdo por Toxoplasma gondii em camundongos susceptiveis C57BL/6 com
30 cistos da cepa ME-49 induz uma forte resposta do sistema imune do tipo Thl
causando uma intensa inflamacdo com lesdo no ileo em resposta a antigenos da
microbiota e se ndo for controlada causa a morte dos animais. Essa resposta é
semelhante & encontrada em pacientes com doencas inflamatdrias intestinais (IBD)
como a doenca de Crohn (CD) e colite ulcerativa (UC). Portanto encontrar tratamentos
alternativos que tenham efeito adjuvante aos tratamentos convencionais é de grande
interesse. O uso de probidticos em produtos fermentados vem aumentando devido aos
varios beneficios encontrados em pacientes com doencas inflamatérias que utilizam
esses produtos. Com o objetivo de investigar o efeito da administracdo dos probidticos
Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus acidophilus e Lactococcus lactis NCDO
2118 no intestino delgado, tratamos camundongos C57BL/6 um dia antes e 7 dias
depois da infeccdo oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. O tratamento com
L. casei ou L. acidophilus diminuiu o parasitismo intestinal, reduziu a patologia
associada ao intestino delgado e evitou a morte dos animais. Além disso, a cultura
microbioldgica dos 6rgdos revelou que L. casei e L. acidophilus foi capaz de impedir a
translocacdo de bactérias do limen intestinal para 6rgdos como figado, baco, pulmao e
também para o sangue. O cultivo microbiologico das fezes mostrou que houve menos
espécies de bactérias gram negativas encontradas nas fezes dos animais tratados com
probioticos. A andlise das enzimas NAG, MPO e EPO que sdo caracteristicas de
macrofagos, neutr’filos e eosindfilos, respectivamente mostrou que houve diminuigéo
na atividade das enzimas MPO e NAG e um pequeno aumento na atividade e EPO. Por
ultimo, a analise em gPCR revelou que o tratamento com L. acidophilus diminuiu a
expressao de IFN-y e TNF-a induzido pela infec¢do por T. gondii e o tratamento com
L.casei aumentou a expressdo de Foxp3 e IL-10. Esses resultados demonstram a
capacidade dos probioticos em controlar a resposta inflamacéo e reduzir a mortalidade
causada pela ileite. Contudo, serdo necessarios mais estudos para descobrir quais 0s
mecanismos precisos que o0s probidticos L. casei e L. acidophilus utilizam para modular

a resposta imune em favor do hospedeiro.

Palavras chave: probioticos, ileite, Toxoplasma gondii, microbiota e translocacao

bacteriana.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii infection in susceptible C57BL/6 mice induces a strong Th; immune
response causing intense inflammation and lesions in ileum in response to microbial
antigens and if controlled causes death of animals. The Th; immune response is similar
to that in patients with inflammatory bowel disease (IBD) such as Crohn's disease (CD)
and ulcerative colitis (UC). Therefore find alternative treatments that have adjuvant
effect of conventional treatments are of great interest. The use of probiotics is increasing
due to several benefits found in inflammatory diseases. To verify the effects of
probiotics Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus acidophilus and Lactococcus lactis
NCDO 2118 in C57BL/6 mice, we treat one day before and 7 days after oral infection
with 30 cysts of the ME-49 strain. We found that L. casei- and L. acidophilus-treatment
mice decreased intestinal parasitism reducing the pathology in small intestine of
C57BL/6 mice and prevent death. In addition, the microbiological culture of organs
shows L. casei- and L. acidophilus-treatment mice prevent bacterial translocation from
the intestinal lumen to organs such as liver, spleen, lung and blood, moreover the
microbiological analysis of feces showed that there were fewer gram negative bacteria
species in feces of probiotic treated mice.

The NAG, MPO and EPO assay that are characteristic of macrophages, and eosinophils
neutrophils respectively showed that there was a decrease in the activity of enzymes
MPO and NAG and a small increase in activity and EPO. Finally, the gPCR analysis
revealed that treatment with L. acidophilus decreased IFN-y and TNF-a mRNA induced
by infection with T. gondii and L.casei treatment increased the expression of Foxp3 and
IL-10. Our results demonstrate the ability of probiotics to control the inflammation
response and reduce mortality caused by ileitis.

However, further studies are needed to find out what the precise mechanisms that

probiotics L. casei and L. acidophilus modulate the host immune response.

Keywords: probiotics, ileitis, Toxoplasma gondii, microflora and bacterial translocation.



1. INTRODUCAO

1.1  Microbiota intestinal

O trato gastrointestinal de mamiferos € densamente colonizado por uma ampla
variedade de microorganismos e ultrapassa a ordem de 10%? bactérias por grama do
conteddo do lumen intestinal (GARRETT; GORDON; GLIMCHER, 2010). Esta
microbiota é necesséria para manter a homeostase e funcdo do intestino sendo Gteis no
processo de digestdo e extracdo de energia de uma ampla variedade de alimentos que de
outra forma estariam indisponiveis para o hospedeiro (MATHIAS; CORTHESY, 2011).
Até recentemente, a microbiota intestinal e sua diversidade eram incompletamente
caracterizadas e pouco definidas devido a limitagdes metodoldgicas (NELL;
SUERBAUM; JOSENHANS, 2010). Com o desenvolvimento de técnicas
independentes de cultura como a analise dos genes da subunidade 16s do DNA
ribossomal (16s rDNA) (SALZMAN et al., 2002) e também da metagendmica, (QIN et
al., 2010) a composigédo da microbiota pode ser analisada mais detalhadamente. Estudos
baseados em cultura sugeriam que todos os individuos adultos saudaveis
compartilhavam os mesmos grupos de bactérias (LOZUPONE et al., 2012), porém
estudos de sequenciamento independentes de cultura tem demonstrado uma vasta
diversidade que é altamente varidvel com o passar do tempo e entre populacdes. Cada
um de nos é habitado por aproximadamente 15% das mais de 1000 espécies catalogadas
no intestino humano, o que representa uma substancial variedade de espécies entre
individuos (CLAESSON et al., 2009). Existe, portanto, cerca de 10 vezes mais genes
em nosso microbioma que em cada um de nds (MAYNARD et al., 2012).

A microbiota humana comeca a ser formada ao nascimento e os periodos mais
criticos para essa colonizacdo ocorrem até o periodo de desmame (STARK; LEE, 1982)
e fatores como padrdes de alimentagdo, idade gestacional, hospitalizacdo infantil e
tratamento com antibiéticos influenciam no desenvolvimento da microbiota (PENDERS
et al., 2006). A populacdo da microbiota é composta por bactérias, Archea, leveduras e
fungos filamentosos. Enquanto Archea e Eukarya séo representados por apenas um filo,
a comunidade bacteriana no trato gastrointestinal humano é excepcionalmente diversa
com membros de nove filos bacterianos sendo mais prevalentes Firmicutes,
Bacteroidetes e Actinobacteria (BACKHED et al., 2005). Nesse ecossistema existe uma
hierarquia de dominancia (>10° UFC/g) de bactérias anaerdbias representadas pelos

géneros  Bacteroides,  Eubacterium, Bifidobacterium,  Peptostreptococcus,



Ruminococcus, Clostridium e Propionibacterium e sub-dominancia (<10°UFC/g) da
familia Enterobacteriaceae, especialmente E. coli e 0s  géneros Streptococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Fusobacterium, Desulfovibrio e Methanobrevibacter
(HARMSEN et al., 2002).

Atualmente os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus sdo as bactérias acido
lacticas (LAB) mais usadas pela industria. Além disso, sdo nativas do trato
gastrointestinal humano (GI) e sdo consideradas probidticos (MARCO; PAVAN;
KLEEREBEZEM, 2006). Em 2001 na cidade de Cérdoba na Argentina, a Organizacao
Mundial da Saude definiu o termo probidtico como organismos vivos que ao serem
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saide do hospedeiro
(WHO).

1.2 Imunologia da mucosa intestinal

O epitélio intestinal protege o hospedeiro contra infec¢es ndo s6 por formar
uma barreira fisica, mas também por participacdo ativa na resposta imune inata via
producdo de citocinas, quimiocinas e peptideos microbianos (MULLER;
AUTENRIETH; PESCHEL, 2005). Defensinas (alfa ou beta) sdo peptideos
antimicrobianos que contém trés ligacfes dissulfeto que formam poros na membrana
celular dos microoganismos (OUELLETTE; SELSTED, 1996). Em camundongos as a-
defensinas sdo expressas exclusivamente nas células de Paneth que estdo localizadas nas
criptas de Lieberkhun no intestino delgado sendo mais abundantes no ileo que no
duodeno (BRENNAN; MCCULLOUGH; CARR, 1999; PORTER et al., 2002). As a-
defensinas tem um amplo espectro de atividade microbicida contra bactérias gram
positivas, gram negativas e também contra fungos, protozoarios e virus envelopados
para proteger as células tronco multipotentes intestinais (SALZMAN; UNDERWOOQOD;
BEVINS, 2007). A citotoxidade mediada pelas criptidinas (Crp) parece ser patdgeno
especifica de tal modo que Crp-2 e Crp-3 sdo citotoxicas para trofozoitos de Giardia
lamblia enquanto que Crp-1 e Crp-6 ndo séo (ALEY et al., 1994).

Células de Paneth sdo estimuladas em resposta a uma ampla gama de patdgenos
intestinais principalmente procariotos, e entdo, os granulos secretorios sao liberados no
limen e a expressdao de mMRNA de criptidinas é regulado positivamente (KOBAYASHI
et al., 2005). Estudos in vivo demonstram que a estimulacdo de TLR9 com agonistas

leva a desgranulacédo de células de Paneth (RUMIO et al., 2004) e estudos in vitro com



células dendriticas plasmocit6ides demonstram que a ativacdo da via de sinalizacdo de
TLR9 induz a translocacdo para o nucleo do fator regulatorio de interferon 7 (IRF7) e a
transcricao de Interferon tipo I (IFN-a) (HONDA et al., 2005; KAWAI et al., 2004).

1.3 Doengas inflamatdrias intestinais

Doencas inflamatdrias intestinais (IBD) representam um grupo de desordens
cronicas e reincidentes caracterizadas pela inflamacdo do trato gastrointestinal entre as
quais se incluem a doenca de Crohn (CD) e colite ulcerativa (UC) (SARTOR, 2006)
com algumas diferencas entre as duas. A doenca de Crohn pode envolver todo o trato
gastrointestinal e é caracterizada por uma inflamacgdo transmural irregular e a colite
ulcerativa é restrita ao colon e muitas vezes, & mucosa (GISBERT et al., 2012). A
etiologia das IBDs ndo € bem conhecida, mas vérias linhas de evidéncias apontam o
papel da microbiota intestinal na patogénese dessas doencas, pois em ambas as doengas,
0s pacientes tém ativadas as imunidades inata e adaptativa e perda da tolerancia as
bactérias intestinais (DUCHMANN et al., 1995; MOW et al., 2004).

Modelos animais de inflamagdo intestinal, em particular modelos murinos, tem
se tornado indispensaveis para o entendimento de varios aspectos das IBDs. As
aplicacbes de modelos animais incluem analises de mecanismos imunoldgicos
envolvidos na inducéo e regulacdo da inflamacéo intestinal bem como contribuicdes dos
microoganismos e seus fatores de viruléncia na inflamacéo aguda e cronica (NELL;
SUERBAUM; JOSENHANS, 2010). A maioria dos modelos envolve a resposta
Thy/Thy7 relacionada a CD e um menor numero de modelos utiliza a resposta Th, para
estudar UC.

Camundongos C57BL/6 ap6s infeccdo oral por T. gondii desenvolvem uma
inflamag&o no ileo com resposta Th; semelhante a inflamacé&o no ileo de pacientes com
doenca de Crohn ativa. (EGAN; COHEN; DENKERS, 2012). Apés a infeccdo oral, T.
gondii se espalha sistematicamente no bago e localmente na lamina prépria do intestino
delgado (HAND et al.,, 2012) e camundongos C57BL/6 desenvolvem uma grave
inflamacdo no ileo resultando na necrose das vilosidades da mucosa e destrui¢do
tecidual (LIESENFELD et al., 1996). A ileite é causada por uma imunopatologia do
tipo Th; mediada por células T CD4 caracterizada por um aumento de mediadores
inflamatdrios incluindo IFN-y, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e O0xido nitrico
(NO) (KHAN et al., 1997). Em oito dias apos a infec¢do, a quantidade de bactéria



comensal E. coli tem um aumento de 6 ordens de magnitude alcangando niveis acima de
10'° bactérias por grama de conteido do fleo (HAAG et al., 2012). Portanto, a ileite
causada por T. gondii se assemelha em aspectos imunologicos e microbioldgicos a IBD
humana (LIESENFELD, 2002).

As IBDs apresentam uma desregulacdo das células T onde a eliminacdo de
células autorreativas é alterada, além de um desequilibrio na relacdo entre células T
reguladoras (Tregs) e T helper 1, 2 e 17 (Thy, Th, e Thy7). Portanto a auséncia de uma
regulacdo apropriada das células T influenciam no desenvolvimento e exacerbacdo da
doenga de Crohn e colite ulcerativa (LEON et al., 2006). Outro fator relacionado ao
desenvolvimento da CD é a superproducdo de citocinas pois foi demonstrado que a
liberacdo de TNF-a e interleucinas IL-12 e IL-23 por macrofagos ativados induz a
diferenciacdo de células T naive para um perfil de resposta inflamatoria Th; ao passo
que a UC esté relacionada a resposta Th, com liberacdo de IL-13 por células Natural
Killer (NK) (MONTELEONE et al., 2006).

Estudos recentes evidenciam que alguns probidticos como Lactobacillus casei
Shirota (LcS) ajudam no tratamento de imunopatologias humanas, incluindo as doencas
inflamatorias intestinais (IBD). A administracdo de LcS concomitantemente com
antibiotico ajudou a proteger camundongos infectados com Salmonella enterica sorovar
Tiphimurium multi resistente a antibidticos (ASAHARA et al., 2011; KOBAYASHI et
al., 2010; NAITO et al., 2011; WAGNERBERGER et al., 2013). Além disso, foi
relatado que a administracdo de L. casei Shirota e Bifidobacterium breve ndo exarcebam
a encefalomielite experimental autoimune (EAE) em modelo murino (KOBAYASHI et
al., 2010) e vérias doencas sdo conhecidas ou sdo suspeitas de estarem relacionadas a
microbiota do Gl, incluindo cancer de estomago (PARSONNET et al., 1991), linfoma
do tecido linfoide associado a mucosa (LECUIT et al., 2004) e doencas inflamatérias
intestinais (IBD) (SEKSIK et al., 2003).

1.4 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatério do filo
Apicomplexa, subclasse coccidea (MONTOYA; LIESENFELD, 2004) que foi
descoberto por Nicolle e Manceaux em roedores no ano de 1908 na Tunisia e
simultaneamente por Splendore, no Brasil em tecido de coelhos usados em

experimentos de laboratério. Esse parasito € capaz de infectar todos os animais de



sangue quente, sendo considerado um patégeno com importancia zoondtica e veterinaria
(WEISS; DUBEY, 2009). Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja
infectada por esse parasito variando conforme a idade e distribuicdo geografica
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004) sendo que no Brasil, de 50-80% da populacao
adulta apresenta anticorpos contra T. gondii (PENA et al., 2008).

Toxoplasma gondii assim como outros parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa
possuem como caracteristica organelas secretoras localizadas no pélo apical da célula
chamadas de micronemas, roptrias e granulos densos que sdo especializadas na invasdo
e remodelamento da célula hospedeira (KIM; WEISS, 2008).

A transmisséo ocorre pelo consumo de carne crua ou mal cozida contendo cistos,
ou pela ingestdo de alimentos contaminados com oocistos liberados nas fezes dos
felinos. Pode ocorrer também a transmissdo vertical durante a gestacdo onde a méae, que
ndo possui anticorpos protetores, se infecta e transmite via transplacentéaria para o feto,
podendo levar a malformagdes e/ou ao aborto (KIM; WEISS, 2008). Uma forma menos
comum de transmissdo pode ocorrer através da doacdo de 6rgdos contaminados e
transfusdo sanguinea. Os portadores da infeccdo sdo em sua maioria assintomaticos,
porém, em individuos imunocomprometidos como os portadores de AIDS, pode levar
ao desenvolvimento de encefalite toxoplasmica. Estima-se que 30% dos portadores do
HIV que ndo recebem o coquetel antiviral e ndo fazem profilaxia com o uso de
antiparasitarios, irdo desenvolver a encefalite toxoplasmica (MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011).

A estrutura populacional de T. gondii é tanto geneticamente quanto clonalmente
diversificada, podendo ser subdividida em trés linhagens encontradas na América do
Norte e Europa denominadas de cepas tipo I, Il e 111 as cepas do tipo Il sdo encontradas
predominantemente em pacientes da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e
causando toxoplasmose em humanos, ja as cepas | e Ill sdo encontradas em doencas
congénitas. As cepas do tipo | sdo geralmente letais para camundongos, porém as cepas
dos tipos Il e 111 sdo menos virulentas (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

1.5 Ciclo de vida
O ciclo de vida do Toxoplasma gondii é dividido em fase sexuada que ocorre em
felinos e em fase ndo-sexuada, ocorrendo em outros hospedeiros. Nos membros da

familia dos felideos, a replicacdo do parasito ocorre no intestino dos individuos



contaminados com uma das trés formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011). Ocorre entdo a
penetracdo nas células epiteliais do intestino delgado pelos bradizoitas provenientes dos
cistos que multiplicam-se assexuadamente por um processo denominado merogonia,
originando merozoitos que por sua vez, dardo origem aos gametas masculinos e
femininos. O gameta feminino é entdo fecundado pelo masculino e apos a fertilizacao,
forma-se a parede do oocisto em volta do zigoto, ocorrendo entdo, a liberagdo dos
mesmos no lumen intestinal através da ruptura das células epiteliais intestinais e
eliminacdo nas fezes dos felideos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; FERGUSON,
2002; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010). Os oocistos esporulados em
condicdes ideais de temperatura e umidade no ambiente contém oito esporozoitos.

A fase assexuada acontece quando hospedeiros intermediarios ingerem
alimentos ou &gua contaminados com oocistos contendo esporozoitos ou através do
consumo de carne crua ou mal cozida contendo cistos com bradizoitos. Estas duas
formas infectantes bradizoitos e esporozoitos apds a ingestdo, invadem o epitélio da
mucosa intestinal e se diferenciam para taquizoitos invadindo células nucleadas onde se
dividem, rompem a célula hospedeira e invadem novas células caracterizando assim a
fase aguda da infeccdo. Uma subseqliente resposta imune celular do hospedeiro
dependente de IFN-y, controla a infec¢do eliminando a maior parte do taquizoitos de T.
gondii, entretanto, alguns parasitos resistem e se diferenciam em bradizoitos dentro de
cistos, permanecendo em um estagio de dorméncia com multiplicagdo mais lenta nos
tecidos principalmente nas células do Sistema Nervoso Central (SNC) e musculatura
esquelética, caracterizando assim a fase cronica da infeccdo podendo novamente se
diferenciar em taquizoitos em individuos imunocompromentidos como , por exemplo,
os portadores de AIDS (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010).

1.6 Resposta imune a T. gondii

Devido a grande diversidade genética dos hospedeiros, a resposta imune contra a
infeccdo por Toxoplasma gondii se torna complexa, compartimentalizada e individual.
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004). A resposta local e sistémica pode variar entre 0s
individuos, sendo que essa resposta parece depender do background genético e estado
imunoldgico do hospedeiro (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011). Embora

0s cistos sejam capazes de se formar em varios tecidos in vitro, em individuos



infectados eles sdo mais prevalentes no tecido nervoso e muscular, incluindo o Sistema
Nervoso Central (CNS), os olhos e a musculatura esquelética e cardiaca. Embora
possam ser encontrados no pulmdo, figado, rins e medula Ossea (SKARIAH;
MCINTYRE; MORDUE, 2010).

Considerada como elemento chave dessa resposta imune do hospedeiro, a
imunidade celular é constituida por células dendriticas, macrofagos, linfocitos T e
células natural killer (NK) juntamente com uma série de citocinas (FILISETTI;
CANDOLFI, 2004). A producéo continua de IFN-y é essencial para controlar a infecgdo
aguda por T. gondii uma vez que essa citocina parece ser responsavel pela répida
conversdo de taquizoitos para bradizoitos durante essa fase da infecgdo e também por
suprimir a conversao de bradizoitos para taquizoitos durante a fase crénica (MILLER et
al., 2009).

Durante a infeccdo, a producdo de IL-12 é induzida por interacGes entre
antigenos do parasito e receptores de quimiocinas 5 (CCR-5) ou receptores do tipo Toll
(TLRs) iniciando uma cascata de sinalizacdo via molécula adaptadora MyD88. Essa
citocina € crucial para ativar a produgdo de IFN-y por células NK bem como é
responsavel também por induzir a populagéo de linfocitos T CD4" tipo 1 e linfocitos T
CD8" (MILLER et al., 2009).

As moléculas de 6xido nitrico (NO), resultantes do metabolismo de L-argenina
em citrulina pela enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS) expressa em resposta a diversos
estimulos incluindo IFN-y, sdo produzidas por véarias células da resposta imune inata,
tais como macrdéfagos, células dendriticas, neutrofilos e células NK sendo importantes
para a resisténcia inata do hospedeiro frente a infec¢do por T. gondii. (MILLER et al.,
2009).

A ativacdo de células T CD4" mediada por IL-12p40 e em menor extensdo por
IL-18 foi encontrada ser necessaria para necrose iniciada pela infeccdo pelo parasito
(VOSSENKAMPER et al., 2004). A cadeia p40 de IL-12 também €é compartilhada por
IL-23 e recentes estudos indicam que a imunopatologia intestinal é mediada por IL-23
na infecgdo por T. gondii bem como em outros modelos de IBD (MUNOZ et al., 2009;
YEN et al., 2006). Em recente estudo foi encontrado que a producgédo de IL-22 por
células T foi induzida por IL-23 contribuiu para colite durante a infecgdo por T. gondii,
porém ndo encontraram evidéncias da participacao de células Th-17. Entretanto, outros

dois trabalhos relataram que animais IL-17R™ s&o resistentes ao desenvolvimento de



10

lesdo intestinal causada pela infeccdo por T. gondii (GUITON et al., 2010; KELLY et
al., 2005).

2. JUSTIFICATIVA

Doengas inflamatdrias intestinais tem se tornado cada vez mais prevalentes na
populacdo mundial, principalmente nos paises desenvolvidos onde a dieta influencia o
surgimento dessas doencas. Além disso, o uso de probidticos em produtos fermentados
tem aumentado devido a procura por produtos comerciais que utilizam as bactérias
probidticas que oferecam beneficios a saude humana. Por isso resolvemos avaliar os
efeitos da administracdo oral de probidticos em camundongos susceptiveis a infec¢do
oral por T. gondii e que desenvolvem grave ileite semelhante aguela encontrada em

portadores de doenca de Crohn.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Verificar se o tratamento com probidticos um dia antes e durante 7 dias apds a
infecgdo oral por T. gondii é capaz de diminuir as alteracBes inflamatorias exacerbadas
causadas pela infeccdo por esse parasito e se 0 mesmo interferiria na suscetibilidade do
animal ao parasito e se o tratamento impediria a translocacdo bacteriana do lumen

intestinal causada apds a infeccédo oral por T. gondii.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a sobrevivéncia de animais C57BL/6 tratados com probidticos e
infectados com T. gondii, cepa ME-49, por via oral com 30 cistos.

2. Avaliar as alteracdes histolégicas e o comprimento do intestino delgado
de animais C57BL/6 tratados com probi6ticos e infectados com T. gondii.

3. Avaliar e quantificar o parasitismo tecidual por imunohistoquimica no
intestino delgado de animais C57BL/6 tratados com probidticos e infectados com
T. gondii.

4. Avaliar e quantificar células positivas para IgA por imunohistoguimica
no intestino delgado de animais C57BL%6 tratados com probidticos e infectados

com T. gondii.
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5. Quantificar por coloracéo por azul de Alcian e H&E células caliciformes
de Paneth, respectivamente, no intestino de camundongos C57BL/6 tratados com

probidticos e infectados com T. gondii.

6. Avaliar a ativacdo de enzimas de células inflamatdrias apos a infecgédo
por T. gondii.
7. Avaliar o cultivo microbiolégico de 6rgaos, sangue e fezes antes e apos a

infeccdo oral por T. gondii
8. Avaliar a expresséo de mRNA de citocinas e denfensinas por PCR

quantitativa (qQPCR) no ileo de camundongos ap06s a infecgdo por T. gondii.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Os animais usados nesse experimento foram fémeas adultas de camundongos
C57BL/6 com idade entre 8-12 semanas adquiridos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo e mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia sob condicdes
livres de patdgenos especificos, em ciclos de 12 horas luz/escuro e livre acesso a ragdo e
agua filtrada. Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais com 3-4 animais
por grupo divididos da seguinte forma:

- Grupo controle ndo infectado: 4 animais que ndo receberam tratamento com
probidticos e nem foram infectados;

- Grupo controle infectado: 4 animais que ndo receberam tratamento com
probiéticos e foram infectados via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii.

- Grupo tratado com L. lactis: 4 animais que foram tratados um dia antes e 7 dias
apos a infeccdo com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii.

- Grupo tratado com L. casei: 3 animais que foram tratados um dia antes e 7 dias
apos a infeccdo com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii.

- Grupo tratado com L. acidophilus: 3 animais que foram tratados um dia antes e

7 dias ap0s a infecgdo com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii.

4.2 Cepas de bactérias
As cepas utilizadas nesse trabalho foram Lactobacillus casei Shirota (Yakult,

Brasil) isoladas a partir do leite fermentado, Lactobacillus acidophilus (Leiba, Unido
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Quimica, SP, Brasil) isolado do probidticos vendido comercialmente and Lactococcus
lactis NCDO2118 (MIYOSHI et al., 2004) que foi gentilmente cedido pelo Prof.
Anderson Miyoshi da Universidade Federal de Minas Gerais. Todas as cepas cresceram
a 37°C sob condicdes aerdbicas em caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) (Himedia

Laboratories, Mumbai, India).

4.3 Manutencdo in vivo da cepa ME49 de T. gondii

Parsitos da cepa ME-49 de T. gondii foram mantidos em Calomys callosus 0s
quais foram inoculados via oral com 20 cistos de T. gondii. Um més ap0s o inoculo, o
cerebro foi removido, lavado em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M,
estéril, pH 7.2 e homogeneizado com uma seringa e agulha de calibre 25 x 7. O
homogeneizado cerebral foi novamente lavado por centrifugacdes a 2000 rpm por 10
minutos em PBS. Os 30 cistos cerebrais foram contados em microscopio de luz
utilizando uma objetiva de 10 x de aumento e utilizados para a infeccdo dos animais
(BARBOSA et al., 2007).

4.4 Procedimento experimental e processamento das amostras

Camundongos C57BL/6 receberam suspensdes de probidticos por gavagem
durante 9 dias. Para isso, foram cultivadas diariamente as cepas das bactérias em caldo
BHI até alcancarem a densidade 6ptica de 600 OD, depois foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e o pellet celular foi lavado trés vezes em solucgdo salina de
NaCl 0.9% e ressuspensas em &gua filtrada até obter uma concentracéo final de 2x10%
UFC/mL . Cada animal recebeu 0.1 mL da suspensdo de bactérias por gavagem (2x10°
bacterias/camundongo/dia). No segundo dia do tratamento com probiotico, o0s
camundongos foram infectados via oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. O
grupo controle (infectado com T. gondii sem receber tratamento com Lactobacillus ou
Lactococcus) recebeu agua via oral. Durante o periodo experimental os animais tiveram
livre acesso a &gua filtrada e racdo. Os animais foram observados e pesados diariamente
para mudanca do peso.

Aos 8 dias de infeccdo e 9 de tratamento com probidticos, grupos de 3 a 4
animais foram anestesiados intraperitonealmente com Cetamina (Syntec Brasil Ltda,
SP, Brasil)/Xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil), antes de serem levados para

o fluxo laminar eram mergulhados rapidamente em alcool para diminuir a possibilidade
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de contaminagdo das amostras e entdo o sangue foi coletado por pungéo do plexo retro
orbital com capilar. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e 0s
orgdos periféricos (pulmao, figado, baco e intestino delgado) e o conteddo de um
aproximadamente 1 cm do ileo foram coletados sob condicdes assépticas em capela de
fluxo laminar. Todos os materiais utilizados foram autoclavados. A translocacéo
bacteriana foi determinada pela cultura do homogenato dos 6rgados em meio BHI e agar
McConkey. O intestino delgado foi coletado em toda a sua extensdao, medido e
segmentado em quatro porcGes: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Essas
foram lavadas com PBS e enroladas em finos palitos de madeira formando um “rolo
suico”. Os orgdos foram entdo fixados em formol tamponado 10% e incluidos em
parafina. Para cada segmento, cortes histologicos de 4 um de espessura foram montados
em laminas de vidro e coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliacdo da
patologia e contagem das células de Paneth e coradas com azul de Alcian para células
caliciformes. Para contar as células de Paneth foram observadas 3 criptas por campo
Otpico e 16 campos por segmento do intestino delgado usando uma objetiva de 100 x de
aumento. As ceélulas caliciformes foram contadas em 16 campos por segmento e a
andlise histoldgica foi feita como previamente descrito usando uma objetiva de 40 x de
aumento. O escore inflamatério foi representado como unidades arbitrarias: 0-2, pouco
inflamado; 2-4, inflamacdo moderada; 4-6, inflamacéo grave e acima de 6, inflamacao
muito grave (SILVA et al., 2009). Alternativamente, laminas com cortes histoldgicos
foram processadas para analise por imunohistoquimica de parasitismo tecidual e
deteccdo de células IgA positivas. O esfregaco sanguineo foi feito em Iamina de vidro
com 10ul do sangue no momento do sacrificio e coradas com corante de Wright. A
contagem em cdmara de neubauer foi realizada com 10ul do sangue diluido na

proporcao 1:10 em solucdo de Turk para lisar hemécias e corar leucdcitos.

4.5 Analise microbioldgica

Tecidos coletados sob condicbes assépticas foram mantidos em PBS estéril e
20ul do sangue foi colocado em tubos de vidro com caldo BHI. Os 6rgdos foram
homogeneizados em condicGes assépticas e 0,1 mL foi colocado em caldo BHI esteéril e
cresceu sob condicBes aerdbicas a 37° C por 48 h. O crescimento bacteriano foi

monitorado por turbidez do caldo e aliquotas foram semeadas em agar McConkey sob
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condicGes aerdbicas e as espécies bacterianas foram identificadas por coloracdo de gram
e biogquimicamente como previamente descrito (MacFaddin, 1976).

A quantidade de bactérias gram negativas nos 6rgdos, sangue e nas fezes foi
determinada pela contagem de colbnias distintas em placas de cultura com &gar

McConkey.

4.6 Comprimento intestinal

O encurtamento relativo dos intestinos delgado foi calculado por dividir o
comprimento médio dos intestinos nédo infectados (X) menos o comprimento médio dos
intestinos dos animais coletados aos 8 dias p.i. (L) divididos pelo comprimento médio
dos intestinos dos animais ndo infectados multiplicados por 100. O resultado foi
expresso como percentual de encurtamento (E) dado pela formula (HEIMESAAT et al.,
2006):

(X-L) x 100
E:—
X

4.7 Quantificacdo do parasitismo tecidual e células IgA positivas por
imunohistoquimica

Para determinar antigenos de parasito no intestino delgado, foi realizada reacdo
como previamente descrito, resumidamente, os cortes, desparafinizados, foram
primeiramente incubados com peroxido de hidrogénio (H.0O,) 3% para bloquear a
peroxidase enddgena. O resgate antigénico foi feito em tampdo citrato, pH 6,0, em forno
microondas durante 7 minutos e os sitios ndo especificos foram bloqueados pela
incubacdo dos cortes com leite desnatado 3% por 30 minutos (Molico; Nestlé Brasil
Ltda., Sdo Paulo — SP, Brasil). Feito isso, os cortes foram incubados durante a noite
toda, com soro de Calomys callosus anti-T. gondii diluido 1:100 em saponina 0,01% ou
anticorpo cabra anti-IgA de camundongo na dilui¢do1:200 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA). O anticorpo secundario utilizado foi IgG de cabra biotinilada anti-
camundongo 1:300 (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) e burro anti-cabra
1:1000 (Santa Cruz), respectivamente. A reacdo foi amplificada usando o complexo
avidina biotina peroxidase 1:100 (ABC) (Kit ABC, PK-4000; Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, EUA) e desenvolvida com 3,3"-diaminobenzidina (DAB; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) 0,5mg/ml de PBS. Os cortes foram contracorados
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com hematoxilina de Harris, montados entre lamina e laminula e examinados em
microscopio de luz. O parasitismo tecidual foi avaliado contando-se o numero de
vacuolos parasitoforos e estruturas semelhantes a cistos em 50 campos microscopicos
por segmento do intestino (200 campos no total) e as células IgA* foram avaliadas e
células marcadas positivamente presentes e 16 campos microscépicos por segmento do
intestino (64 no total). As analises foram feitas as cegas utilizando-se uma objetiva de

40x de aumento, em 2 seccdes teciduais por lamina.

4.8 Quantificacdo de eosindfilo peroxisase (EPO) no intestino delgado
A atividade de eosindfilos no intestino foi avaliada a partir da deteccdo da atividade da
enzima EPO. Para isso, pequenos pedacos do ileo foram cortados, pesados e triturados
em 400 pl tampao fosfato (HBSS) seguido por uma centrifugacdo a 1950 x g por 10
minutos. O pellet foi ressuspendido em 1 ml de PBS e foi acrescentado agua e salina
3,5% para realizar o choque hipotdnico, em seguida as amostras foram centrifugadas
novamente e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 300ul de HBSS-
HTAB (Hexadeciltrimetilamono bromido, Sigma) e colocado em 3 passagens de
nitrogénio liquido e banho-maria a 37° C. As amostras foram centrifugadas a 855 x g
por 10mim a 4°C. o sobrenadante foi plaqueado numa placa de 96 pogos e acrescentado
50 ul de OPD e ap6s 15 minutos a reagdo foi parada com 25ul de H,SO4, 4M e o

resultado foi lido espectrofotdmetro a 490 nm.

4.9 Quantificagdo de mieloperoxidase (MPO) e B-N-Acetilglucosaminidase
(NAG)

A atividade de neutréfilos e macrofagos foi analisada a partir da atividade das
enzimas MPO e NAG, respectivamente. Para isso fragmentos do intestino delgado
foram cortados e triturados em tampé&o fosfato pH 4,7 gelado, centrifugados a 855 x g
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspenso
novamente em tampdo fosfato adicionado a 200ul de NaCl 0,2% gelado para lisar
hemacias. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 855 x g por 15 mim a 4°C e o
pellet ressuspenso em tampéo fostato pH 5,4, congelado e descongelado 3 vezes em
nitrogénio liquido e banho-maria 37° C, centrifugadas a 27.400 x g por 15mim a 4°C.

Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 50 pl das amostras e 50 pul de TMB
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(tetramethylbenzidine). A reacdo foi parada adicionando 25ul de H,SO, 4M e o

resultado foi lido espectrofotdmetro a 450 nm.

4.10 Andlise da expressao de citocinas por gPCR no ileo dos camundongos
experimentais

Segmentos do intestino delgado (ileo) de camundongos C57BL/6 experimentais
infectados com T. gondii foram submetidos a extracdo de RNA pelo método do Trizol®
(Life Technologies, Carlsbad, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. As amostras
foram entdo congeladas a -80 °C até 0 momento do uso.

Para uma reacdo de confeccdo do cDNA, o RNA (50 ng) foi misturado com
oligo (dT) primer (Promega, Fitchburg, EUA). A mistura foi aquecida a 70 °C durante 5
minutos em temociclador TC-3000 (Techne, Staffordshire, Reino Unido) e depois
adicionada de 11,5 pl de uma solugdo contendo um tampéo, MgCl,, dNTPs, a enzima
transcriptase reversa (Promega) e agua de acordo com as concentragGes recomendadas
pelo fabricante. Em seguida, a mistura final foi incubada a 42 °C por 1 hora no mesmo
termociclador. Por fim, foi adicionado 17,5 pl de agua e as amostras foram congeladas a
-20 °C até o momento do uso.

Para a reacdo de qPCR, as amostras (2 pL) foram misturadas com SYBR (Life
Technologies) e primers (0,15 pMol/uL, Tabela 1) até o volume final de 10 uL por
reacao. A reacdo foi realizada utilizando 40 ciclos com temperatura de anelamento a 60
°C por 1 minuto desenvolvida em aparelho de g°PCR ABI7500 (Life Technologies). A
analise dos resultados foi feita pelo método do delta-delta Ct (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). A sequéncia de primers utilizada na reacdo pode ser vista na tabela abaixo. O
controle interno da reacdo foi feito a partir da expressdo do gene constitutivo de
GAPDH.

Tabela 1. Lista de primers utilizados para quantificagdo de mRNA no ileo de camundongos C57BL/6
infectados com T. gondii tratados ou ndo com probi6ticos.

Gene Primer Foward Primer Reverse

GAPDH GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG CAGTGTAGCCCAAGATGCCC
FOXP3 AGAATGCCATCCGCCACA CACACTGCTCCCTTCTCGCT
IL-10 TTTAAGGGTTACTTGGGTTGCC CGCATCCTGAGGGTCTTCA
TNF CCACCACGCTCTTCTGTCTACTG GATCTGAGTGTGAGGGTCTGGG
IFN-y GGCTGTTTCTGGCTGTTACTGC CATCCTTTTGCCAGTTCCTCC
iNOS CGAAACGCTTCACTTCCAA TGAGCCTATATTGCTGTGGCT
DEFA3 CAGGCTGTGTCTGTCTCTTTTG TCAGCGACAGCAGAGTGTGTA

TGF-p GCTGAACCAAGGAGACGGAAT GCTGATCCCGTTGATTTCCA
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4.10 Analise estatistica

As analise foram realizada utilizando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). O método Kaplan-Meier foi usado para comparar as taxas
de sobrevivéncia dos animais experimentais e a curva de sobrevivéncia foi comparada
usando Teste do Quiquadrado (¥2) e long-rank teste. Diferengas entre grupos foram
analisadas usando teste ANOVA Kruskal-Wallis, quando apropriado com o respectivo
pos teste de comparacao mdaltipla Bonferroni ou Dunn para examinar todas as possiveis
comparagOes pareadas. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

5. RESULTADOS

5.1 O tratamento com probidticos diminui a carga parasitaria e aumenta a
sobrevivéncia de camundongos C57BL/6

Camundongos C57BL/6 foram tratados com veiculo (H,O) ou com os
probidticos L.lactis, L.casei ou L.acidophilus a uma concentracdo de 2 x 10%
bactérias/ml um dia antes e 7 dias depois da infeccdo com 30 cistos da cepa ME-49 de
T. gondii. Foi observado que os animais ndo tratados ou tratados com L. lactis foram
altamente susceptiveis a infeccdo, ao passo que os animais tratados com L. casei ou
L.acidophilus se tornaram resistentes e sobreviveram pelo menos até 40 dias p.i (Figura
1A) (P < 0,05) (Teste do Quiquadrado (¥2) e long-rank teste). Entretanto todos os
grupos apresentaram similar perda de peso apds 7 dias p.i. (Figura 1B). Os animais
foram pesados diariamente até o dia do sacrificio aos 8 dias p.i. E foi observado que 0s
animais tratados com os probidticos L. casei e L. acidophilus apresentaram menor carga
parasitaria no intestino delgado que os animais ndo tratados ou tratados com L. lactis.
(Figura 1C e 1E) indicando que a maior resisténcia dos animais tratados com L. casei ou
L. acidophilus esta relacionada com a carga parasitaria no intestino delgado. De maneira
interessante, o tratamento com L. casei diminuiu a carga parasitaria principalmente no

duodeno e jejuno distal, mas n&o no jejuno proximal (Figura 1D).



18

Figural

-@— T.gondii =@ T.gondii +L.lactis =& T.gondii +L.casei = T.gondii +L.acidophillus

A B
* *
100 2

o
I
g 80 g_
< 5
‘s 604 o
c 1%2]
g g
g 4 g
o) o
3 20 %
&

0 T T T T T 1 > -4 T T T T T T T 1

0 5 10 _15 2_0 25~ 30 35 40 -1 0 1 2 3 4 5 6 7

Dias de infecgdo Dias de infecgéo

@R T.gondii B3 T.gondii +L.lactis &= T.gondii +L.casei @@ T.gondii +L.acidophilus

C D
» 3000+ 1000+
9 o
= o *
£ 2500+ o 800+ —
s E 9 —
o g; o
<] g g 600
£ 2
© =3 400
o 2 a
5 5 &
= A S 200+ |
3 =
g 0- 1= ,
Intestino Duodeno Jejuno Jejuno lleo
proximal distal
T.gondii + T.gondii + T.gondii +

E T.gondii L.lactis L.casei

Carga |
parasitaria

Figura 1. Curva de sobrevivéncia (A), mudanca no peso corporal (B) e parasitismo tecidual no intestino
delgado (C e D) de camundongos C57BL/6 fémeas com idade entre 8-12 semanas tratados com
probidticos L. lactis, L. casei ou L. acidophilus 24 h antes da infec¢do oral com 30 cistos da cepa ME-49
de T. gondii. Fotomicrografia representativa do parasitismo intestinal (E). Os animais foram
acompanhados diariamente para a analise de mortalidade e pesados para a mudanca do peso corporal. O
parasitismo foi detectado por imunohistoquimica e quantificado pela contagem do nimero de vactolos
parasitoforos e estruturas semelhantes a cistos em 50 campos microscopicos em cada segmento utilizando
uma objetiva de 40 x. Fotomicrografia de cortes histoldgicos de marcacdes de parasitos por
imunohistoquimica demonstrando que o tratamento com probidticos diminui o parasitismo. Dados sdo
representativos de pelo menos 3 animais por grupo. * P<0,05 (ANOVA com pés teste de comparagéo
maltipla de Bonferroni) e as taxas e curva de sobrevivéncia foram comparados com método de Kaplan-
Meier usando o teste do Quiquadrado (2). Barra (100 pm).
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5.2 O tratamento com Lactobacillus acidophilus melhora as lesbes no
intestino delgado causadas pela infecgcdo por T. gondii

Aos 8 dias p.i., 0 intestino dos camundongos C57BL/6 apresentou uma intensa
infiltracdo de celulas mononucleares na lamina propria (LP), epitélio e submucosa
(Figura 2A). Em algumas &reas, aumento da espessura dos vilos intestinais também foi
observado (dados ndo mostrados). Estas alteracdes foram observadas principalmente no
ileo. O intestino delgado dos animais tratados com L. lactis apresentou inflamacao tao
alta quanto dos animais infectados e ndo tratados (dados ndao mostrados). O intestino
delgado dos animais tratados com L. casei apresentaram inflamacdo levemente menor
quando comparados ao intestino dos animais ndo tratados (Figura 2A). Ao contrério dos
outros tratamentos, os camundongos tratados com L. acidophilus apresentaram
alteracbes inflamatérias menores caracterizadas pela infiltracdo de células
mononucleares na lamina propria e submucosa (P < 0,05, Teste de Kruskal-Wallis com
maltipla comparacdo de Dunn) (Figura 2B). Além disso, o tratamento com L.
acidophilus diminuiu significantemente a inflamacéo associada a infeccdo pelo parasito
no jejuno distal e ileo em comparacdo aos animais nao tratados e tratados com L. casei.
Portanto, a maior resisténcia dos animais tratados com L. casei e principalmente com L.
acidophilus parece estar associada a menor alteracdo inflamatdria no intestino delgado

causada pela menor carga parasitaria nesses segmentos.
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Figura 2. Fotomicrografia de cortes histologicos corados com H&E demonstrando intensa inflamagéo no
intestino de camundongos C57BL/6 infectados e ndo tratados e uma diminuicdo na inflamagéo no grupo
tratado com L. acidophilus (A), Escore inflamatério do intestino delgado (B), e segmentos (C).
Camundongos C57BL/6 tratados com L. casei ou L. acidophilus um dia antes e 7 dias depois da infecgédo
com 30 cistos da cepa ME49 de T. gondii. Os dados foram obtidos através da analise de 40 campos
microscopicos por seccdo tecidual de cada 6rgdo, de pelo menos 3 animais por grupo, usando a objetiva
de 40x de aumento. Diferenga estatistica significante entre camundongos tratados em condicGes diferentes
(ANOVA e pos-teste de comparacdo multipla de Bonferroni, *p<0,05). Barra 100um).
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5.3 Probidticos reduzem o percentual de encurtamento do intestino delgado
durante a infeccéo por T. gondii

Como a inflamacéo causa dano tecidual e no caso do intestino delgado, causa o
encurtamento do oOrgdo (BERESWILL et al., 2010), o comprimento do intestino
delgado foi mensurado com o objetivo de calcular o encurtamento do 6rgdo quando
comparado ao tamanho médio do intestino delgado dos animais ndo tratados e ndo
infectados (NI). Quando comparamos o0 comprimento médio dos intestinos dos grupos
tratados ou ndo, encontramos um comprimento médio menor dos animais infectados e
tratados com L. lactis ou somente infectados quando comparados ao comprimento
médio dos animais ndo tratados e ndo infectados. (Figuras 3A e 3B). Entretanto, o
tratamento dos animais com L. casei ou L. acidophilus foi capaz de evitar o
encurtamento do intestino delgado. Quando analisamos o percentual de encurtamento,
nés observamos que o tratamento com L. acidophilus foi mais eficiente mostrando um
percentual de encurtamento de aproximadamente 2% comparado ao grupo NI, seguido
pelo tratamento com L. casei que teve um valor aproximado de 5% (Figuras 3C). O
tratamento com L. lactis se mostrou ineficaz na protecdo contra a inflamagdo e
consequentemente, contra a redugdo no comprimento do intestino sendo que o
comprimento médio foi semelhante ao do grupo infectado e ndo tratado (Figuras 3A, 3B
e 3C). (*p< 0,05, **p<0,01, ANOVA e pos-teste de comparacdo mudltipla de

Bonferroni).
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Figura 3. Fotos dos intestinos dos animais ndo infectados e ndo tratados (NI) e tratados com probidticos
mostrando a reduc¢do no tamanho ap6s a infecgdo por T. gondii (A). O comprimento médio dos intestinos
delgados dos camundongos C57BL/6 é mostrado em (B) e o percentual de encurtamento em relagdo ao
grupo NI mostra claramente que o tratamento com probidticos L. casei e L. acidophilus reduz a
inflamacéo e a atrofia do intestino (C). Os dados foram obtidos de pelo menos 3 animais por grupo,
Diferenca estatistica significante entre camundongos tratados em condic6es diferentes (ANOVA e pds-
teste de comparagdo multipla de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01).
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5.4 O tratamento com probidtico reduz a perda de células de Paneth e
células caliciformes no intestino delgado causada pela infec¢do por T. gondii

Baseados no fato do intestino delgado ser um importante sitio de infeccdo e
consequentemente de translocacéo bacteriana, nos resolvemos analisar e quantificar as
células caliciformes e células de Paneth que sdo importantes produtoras de muco e
defensinas, respectivamente. Para isso, cortes histologicos com 4um de espessura foram
corados com azul Alcian para quantificar células caliciformes e H&E para as células de
Paneth. A andlise do intestino delgado mostrou que apds a infeccao por T. gondii houve
diminuicdo no nimero de ambos os tipos de células (Figuras 4A, 4C, 4E e 4F). A
diminuicdo na quantidade de células de Paneth ocorreu em todos os segmentos do
intestino delgado, mas no ileo e principalmente no jejuno distal essa perda foi maior
(Figura 4E, 4F). O tratamento com L. casei e L. acidophilus foi capaz de diminuir a
perda de células de Paneth no duodeno e jejuno proximal quando comparadas ao grupo
infectado e ndo tratado (Figura 4F). De forma interessante, a perda de células de Paneth
foi menor no jejuno distal e ileo de animais tratados com L. acidophilus em comparacéo
com animais tratados com L. casei (Figura 4F). Ao analisarmos as células caliciformes
notamos que a infeccdo também reduziu o numero de células comparado ao grupo NI
(Figura 4B) e a andlise dos segmentos mostrou que o tratamento com L. casei ou L.
acidophilus reduziu a perda no duodeno e principalmente no ileo apresentando
diferenca significante neste segmento em compara¢do ao grupo de animais infectados e
ndo tratados (Figura 4C). Além disso, o tratamento com L. acidophilus se mostrou mais
eficaz, pois em todos os segmentos o nimero de células caliciformes foi maior em
relacdo ao grupo somente infectado (Figura 4C). (*P< 0,05, **P<0,01, ANOVA e pds-

teste de comparacdo mdaltipla de Bonferroni).
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Figura 4. Fotomicrografias representativas de cortes histoldgicos de intestino delgado corado com azul
de Alcian e H&E para células caliciformes e de Paneth, respectivamente (A, D). A infeccdo por T. gondii
leva a perda dessas células e o tratamento com L. acidophilus protegeu os animais contra a perda das
células caliciformes no jejuno distal e ileo e evitou a perda de células de Paneth no duodeno e jejuno
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proximal (C, F). L. casei teve menor efeito protetor mas evitou em parte a perdas de ambas as células. Os
dados foram obtidos de amostras de pelo menos 3 animais por grupo. (*p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
ANOVA e poés-teste de comparacdo maltipla de Bonferroni). Barra (A) (100pm) e (B) (12 pm). As
cabecas das setas apontam as células de Paneth com os granulos.

5.5 A migracdo de leucdcitos para o intestino delgado é controlada pelo
tratamento com probidticos

Baseados no fato que a infeccdo com T. gondii induz um processo inflamatorio
bastante intenso no intestino delgado de camundongos C57BL/6 (LIESENFELD et al.,
1996), n6s avaliamos a ativacdo de neutréfilos, macrofagos e eosinofilos através do
ensaio das enzimas MPO, NAG e EPO, respectivamente. O grupo infectado e néo
tratado teve aumentado os niveis de MPO indicando aumento na atividade de
neutrofilos e o tratamento com L. lactis e L. casei foi capaz de manter o nivel de
ativagdo de MPO no mesmo patamar dos animais ndo tratados e nao infectados. (Figura
5A). Com relacdo a atividade de NAG, os animais ndo infectados e infectados e néo
tratados apresentaram o mesmo perfil de ativacdo, indicando que ja haviam macréfagos
ativados mesmo antes da infeccdo por T. gondii (Figura 5B), entretanto o tratamento
com L. casei e L. lactis reduziu os niveis da enzima (ANOVA, P<0,05), sugerindo uma
menor atividade de macréfagos.

Como a infeccdo por T. gondii induz uma resposta do tipo Th;, resolvemos
avaliar a atividade de eosinofilos por mensurar EPO que é uma enzima caracteristica de
eosinofilos, portanto, resposta tipo Th,. Apds a infeccdo houve uma diminuicdo da
atividade de EPO (Figura 5C) e o tratamento com L. lactis mostrou uma reducdo maior
dos niveis de EPO. Ao contrario, o tratamento com L. casei foi capaz de manter o nivel
da enzima ao mesmo patamar do grupo nao infectado e ndo tratado. (Figura 5C).

Em seguida resolvemos quantificar o nimero de leucdcitos no sangue periférico
dos animais coletados aos 8 dias p.i através da contagem de leucdcitos em camara de
neubauer e contagem diferencial em esfregaco sanguineo. O numero de leucécitos néo
se alterou quando comparado os tratamentos com os trés probidticos e o controle
infectado e ndo tratado, porém houve um maior namero total de leucocitos nos animais
tratados com L. lactis (Figura 5D). A contagem de leucdcitos no esfregaco sanguineo
mostrou um aumento de polimorfonucleares (PMN) no sangue dos animais tratados
com L. casei e um aumento de eosindfilos nos animais tratados com L. acidphilus
(Figura 5E).
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Figura 5. Avaliacdo da atividade de neutréfilos (A), macréfagos (B) e eosindfilos (C) no intestino de
camundongos C57BL/6 tratados com probidticos 24 horas antes da infeccdo oral por T. gondii e até o dia
8 p.i. Houve um aumento de NAG apds a infec¢do e o tratamento com L. casei e L.lactis foi capaz de
reduzir a atividade da enzima (A) e diminuir a atividade de MPO em relag8o ao grupo ndo infectado e ndo
tratado (NI) e infectado e ndo tratado (B) o tratamento com L. casei foi capaz de manter a atividade de
EPO ap6s a infecgdo j& que o grupo NI apresenta niveis mais elevados da enzima (C). A leitura em
camara de Neubauer e a contagem diferencial de leucécitos é visto em (D) e (E) respectivamente. Dados
obtidos de amostras coletadas de pelo menos trés animais por grupo. (*p< 0,05, **p<0,01, ANOVA e
pos-teste de comparagdo maltipla de Bonferroni).
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5.6 A infeccdo por T. gondii aumenta o numero de células IgA+ no intestino
delgado independente do tratamento com probidticos

A imunoglobulina IgA é importante no controle de bactérias comensais e
patogénicas no intestino, entdo nds resolvemos avaliar as células IgA" no intestino
delgado dos animais infectados com T. gondii e tratados com probidticos, dos animais
infectados e ndo tratados e ndo infectados e ndo tratados. A avaliacdo foi feita através da
técnica de imunohistoquimica em cortes histologicos aos 8 dias p.i. Nossos resultados
mostram que a infecgdo por T. gondii induziu um aumento no nimero de células IgA*
quando comparadas aos animais ndo infectados (Figura 6A e 6B) (p<0,05,
p<0,01,ANOVA). A andlise dos segmentos mostrou que o perfil se manteve o mesmo,
entretanto os tratamentos com L. casei e L.acidophilus apresentaram uma diminuigédo
em relacdo ao grupo infectado e ndo tratado (Figura 6C) mesmo ndo apresentando
diferenca estatistica, porém no duodeno e jejuno proximal houve uma maior diferenca
entre os animais ndo infectados e ndo tratados e os animais infectados (*P<0,05,
**p<0,01 e ***pP<0,001, ANOVA). Além disso, pudemos observar que ambos 0s
grupos de animais tratados com probidticos apresentaram quantidades menores de
células marcadas em todos os segmentos quando comparados ao grupo infectado e ndo

tratado.
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Figura 6. Fotomicrografia de cortes histoldgicos de intestino delgado de camundongos C57BL/6 marcado
por reagdo de imunohistoquimica onde apés a infec¢do oral por T. gondii, houve um aumento de células
IgA* (A, B) e o tratamento com probidticos reduziu levemente a quantidade de células IgA nos segmentos
(C). Dados obtidos de pelo menos 3 animais por grupo. (*P< 0,05, **P<0,01, ANOVA e pos-teste de
comparagdo multipla de Bonferroni). Barra (100um).

5.7 O tratamento com probidticos controla a mudanca da flora intestinal
dos animais apo6s a infeccéo oral por T. gondii

Ap0s a intensa inflamacgdo induzida através da infec¢do por T. gondii ocorre a
translocacdo de bactérias do limen intestinal para os 6rgdos (BERESWILL et al.,
2010), decidimos entdo avaliar se o tratamento com probiéticos previne a translocagdo
bacteriana. Para isso coletamos, sob condicGes assépticas, fragmentos do figado, bago,
pulméo e também o sangue e o conteddo do ileo para cultivo microbioldgico, descrito
mais detalhadamente em materiais e métodos. Apos 48 horas de incubacdo em caldo
BHI, semeamos as amostras em agar McConkey e cultivamos por mais 48 horas em
condicBes de aerobiose a 37° C. A Tabela 2 mostra que o crescimento de bactérias

ocorreu nos 6rgdos dos animais infectados e nao tratados e dos animais tratados com L.
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lactis. Surpreendentemente o tratamento com L. casei e L. acidophilus impediu que
houvesse translocacdo de bactérias para os orgdos avaliados e também para o sangue
por onde a translocacdo pode ocorrer.

Liesenfeld e colaboradores (LIESENFELD et al., 1996) ja haviam demonstrado
que apos a infeccdo por T. gondii, a inflamacéo intestinal, mais especificamente no ileo,
de camundongos C57BL/6 se alterava predominantemente para bactérias gram
negativas o que agrava mais inflamacdo. Por isso resolvemos cultivar as fezes dos
animais em agar McConkey, onde crescem preferencialmente bactérias gram negativas,
antes e depois do tratamento e infeccdo. Houve um aumento significante (ANOVA) na
quantidade de unidades formadoras de coldnia por grama de fezes (UFC/g fezes) dos
animais tratados com L. casei em relacdo ao grupo ndo infectado e ndo tratado,
infectado e ndo tratado e tratado com L. acidophilus (Figura 7). Esse aumento na
quantidade de bactérias nas fezes ndo refletiu no aumento de bactérias identificadas
como mostra a Tabela 2. O grupo tratado com L. acidophilus mostrou uma tendéncia a
diminuir a quantidade de bactérias gram negativas nas fezes (Figura 7). A Tabela 2
mostra que antes de qualquer tratamento e infeccdo, houve o crescimento de E. coli e
Proteus sp. e apds a infeccdo, houve uma mudanga com crescimento de outras bactérias

gram negativas como Citrobacter sp. Providencia sp e Klebisiella sp.
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Tabela 2. Cultivo microbioldgico e identificacdo bioquimica das bactérias encontradas nos 6rgaos, sangue e
fezes de camundongos C57BL/6 infectados T. gondii.

Nao infectado Infectado Tratado com L. Tratado com L. Tratado com L.
e ndo tratado casei lactis acidophilus
Figado - Citrobacter sp. - -
Baco - Citrobacter sp. - Proteus sp. -
Pulmédo - Citrobacter sp. - - -
Sangue - - - E. coli -
Proteus sp.
Fezes  E. coli; Citrobacter sp.;  Citrobacter sp.; Enterobacter sp.; Citrobacter sp.
Proteus sp. Klebsiella sp.; E.coli Proteus sp.;
Proteus sp.;

Providencia sp.

Cultivo microbiolégico dos 6rgdos homogeneizados em PBS estéril e semeados em &4gar McConkey cultivados a 37° C por
48 h em condicBes de aerobiose. Apds o crescimento em placa, as coldnias foram coradas pela técnica de gram e
identificadas bioquimicamente.
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Figura 7. As fezes dos animais foram coletadas antes do inicio do tratamento com probidticos e da
infecgdo por T. gondii e no dia do sacrificio que foi feito em condicOes assépticas em capela de fluxo
laminar. As amostras foram incubadas em caldo BHI por 48 h a 37° C e semeadas em agar McConkey
por mais 48 h a 37° C em condicdes de aerobiose. As coldnias foram coradas pela técnica de gram. Dados
obtidos de pelo menos 3 animais por grupo. (*p< 0,05, ***p<0,001, ANOVA e pos-teste de comparacéo
maltipla de Bonferroni).
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5.8 Apos a infeccdo por T. gondii, a expressao de mediadores da inflamacgéao
intestinal demonstra ser diferente entre os probidticos

A andlise de qPCR foi feita a partir da extracdo de RNA do ileo de camundongos
C57BL/6 tratados com probidticos 24 horas antes de 7 dias apos a infecgéo.
Encontramos que a infeccdo por T. gondii aumenta a expresséo de IL-10, TNF e INF-y
bem como diminuem a expressdao de iINOS, Defa3 e TGF-f em relagdo ao controle nao
infectado (NI). A expressdo de Foxp3 foi maior em relacdo ao grupo NI. O tratamento
com L. casei ou L. acidophilus mostrou uma tendéncia a reduzir a expressdo de TNF,
IFN-y. A expressao de Foxp3, IL-10 foi maior no grupo tratado com L. casei, sendo que
IL-10 foi menos expressa no grupo tratado com L. aciophilus que nos animais
infectados e ndo tratados. A reducdo na expressao de iINOS foi maior no grupo tratado
com L. casei em relacdo ao tratamento com L. acidophilus e ao grupo Infectado e nédo
tratado. Resultado semelhante foi encontrado na expressdo de TGF-p, onde a redugdo da
expressdo da citocina foi maior com o tratamento com L. casei, porém houve um

pequeno aumento de TGF-f no intestino dos animais infectados ¢ ndo tratados.
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Figura8
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Figura 8. A expressdo de mRNA foi analisada por gqPCR em amostras de ileo de camundongos C57BL/6
tratados um dia antes e 7 dias depois da infeccdo oral com 30 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. A
expressdo de Foxp3 e IL-10 foi maior ap6s o tratamento dos animais com L. casei (A e B). Os animais
infectados e ndo tratados tiveram a maior expressdo de TNF e IFN-y (C e D). A expressdo de iNOS,
DEFA3 e TGF-B foi reduzida com a infeccdo mesmo ap06s o tratamento probidticos (A,B e C). Os
graficos mostram e expressdo de mMRNA em relagdo ao grupo nédo infectado (NI). Os dados foram obtidos
de amostras de pelo menos 3 animais por grupo.
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DISCUSSAO

Vaérios estudos tem demonstrado o papel do uso de probidticos na reducdo e
controle de varias doencas (ASAHARA et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2010), assim
resolvemos avaliar a acdo de Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei Shirota no modelo experimental de ileite causada por T. gondii em
camundongos C57BL/6. Essa infec¢do é caracterizada por uma fase aguda na qual o
parasito atravessa o epitélio intestinal causando lesdo e permitindo a translocacdo de
bactérias (EGAN et al., 2009; HAND et al., 2012; HEIMESAAT et al., 2006).

Primeiramente nos avaliamos se o tratamento com probi6ticos teria um efeito
protetor e se haveria diminuicdo no parasitismo intestinal. Os animais tratados com L.
casei ou L. acidophilus apresentaram um sobrevivéncia de 100% comparados aos
animais infectados e ndo tratados ou tratados com L. lactis. Além disso, o tratamento
com L. casei ou L. acidophilus foi capaz de reduzir o parasitismo no intestino delgado
ao contrario do tratamento com L. lactis onde o parasitismo foi similar ao encontrado no
intestino dos animais do grupo ndo tratado. Nossos resultados estdo de acordo com
estudos que demonstram os efeitos benéficos de Lactobacillus sp. em outras doencas
infecciosas onde houve diminuigdo do parasitismo por Giardia lamblia no intestino de
camundongos (GOYAL; TIWARI; SHUKLA, 2011; HUMEN et al., 2005) e apresenta
efeitos protetores na infeccdo de animais com Plasmodium chabaudi (MARTINEZ-
GOMEZ et al., 2006). Além disso, o uso de probidticos associados ao tratamento com
antibidticos apresenta melhores resultados na eliminacdo da amebiase em humanos
(MANSOUR-GHANAEI et al., 2003).

Quando analisamos 0s segmentos intestinais, verificou-se que houve uma
evidente reducdo do parasitismo no jejuno distal e ileo e houve também uma reducéo na
patologia associada a infeccdo oral por T. gondii. Além do mais os animais tratados com
L. acidophilus apresentaram uma significativa reducdo nos sinais de inflamagdo na
mucosa do intestino delgado comparados aos animais tratados com L. lactis, L. casei ou
ndo tratados. De maneira interessante, um estudo anterior demonstrou que o tratamento
com L. acidophilus estimula a resposta inflamatéria Th; em humanos (VAN
BAARLEN et al., 2011). Esses resultados tornam evidentes que os efeitos anti-

inflamatdrios da resposta imune com o uso de probidticos dependem da espécie de
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probidtico utilizada (MACHO FERNANDEZ et al.,, 2011) e no caso do nosso

experimento, também o patogeno utilizado para infectar animais.

A infeccdo por T. gondii resultou no menor percentual de encurtamento do
intestino dos animais tratados com L. casei ou L. acidophilus em comparacdo aos
animais tratados com L. lactis ou ndo tratados (2-5% vs. 15% respectivamente; p <
0.05). Foi previamente demonstrado que a ileite causada pela infec¢do oral com 100
cistos da cepa ME-49 de T. gondii, resultou num percentual de encurtamento do
intestino delgado de aproximadamente 15% nos animais tratados com Simvastatin,
Resveratrol ou Curcumin quando comparados com 0s animais ndo tratados em que o
percentual de encurtamento foi em torno de 22% (BERESWILL et al., 2010). Essa
diferenca observada em nosso protocolo de infec¢do de 15% de encurtamento vs. 22%
do outro estudo provavelmente foi pelo fato da infeccdo ter sido feita com 30 cistos no

presente trabalho e com 100 cistos pelo outro grupo.

Foi demonstrado anteriormente que as células de Paneth de camundongos
C57BL/6 apos a infeccdo oral pela cepa 76K de T. gondii, aumentavam a liberacdo de
grénulos e tiveram aumentada a expressdao de mRNA de Crp-3 e Crp-5 (FOUREAU et
al., 2010) e também que a infeccdo de camundongos com T. gondii induz a perda de
células de Paneth (SANTAOLALLA; ABREU, 2012). Desta forma resolvemos avaliar
se tratamento com probioticos preservaria a quantidade dessas células no intestino
delgado dos camundongos. Observou-se uma reducdo na quantidade de células de
Paneth no intestino dos animais apds a infeccdo por T.gondii. O tratamento com L.
acidophilus ou L. casei induziu a uma menor perda dessas células no duodeno e jejuno
proximal em comparacdo aos animais apenas infectados. Como as bactérias intestinais
sdo controladas por peptideos anti-microbianos produzidos pelas células de Paneth e
enterocitos (BEVINS; SALZMAN, 2011; MCSORLEY; BEVINS, 2013) e
consideranto que as bactérias intestinais estdo envolvidas na patologia na infec¢do por
T. gondii (RAETZ et al., 2013), uma maior quantidade dessas células pode ajudar a

controlar a populagéo bacteriana.

Células caliciformes sdo celulas epiteliais especializadas e responsaveis pela
producéo e liberacdo de muco que formam um “filme” protegendo e lubrificando o

epitélio intestinal e estdo envolvidas na protecéo contra a translocagéo bacteriana (KI1M;
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HO, 2010). Recentemente foi relatado que a infeccdo por T. gondii causa uma alteracao
no equilibrio da barreira intestinal devido a uma reducdo no ndmero de células
caliciformes (SANT'ANA et al., 2012). Com o presente trabalho, verificou-se que apés
a infeccdo dos animais com T. gondii houve uma diminuicéo de células caliciformes no
intestino e os animais tratados com L. acidophilus ou L. casei apresentaram uma
quantidade mais elevada de células caliciformes comparados aos animais infectados e
ndo tratados. O tratamento com L. acidophilus preservou mais células caliciformes no
ileo, com uma quantidade mais proxima da quantidade de células do intestino dos
animais ndo tratados e ndo infectados. Estudos tém evidenciado o papel de probidticos
na manutencdo da barreira intestinal através de varios mecanismos (AHRNE;
HAGSLATT, 2011; PARASSOL et al., 2005) e a preservacao das células caliciformes,
devido a sua importancia na fisiologia do epitélio intestinal, pode ser mais uma forma

de melhorar os danos causados pela inflamag&o causada por T. gondii.

Granuldcitos sdo as primeiras células fagociticas recrutadas para o sitio de
infeccdo na fase inicial da infecgdo por T. gondii (MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011). Estudos anteriores tém mostrado que em infeccdo oral por T.
gondii, monacitos inflamatdrios e células dendriticas sdo encontrados na lamina propria
do intestino delgado (DUNAY et al., 2008). Baseados nesses estudos, avaliamos o
acumulo de macréfagos, neutréfilos e também eosindfilos através da avaliacdo da
atividade das enzimas NAG, MPO e EPO, respectivamente. O ensaio mostrou gque a
infeccdo por T. gondii ndo altera a atividade de NAG, pois o0s animais infectados e nao
tratados ou ndo infectados e nédo tratados (NI) ndo apresentaram diferenca em relacao a
ativacdo da enzima, contudo o tratamento com L. casei ou L. lactis foi capaz de reduzir
a atividade da enzima. Com relacdo a MPO, observamos que ndo houve um aumento da
atividade da enzima nos animais tratados com L. lactis ou L. casei, pois a atividade de
MPO permaneceu no mesmo padrdo do grupo ndo tratado e ndo infectado. Estudos ja
demonstraram a capacidade de reducéo da atividade de MPO apds o0 uso de probioticos
(JADHAV; SHANDILYA; KANSAL, 2013; WANG et al., 2013). Nossos resultados
estdo de acordo com esses estudos demonstrando a capacidade de regulacdo de células
da resposta imune inata, além disso, a diminui¢do no acumulo de neutrofilos pode
ajudar a explicar a diminuicdo no parasitismo e a patologia intestinal dos animais

tratados com L. acidophilus, pois foi demonstrado recentemente que o parasito utiliza
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da mobilidade de neutréfilos e se dissemina através do limen intestinal para outras
células (COOMBES et al.,, 2013). Toxoplasma gondii causa uma inflamacdo no
intestino delgado que se assemelha a CD e € caracterizada por lesdes induzidas por uma
resposta Th; exacerbada (EGAN; COHEN; DENKERS, 2012) e, portanto a analise de
EPO, que é uma enzima caracteristica de eosinofilos proprios de uma resposta Th,, foi
avaliada. Observou-se que o tratamento com L. lactis ndo foi capaz de evitar sua
reducdo em relacdo aos animais nao tratados e ndo infectados. O tratamento com L.
casei elevou os niveis de EPO em relacdo aos animais do grupo ndo tratado e ndo

infectado.

A contagem de leucdcitos e a contagem diferencial em esfregacos sanguineos
no momento do sacrificio mostraram que houve um pequeno aumento na quantidade de
leucdcitos totais nos animais tratados com L. lactis e uma pequena reducdo dos
leucdcitos no grupo tratado com L. acidophilus. O esfregaco revelou ainda um pequeno
aumento de eosinofilos no sangue dos animais tratados com L. acidophilus. Esses
resultados sdo interessantes uma vez que ja foi demonstrado que o uso de L. acidophilus
altera a resposta imune para um perfil Th; em modelo de inducdo de alergia com
ovalbumina (OVA) (KIM; CHOI; JI, 2008; VAN BAARLEN et al., 2011) e quando
administrados em humanos (VAN BAARLEN et al., 2011).

A imunoglobulina A é responsavel pela neutralizacdo de toxinas e controle da
microbiota intestinal, representando cerca de 70% da quantidade total de
imunoglobulinas produzidas e sendo encontradas principalmente na mucosa intestinal
(MACPHERSON et al., 2008), por isso resolvemos analisar o perfil de células positivas
para IgA no intestino delgado. Observamos que a infeccdo por T. gondii induziu um
aumento de células IgA™ no intestino delgado e os tratamentos com L. casei ou L.
acidophilus ndo alteraram a quantidade dessas células e a analise dos segmentos ndo
mostrou uma mudanga nesse perfil. J& foi demonstrado que a administracdo de
probioticos induz ao aumento na producdo de IgA em modelo de giardiase (GOYAL;
TIWARI; SHUKLA, 2011) e em modelo de infeccdo por rotavirus em suinos
gnotobioticos (ZHANG et al., 2008). Entretanto, observamos que 0 uso de probioticos
ndo induziu um aumento de deteccdo de células IgA™ no intestino delgado dos animais

acima do numero observado nos animais infectados e nédo tratados.
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Estudos anteriores mostraram que a ileite causada por T. gondii induz a disbiose
com aumento da carga bacteriana no intestino delgado, com diminuicdo da diversidade
de espécies e acumulo de Escherichia coli e Bacteroides/Prevotella spp (HEIMESAAT
et al., 2006) e dominancia de bactérias gram negativas Escherichia e Shigella da familia
Enterobacteriaceae (RAETZ et al., 2013).

O cultivo microbiolégico dos 6rgdos e sangue dos animais tratados ou ndo com
probioticos, revelou que L. casei e L. acidophilus foram capazes de prevenir a
translocacdo de bactérias gram negativas do lumen intestinal para os 6rgdos analisados
(figado, pulméo, baco). Entretanto, o tratamento com L. lactis ndo alcangcou o mesmo
resultado sendo encontrado no sangue E. coli e no bago foi encontrado Proteus sp. A
cultura microbioldgica das fezes dos animais infectados com T. gondii mostrou que
houve um aumento das espécies gram negativas e o tratamento com probidticos foi
capaz de controlar o aumento da diversidade de espécies. Mesmo ndo cultivando as
amostras para identificacdo de bactérias gram positivas, nossos resultados sugerem que
houve uma disbiose e predominancia de gram negativas como mostra a literatura, pois
apos a infeccdo houve um maior nimero de género de bactérias gram negativas
identificadas nas amostras cultivadas, principalmente nas fezes onde a variedade foi

maior.

Apbs a infeccdo oral por T. gondii de animais susceptiveis como a linhagem
C57BL/6 utilizada em nossos experimentos, ocorre a indugdo da producéo de IL-12 por
células dendriticas (LIU et al., 2006) que juntamente com TNF-a, induz a produgio de
IFN-y por células NK na tentativa de eliminar o parasito (DENKERS; GAZZINELLI,
1998; GAZZINELLI et al., 1993; GAZZINELLI et al., 1994) e nossos resultados estdo
de acordo com a literatura, pois a expressao relativa de mRNA de TNF-a e IFN-y do
grupo infectado e ndo tratado foi a mais alta encontrada em nossos experimentos.
Contudo, o tratamento com L. casei ou L. acidophilus foi capaz de reduzir tanto a
expressdao de TNF-a quanto de IFN-y induzida pela infeccdo. Estudos anteriores ja
demonstraram que L. casei Shirota reduz a expresséo de TNF-a no intestino delgado de

camundongos em modelo de inflamagé&o intestinal (WATANABE et al., 2009).

Além disso, foi demonstrado que T. gondii inicia a produgéo de IL-10 e TGF-B

para inibir a producdo de IFN-y e impedir a ativagdo de macrofagos (GAZZINELLI et
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al., 1996; KHAN; MATSUURA; KASPER, 1995; LANGERMANS et al., 2001).
Estudos in vitro e in vivo demonstram a capacidade de L. casei em aumentar a expressao
de mediadores anti-inflamatérios como IL-10 e Foxp3 e diminuir a expressdo de
mediadores pro-inflamatorios (PERAN et al., 2007; YASUDA; SERATA,; SAKO,
2008; ZAKOSTELSKA et al., 2011). Aléem disso, foi demonstrado previamente (van
BAARLEN et al.) que L. casei ndo promove a expressdéo de mediadores de uma
resposta Th; em intestino humano. Nossos resultados estdo de acordo com a literatura,
pois detectamos expressdo elevada de IL-10, aumentada de Foxp3 e em paralelo
expressao diminuida de TNF e IFN-y. Porém a administracdo de L. acidophilus esta

relacionada principalmente a diminui¢do da producédo de IFN-y (TORII et al., 2007).

A expressdo do mRNA da enzima sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS),
DEFA3 que é uma defensina produzida por células de Paneth e TGF-$ foi reduzida em
todos os grupos quando comparada aos animais ndo tratados e ndo infectados. Um
estudo recente mostrou que os niveis de INOS no figado de ratos com esteatose hepética
ndo alcodlica diminuiu apo6s o tratamento com probiotico multi-cepas (ESPOSITO et
al., 2009) estando de acordo com nossos resultados que mostram a reducdo da
expressdo dessa enzima. A menor expressdao de DEFA3 pode ser explicada pela menor
quantidade de células de Paneth encontradas no intestino dos animais infectados com T.
gondii tratados ou ndo com probidticos. A menor quantidade de células apo6s a
inflamacdo pode ter levado a uma menor quantidade de mRNA extraido do ileo dos
animais e como consequéncia, uma menor expressdo em relacdo aos animais nédo

infectados e ndo tratados.

Nossos resultados mostram que o uso de probidticos vendidos comercialmente
como é o caso de L. casei Shirota e L. acidophilus podem ser Gteis na reducdo da
inflamacdo do intestinal em infeccdo por T. gondii. Isso sugere que esse mecanismo
possa também acontecer em humanos com inflamacdo intestinal provocada por um
resposta imune tipo 1 exagerada, como por exemplo 0 que acontece em doenca de
Crohn. Os mecanismos pelo qual houve a protecdo dos animais impedindo a
translocacdo de bactérias intestinais para os 6rgdos precisam ser mais bem investigados,
pois nossos resultados mostram que L. casei induz a expressdo de mediadores anti-
inflamatdrios como IL-10 e Foxp3 e o tratamento com L. acidophilus induziu a reducao

de IFN-y e TNF. Com relacdo ao tratamento com L. lactis que é utilizado pela inddstria
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de laticinios, ndo houve protecdo com a administracdo desse probidtico talvez por sua
pouca capacidade de regular a resposta imune como 0s outros probioticos usados nesse

estudo.

CONCLUSAO
e O tratamento com L. casei e principalmente com L. acidophilus diminui o

parasitismo e a ileite associada a infeccao por T. gondii;

e A inflamacdo causada pela infec¢do por T. gondii reduz o tamanho médio dos
intestinos delgado e o tratamento com probidticos L. casei ou L. acidophilus

reduz esse encurtamento;

e A reducdo do numero de células de Paneth e caliciformes esta associada a
inflamacédo causada pela infeccdo por T. gondii e o tratamento com probioticos

reduz parcialmente essa perda;

e A atividade das enzimas NAG e MPO, que estdo associadas a macrofagos e
neutrofilos respectivamente, foram reduzidas apds o tratamento com L. casei ou
L. lactis. A reducdo da atividade da enzima parece estar relacionada com a
diminuicdo da inflamacdo ja que o tratamento com L. casei apresentou uma
maior reducdo de NAG e MPO e também de inflamacéo no intestino delgados
dos animais. Além disso, o tratamento com L. casei manteve a atividade de EPO
mais alta que no grupo infectado e ndo tratado, o que pode ter contribuido com a

diminuicdo da inflamacéo;

e A infeccdo por T. gondii induz a um aumento de células IgA" e os tratamentos
com L. casei ou L. acidophilus reduziram levemente a quantidade de células,
portanto 0 mecanismo que protegeu 0s animais da ileite parece ser independente
de IgA;

e A translocacdo bacteriana do lumen intestinal para o figado, baco, pulméo e
sangue observada apés a infeccdo por T. gondii ou nos animais tratados com L.

lactis foi impedida com o tratamento com L. casei ou L. acidophilus. A analise
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microbioldgica das fezes demonstrou que houve menos géneros bacterianos
encontrados ap6s o tratamento com L. casei e L. acidophilus, sugerindo um
controle na mudanca na flora bacteriana que ocorre apds a infeccdo por T.

gondii;

A infeccdo por T. gondii induziu o aumento de TNF, IFN-y e IL-10, contudo o
tratamento dos animais com L. casei aumentou a expressdo de Foxp3 e reduziu a
expressao de TNF e IFN-y, sugerindo o mecanismo que protegeu 0s animais
parece ser dependente de células Foxp3™. Apos o tratamento com L. acidophilus
houve somente reducdo na expressao de TNF e IFN-y e reducdo na expressao de
IL-10 e uma ligeira reducdo na expresséo de iNOS comparado ao grupo nao
infectado e ndo tratado. Portanto parece que o tratamento com L. acidophilus
reduz os mediadores pro-inflamatdrios e conserva a expressdo de iINOS que é
importante na eliminacdo do parasito. A expressdo reduzida de DEFA parece
estar relacionada com o menor nimero de células de Paneth no intestino delgado
dos animais ap0s a infeccdo. A reducdo na expressdo de TGF-B parece ter sido
compensado por outros mecanismos anti-inflamatérios como aumento da

expressao de Foxp3 ou reducédo da expressdo de INF-y e TNF.
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