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Efeito antialérgico do probiotico Lacticaseibacillus paracasei na Sindrome da Asma e Rinite
Alérgica Combinadas (CARAS) experimental. MOURA, B. V. S. Trabalho de Concluséo de
Curso. Coordenacédo do Curso de Farméacia, CCS/UFPB, 2024.

RESUMO

A Sindrome da Asma e Rinite Alérgica Combinadas (CARAS) é uma doenca
cronica que acomete o sistema respiratorio, trata-se da coexisténcia da asma e
rinite alérgica no mesmo individuo. Sua patogénese é caracterizada por uma
resposta imune do tipo 2 (TH2), caracterizada por eosinofilia e aumento dos niveis
séricos de imunoglobulina E alérgeno especifica (IgE). Evidéncias demonstram que
a microbiota pulmonar e intestinal possui importante papel na homeostase do
sistema imunoldgico e que o0 uso emergente de probibdticos acarreta efeitos
antialérgicos. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da
suplementacao oral com Lacticaseibacillus paracasei (Lp) em modelo de CARAS
experimental. Camundongos BALB/c fémeas (n=5) foram sensibilizados com
ovalbumina (OVA, 5mg/mL), desafiados com OVA (5% em solugdo salina),
suplementados por via oral com Lp (1 x 10° UFC) ou tratados com dexametasona
(2mg/kg), uma hora antes de cada desafio antigénico. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo CEUA/UFPB (7316150420). Os animais alérgicos e
suplementados com o Lp apresentaram diminuicéo nos niveis séricos de IgE OVA-
especifica (p < 0,001) e das citocinas IL-4 e IL-13 (p < 0,001) dependente do
aumento nos niveis de IFN-y (p < 0,01). Em adicdo, a suplementacdo com Lp
reduziu os sinais clinicos da rinite alérgica como espirros e fricgdes nasais, e a
hiper-reatividade a histamina. No pulmé&o dos animais alérgicos e suplementados
com o Lp, constatou-se atenuacdo dos aspectos histolégicos alterados tais como
reducao do infiltrado celular, diminuicdo da deposi¢cdo de muco e da deposicéo de
matriz extracelular. Portanto, os resultados preliminares obtidos nesse estudo
indicam que o probiotico Lacticaseibacillus paracasei apresenta efeito antialérgico,
promovendo desvio de resposta imune do tipo TH2 para o tipo TH1 e,
consequentemente, melhora dos sinais clinicos, bem como do aspecto histolégico
pulmonar, caracteristicos da fisiopatologia da CARAS.

Palavras-chave: Resposta TH2; IgE; Probioticos; IFN-y; Imunomodulacgao.



Antiallergic effect of the probiotic Lacticaseibacillus paracasei in the experimental
Combined Asthma and Rhinitis Allergic Syndrome (CARAS). MOURA, B. V. S. Trabalho de
Concluséao de Curso. Coordenacédo do Curso de Farmacia, CCS/UFPB, 2024.

ABSTRACT

Combined Allergic Rhinitis and Asthma Syndrome (CARAS) is a chronic disease
that affects the respiratory system, characterized by the coexistence of asthma and
allergic rhinitis in the same individual. Its pathogenesis is marked by a type 2
immune response (TH2), characterized by eosinophilia and increased serum levels
of allergen-specific immunoglobulin E (IgE). Evidence suggests that pulmonary and
intestinal microbiota play a significant role in the homeostasis of the immune system,
and the emerging use of probiotics has shown antiallergic effects. Therefore, the
objective of this study was to investigate the effect of oral supplementation with
Lacticaseibacillus paracasei (Lp) in an experimental CARAS model. Female BALB/c
mice (n=5) were sensitized with ovalbumin (OVA, 5 mg/mL), challenged with OVA
(5% in saline solution), and supplemented orally with Lp (1 x 10° CFU) or treated
with dexamethasone (2 mg/kg), one hour before each antigen challenge. The
experimental protocols were approved by the CEUA/UFPB (7316150420). The
allergic animals supplemented with Lp showed a decrease in serum levels of OVA-
specific IgE (p < 0.001) and the cytokines IL-4 and IL-13 (p < 0.001), associated
with increased levels of IFN-y (p < 0.01). Additionally, Lp supplementation reduced
clinical signs of allergic rhinitis such as sneezing and nasal rubbing, as well as
histamine hyperreactivity. In the lungs of allergic animals supplemented with Lp,
there was attenuation of altered histological aspects, such as reduced cellular
infiltrate, decreased mucus deposition, and reduced extracellular matrix deposition.
Therefore, the preliminary results obtained in this study indicate that the probiotic
Lacticaseibacillus paracasei has an antiallergic effect, promoting a shift in the
immune response from TH2 to TH1 type and consequently improving clinical signs
and the histological aspects of the lungs, characteristic of the pathophysiology of
CARAS.

Keywords: TH2 response; IgE; Probiotics; IFN-y; Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da Asma e Rinite Alérgica Combinadas (CARAS) é uma doenca
cronica que acomete o sistema respiratério, caracterizada pela coexisténcia de
asma e rinite alérgica no mesmo individuo (Paiva Ferreira et al. 2019). A
prevaléncia dessas doencas alérgicas tem aumentado globalmente, repercutindo
na qualidade de vida da populacao (Tohidinik et al. 2019).

Estudos tém demonstrado haver relagdo epidemioldgica e fisiopatoldgica
entre asma e rinite alérgica. Epidemiologicamente, entre 70% e 90% dos individuos
diagnosticados com asma possui rinite alérgica, enquanto 40% dos pacientes
acometidos com rinite alérgica possui asma (Pawankar et al., 2009; Tang et al.,
2019). Em termos fisiopatoldgicos, os individuos apresentam resposta imune do
tipo 2 (TH2), caracterizada por eosinofilia e niveis séricos aumentados de
imunoglobulina E (IgE) alérgeno especifica. A hiper-reatividade das vias aéreas e
producdo elevada de muco sdo caracteristicas clinicas comuns nessas duas
doencas (Bezerra Barros et al., 2020).

Atualmente, a farmacoterapia utilizada para o tratamento da CARAS é
baseada no uso de anti-histaminicos, descongestionantes nasais,
broncodilatadores e corticosteroides. Entretanto, essas classes terapéuticas estao
relacionadas a inumeros efeitos colaterais e adversos, como sedacdao, taquicardia,
retencdo urinaria e glaucoma, entre outros, dificultando a adeséao terapéutica pelo
paciente (Carlson, 2019). Logo, faz-se necessario a busca por novas abordagens
terapéuticas para o manejo dessa sindrome.

Estudos tém mostrado que a microbiota pulmonar e intestinal possui um
importante papel na homeostase do sistema imunoldgico, e que a disbiose ou
alteracdo das cepas bacterianas no trato gastrointestinal e respiratorio estdo
associadas ao desenvolvimento de doengas pulmonares (Ashique et al., 2022).
Nesse contexto, o uso emergente de bactérias acido laticas com potencial
probiotico sdo uma opcéo promissora no manejo de doencas alérgicas inflamatérias

cronicas (Garcia-Castillo et al., 2018).
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Na literatura, é visto que espécies do género Lactobacillus demonstram
efeitos terapéuticos pela modulagédo da resposta imune, diminuindo a producéo de
citocinas pro-inflamatorias e promovendo resposta imune anti-inflamatoria
(Anatriello et al., 2019; Kallioméki et al., 2010; Wu et al., 2022). E provavel que o
efeito anti-inflamatério e a eficacia de bactérias acido laticas sejam resultado de
uma combinacdo de vias de sinalizacdo ativadas por um padrao especifico de
ligantes derivados do probiotico (MAMPs- Padrdes Moleculares Associados ao
Micro-organismo) que interagem com o0s receptores (PRRs- Receptores de
Reconhecimento Padrao) presentes nas células hospedeiras (Samuelson; Welsh;
Shellito, 2015). Contudo, os detalhes sobre os mecanismos exatos de acéo pelo
qual as células probidticas interagem com as células hospedeiras ainda ndo sao
completamente caracterizados (Sharma; Im, 2018).

Trabalhos anteriores demonstraram efeito antialérgico do probidtico
Lacticaseibacillus paracasei (Lp) em estudo clinico de dermatite atopica, efeito
também observado em modelo experimental de asma alérgica (Wang et al., 2015;
Wang et al., 2017). Diante do exposto, a suplementacdo com o Lp surge como

alternativa promissora para a modulagcéo da resposta imune na CARAS.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e definicdo da CARAS

A asma alérgica (AA), € uma doenca inflamatéria crénica que acomete as
vias aéreas inferiores, ocorre em reposta a alérgenos, tais como acaros, pelos de
animais, pélen e mofo, sendo caracterizada por obstrucao e inflamacéo do pulméo,
gue resulta em sintomas como tosse, sibilancia, aperto no peito e dificuldade
respiratoria (Gans, et al., 2020; Paiva Ferreira et al., 2019). Ja a rinite alérgica (RA)
€ uma condicao inflamatoria crénica das mucosas nasais, que ocorre em reposta
aos mesmos alérgenos da AA, sendo caracterizada por sintomas como congestao
nasal, espirros, prurido e rinorreia, que causam reducao da sensibilidade olfatéria

e disfung¢do da mucosa nasal (De Paula, et al., 2024).

Essas duas condicbes estdo intimamente relacionadas uma vez que
acometem o sistema respiratorio, compartilham os mesmos fatores de risco, como
predisposicdo genética e sensibilidade a alérgenos ambientais; mesma
fisiopatologia, sendo mediadas por IgE alérgeno especifica, apresentando o
mesmo perfil de células inflamatorias, e serem desencadeadas por desequilibrio
das respostas TH1 / TH2; apresentam o0 mesmo principio terapéutico, como uso de
anti-histaminicos, descongestionantes e corticosteroides (Paiva Ferreira et al.,
2021). Somado a isso, dados epidemiolégicos demonstram que a AA acomete mais
de 300 milhdes de pessoas mundialmente, e destes, 70-90% possuem RA.
Enquanto a RA acomete mais de 400 milhdes de pessoas, e destes, 40% possuem
AA (Pawankar et al., 2009; Tang et al., 2019; Chiu et al., 2021; Hoyte et al., 2018).

Diante de tantas semelhancas fisiopatoldgicas entre a RA e AA e por ser,
cada vez mais comum, que o mesmo individuo apresente ambas as doencas,
levou-se a classificacdo de uma Unica doenca que acomete o sistema respiratorio,
intitulada de Sindrome da Asma e Rinite Alérgica Combinadas (CARAS) (Paiva
Ferreira et al., 2019).

14



2.2 Mecanismos fisiopatoldgicos e regulatorios da CARAS

A CARAS se apresenta em individuos atOpicos, ou seja, geneticamente
predisponentes ao desenvolvimento de alergias (Paiva Ferreira et al., 2019). O
processo alérgico em individuos com CARAS ocorre de maneira mais exacerbada
guando comparado a individuos que apresentam apenas uma condicao, seja AA
ou RA (Li et al., 2016).

A fisiopatologia da CARAS é mediada por uma resposta imune TH2, que
ocorre em trés fases (Figura 1). Na fase de sensibilizacdo, ocorre o primeiro contato
do alérgeno com o individuo atépico, o qual adentra as mucosas do epitélio
respiratorio, estimulando células epiteliais a liberarem IL-33, IL-25 e Linfopoetina
do Estroma Timico (TSLP), por consequéncia, induzindo a producéo de IL-13 e IL-
5 por células linfoides inatas do tipo 2 (ILC-2) e ativacdo de células dendriticas
(DCs) responsaveis por reconhecer o alérgeno (Eifan; Durham, 2016: Li et al.,
2016). As DCs se direcionam aos linfonodos para apresentar peptideos
alergénicos, via molécula do Complexo Maior de Histocompatibilidade de Classe 2
(MHC-I1), aos linfocitos T CD4* virgens, que polarizam para o perfil TH2 na presenca
de IL-4, com ativacdo dos fatores de transcricdo GATA-3 (fator de transcricdo de
acdo trans especificos de células T do tipo 3) e STAT-6 (transdutor de sinal e
ativador de transcri¢do 6). Os linfocitos TH2 produzem IL-4, IL-13 e IL-5 (citocinas
tipicas do perfil TH2) promovendo a diferenciacédo dos linfocitos B em plasmacitos
produtores de IgE alérgeno especifica, a qual se ligam aos seus receptores de alta
afinidade | (FceRI) presentes em mastdcitos, baséfilos e eosindfilos (Nasr et al.,
2017; Holgate et al., 2015).

Na fase de reacdo imediata, o alérgeno se liga ao complexo IgE—FceRI,
provocando a liberacdo de mediadores pré-estocados, como a histamina, e
formacdo como prostaglandinas e leucotrienos dentre outros mediadores
inflamatérios. A histamina, por ser um dos primeiros mediadores liberados pelas
células inflamatdrias, possui papel central na fisiopatologia da CARAS, sendo
responsavel por provocar efeitos como: vasodilatacdo local; aumento da

permeabilidade vascular; migracdo de mais células inflamatérias para as vias
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aéreas e broncoconstricdo. Em adicdo, esse mediador atua em terminacdes
nervosas sensoriais, originando sintomas nasais, como espirros, prurido,

congestédo e corrimento nasal (Watts et al., 2019; Xu; Zhang; Wang, 2014).

Na fase de reacéo tardia, acontece a manutenc¢éo do processo inflamatério
TH2 e cronicidade da CARAS, contando com a participacdo de diversas células e
mediadores inflamatorios. A IL-4 e a IL-13 sdo as principais responsaveis pela
amplificagdo do processo inflamatério, uma vez que induzem macrofagos tipo 2
(M2) a produzir TGF-B, a qual ativa os fibroblastos a produzirem fibras colagenas
gue se depositam nas vias areas, ocasionando fibrose tecidual (Boulet, 2018;
Holgate et al., 2015). Essas citocinas também sdo capazes de ativar diretamente
os fibroblastos, resultando em hiperproducdo de colageno nas vias areas, e
promover hipertrofia e hiperplasia de células musculares lisas, levando a um quadro
de hiper-reatividade das vias aéreas. A IL-13 também & responsavel pela producao
excessiva de muco, hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes (Sakano et al.,
2018). Os eosinodfilos também contribuem para o remodelamento das vias aéreas,
e 0 seu acumulo induz a ruptura da integridade do epitélio, originando o quadro de

hiper-reatividade das vias aéreas (Boulet, 2018; George et al., 2016).

A regulacdo da reposta imunolégica na CARAS ocorre por mediagdo de
diferentes perfis de células T, pela liberacdo de citocinas capazes de suprimir a
resposta inflamatodria exacerbada e processos de sensibilizagcdo do organismo a
alérgenos. A producdo de IFN-y, citocina tipica do perfil de resposta imune tipo TH1,
esta associada a inibicdo da reposta imune do tipo TH2, pela inibicdo da formacédo
do fator de transcricdo GATA-3 responsavel por gerar células desse perfil, e a
inibicdo da producéo de IgE alérgeno especifica (Ayakannu et al., 2019; Anatriello
et al., 2019).
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Figura 1 — Esquema dos mecanismos fisiopatoldgicos da CARAS.
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Legenda: (1) Células apresentadoras de antigenos, como as células dendriticas (DCs) capturam os
antigenos e os apresentam aos linfécitos THO, que na presenca da IL-4, polarizam para o perfil TH2.
(2) Os linfécitos TH2 liberam IL-4 e IL-13 que induzem os linfocitos B a se diferenciarem em
plasmdcitos produtores de IgE alérgeno especifica. (3) A reacdo cruzada que ocorre apos o
reconhecimento do alérgeno induz a liberacdo de histamina, provocando vasodilatacdo, aumento
da permeabilidade celular, recrutamento de células inflamatérias para as vias aéreas e
broncoconstricdo. (4) As citocinas IL-4 e IL-13 estimulam os macr6fagos M2 (M2) a produzir TGF-
B, ativando fibroblastos (FB) que irdo depositar fibras coldgenas nas vias areas, ocasionando fibrose
tecidual e remodelamento. Essas citocinas também levam a hipertrofia e hiperplasia das células
musculares lisas e caliciformes. (5) A IL-13 é responsavel por induzir a hiperproducéo de muco nas
vias aéreas.

Fonte: autoria propria.

2.3 Tratamento da CARAS

O tratamento da CARAS consiste em associagcfes de medidas nao
farmacoldgicas, como evitar ambientes que haja exposicéo a alérgenos, e medidas
farmacolégicas, de acordo com a complexidade do quadro clinico do individuo
acometido (Takkinsatian, et al., 2022). Dentre as classes farmacoterapéuticas
utilizadas, estdo os descongestionantes nasais, anti-histaminicos, antagonistas de
receptores de leucotrienos e corticosteroides. Todavia, os efeitos colaterais e

adversos derivados do uso desses medicamentos prejudicam a qualidade de vida
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dos pacientes, levando a desconforto, limitagbes nas atividades diarias e, em
alguns casos, a interrupcao do tratamento (Hoyte et al., 2018; Paiva Ferreira et al.,
2019). Logo, € fundamental o desenvolvimento de pesquisas experimentais para a
descoberta de novas alternativas terapéuticas que possam contribuir no tratamento
da CARAS.

2.4 Microbiota intestinal e probiéticos

O intestino humano é o lar de mais de 300 trilhdes de bactérias simbioticas,
além de diversos outros microrganismos, como fungos, virus e protozoarios, que
juntos, constituem a microbiota (Oliveira et al., 2021). O numero de bactérias que
habitam o intestino chega a ser superior ao numero de células do hospedeiro, logo,
sdo capazes de interferir em importantes fungcdes metabdlicas, imunolbgicas e
nutricionais (Sales et al., 2021). Manter a homeostase da microbiota é fundamental
para obtencdo de um intestino saudavel, pois previne infec¢des e outras doencas.
Diversos estudos ja demonstraram correlacao entre o desequilibrio da microbiota e
o surgimento de doencas, como desordens intestinais, sistémicas, atopias, tumores

e infecgbes oportunistas (Ma et al., 2022: Liu et al., 2021: Qiu et al., 2022).

A microbiota também desempenha importante papel na digestao e absorcao
de nutrientes, fermentando fibras dietéticas insollveis, sintetizando vitaminas
essenciais, como as do complexo B e vitamina K, e influenciando na expressao de
genes relacionados com o transporte e absorgcédo de nutrientes ao longo do trato
gastrointestinal (Woraprayote et al., 2016). Além disso, a microbiota intestinal
possui um papel essencial na modulacdo do sistema imune, interferindo na
tolerancia imunolégica, na resposta inflamatéria e na protecdo contra patégenos
(Wang et al., 2023).

Devido aos beneficios ja relatados na literatura, a eficicia e a seguranca do
uso, o consumo de probidticos, de venda livre para promover a saude, cresceu nos
altimos anos, sendo definidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como

microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
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conferem beneficios a saude do hospedeiro (WHO, 2006). Nesse contexto,
destacam-se o0 uso de bactérias &cido-laticas e as bifidobactérias, como as
espécies do género Lactobacillus e Bifidobacterium sendo, atualmente, as mais
comercializadas no mercado (Puupponen-Pimia et al., 2002).

Os probidticos podem ser encontrados no mercado em forma de
suplementos alimentares, alimentos funcionais e produtos farmacéuticos, e para
isso, devem apresentar em sua composicdo uma ou mais cepas bacterianas bem
caracterizadas, uma vez que os efeitos probiéticos sdo especificos para cada cepa.
Pesquisas recentes comprovam que o mercado global de probidticos fatura bilhées
de euros anualmente, contribuindo para o crescimento dos estudos acerca de
caracteristicas especificas das cepas e montagem de uma base cientifica solida,
demonstrando o potencial terapéutico sobre a saude humana (Behera; Panda,
2020).

2.5 Mecanismos de acdo dos probiéticos

Os probiéticos contribuem para manter a homeostase do organismo por
diversos mecanismos. As bactérias acido-laticas competem com bactérias
patogénicas por nutrientes e sitios de adeséo no trato gastrointestinal, e produzem
acidos organicos, como acido latico e acido acético, que reduzem o pH no limen
intestinal, e como consequéncia, a acidificacdo do microambiente reduz o
crescimento de patodgenos, que se adaptam melhor ao pH neutro ou alcalino.
Alguns probidticos podem ainda, produzir substancias com propriedades
antimicrobianas, como bacteriocinas e peréxido de hidrogénio (Wan et al., 2015;
Puupponen-Pimia et al., 2002; Ashique et al., 2022).

A interacao dos probioticos com linfocitos T e as células dendriticas por meio
de receptores toll-like (TLRs) geram efeitos imunomoduladores, principalmente
pela regulacdo da producgédo de citocinas, conferindo uma resposta anti-inflamatoria
e um padrao tolerogénico (Maldonado., 2019; Mazziotta et al., 2023). Eles também
produzem acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), sendo 0s principais o0 acetato,

0 propionato e o butirato. Os AGCCs sao capazes de ativar receptores acoplados
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a proteina G (GPCRs) relacionados ao aumento da expresséo das junc¢des de
oclusdo, que mantém as células intestinais unidas. Também estéo relacionados a
producdo de mucinas, que sdo essenciais para manter a integridade da barreira
intestinal (Ashique et al., 2022), assim como favorecem a expressao de FoxP3
(Thorburn et al., 2015). Alguns desses efeitos estdo esquematizados na figura 2.
Processos de diferenciacdo, recrutamento e ativacdo de células imunes,
como as células T, células dendriticas e macrofagos, também podem ser ativados
por meio dos AGCCs produzidos pelos probidticos (Mazziotta et al., 2023). A
interacdo entre esses microrganismos e 0 sistema imune € complexa e envolve
diferentes mecanismos, podendo variar de acordo com a cepa probibtica,

composicao da microbiota intestinal, dieta, uso de medicamentos e estilo de vida.

Figura 2 — Esquema dos mecanismos de agdo dos probidticos.
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Legenda: Os probioticos colonizam a mucosa intestinal e liberam acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs) que (1) diminuem o pH intestinal, inibindo a ades&o de patégenos. (2) Os AGCCs ativam
receptores de proteina G (GPCRs) que estimulam a polariza¢éo dos Linfocitos T reguladores (Treg)
para o perfil TH17, produzindo IL-17a que ativa Linfécitos inatos tipo 3 (ILC3) a produzir IL-22
(relacionada a manutencdo da homeostase intestinal e promocdo da cicatrizacdo e regeneracao
tecidual). (3) Os AGCCs também estimulam as células Treg a produzirem IL-10 em processos
inflamatérios cronicos. (4) Os probidticos também estimulam a producdo de mucinas e aumentam a
expressdao de juncdes de oclusdo, sendo fundamentais para a integridade da barreira epitelial. (5) A
interacdo de células dendriticas com probiéticos induz ativagdo de células Treg que estimulam
linfécitos B a produzirem grandes quantidades de imunoglobulina A (I1gA).
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Fonte: adaptado de Lu et al., 2021.

2.6 Relacdo entre a microbiota intestinal e vias aéreas

A relacéo entre a microbiota intestinal e as vias aéreas tém despertado um
crescente interesse na comunidade cientifica, embora existam muitas lacunas a
serem elucidadas. Estudos indicam que a disbiose (desequilibrio da microbiota)
pode influenciar no desenvolvimento de doencas que acometem as vias aéreas
(Oliveira et al., 2021). A comunicacao entre esses sistemas € conhecida como eixo
intestino-pulmao, e possui um importante papel na regulacao da resposta imune no
organismo, uma vez que o intestino € o maior 6rgdo com funcdo imune, que abriga
a maior parte das células da imunidade adaptativa (Tang, 2015; Oliveira et al.,
2021).

E proposto na literatura que a modulac&o da resposta imune nas vias aéreas
pela microbiota intestinal ocorre principalmente pela liberagdo de AGCCs, que
exercem efeitos anti-inflamatérios ao interagir com receptores presentes nas
células imunolégicas, como os MAMPs (Samuelson; Welsh; Shellito, 2015).
Contudo, o0s mecanismos imunomoduladores associados a regulacdo da
homeostase das vias aéreas por bactérias &cido-laticas ndo sdo totalmente
compreendidos. Logo, elucidar esses mecanismos pode trazer beneficios

terapéuticos para doencas das vias aéreas.

2.7 Lacticaseibacillus paracasei

O Lacticaseibacillus paracasei é uma espécie de bactéria acido lactica
comumente encontrada no trato gastrointestinal humano, assim como em produtos
alimenticios, principalmente os que sao derivados do leite, como iogurtes e queijos.
Esta espécie pode adaptar-se a uma diversidade de nichos ecoldgicos e possui alta
tolerdncia a estresses ambientais (Torres-Miranda et al., 2022). Uma grande
diversidade de beneficios é descrita na literatura para cepas dessa bactéria, que
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incluem desde atividade antimicrobiana a capacidade de imunomodulacdo do
sistema imune (Bengoa et al., 2021).

Um estudo demonstrou que o Lp foi capaz de reduzir a migracéo de células
imunes e reduzir citocinas pro-inflamatérias, IL1- e TNF-a, em modelo de diabetes
tipo 1 experimental, melhorando a disfungdo metabdlica que ocorre nessa doenca
devido ao processo inflamatério crénico (Jongdee et al., 2023). Outro estudo
realizado em modelo experimental de dermatite atdépica demonstrou que a
administracdo oral de Lp reduziu os niveis séricos de IgE, aumentou a propor¢ao
de linfécitos T reguladores e a produgcdo da citocina anti-inflamatéria IL-10,
reduzindo as lesBes cutaneas caracteristicas dessa doenca (Kim et al., 2020).

Em modelo experimental de asma alérgica exacerbada por PM 250 Lp
também demonstrou efeito antialérgico (Wang et al., 2017). Outra linhagem de Lp
KW3110 administrado oralmente em camundongos alérgicos a ovalbumina (OVA)
demonstrou efeitos antialérgicos por modular as citocinas TH1 e TH2, via inducéo
de IL-12 e inibicdo de IL-4 (Fujiwara et al., 2004). Diante do exposto, o probidtico
Lp apresenta grande potencial de regular o processo alérgico que ocorre na
CARAS.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacéo oral com Lacticaseibacillus paracasei (Lp)
em camundongos no modelo experimental da CARAS induzido por ovalbumina
(OVA).

3.2 Objetivos especificos

“ Investigar o efeito do Lp nos niveis séricos de imunoglobulina E (IgE) OVA-
especifico em animais com CARAS;

¢ Investigar o efeito do Lp nos niveis das citocinas do perfil TH2 (IL-4 e IL-13)
e perfil TH1 (IFN-y);

% Avaliar o efeito do Lp nos sinais clinicos em animais com CARAS;

« Avaliar o efeito do Lp na hiper-reatividade nasal induzida por histamina em
animais com CARAS;

+ Avaliar o efeito do Lp no pulmé&o de animais com CARAS.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéo e preparo do Lacticaseibacillus paracasei (Lp)

A cepa Lacticaseibacillus paracasei (LPc-G110) foi obtida de uma farmacia
magistral (Jodo Pessoa, PB, Brasil), acompanhada de seu certificado de anélise
(anexo 1) e previamente identificada por analise da sequéncia génica 16S rRNA.
Os animais receberam uma dose de Lp (1 x 107 UFC/ 0,2 mL PBS/ animal)
administrada nos dias sete, seis e cinco antes da primeira sensibilizacdo, que
configura o dia zero do protocolo experimental. No periodo de sensibiliza¢bes, o Lp
foi administrado uma hora antes da sensibilizacdo nos dias zero ao dois e dias sete
ao nove. No periodo de desafios, os animais também foram suplementados uma
hora antes de cada desafio, totalizando 23 suplementac¢des durante esse periodo
(Anatriello et al., 2019). Na figura 3 é ilustrado os dias em que foram realizadas as

suplementacdes.

4.2 Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c fémeas, pesando de 20 a
25g, com idade entre 6 e 8 semanas foram utilizados nos experimentos. Os animais
foram obtidos da unidade de producdo animal (UPA) do laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), UFPE. Eles foram mantidos a uma
temperatura de 22 + 2 °C, em gaiolas de polipropileno e em ciclos de claro e escuro
de 12 horas (6:00 as 18:00 claro e 18:00 as 6:00 escuro) com livre acesso a agua,
e alimentacéo a base de racéo do tipo pellets durante todo o periodo experimental.
Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
orientacbes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), além de observar as exigéncias dispostas na Lei n°11794/2008. A
eutanasia dos animais foi feita por meio de administragéo intraperitoneal de solucéo

anestésica contendo 300 mg/kg de Ketamina e 30 mg/kg de Xilasina solugéo salina
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(NaCl 0,9%). Este projeto foi aprovado pela Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA/UFPB) sob o protocolo de numero 7316150420 (anexo 2).

4.3 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais (n=5), o
grupo BASAL (animais saudaveis) corresponde a animais nao sensibilizado e nao
desafiado com OVA. O grupo OVA (animais doentes) corresponde a animais
sensibilizado e desafiado com OVA, apresentando o quadro fisiopatolégico da
CARAS. O grupo DEXA representa os animais sensibilizados com OVA e tratados
por via oral com dexametasona (2mg/kg, DECADRON, Aché®), e o grupo Lp
(Lacticaseibacillus paracasei) corresponde aos animais sensibilizados com OVA e

suplementados com o Lp na dose de 1 x 10° UFC/0,2 mL PBS por via oral.

4.4 Protocolo experimental de CARAS

Nos dias 0 e 7 os camundongos foram sensibilizados com inje¢ao de 10uL/g,
intraperitoneal (i.p.), de uma suspensao contendo 50 pg/mL de OVA grade V
(Ovalbumina, SIGMA Chemical, St. Louis, MO) e 10 mg/mL de hidréxido de
aluminio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) em solucdo salina. Durante 3 dias
consecutivos, em 3 semanas consecutivas, dos dias 21 a 37, os animais foram
desafiados por instilacdo nasal com uma solucdo de OVA-V (5mg/mL), foi
administrado 20 pL/ animal. A partir do 38° dia, por cinco dias consecutivos, 0S
animais foram desafiados com aerossol de OVA grade Il (SIGMA Chemical, St.
Louis, MO) a 5% em solucdo salina. Os desafios foram realizados durante 30
minutos diarios em uma camara fechada, sob um fluxo continuo de aerossol, com
o auxilio de um nebulizador ultrassénico (Paiva Ferreira et al., 2021). No 43° dia do
protocolo, foi o desfecho do modelo experimental. A Figura 3 ilustra as etapas do

protocolo experimental da CARAS.
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Figura 3 - Protocolo experimental
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Fonte: autoria propria.

4.5 Quantificagéo de IgE

A quantificacao de IgE foi realizada no dia 43° do protocolo experimental, 24
horas ap6és o ultimo desafio, os camundongos de todos 0s grupos experimentais
(basal, OVA, Dexa, Lp) foram anestesiados, e em seguida, foi realizado um corte
no plexo braquial para a coleta do sangue. As amostras de sangue foram
centrifugadas para obten¢ao do soro por 300 g, a 4°C por 10 minutos. Em seguida,
as amostras foram submetidas a técnica do Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) para
guantificacdo dos niveis séricos de IgE total e IgE OVA-especifica seguindo as
recomendac¢des do Kit do fabricante (eBioscience®, Inc. Science Center Drive, San
Diego, CA-USA).

4.6 Quantificagao de citocinas (IL-4, IL-13 e IFN-y)

No dia 43° do protocolo experimental, o BALF foi coletado com 1,5 mL de
PBS gelado, injetado no pulmdo do animal pela traqueia e foi transferido para
microtubos e armazenados em isopor refrigerado. Os microtubos foram

centrifugados (centrifuga CR422, JONAM) a 300 g, em uma temperatura de 4 °C,
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por 6 minutos (Paiva Ferreira et al., 2021). Os sobrenadantes foram separados e
congelados no freezer a uma temperatura de -20°C para dosagem de citocinas
quantificadas pelo método imunoenzimatico ELISA, de acordo com as
recomendacdes do Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San
Diego, CA-USA).

4.7 Quantificagdo dos sinais clinicos

Os sinais clinicos nasais, espirros e fricgdes nasais, foram quantificados por
10 minutos, em cada camundongo de cada grupo nos dias 23° 30° e 37° do

protocolo, imediatamente apds o desafio com OVA (Paiva Ferreira et al., 2021).

4.8 Avaliacao da hiper-reatividade nasal induzida por histamina

A hiper-reatividade nasal a histamina foi estabelecida pela quantificacéo,
durante 10 minutos, dos sinais clinicos espirro e friccdo nasal, apos a aplicacéo de
doses crescentes de histamina (Sigma-Aldrich®) diluida em solucdo salina, na
cavidade nasal dos camundongos. No dia 37°, uma hora apds o desafio com o
alérgeno, foi utilizado quatro microlitros de doses crescentes de histamina (0,1, 1,
10, 100 e 1000 nmol/ animal) na instilag&o intranasal de maneira consecutiva em

intervalos de 60 minutos (Cavalcanti et al., 2023).

4.9 Avaliacao histolégica e morfometria do pulméo

No ultimo dia do protocolo experimental, o pulmao foi coletado e fixado em
formalina tamponada por 48 horas. O material histologico foi inicialmente
desidratado por imersfes de 1 hora em concentracfes crescentes de alcool etilico

a 70, 80, 90 e 100%. Em seguida, foi realizada a diafanizagdo, onde o material foi
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imerso duas vezes em xilol com duracao de 1 h, cada imersao. Posteriormente, 0
material foi imerso em 2 banhos de parafina liquida mantida a temperatura de 56°C,
por um periodo de 1 hora. Apds impregnacéao pela parafina, o material histolégico
foi emblocado. Os blocos solidificados foram retirados das formas e, em seguida,

foram realizados os cortes histolégicos no microtomo, na espessura de 4 um.

Apdés a microtomia, as fitas foram colocadas em banho-maria e “pescadas”
com auxilio das laminas. Em seguida, as laminas foram reservadas para secagem.
Apés a adesdo dos cortes as laminas, eles foram corados com hematoxilina-eosina
(HE) para andlise do infiltrado inflamatério, acido periédico de Schiff (PAS) para
guantificacdo de mucinas neutras produzidas pelas células caliciformes e tricrébmico
de Masson (TM) para quantificacdo da deposi¢cao da matriz extracelular (MEC). As
fotomicrografias foram capturadas pela camera Nikon DS-Ri2 acoplada ao
microscopio (Nikon Eclipse Ci®) e o software NIS-Element D. As imagens foram

calibradas no programa ks300.

Os cortes histologicos corados com Hematoxilina e Eosina (HE), pelo
Tricrémico de Masson ou positivos para a reacéo histoquimica pelo Acido Periodico
de Schiff, foram visualizados por microscopia de luz na objetiva de 40X, e foram
digitalizadas 15 imagens aleatorias utilizando o mesmo microscopio e
microcamera, analisados em cada tipo de reacao. Todo o intersticio foi excluido da
analise utilizando ferramentas do programa. Todos os tipos de pixels das lesGes
envolvidas foram selecionados para a criagdo de uma imagem binaria e calculo da
area em um?2. Em cada imagem foram selecionados todos os pixels com tons de
azuis (Tricrdomico de Masson) ou Roxos - Bonina (Acido Periédico de Schiff) para a
criagdo de uma imagem bindria, processamento digital e célculo da area em pm>.
A area da matriz extracelular ou das mucinas neutras foram calculadas por meio de

algoritmos construidos pelo software Image-Pro Plus verséo 4.5.0.29.

410 Analise estatistica
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Os resultados foram expressos como a média * erro padrdo da média
(e.p.m.) e analisados estatisticamente utilizando anélise de variancia (ANOVA one-
way), seguido de poés-teste de Tukey para comparacdo multipla entre os grupos
experimentais. Os valores foram considerados significativos quando os valores de
p < 0,05. A analise dos dados foi realizada pelo software GraphPad Prism® versao
9.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, E.U.A)).
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5 RESULTADOS

5.1 Lacticaseibacillus paracasei (Lp) reduz niveis sérico de Igg OVA-

especifica em camundongos com CARAS

O grupo OVA (p < 0,0001) apresentou aumento nos niveis séricos de IgE
OVA-especifica em comparacdo ao grupo basal. A suplementagdo com o Lp (p <
0,001) reduziu em 60% os niveis IgE de OVA-especifica quando comparado ao

grupo OVA. O tratamento com dexametasona também reduziu os niveis séricos de

IgE OVA-especifica (p < 0,0001) (Gréfico 1).

Grafico 1 - Efeito da suplementagdo com Lacticaseibacillus paracasei (Lp) nos niveis séricos de IgE
OVA-especifica de camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgica Combinadas (CARAS).
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As colunas e barras verticais representam a média e o0 erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way seguido
do pés-teste de Tukey (concentracdo de IgE OVA-especifica vs. grupo experimental). Os
camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos: Basal (animais saudaveis); OVA
(animais doentes por ovalbumina); Dexa (droga padrdo, dexametasona 2 mg/kg); e Lp (animais
suplementados com Lacticaseibacillus paracasei 1 x 10° UFC). ##p < 0,0001 (OVA vs. basal); ****p
< 0,0001(OVA vs. Dexa); ***p < 0,001(OVA vs. Lp).
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5.2 Lacticaseibacillus paracasei (Lp) reduz os niveis das citocinas do perfil
TH2 (IL-4 e IL-13) no BALF de camundongos com CARAS

No grupo OVA, os niveis de IL-4 (p < 0,001) (Grafico 2A) e IL-13 (p < 0,001)
(Gréfico 2B) do BALF aumentaram quando comparados com os dos animais do
grupo basal. A suplementacao com o Lp (p < 0,001) reduziu os niveis de IL-4 e IL-
13 em comparacédo ao grupo OVA em 37% e 50%, respectivamente. Em adicao, a
dexametasona (p < 0,001) também reduziu os niveis dessas citocinas (Grafico 2A
e 2B, respectivamente).

Grafico 2 - Efeito da suplementagéo Lacticaseibacillus paracasei (Lp) nos niveis das citocinas do
perfil Tu2 (IL-4 (A) e IL-13 (B)) no BALF de camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgica
Combinadas (CARAS).
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way seguido
do pés-teste de Tukey (IL-4 (A) e IL-13 (B) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n=
5) foram distribuidos em grupos: Basal (animais saudaveis); OVA (animais doentes por ovalbumina);
Dexa (droga padrao, dexametasona 2 mg/kg) e Lp (animais suplementados com Lacticaseibacillus
paracasei 1 x 10° UFC). ##p < 0,001 (OVA vs. basal); ***p < 0,001(OVA vs. Dexa e Lp); **p <
0,01(OVA vs. Dexa).

5.3 Lacticaseibacillus paracasei (Lp) aumenta os niveis de citocina do
perfil TH1 (IFN-y) no BALF de camundongos com CARAS

No grupo OVA, os niveis de IFN-y (p < 0,01) no BALF dos animais estavam
reduzidos em comparagao com os animais do grupo basal. A suplementacdo com
o Lp (p < 0,001) aumentou os niveis de IFN-y em 226% em comparagcao ao grupo
OVA. A dexametasona também aumentou significativamente o0s niveis dessa

citocina nos animais com CARAS (Gréfico 3).

Gréfico 3 - Efeito da suplementacdo com Lacticaseibacillus paracasei (Lp) nos niveis das citocinas
do perfil THl (IFN-y) no BALF de camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgica
Combinadas (CARAS).
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As colunas e barras verticais representam a média e o0 erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way seguido
do pés-teste de Tukey (IFN-y vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram
distribuidos em grupos: Basal (animais saudaveis); OVA (animais doentes por ovalbumina); Dexa
(droga padrdo, dexametasona 2 mg/kg) e Lp (animais suplementados com Lacticaseibacillus
paracasei 1 x 10° UFC).*p < 0,01 (OVA vs. basal); ***p < 0,001(OVA vs. Dexa e Lp); *p < 0,01(OVA
vs. Dexa e Lp).

5.4 Lacticaseibacillus paracasei (Lp) reduz sinais clinicos da rinite em

camundongos com CARAS

No grupo OVA, os numeros de espirros (p < 0,0001) (Grafico 4A) e de
friccbes nasais (p < 0,0001) (Grafico 4B) aumentaram em compara¢cao com 0S
animais do grupo basal. A suplementacdo com o Lp reduziu o nimero de espirros
em 40% (p < 0,001) (Grafico 4A) e o numero de friccbes nasais em 47% em
comparacdo ao grupo OVA (p < 0,01) (Grafico 4B). Observou-se reducédo
significativa no nimero de esprirros e friccdes nasais no grupo Dexa, como

esperado.

Grafico 4 - Efeito da suplementacdo com Lacticaseibacillus paracasei (Lp) na quantificacdo de
espirros (A) e friccdes nasais (B) em camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgica
Combinadas (CARAS)
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way seguido
do pds-teste de Tukey (grupos vs. nimero de espirros (A) ou fricgdes nasais (B)). Os camundongos
BALB/c (n=5) foram distribuidos em grupos: Basal (animais saudaveis); OVA (animais doentes por
ovalbumina); Dexa (droga padrdo, dexametasona 2 mg/kg); Lp (animais suplementados com
Lacticaseibacillus paracasei 1 x 10° UFC). ##p < 0,0001 (OVA vs. basal); ****p < 0,0001(OVA vs.
Dexa, Lp) **p < 0,001(OVA vs. Dexa) *p < 0,05 (OVA vs. Lp).

5.5 Lacticaseibacillus paracasei (Lp) reduz hiper-reatividade nasal induzida

por histamina em camundongos com CARAS

A suplementacdo com o0 Lp reduziu o numero de espirros apos a
administracao da histamina nas doses de 1 nmol (| 60%; p < 0,01), 10 nmol (| 35%;
p <0,05) 100 nmol (| 44%; p <0,01) e 1000 nmol (| 5%; p <0,001) em comparacao
ao grupo OVA (Grafico 5A). O grupo Dexa apresentou reducédo semelhante ao da
cepa bacteriana em analise (Grafico 5A).

No grupo Lp, também houve reducéo do numero de friccbes nasais apds a
administragéo de histamina nas doses de 1 nmol (| 55%; p < 0,001), 10 nmol (|
43%; p < 0,001), 100 nmol (| 30%; p < 0,05) e 1000 nmol (| 28%; p < 0,01) em
comparacao ao grupo OVA nas respectivas doses (Gréfico 5B). A dexametasona
reduziu o numero de fricgdes nasais a partir da dose de 1nmol de histamina (Grafico
5B).

Grafico 5 — Efeito da suplementacdo com Lacticaseibacillus paracasei (Lp) na quantificagdo de
espirros (A) e friccdes nasais (B) em camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgica
Combinadas (CARAS) ap6s administracéo de doses crescentes de histamina.
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way seguido
do pés-teste de Tukey (dose da histamina vs. nimero de espirros (A) ou friccdes nasais (B)). Os
camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos: Basal (animais saudaveis); OVA
(animais doentes por ovalbumina); Dexa (droga padréo, dexametasona 2 mg/kg) e Lp (animais
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suplementados com Lacticaseibacillus paracasei 1 x 10° UFC). ##p < 0,001 (OVA vs. basal); ***p <
0,001(OVA vs. Dexa e Lp), **p < 0,01 (OVA vs. Dexa e Lp), *p < 0,05 (OVA vs. Lp).

5.6 Andlise histolégica pulmonar de camundongos com CARAS e
suplementados com Lacticaseibacillus paracasei (Lp)

A migracdo de ceélulas inflamatorias foi avaliada pela coloragdo da
Hematoxilina Eosina (HE). Os pulmdes dos animais do grupo OVA (p < 0,001)
apresentaram aumento no infiltrado inflamatério nas regiées peribronquiolares e
perivasculares (Figura 4-HE — seta amarela) em comparagdo ao grupo basal. A
suplementacdo com o Lp (p < 0,01) reduziu em 9% o infiltrado em comparacao ao
grupo OVA (Figura 4-HE e Grafico 6A). Também houve reducao significativa do

infiltrado no grupo Dexa.

A deposicdo de mucinas neutras pelas células caliciformes foi avaliada pela
coloracéo do Acido Periodico de Shiff (PAS), e evidéncia na cor roxa (bonina), essa
deposi¢cao. Nos animais do grupo OVA (p < 0,001) houve aumento da deposicao
de muco pelas células caliciformes nos bronquiolos em comparagéo ao grupo basal
(Figura 4-PAS — asterisco). A suplementacéo com o Lp (p < 0,01) reduziu em 47%
a quantidade de muco em comparacédo ao grupo OVA (Figura 4-PAS e Grafico 6B).
A dexametasona também reduziu significativamente a deposicdo de muco, como

esperado.

A deposicdo de matriz extracelular foi avaliada pela coloragcdo do Tricbmico
de Masson (TM), que evidéncia na cor azul essa alteragdo. Nos animais do grupo
OVA (p < 0,001) houve aumento da deposicédo de matriz extracelular nas regides
peribronquiolares e perivasculares independentemente dos alvéolos em
comparacao ao grupo basal (Figura 4-TM — seta verde). A suplementacdo com o
Lp (p < 0,01) reduziu em 30% a deposi¢ao de matriz extracelular em comparagéo
ao grupo OVA (Figura 4-TM e Grafico 6C). O grupo Dexa também apresentou
reducao desse parametro.
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Figura 4 — Fotomicrografias representativas do pulmado dos camundongos suplementados com
Lacticaseibacillus paracasei (Lp) e corados com Hematoxilina Eosina (HE), Acido Periédico de Shiff
(PAS) ou Tricémico de Masson (TM).
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As colunas representam os grupos: Basal (animais saudaveis); OVA (animais doentes por
ovalbumina); Dexa (droga padrdo, dexametasona 2 mg/kg) e Lp (animais suplementados com
Lacticaseibacillus paracasei 1 x 10° UFC). As linhas horizontais representam a coloracao utilizada:
Hematoxilina Eosina (HE), Acido Periddico de Shiff (PAS) e Tricomico de Masson (TM). Aumento
total 400x (300 pm). Os simbolos indicam o parametro avaliado: infiltrado inflamatério (seta
amarela), células caliciformes (asterisco) e deposicdo de MEC (seta verde), Br (Bronquiolo), V
(Vaso).

Gréfico 6 — Andlise morfométrica do pulméo dos camundongos com Sindrome da Asma e Rinite
Alérgicas Combinadas (CARAS) suplementados com Lacticaseibacillus paracasei (Lp)
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way seguido
do pos-teste de Tukey (Alteracdo morfologica vs. escore). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram
distribuidos em grupos: Basal (animais no estado fisioldgico); OVA (animais doentes por
ovalbumina); Dexa (droga padréo, dexametasona 2 mg/kg) e Lp (animais suplementados com
Lacticaseibacillus paracasei 1 x 10° UFC). ##p < 0,0001 (OVA vs. basal); ****p < 0,0001(OVA vs.
Dexa e Lp), ***p < 0,001 (OVA vs. Dexa e Lp).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, a suplementacdo com o Lp reduziu os niveis séricos de IgE
OVA-especifica e a producéo de IL-4 e IL-13. Esse efeito pode estar relacionado a
modulacédo de linfécitos T pela interacdo com o probiotico, reduzindo a polarizacao
dessas células para o perfil TH2 e consequentemente, a diferenciacéo dos linfocitos
B em plasmdécitos produtores de IgE OVA-especifica. Estudos tém demonstrado
gue os probidticos sdo capazes de modular a polarizacédo de linfécitos T (Hrdy et
al., 2020). Além disso, as citocinas IL-4 e IL-13 também participam do processo de
sensibilizacdo alérgica, induzindo a diferenciagao dos linfécitos B em plasmacitos
produtores de IgE OVA-especifica, logo, a reducdo dos niveis de IgE pode estar
relacionada a reducéo dessas citocinas.

Fang et al. (2022) demonstram, em modelo murino de dermatite atdpica,
que o probidtico Limosilactobacillus reuteri (Lr) reduziu os niveis de IgE nos animais
suplementados. Outro estudo realizado por Choi et al. (2018) em modelo
experimental de artrite reumatoide (RA), demonstrou que a administragéo oral de
Lactobacillus plantarum CJLP133 e CJLP243 também diminuiu os niveis de IgE-
alérgeno especifica.

A manutencdo do processo inflamatério crénico na CARAS é mediado
principalmente por meio das citocinas IL-4 e IL-13. Essas citocinas funcionam como
feedback positivo na manutengéo da resposta imune do tipo TH2, induzindo a
polarizacédo de linfocitos THO para o perfil TH2. Devido ao compartilhamento de
receptores celular, amplificam o processo inflamatério na CARAS e induzem o
remodelamento tecidual, hipertrofia e hiperplasia do musculo liso e de células
caliciformes, levando ao quadro de hiper-reatividade das vias areas (Paiva Ferreira
et al., 2019).

Nosso estudo demonstrou que a suplementacdo com o Lp reduziu os niveis
dessas citocinas no BALF dos camundongos com CARAS. Esse efeito pode estar
relacionado com a capacidade dos probiéticos de regular diversas vias de
sinalizacdo que resultam na expressdo de citocinas e quimiocinas, como ja
demonstrado em um estudo realizado por Yao et al. (2017), no qual, a interacao

entre probioticos e células hospedeiras regulou a expresséao de receptores Toll-like
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(TLRs), que estdo associados a producdo de citocinas pro-inflamatorias. Assim
como também foi demonstrado em um estudo realizado por Wu et al. (2022) em
modelo experimental de asma alérgica (AA), que a suplementacdo com o0s
probiodticos (Lactobacillus acidophilus LA-5, Lactobacillus rhamnosus GG e
Bifidobacterium animalis) regularam negativamente a expressao de NF-kB, que
esta diretamente relacionado com a expressao do TLR4.

Os resultados obtidos corroboram também com os resultados dos estudos
feitos por Zhang et al. (2021) e Anatriello et al. (2019) em modelo murino de AA,
realizado com a administracéo de outras cepas probidticas, uma mistura probiética
(Lactobacillus gasseri, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium animals) e
Lactobacillus bulgaricus N45.10 (Lb), respectivamente onde, ambos os estudos
demonstraram a capacidade dos probidticos em reduzir as citocinas do perfil TH2
no BALF dos animais doentes.

A regulacédo imunoldgica na CARAS pode ser obtida por meio de diferentes
mecanismos, dentre eles, pela polarizacdo das células T para o perfil TH1 em
detrimento ao perfil TH2. A citocina IFN-y possui como fungéo induzir as DCs a
apresentar antigenos e polarizar os linfocitos THO para o perfil TH1 (Eifan et al.,
2012). Logo, a quantificacdo dessa citocina pode ser utilizada como um marcador
da polarizacdo do perfil TH1. Neste trabalho, o grupo CARAS apresentou reducao
nos niveis de IFN-y, indicando prevaléncia do perfil TH2, enquanto a suplementacdo
com o Lp aumentou os niveis dessa citocina, demonstrando a capacidade dessa
cepa probidtica em promover uma imuno regulacdo para o perfil TH1 e
consequentemente, reducao do processo inflamatorio na CARAS. Esses resultados
foram semelhantes aos obtidos por Choi et al. (2018), no qual a administracao dos
probioticos também aumentou a os niveis de IFN-y.

Na RA, os sintomas nasais como espirros, friccbes nasais, rinorreia e
congestdo nasal, surgem devido ao processo inflamatério que ocorre nas vias
aéreas superiores. A presenca desses sintomas afeta ndo apenas a qualidade de
vida dos individuos acometidos, como também a produtividade no trabalho,
gerando impactos financeiros (Vandenplas et al., 2018). Nosso estudo demonstrou

que a suplementacdo com o Lp reduziu os sinais clinicos, espirros e friccdes nasais,

41



a partir da segunda semana de suplementacéo. Esse efeito pode ser resultado do
desvio de resposta imune para o perfil THL em detrimento ao TH2, reduzindo o
processo inflamatério na CARAS. A auséncia de reducao dos sinais clinicos na
primeira semana de avaliacdo pode ser atribuida ao periodo necessério para que
o0 Lp colonize efetivamente o epitélio intestinal. Resultados semelhantes foram
observados em um estudo realizado com as cepas Bifidobacterium longum IM55 e
Lactobacillus plantarum IM76 em modelo murino de RA (Kim et al., 2019).

O quadro de hiper-reatividade inespecifica que ocorre na RA é devido a
destruicdo do epitélio nasal pelo acumulo de eosinéfilos. Como consequéncia, ha
exposicdo das terminacdes nervosas dos nervos sensoriais dessa regio,
tornando-os sensiveis a estimulos inespecificos (Paiva Ferreira et al., 2019). Logo,
a avaliacao dos danos causados pelo infiltrado inflamatério pode ser realizada pela
administracdo de histamina exdgena, uma vez que essa molécula se liga aos
receptores sensoriais nos neurdnios, estando envolvida com o processo alérgico e
inflamatorio na CARAS. Observamos que o Lp reduziu a hiper-reatividade nasal
induzida por histamina a partir da dose de 1 nmol, demonstrando, portanto, melhora
da integridade do epitélio. Esse efeito pode ser resultado da reducdo da migracéo
eosinofilica para as vias aéreas superiores. A reducdo da hiper-reatividade nasal
pelo probidtico Limosilactobacillus fermentum também foi observada por Cavalcanti
et al. (2023).

A avaliacdo dos parametros histolégicos permitiu observar as alteracfes
patolégicas provocadas pela CARAS no tecido pulmonar e o efeito da
suplementacdo com o Lp na preservacao do tecido. A coloracdo com Hematoxilina
Eosina (HE) permitiu visualizar a redugdo do infiltrado inflamatério no grupo Lp,
enquanto a coloracdo com Acido Periodico de Shiff (PAS) permitiu visualizar a
reducdo da hipertrofia e hiperplasia de células caliciformes e deposi¢cdo de muco
por essas células. A coloracdo com Tricbmico de Masson (TM) demonstrou que a
suplementacdo com o Lp também reduziu a deposi¢cdo de matriz extracelular no
tecido, que estao diretamente relacionas com o quadro de remodelamento tecidual
das vias aéreas na CARAS. Esses resultados corroboram com os de Zhang et al.
(2021), que ao analisar os aspectos histopatolégicos, demonstraram que a

suplementacdo com uma mistura de probidticos reduziu o processo de
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remodelamento tecidual, reduzindo a producdo de muco e a deposi¢ao de colageno
no pulméo de camundongos asmaticos.

Portanto, os resultados apresentados nesse trabalho quanto a
suplementacéo oral de animais com CARAS com o Lacticaseibacillus paracasei
(Lp) nos fornecem subsidios comprobatérios do efeito antialérgico e
imunomodulador do probiético. Em adigdo, nos incentivam a dar continuidade aos
estudos na perspectiva de elucidar mecanismos de acéo envolvidos no sentido de
contribuir com a regulamentacéo clinica de probiéticos como préticas integrativas e
complementares em saude no controle do processo inflamatoério das vias aéreas
de individuos com CARAS.
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7 CONCLUSAO

Diante do exposto acima, conclui-se que a suplementacdo oral com
Lacticaseibacillus paracasei em modelo de Sindrome da Asma e Rinite Alérgica
Combinadas (CARAS) experimental apresentou efeito antialérgico pelos seguintes

mecanismos:

% Reducéo dos niveis séricos de IgE OVA-especifica;

% Reducéo dos niveis de citocinas do perfil TH2 (IL-4 e IL-13);

% Aumento do nivel de citocina do perfil TH1 (IFN-y);

% Reducgdo dos sinais clinicos da rinite alérgica, espirros e fricgcdes
nasais;

% Reducéo da hiper-reatividade nasal induzida por histamina;

% Reducédo dos parametros histopatoldégicos do tecido pulmonar como

infiltrac&o celular, indice de muco e deposicdo de matriz extracelular.

Figura 5 — Mapa conceitual dos efeitos do probidtico Lacticaseibacillus paracasei (Lp) em modelo
de Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) experimental.

@%) | IgE-OVA especifica

;;.) | Citocinas TH2 (IL-4 e IL-13)

> o) 1 Citocina TH1 (IFN-y)
Q

]

Y \ | Hiper-reatividade nasal a
%) ) histamina

Lp1x10°
UFC/0,2 mL PBS

/(\:) | Deposicdo de muco e matriz extracelular

Legenda: UFC: unidade formadora de colbnia; |: reducao; 1; aumento.

Fonte: autoria propria.
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Anexo A

ANEXOS

Certificado de analise

R
*LEMMA Importagao /Distribuigio: LEMMA SUPPLY SOLUTIONS LTDA
e R e N Gestao da Qualidade
CERTIFICADO DE ANALISE
Nome do Produto Lactobacillus paracasei 100 bilhdes UFC/g
N° Lote 1J1504 Idenuficagio:  LPc-G110
Data da Fabricacio 10/2019 Validade 1 10/2021
| Onigem China
Testes/Anilise Especificagio /Método Resultado
Aparéncia P6 liofilizado de cor branca | Conforme
palida a2 marrom

Umidade % <5.0 3.0
PH (10%) 3.0~6.0 4.21
Densidade, g/ml 0.35~0.75 0.69
Contagem de viabilidade- UFC/g | 2 80 bilhdes de UFC/g 100 bilhes de UFC/g
Bactéria nio-acido licteo-UFC/g < 300 <10
Testes de patdgenos para:

1. Coliformes - UFC/g <10 <10

2. Bacillus spp, UFC/g - <10

3. Enterococcus spp, MPN/g | - <3

4. Fungos ¢ leveduras -UFC/g | £ 10 <10
3.Bacteria patogénica (Shigella Negatva Ausente
sonnei, Salmonella Sp
Staphylococcus aurcus)
Chumbo (Pb) mg/kg <10 <1.0
Total Arsénico mg/kg <05 <0.5
Contetdo liquido/g Conforme Conforme
Observagio: Identificagio da cultura é confirmada de acordo com o nivel de

género/espécic baseado na sequéncia 16s r-RNA
*Atengdio: A cor das cepas pode variar a cada lote de producio
de acordo com o processo de fermentacio ¢ a poténcia

Armazenar em recipiente fechado, em local seco e fresco.
Proteger de aquecimento - (Durante a armazenagem recomenda-se manter em temperatura
ambiente abaixo de 20°C). Matésia prima higroscopica, requer cuidados com a umidade.
Observagdes: APROVADO - Produto de acordo com padrio do fabricante

Eiste documento é uma cipia fiel do certificado de analise original, as informagdes descritas acinia forans

Sfornecidas pelo fabricante da matéria prima.

=> Importante: Documento confidencial, nilo-sujeito a divulgacio em qualquer meio, caso

contririo estara sujeito a penalidades cabiveis.
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Anexo B

Certificado de aprovacéo do projeto na Comiss&o de Etica no Uso de

Animais (CEUA/UFPB)

Universidade Comisséo de Etica no /
Federal da Uso de Animais [/

Paraiba I

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo dos efeitos e mecanismos de acho de produtos naturas e sintéticos bioatives em
maodelos experimentals de edema inflamatdrio, lesdo pulmonar aguda (LPA] e sindrome da asma & rnite alérgicas combinadas
{CARAS).", protocolada sob o CEUA n? 7316150420 (o sore64), s0b 3 ilidade de Marcia ina Pl e equipe;
LARISSA ADILIS MARIA PAIVA FERREIRA, Lanissa Rodnigues Bernardo; Grasiela Costa Bezerra: Raquel Fragose Pereira; Francisco
Allysson Assis Ferreira Gadeiha ; LAERCIA KARLA DIEGA PAIVA FERREIRA - que envolve a produgio, manutengdo elou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de
acordo com 05 preceitos da Lel 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expenmentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUAUFPB) na reunido de 15/05/2020.

We certify that the proposal "Study of effects and mechanisms of action of natural and synthetic bicactive products in

models of infl atory edema, acute lung injury (ALI) and combined allerglc asthma and rhinitis syndrome
(CAMS) *, utilizing 676 Isogenics mice (325 males and 351 females), 312 Heterogenics mice (312 females), protocol number CEUA
7316150420 1o corsea), under the responsibility of Marcia Regina Piuvezam and team: LARISSA ADILIS MARIA PAIVA FERREIRA;
Larissa Rodrigues Bernarda: Grasiela Costa Bezerra: Raquel Fragosa Pereira; Francisco Allysson Assls Ferreira Gadelha ; LAERCIA
KARLA DIEGA PAIVA FERREIRA - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chaordata, subphylum Vertebrata |except human beings), for sclentific research purposes or teaching - is In accordance with Law
11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Anlmal Expenimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba
{CEUAJUFPB) in the meeting of 05/15/2020

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 052020 a 12/2025 Area; Géncias Farmacéuticas

QOrigem:  Unigace de Procucdo Animal IPeFard

Espécie:  Camundongos isogénas sexo: Fémeas idade: 6 2 B semanas N 351
Unhagem: Mus musculus - BaltvC Peso: 203259

Qrigem:  Unidade de Producdo Arimal IPeFarid

Espécie;  Camundongos Isogénecos sexo: Machos Idade: & a B semanas N 325
Unhagem: Mus musculus - Balb/C Pese: 20a25g

Qrigem:  Unigade de Producdo Animal IPaFarf4

Espécie:  Camundongos hetercgénicos sexo: Fémeas ade: 6 & B semanas N 312
Unhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 200309

Local do experimento: Serao realizados no Laboratéeio de Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba

|odo Pessca. 03 de marco de 2021

(*/“'&" e (‘)’ i 6‘*‘[55 AR Clhstr

Profa. Dra. jailane de Souza Aquinc Prof. Dr. Carles Augusto Alanis Clemente
Ceordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenader da Comissho de Etica no Use de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paralba
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