Faculdade de Saude Publica

Universidade de Sao Paulo

Influéncia da microbiota intestinal e de fatores
genéticos do hospedeiro sobre os efeitos da
administracao de probiético na prevencao da asma
alérgica experimental

Mateus Barbosa Casaro

Trabalho apresentado & disciplina
Trabalho de Conclusé&o Curso Il — 0060029,
como requisito parcial para a graduacao
no Curso de Nutricao

Orientador: Caroline Marcantonio Ferreira

) AN
(A/YY WOV

Sao Paulo

2020



Influéncia da microbiota intestinal e de fatores
genéticos do hospedeiro sobre os efeitos da
administracao de probidtico na prevencao da asma
alérgica experimental

Mateus Barbosa Casaro

Trabalho apresentado & disciplina
Trabalho de Concluséo Curso Il — 0060029,
como requisito parcial para a graduacao
no Curso de Nutricao

Orientador: Caroline Marcantonio Ferreira

Sao Paulo

2020



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Marize e Laerte, e & minha irma Isabela pelo apoio e paciéncia em

toda minha trajetdria da Graduacao e da vida.

Ao meu marido Expedito pelo suporte e incentivo em todos os momentos, e por

sempre me inspirar nesta jornada.

A minha orientadora Profa. Dra. Caroline M. Ferreira por ter me proporcionado
ingressar na vida académica e permitido desenvolver tantos projetos. Obrigado por

todas oportunidades, ensinamentos e conselhos ao longo desses 5 anos.

Ao grupo de pesquisa MIAVA, em especial aos meus colegas de laboratorio Eduardo
Mendes, Willian Ribeiro, Claudio Fukumori e Leila Coelho pela ajuda nos

experimentos e por todo companheirismo no dia a dia.

Aos professores Dr. Rui Curi e Dra. Silvana A. Bordin pelo espaco no laboratério e

biotério que tornou possivel grande parte do desenvolvimento deste projeto.

Aos 6rgdos de fomento FAPESP (Processos 12/50410-8 e 16/13496-2) e CNPq que
investiram neste projeto.



Casaro, MC. Influéncia da microbiota intestinal e de fatores genéticos do hospedeiro
sobre os efeitos da administracdo de probidtico na prevencdo da asma alérgica
experimental [Trabalho de Conclusdo Curso — Curso de Graduag&o em Nutricdo]. Sao
Paulo: Faculdade de Saude Publica da USP; 2020.

RESUMO

A asma alérgica constitui um importante problema de saude publica no Brasil e no
mundo. Os diferentes fendtipos da doenca podem ser influenciados pela interacao
entre a microbiota intestinal e a genética do hospedeiro. Muitas estratégias sdo
investigadas para modular a composicao da microbiota, a fim de prevenir ou minimizar
os efeitos da doenca, como a suplementacédo com probidticos. Entretanto, os estudos
ainda ndo sdo conclusivos sobre os efeitos dos probidticos em doencas alérgicas,
devido a complexa interacdo entre fatores ambientais, composi¢gao da microbiota e
background genético do individuo. Nosso objetivo é investigar se a diversidade da
microbiota intestinal e fatores genéticos do hospedeiro influenciam os efeitos da
administracdo oral de um probiético (Bifidobacterium longum 5'A) na inflamacéo
alérgica experimental das vias aéreas induzida por ovoalbumina (OVA) em duas
linhagens de camundongos. Para tanto, usamos duas linhagens de camundongos,
A/J e C57BL/6 (B6). Camundongos A/J apresentam uma maior predisposicao para
desenvolver respostas alérgicas do que B6. Os resultados, desse estudo indicam que
o tratamento com probidtico apresenta efeitos distintos sobre a asma experimental em
cada linhagem de camundongo. Além disso, a composi¢ao da microbiota intestinal de

cada linhagem de camundongo parece influenciar nos efeitos do probidtico.

Descritores: Microbiota intestinal, probidtico, asma, inflamacao
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1 INTRODUCAO

1.1. ASMA

A asma € considerada uma das principais doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNT). Estima-se que a doenca acomete cerca de 339 milhdes de
pessoas em todo o mundo (1). De acordo com as estimativas da OMS, a doenca foi
responsavel por 418 mil mortes em 2016. No Brasil, a asma constitui um importante
problema de saude publica, representando a quarta maior causa de internacdes pelo
SUS. Em 2013, foram 120 mil hospitalizacdes por asma, de acordo com o0 DATASUS,

gerando um custo de USD170 milhdes ao sistema publico de saude (2).

A asma € caracterizada pela inflamacdo cronica das vias aéreas com
gravidade heterogénea e complexa capacidade de resposta aos tratamentos
existentes (3). Uma abordagem estabelecida para o tratamento da asma tem sido
agrupar pacientes nos chamados ‘fenétipos’, definidos como caracteristicas
observaveis que resultam de uma combinacdo de influéncias hereditarias e

ambientais (4).

Existem varios fenétipos da doenca, sendo que o mais predominante é o
fendtipo alérgico, caracterizado pela inflamacéo Trn2. Este fenétipo, conhecido como
asma alérgica eosinofilica, é desencadeado devido a presenca de um antigeno (pélen,
acaros, fungos, etc) nas vias aéreas, o0 qual é reconhecido por células dendriticas e
leva a ativacdo de linfécitos T-naive em linfécitos Th2 (5). ApGs a ativagao, o linfécito
TH2 secreta interleucina (IL) 4, que induz a producao de IgE por linfécitos B, IL-5 que
estimula a maturacao e liberacéo de eosinéfilos da medula 6ssea e seu recrutamento
para as vias aéreas e IL-13 que é envolvida na producdo de muco e hiper-reatividade
brénquica (constricdo exacerbada da musculatura lisa dos brénquios) (5). Ha ainda, o
envolvimento de outras células e citocinas neste mecanismo, como as células linfoides
inatas (ILC2), IL-25, IL-33, IL-9, assim como outros mediadores inflamatorios liberados
por mastacitos ativados por IgE, como as histaminas, leucotrienos, prostaglandinas e
TNF, envolvidos na reagao alérgica. Ha também a diminui¢cdo de algumas citocinas
gue estéo envolvidas com o agravo da doenca, como por exemplo a IL-10 e TGF-j3,
secretados por linfécitos T-reguladores (Treg), as quais possuem um papel regulador

na inflamacéo (3, 5).



Dentre as regulacbes que acontecem na asma alérgica, ocorre a resposta
Twul, outro tipo de resposta imunoldgica com atuagéo de citocinas IFN-y, IL-2, IL-12 e
TNF-B. A secrecao de IFN- y desencadeia a producéo de IgG2a e inibicdo da resposta
Th2. Enquanto a secrecéo de IL-4 desencadeia a producéo de IgG1 pelos linfocitos B,
inibindo a resposta Trul (6). Dessa forma, tais anticorpos podem ser utilizados como

marcadores dos balancos entre as respostas imunoldgicas.

N&o hé& cura para a asma, porém existem tratamentos que podem controla-la
e proporcionar uma melhor qualidade de vida para o paciente (7). Esses tratamentos
medicamentosos podem ser constituidos por corticoides sistémicos, corticoides
inalatorios, antialérgicos e anti-inflamatérios néo-esteroidais. Tais medicamentos
apresentam efeitos adversos, como desde uma simples rouquiddo a supressao do
eixo hipotalamico-hipofisario-suprarrenal (8). Além disso, por ser uma doenca
heterogénea e de mecanismos complexos, normalmente é necessario fazer a

combinacgao de dois ou mais medicamentos para o tratamento da asma.
1.2. MODELO DE ASMAEXPERIMENTAL

O modelo de asma alérgica experimental tem contribuido para o entendimento
da doenca nas ultimas décadas (9, 10). Experimentalmente é possivel mimetizar uma
inflamacdo pulmonar através da utilizacdo de varios antigenos, sendo o mais
tradicional o uso de da proteina ovalbumin (OVA). O modelo de indu¢do normalmente
€ constituido por sensibilizacdes e desafios com o antigeno. No modelo que sera
utilizado neste projeto, a OVA serd aplicada intraperitonealmente no animal para
sensibilizar seu sistema imunolégico, juntamento com hidréxido de aluminio, o qual é
utilizado como coadjuvante e indutor de resposta Th2 (11). Apds o processo de
imunizacao, é realizado o desafio, em que somente a OVA é diluida em solucéo salina
e aplicada por via intranasal e intratraqueal, de modo a atingir diretamente o trato

respiratorio e provocar a resposta desejada.
1.3. RELACAO DA ASMA COM FATORES AMBIENTAIS E GENETICOS

No final da década de 90, pesquisadores usaram diferentes linhagens
consanguineas de camundongos sob os mesmos ambientes controlados como uma
oportunidade para estimar a influéncia do background genético sobre fenétipo de

inflamacéo alérgica das vias aéreas (12-14); por exemplo, algumas linhagens de



camundongos, como camundongos A/J, mostraram maior eosinofilia apds 24 h de
desafio com OVA do que outras linhagens de camundongos, como camundongos
C57BL/6 (15, 16). Estudos clinicos e em animais, considerando a relevancia da
genética do hospedeiro para a asma, indicaram claramente que as interacdes gene-
ambiente estdo envolvidas na manifestacdo desse complexo disturbio (17, 18).

Vérios fatores ambientais estdo relacionados com o desenvolvimento da
asma, como o modo de parto (cesariano ou vaginal), habitos alimentares, nutricéo,
uso de antibidticos e medicamentos (19). Curiosamente, além dos genes hospedeiros
e do meio ambiente, um desequilibrio de microrganismos no intestino e no pulméo

tem sido cada vez mais associado a incidéncia e gravidade da asma (20-23).

1.4.RELACAO DA ASMA COM A MICROBIOTA INTESTINAL

A microbiota intestinal pode ser definida como o conjunto de micro-
organismos (bactérias, fungos e virus) comensais que colonizam e residem no trato
gastrointestinal humano e de outros animais (24). E uma complexa comunidade
microbiana que interage com o hospedeiro através do processo de simbiose,
comensalismo e patogenicidade (25). Cada vez mais a literatura cientifica mostra a
importancia das interacfes simbidticas entre a microbiota e hospedeiro para a
homeostase do metabolismo. Esta interacdo se baseia na capacidade metabdlica, na

digestdo de alimentos e na modulagéo do sistema imunolégico.

A colonizacdo da comunidade microbiana se inicia com o parto e aleitamento,
e a composicdo se estabelece nos primeiros anos de uma crianga, a qual persistira
durante a vida adulta. Os padrdes de alimentacao infantil € um importante fator que
influencia na colonizagao microbiana (26). Estudos descobriram que a composicéo da
microbiota intestinal entre bebés que desenvolveram ou néo inflamagéo alérgica é
diferente: Clostridia € relacionado a bebés asmaticos e Bifidobacteria a ndo-asmaticos
(27). Bebés que possuiam altos niveis de Lachnospira, Veillonella, Faecalibacterium
e Rothia em suas fezes aos 3 meses de idade desenvolveram sintomas precoces de
asma ou alergia (27). Recentemente, um estudo mostrou que a alta diversidade
bacteriana no intestino no inicio da vida pode diminuir o risco de desenvolvimento de

asmaaos 7 anos de idade (28). A diversidade dessa microbiota também é influenciada



por fatores intrinsecos (genética, idade, condicbes de saude) e extrinsecos
(alimentacdo, estilo de vida, medicamentos) do individuo. Perturbacdes nessa
composicdo levam a disbiose e podem resultar em consequéncias para a saude a

longo prazo (29).

Em 1989, através de estudos epidemioldgicos, foi observada uma menor
prevaléncia de alergias em criancas que tiveram infec¢des durante a primeira infancia,
0 qual estaria associada a héabitos “ndo higiénicos”, e entao foi proposta a “Hipotese
da Higiene” (30). Esta hipotese foi ampliada para a “hipétese da microflora”, a qual
propde que a incidéncia de algumas doencas esta relacionada a composicdo da
microbiota intestinal e sua influéncia no sistema imunoldgico (31, 32). Baseado nessas
evidéncias, o cenario cientifico atual comprova que a microbiota intestinal esta
diretamente relacionada com o desenvolvimento, maturacdo e modulacdo do sistema
imunologico. Ainda nao totalmente compreendida, esta relacdo estreita entre a
microbiota intestinal e doencas alérgicas é estabelecida, entre outros fatores, através
de sua funcdo imunomoduladora, promovendo um equilibrio ou desequilibrio entre

respostas imunoldgicas Thl e Th2.

1.5. MANIPULACAO DA MICROBIOTA E USO DE PROBIOTICOS NA
PREVENCAO DA ASMA

Considerando a importancia da microbiota intestinal, muitas estratégias sao
investigadas para modular sua composi¢cao, como a suplementacdo com probidticos.
Probioticos sdo definidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um beneficio a satde do hospedeiro”. E para isso precisam ter sua linhagem
identificada, isolada e caracterizada adequadamente em relacdo a quantidade,
estabilidade e efeitos desejados (33, 34). Os principais microrganismos classificados,
estudados e vendidos pela industria como probidticos sado cepas de lactobacilos e
bifidobactérias. Nesse presente estudo iremos utilizar uma especifica cepa de

probiético Bifidobacterium longum 5'A,

A literatura cientifica tem proporcionado importantes avancas neste
entendimento, no entanto, ndo h& consenso se a suplementag¢do com probidticos pode
prevenir ou atenuar doencas alérgicas. Embora vérios estudos tenham demonstrado

a capacidade de determinados probidticos em prevenir e tratar doencas atopicas e
8



alérgicas (35-38), had também estudos com efeitos inconscientes. A suplementacao
com Lactobacillus GG durante a gravidez e primeira infancia foi associada a um
aumento da taxa de episodios de bronquite sibilante em um estudo prospectivo
controlado (39). Outro ensaio clinico randomizado e controlado com uma populacao
de alto risco de desenvolver doencas alérgicas, a suplementacdo nos primeiros 6
meses de vida com L. acidophilus ndo reduziu o risco de dermatite atopica e foi

associada a um aumento da sensibilizacéo ao alérgeno nos bebés (40).

Ha vérios fatores que podem explicar essas divergéncias de resultados e
respostas clinicas entre os estudos, principalmente devido aos diferentes protocolos,
cepas, doses e duracao das intervencdes probioticas utilizadas. Em estudos clinicos,
0sS participantes possuem caracteristicas (imunidade, genética, estilo de vida e
alimentacdo) diferentes, que podem interferir no tratamento com probidticos,
resultando em resultados divergentes. Estudos experimentais também geralmente
usam distintas espécies probidticas em diferentes linhagens de camundongos e usam
varios protocolos para induzir a inflamacéo alérgica de maneira ndo comparativa, e
todos esses fatores dificultam a obtencéo de conclusdes sobre os efeitos probiodticos
(41, 42).

H& varios mecanismos propostos para explicar os meios pelos quais 0s
probiéticos podem prevenir doencas alérgicas. O mais estudado é a sua capacidade
de desenvolver tolerancia da mucosa e sistémica, regulando a producédo de citocinas
anti e pré-inflamatérias. Por exemplo, através da inducao de células T reguladoras (*),
aumentando os niveis de IL-10 e inibindo a producdo exacerbada de citocinas Th2,
alterando o equilibrio Th1/Th2 em direcdo a Thl (43, 44). Um mecanismo proposto
para explicar este efeito imunomodulador € a producdo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) — acetato, propionato, butirato — pela bactéria, resultado da fermentacéo
de fibras na regido do col6n. A B. longum 54 é produtora de acetato e demonstrou
efeito preventivo da exacerbacéo da asma experimental induzido por OVA em modelo
de camundongos Balb/c ovariectomizadas (41). Em camundongos Balb/c adultos, a
B. longum AH1206 demonstrou atenuar respostas alérgicas, com aumento de

linfocitos T-reguladores (Treg) NO tecido pulmonar (45);

Considerando que aproximadamente 3,9 milhdes de adultos nos EUA

consomem suplementos prebidticos ou probidticos (46) e que alguns estudos



relataram até morbimortalidade associada a probidticos (47, 48), estudos adicionais

sobre esse topico sdo necessarios.

Cada vez mais as pessoas com asma tém adotado o consumo de probidticos
na tentativa de reduzir os sintomas alérgicos devido a seus efeitos anti-inflamatorios.
Portanto, é relevante entender as interacdes probidtico-hospedeiro ou interacdes
microbiota-hospedeiro para uma melhor manipulacdo deste tratamento. Dessa forma,
projetamos um experimento para investigar o papel de probiéticos especificos em dois
hospedeiros diferentes, camundongos A/J e B6 e qual a relevancia da diversidade da
microbiota intestinal para asma alérgica experimental. Compreender a relevancia das
interacOes probidtico-hospedeiro pode chamar a atengédo para o uso indiscriminado

de produtos probidticos por consumidores asméticos.

2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Investigar as contribuicbes da diversidade da microbiota intestinal e de fatores
genéticos do hospedeiro sobre o efeito da administracdo oral de um probidtico
(Bifidobacterium longum 5%) na inflamacdo alérgica das vias aéreas em duas

linhagens distintas de camundongos (A/J e C57BL/6).
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Investigar se a administracdo de Bifidobacterium longum 54 influencia a asma
experimental alérgica (células inflamatorias, producdo de muco, citocinas e
anticorpos) e funcéo pulmonar em duas linhagens de camundongos (A/J e

C57BL/6). Investigar a producédo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC).
B) Investigar a composicdo da microbiota intestinal dos camundongos

suplementados com probidtico e salina, antes da inducdo da asma

experimental alérgica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DECLARACAO DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL

Os experimentos deste estudo foram aprovados pela Comissédo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (ICB-USP) sob nimero 181 nas fls. 114 do livro 2. Além disso, os procedimentos
com animais foram realizados de acordo com o0 guia para o uso de animais de

laboratorio do National Institutes of Health (NIH).
3.2. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos A/J e C57BL/6J provenientes do
Biotério de Imunologia do ICB-USP. Os camundongos foram alojados em condicdes
livres de patégenos (SPF), sob ciclo claro/escuro de 12 horas, em condi¢cdes padrao
de alimento e 4gua ad libitum. Todos os camundongos utilizados foram pareados por
idade (5 semanas de idade no inicio dos experimentos) e alimentados com uma racéo
padrdao AIN93-M irradiada (49).

3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Camundongos Camundongos
A/J e C57BL/6 A/J e C57BL/6
machos machos
Basal/Salina Basal/Prob OVA/Salina OVA/Prob OVA/Salina OVA/Acetato

(n=5) (n=5) (n=10) (n=10) (n=10)
SRS

Figura 1: Grupos experimentais

(n=10)

( Asma + Salina ) (Asma + Acetatc)

Os experimentos foram realizados em duas etapas. No primeiro experimento
(suplementacdo com probiotico) os camundongos foram separados em quatro grupos:
dois grupos basais, ou seja, sem inducdo de asma, tratado e nao tratado com
probiotico; e dois grupos alérgicos (OVA), com inducao de asma, tratado e ndo tratado

com probiotico. No segundo experimento (administracdo com acetato) os

11



camundongos foram separados apenas em dois grupos alérgicos (OVA), tratado e

nao tratado com acetato.
3.4. ADMINISTRACAO DO PROBIOTICO

A espécie de bifidobactéria (Bifidobacterium longum 5'4) utilizada neste estudo
foi isolada e caracterizada no Laboratorio de Ecologia e Fisiologia de Microorganismos
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (50). As
bifidobactérias foram isoladas de fezes de criancas saudaveis de até 5 anos de idade
na cidade de Salvador (Bahia, Brasil) e identificadas por testes morfotintorial,
respiratorio e bioquimico, seguidos por PCR multiplex. As bactérias foram replicadas
em meio de caldo MRS (Difco) e cultivadas sob condi¢cdes anaerdbicas em um frasco
anaerobico a 37°C sem agitacdo por 48 h.

Para a administracéo probiotica de B. longum 54, os camundongos receberam
um inéculo diario por gavagem de 0,1 mL contendo 108 células bacterianas, iniciando
15 dias antes da primeira sensibilizacdo até o ultimo desafio (Figura 2). Um grupo
controle recebeu uma solugéo salina de tampéao fosfato (PBS) por gavagem. A B.
longum 5 inativada pelo calor foi preparada esquentando aliquotas de suspensées
viaveis de bactérias por 20 minutos a 80° C. Bactérias inativadas foram administradas

como descrito acima para bactérias vivas.
3.5.MODELO DE ASMAEXPERIMENTAL

Para a inducdo da inflamacdo alérgica das vias aéreas (Figura 2), os
camundongos foram sensibilizados pela via intraperitoneal (ip) com 50 pg de
ovalbumina (OVA) grau V (Sigma Chemical Co., EUA), absorvidos a 1 mg em 200 pl
de PBS estéril e 1,6 mg de Inject Alum (Thermo Scientific, EUA) nos dias 0 e 7. No dia
14, os camundongos foram desafiados com 10 ug de OVA em 20 ul de PBS estéril
intranasal (i.n.) e nos dias 21 e 22 com 20 ug de OVA em 30 ul de PBS estéril
intratraqueal (i.t.). Todas as analises foram realizadas 24 horas apos o ultimo desafio
(51).
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Figura 2: Delineamento experimental
3.6. ADMINISTRACAO DE ACETATO

Neste experimento, os camundongos receberam solucao salina (PBS estéril) como
controle ou acetato de sédio (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em PBS estéril por 15 dias
antes de serem expostos a OVA e foram tratados durante toda a duracdo do
experimento por injecéo intraperitoneal dia sim, dia ndo. A dose utilizada foi de 1g de

acetato por kg de peso corporal (52).
3.7.LAVADO BROCO ALVEOLAR (LBA)

Apés a eutanasia, a traqueia do camundongo foi exposta e uma céanula foi
inserida. Os pulmdes foram lavados duas vezes com aliquotas (0,8 mL cada) de PBS
injetadas através da canula. O numero total de células no lavado bronco alveolar (BAL)
foi contado usando um contador automatico de células Countess® (Invitrogen). Em
seguida, o BAL foi centrifugado a 1200x rpm por 1 min a 4°C, o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80 °C para andlise de citocinas. As células foram
ressuspendidas em 5,0x10° células / mL. A contagem diferencial de células foi
preparada a partir de aliquotas de BAL (200 uL) centrifugadas a 600 rpm por 5 min,
utilizando citocentrifuga (Fanem, Brasil). As células foram coradas com Instant Prov
(Newprov, Brasil), e um total de 300 células foram contadas para determinar a
proporcdo de neutrdéfilos, eosindfilos e células mononucleares usando critérios

morfol6égicos padréo.
3.8. ANALISE HISTOPATOLOGICA

A andlise histopatolégica foi realizada em amostras de pulmdes dos grupos
OVA/Salina, OVA/Probiotico e OVA/Acetato. Para avaliar as alteracdes patoldgicas,

os pulmdes foram removidos dos camundongos apa@s retirada do LBA e fixados por
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imersdo em paraformaldeido a 4%. Os lobos foram seccionados sagitalmente,
embebidos em parafina, cortados em seg¢des de 5 um e corados com acido periédico
Schiff (PAS).

3.9. MENSURACAO DA PRODUCAO DECITOCINAS

Para os niveis de citocinas, foram coletadas amostras de LBA dos camundongos,
centrifugadas a 1200x rpm por 5 min e o sobrenadante armazenado a -80 °C para
andlise. As concentracdes de citocinas IL-4 e IFN-y foram mensuradas usando o kit
comercial para ELISA (BD Biosciences) de acordo com a instru¢des do fabricante. As

determinacdes foram realizadas em duplicata.
3.10. MENSURACAO DE IGG1, IGG2A E IGE ESPECIFICOS A OVA

As placas foram revestidas com solugdo de OVA a 5 yg / mL em tampao carbonato
(pH 9,5) a 4 ° C durante a noite. As placas foram lavadas com tampéao de lavagem
(PBS contendo 0,05% de Tween-20) e bloqueadas com tampéo de ensaio (PBS
contendo 10% de soro fetal de bovino inativado por calor) por 1 h a temperatura
ambiente (RT). As amostras de soro dos camundongos foram entdo diluidas no
diluente de ensaio na proporcdo de 1:1000 (v / v) e adicionadas as placas seguidas
de uma incubacdo de 2h a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e o
anticorpo secundéario conjugado a peroxidase foi adicionado, anti-lgG1-HRP
(GeneTex, EUA) diluido na proporc¢éo de 1:20.000 (v / v) no diluente de ensaio ou anti-
IgG2a-HRP (GeneTex, EUA) diluido em 1:5000 (v / v), e incubados por 1 h em
temperatura ambiente. As placas foram lavadas e foi adicionado o substrato TMB (BD
Biosciences) e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente no escuro. A reacao
foi parada por adicéo de acido sulfarico 2N. A absorbancia foi adquirida a 450 nm. Os
valores foram considerados ap0s a subtragdo da absorbéncia de um pogo sem adi¢ao
de soro (incubado apenas com o diluente do ensaio). Os resultados sdo apresentados
em unidades de densidade optica (D.O.) e a razédo foi calculada dividindo os
respectivos valores. Adaptado de Koga et al., 2016 (53). As concentragdes de IgE
especificas do OVA foram testadas pelo kit ELISA de acordo com o fabricante

(Cayman Chemical).

3.11.  ANALISE DA FUNCAOPULMONAR
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Todos os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg / kg, i.p.) e xilazina (20
mg / kg) e paralisados com brometo de pancurénio, mantendo-se uma profundidade
anestésica estavel (54). Apos a traqueostomia, a traqueia foi canulada com um tubo
metélico de calibre 18, e o mouse foi ventilado com um ventilador para pequenos
animais controlado por computador (flexiVent; SCIREQ, Canada) usando um volume
corrente de 10 mL / kg e uma frequéncia respiratoria de 150 respiracfes/min. Uma
presséao expiratoria final positiva (PEEP) de 2 cm H20 foi aplicada por toda parte. Uma
veia jugular externa foi isolada para uma infusdo intravenosa (i.v.) de metacolina
(MCh). No inicio, 6 ug de MCh foram fornecidos por via intravenosa para garantir que
o animal fosse realmente responsivo ao MCh e que a resisténcia das vias aéreas
retornasse ao valor basal apds seu aumento induzido pelo MCh, o que indicava que o
animal estava em condicéo fisioldgica estavel. Para obter uma curva dose-resposta,
MCh foi injetada a partir de uma dose de 4 ug (solugéo de 200 ug / mL em PBS; bolus
I.v. de 10-40 pL). Antes de cada dose de MCh, o trajeto expiratério era obstruido por
15 s para produzir uma inflacdo profunda. A ventilacdo foi continuada por
aproximadamente 2 minutos entre doses consecutivas de MCh. A responsividade das
vias aéreas foi igual a resisténcia newtoniana (Rn) (54).

3.12. ANALISE DA MICROBIOTAFECAL

As amostras fecais foram coletadas um dia antes da sensibilizagdo com OVA,
os pellets foram coletados em fluxo laminar e congelados imediatamente em
nitrogénio liquido e estocados em a -80°C até o dia da extracdo de DNA. O DNA foi
extraido usando-se o kit MoBio PowerSoil conforme as instru¢cdes do fabricante e
qguantificado usando o espectrofotdmetro Qubit (Thermo Scientific Technologies). A
analise de microbioma foi feita segundo Thomas et al., 2016. Em resumo, foi feito a
amplificagcéo da regido V4-V5 do gene da subunidade 16S do rRNA usando o iniciador
5-AYTGGGYDTAAAGNG-3 e reverso 5-CCGTCAATTCNTTTRAGTTT-3,
correspondente as posi¢coes 562 e 906, respectivamente, do gene 16S rRNA de
Escherichia coli. As amostras foram amplificadas por PCR usando 2,5uM de cada
iniciador, 10 pL de Kapa Hotstart High Fidelity Master Mix (Kapa Technologies) e 25ng
do DNA gendmico extraido. As condi¢des foram 95°C, 3 min; 98-C, 15 s; e 40-C, 30 s
por 35 ciclos. O produto amplificado foi aplicado em um gel de agarose 3% e, por
eletroforese em gel, as bandas correspondentes ao tamanho do amplicon de interesse

foram cortadas usando-se laminas estéreis de bisturi descartaveis. O fragmento de
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gel foi purificado usando o kit de extracdo de gel QIAquick (Qiagen) para remover
artefatos, dimeros e bandas néo especificas. Os amplicons tiveram sua extremidade
reparada e ligada a adaptadores lon Plus Torrent identificados com barcodes lon Plus
Fragment Library Kit (Thermo Scientific). Quantidades equimolares dos amplicons
identificados foram aliquotadas usando o kit de quantificagdo lon Torrent gPCR
(Thermo Scientific) e colocados em um sé pool que prosseguiu para a amplificacédo
por PCR em emulsdo usando o kit lon PGM Template OT2 400 (Thermo Scientific).
As amostras foram sequenciadas usando a plataforma lon torrent PGM com chip v2 e
lon PGM Sequencing 400 Kit (Thermo Scientific). As sequéncias foram processadas
pela dltima versdo do servidor lon Torrent e usadas no pacote de softwares Qiime
(Quantitative insights into microbial ecology) (V. 1.6.0) (CAPORASO et al., 2010).
Removemos as sequéncias com indice de qualidade inferior a 20, usando um intervalo
de 50nt. Identificamos as amostras através do barcode permitindo no maximo 2
descasamentos e descartamos sequencias nao identificadas, inferiores a 200nt ou
acima de 500nt depois da remocdo do barcode. Os iniciadores do PCR foram
identificados nas extremidades da leitura, permitindo no maximo 4 descasamentos, e
foram removidos, assim como sequéncias com iniciadores ndo identificaveis. ApGs
removermos todas as sequencias abaixo de 200nt, as sequéncias remanescentes
seguiram para analise posterior. Assim, foram filtradas e agrupadas em clusters com
97% de identidade usando UPARSE (implementado em USEARCH v7 — EDGAR,
2013) e a sequéncia semente identificada em cada cluster foi usada como
representativa do mesmo. Sequéncias e clusters quiméricos foram identificados
usando UCHIME (EDGAR et al., 2011) e o banco de dados de sequencias quiméricas
do Broad Institute (version microbiomeutil-r20110519), e foram excluidas da analise.
Usando a interface do Qiime com parametros padrdes, o classificador RDP foi usado
para classificar taxonomicamente cada sequéncia, com no minimo 80% de intervalo
de confianca e, subsequentemente, para cada unidade taxondmica operacional. OTUs
gue ocorreram em menos de 25% de todas amostras e com menos de 3 leituras nao
foram consideradas. Usando o Qiime, fizemos a rarefacdo das OTUs com uma
profundidade de 4,790 sequencias para calcular a riqueza de OTUs e a diversidade
filogenética usando o numero total de OTUs observados e a diversidade filogenética
de Faith (FAITH et al., 2009). Para a andlise de beta-diversidade, sequéncias

representativas das OTUs foram alinhadas usando o software PyNAST (CAPORASO
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et al., 2010) contra um conjunto de sequencias 16S alinhadas do Green Genes com
parametros padrdes e os alinhamentos foram filtrados para montar uma arvore
filogenética usando o software FastTree (PRICE et al., 2009)pr. As distancias entre as
comunidades foram calculadas por 4 métricas; unweighted e weighted UniFrac Bray—

Curtis e Euclideana.
3.13. ANALISE ESTATISITCA

A estatistica descritiva foi realizada com o GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, US). Os dados foram apresentados como média = EPM (erro padrdo da
média). Teste t de Student e ANOVA foram empregados para comparacdes entre 2,

3 ou mais grupos, respectivamente. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

OS RESULTADOS SERAO PUBLICADOS EM REVISTA CIENTIFICA DA AREA.
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