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RESUMO

Biopolimeros sdo moléculas que tem como fonte organismos vivos. As beta- glucanas
sdo um grupo de biopolimeros que estdo entre os principais componentes estruturais
da parede celular dos fungos, leveduras, plantas e algumas bactérias, sdochamadas
modificadores de resposta biolégica (BRM) e tem agdo imunomoduladora. A
susceptibilidade de bezerros no periodo de desmame a infecgdes coloca em riscoa
saude do rebanho bem como a humana por se tornar um reservatorio de agentes
nocivos. O uso frequente de antibidticos leva a resisténcia antimicrobiana e ao dificil
controle das infecgbes. A busca por novos produtos que possibilitem o menor uso de
antibidticos traz beneficios e impactos econdmico e ambiental positivos. Através
desteestudo pretendeu-se avaliar a agdo da beta-glucana sobre o sistema
imunoldgico de bezerros, observando as alteragdes histopatologicas nos 6érgaos apos
infeccao via oral pela STEC/ETEC. O experimento € um delineamento do tipo estudo
clinico em paralelo com 6 repeticdes por tratamento e um grupo controle. Foram
administrados aos grupos de bezerros lactentes quatro niveis de doses orais de beta-
glucanadurante 28 dias apds os quais, os animais foram desafiados com STEC/ETEC.
No quinto dia ap6s a infeccdo experimental seis animais de cada tratamento foram
sacrificados para coleta de tecidos para analises histoldégicas. Baseado nas
alteragdesencontradas no trato gastrointestinal, pode-se afirmar que a administragcéo
diaria 12 mg/kg de peso vivo de beta-glucana para bezerros lactentes foi efetiva na
reducao daintensidade das lesdes causadas por uma infecgao induzida com 10'° UFC
de E. coli(STEC/ETEC). O mecanismo pelo qual esse efeito ocorreu nao foi avaliado.
Todavia,embasado na literatura cientifica e nos achados de aumento da frequéncia
microabscessos, atribui-se esse efeito ao estimulo do sistema imune. Por outro lado,
animais que receberam doses diarias mais elevadas de beta-glucana (i.e. 36, 60 e 84
mg/kg de peso vivo) apresentaram intensidade das lesdes causadas por uma
infecgaoinduzida com 10 UFC de E. coli (STEC/ETEC) semelhantes ao grupo
controle. Em comparagao ao tratamento com grupo 1, o mecanismo pelo qual doses
diarias maiores de betaglucana resultam em reducédo na capacidade de resposta
frente a desafio de E. coli nao foi avaliado, contudo hipotetizar que a sobredosagem
de betaglucana gere uma resposta imune exacerbada, que em conjunto com a E. coli
aumente as lesdes teciduais; ou que a sobredosagem de beta-glucana induza a

umadiscreta imunossupressdo dos animais dos grupos 2, 3 e 4 em relagao aos



animais do grupo 1, igualando a capacidade de resposta dos grupos 2, 3 € 4 ao grupo
controle. Estudos futuros a luz de técnicas apuradas de analises biolégicas da
producao e expressao génica de citocinas e receptores da resposta imunoldgica como
TLR4, conjuntamente com dados clinicos e morfoldgicos poderao explicar e confirmar

as hipoéteses aqui tratadas.

Palavras-chaves: beta glucana, imunomodulacdo, diarreia, Escherichia coli,

histopatologia



ABSTRACT

Biopolymers are molecules that come from living organisms. Beta-glucans are a group
of biopolymers that are among the main structural components of the cell walls of fungi,
yeast, plants and some bacteria. They are called biological response modifiers (BRM)
and have an immunomodulatory action. The susceptibility of calves during the weaning
period to infections puts the herd's health as well as human health at risk by becoming
a reservoir of harmful agents. The frequent use of antibiotics leads to antimicrobial
resistance and difficult infection control. The search for new products thatallow for less
use of antibiotics brings benefits and positive economic and environmental impacts.
This study aimed to evaluate the action of beta-glucan on the immune system of
calves, observing histopathological changes in the organs after oral infection by
STEC/ETEC. The experiment is a parallel clinical study design with 6 replications per
treatment and a control group. Groups of suckling calves were administered four oral
dose levels of beta-glucan for 28 days after which the animals were challenged with
STEC/ETEC. On the fifth day after experimental infection, six animals from each
treatment were sacrificed to collect tissues for histological analysis.Based on the
changes found in the gastrointestinal tract, it can be stated that the dailyadministration
of 12 mg/kg of live weight of beta-glucan to suckling calves was effectivein reducing
the intensity of lesions caused by an infection induced with 10" CFU of E.coli
(STEC/ETEC). The mechanism by which this effect occurred has not been evaluated.
However, based on scientific literature and findings of increased frequencyof
microabscesses, this effect is attributed to stimulation of the immune system. On
theother hand, animals that received higher daily doses of beta-glucan (i.e. 36, 60 and
84mg/kg of body weight) showed intensity of the lesions caused by an infection
induced with 10'© CFU of E. coli (STEC/ETEC) similar to the control group. In
comparison to treatment with group 1, the mechanism by which higher daily doses of
beta-glucan result in a reduction in the capacity to respond to E. coli challenge has not
been evaluated, however it is hypothesized that beta-glucan overdose generates an
exacerbated immune response, which in together with E. coli increases tissue
damage;or that the beta- glucan overdose induces a slight immunosuppression of the
animals in groups 2, 3 and 4 in relation to the animals in group 1, equaling the response
capacity of groups 2, 3 and 4 to the control group. Future studies using refined

techniques



for biological analysis of the production and gene expression of cytokines and immune
response receptors such as TLR4, together with clinical and morphological data, will

be able to explain and confirm the hypotheses discussed here.

Keywords: beta glucan, immunomodulation, diarrhea, Escherichia coli, histopathology.
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1 INTRODUGAO

Biopolimeros s&o moléculas estruturadas em cadeias lineares, ramificadas ou
entrecruzadas e que tem como fonte organismos vivos. Os biopolimeros sdo obtidos
a partir de fontes naturais, podendo ser extraidos quimicamente a partir de um
materialbiolégico ou sintetizados por organismos como plantas, animais, bactérias e
leveduras. Os biopolimeros podem ser classificados quanto ao seu potencial
biodegradavel, quanto ao seu comportamento térmico, quanto a sua capacidade de
se misturar com outras moléculas e sua composicao (George et al., 2020) . A utilizagcao
destas caracteristicas dos biopolimeros e a combinagao delas a partir da mistura de
biopolimeros com outros biopolimeros ou com nanoparticulas possibilita a criacdo de
uma infinidade de compdsitos com diferentes propriedades que servirdo

asnecessidades da evolugao da ciéncia e tecnologia.

Biopolimeros comerciais mais comuns quimicamente extraidos de seres vivos sao
moléculas de poliésteres de acidos a-hidroxialcandicos como acidos lactico, glicolico,
malico, tartalico, benzilico e suas misturas. Os polihidroxialcanoatos (PHA) sao
sintetizados por bactérias (Urtuvia et al., 2014) e possuem um amplo potencial de
utilizacdo como bioplasticos biodegradaveis em diversas areas como na
agricultura(Amelia et al., 2019) e na bioengenharia de tecidos (Chen et al., 2005).
Policarbonatos alifaticos sao utilizados na engenharia de scaffolds e como
drugdelivery. Poliamidos sao proteinas naturalmente disponiveis e sao utilizados na
fabricagdo de fibras e filmes devido as suas caracteristicas de flexibilidade,
durabilidade e forga. Nylon sdo bons exemplos de poliamidos com ampla utilizagédo
nafabricacdo de roupas e plasticos, bem como para fabricagcdo de dispositivos
meédicos por serem biocompativeis. Poliuretanos tem sua utilizagdo como
biopolimeros na engenharia médica em scaffolds, implantes e enxertos devido a sua
estabilidade, resisténcia, flexibilidade e superficies com propriedades biofuncionais
(George et al., 2020).

Biopolimeros naturais sdo naturalmente produzidos por seres vivos, incluindo
celulose, amido, carboidratos, gelatina, colageno, agar, quitina, quitosan, etc. Por
exemplo, o polimero polilactideo é obtido do agucar do leite, da batata, do trigo e
podeser utilizado em implantes cirurgicos. O amido pode ser extraido da batata, milho,
trigo e tapioca e por sua propriedade termoplastica pode ser fundido e utilizado para

moldagem, injecdo e extrusdo (Jha et al., 2019). A celulose é o biopolimero mais
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abundante no mundo e tem sido utilizada no campo da medicina para administragao
controlada de medicamentos, cicatrizacdo de feridas e crescimento celular.
Recentemente um filme 3D de nanocelulose foi utilizado como veiculo para uma
drogaanticancer demonstrado ser capaz de liberar a droga de forma controlada
(Mohan et al., 2020). O avango na utilizagdo de biopolimeros possibilitara usar uma
menor quantidade de medicamentos, com menores custos, efeitos colaterais locais e
sistémicos. Adicionalmente, um scaffold de um composto contendo celulose
demonstrou melhorar a proliferagcao celular aplicando-se um curativo em ferida de pé
diabético com resolugdo completa da lesdo (Kanjou et al., 2019). Ainda possui
aplicagdes na engenharia elétrica demonstrando melhorar a condutividade, na
industria téxtil e no setor de modas na fabricacdo de produtos customizados, na
industria alimenticia e farmacéutica por demonstrar excelente barreira ao oxigénio
(Mohan et al., 2020).

Matérias primas de origem animal também tém sido utilizadas para produgédo de
biopolimeros com diversas propriedades. Polimeros de queratina podem ser extraidos
de penas e patas de aves, colageno pode ser obtido de pele de peixes de agua doce
ou salgada e quitosana de exoesqueleto de crustaceos (Arotoma et al.,2020). Os
biopolimeros tém ampla utilizacgdo na agricultura, na medicina, na
industriafarmacéutica, quimica e engenharia além de reunir qualidades de
disponibilidade na natureza, proceder de fontes renovaveis e ser biocompativeis e
biodegradaveis. Estas caracteristicas dos biopolimeros coloca-os em sintonia com a

preservacdo ambiental e com a qualidade de vida que queremos para 0 nosso planeta.

Estudos em bovinos tém demonstrado alta taxa de morbidade e mortalidade por
infeccdes por diversos micro-organismos, muitas vezes com infecgdes mistas emque
a E coli esta presente em 50% delas (Dall Agnol et al., 2021). Animais sadiossdo o
principal reservatorio de E coli que é transmitida via fecal-oral nas primeiras semanas
de vida e causa doenca diarreica grave e morte (ACRES, 1985). O uso de antibiéticos
€ o principal meio de tratamento dessa infecgdo. A resisténcia bacteriana ao
tratamento, a eliminagdo de bactérias ndo patogénicas e o alto custo trazem
dificuldades e limitagbes ao seu uso. Medidas de melhoramento no manejo destes
animais para protecdo contra infeccbes sao necessarias, porém estratégias que
potencializem a imunidade inata poderao contribuir para o seu melhor desempenho

frente as infecgbes. Alguns produtos naturais possuem propriedades anti-
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inflamatdrias (Xiong et al., 2020), antimicrobianas e imunomoduladora (Guan et
al.,2019). O biopolimero beta-glucana é reconhecido como um imunomodulador por

seus efeitos sobre a defesa imunologica contra micro-organismos (Novak et al., 2008).
1.1  AS BETA-GLUCANAS

As beta-glucanas sdo um grupo de biopolimeros que estdo entre os principais
componentes estruturais da parede celular dos fungos, leveduras, plantas e
algumasbactérias (Saetang et al., 2022; Sonck et al., 2010). As beta-glucanas sao
homopolimeros de glicose, polissacarideos, organizados em uma molécula linear
comligacdes (1—3)-B-D-glicosidicas onde o carbono 1 da molécula de glicose liga-se
ao carbono 3 da préxima molécula de glicose. As beta-glucanas sdo uma familia com
variadas conformacdes em sua estrutura. Podendo ser desde moléculas de cadeia
simples linear até moléculas complexas de tripla hélice com variadas ligagdes de
cadeias laterais (Magnani et al., 2008). A beta-glucana isolada da parede do
Saccharomyces cerevisiae possui ramificagbes de cadeias laterais com ligagdes
(1—6)-p-D-glicosidicas onde o carbono 1 liga-se ao carbono 6 da préxima molécula
da cadeia lateral (Figura 1) (Novak et al., 2008).

Figura 1- Estrutura da beta-glucana com ligagcbes (1—3)-B-D-glicosidicas e

umaramificagdo com cadeia lateral com ligacédo (1—6)-p-D-glicosidicas.

OH OH

Fonte: NOVAK et al (2008).
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Quanto a solubilidade as beta-glucanas podem ser soluveis ou insoluveis em alcali ou
em agua. Na parede do S. cerevisiae beta-glucana possui uma fragdo insoluvel com
poucas ramificacbes do tipo (1-6) e outra soluvel com muitas destas ramificagbes
(Manners et al., 1973). Segundo Lee et al., 2001 a solubilidade em agua depende do
numero de ramificagcdes e de sua conformacgao estrutural. A extracdo da beta-glucana
pura, ou seja livre de proteinas e outros constituintes da parede do S. cerevisiae
resultou em uma beta-glucana soluvel em agua e mais eficiente na estimulacédo de
macrofagos que as beta-glucanas nao purificadas. Devidoa sua solubilidade em agua
pode ser utilizada via venosa. Varios métodos de obtengdo das beta-glucanas
influenciam diretamente na sua estrutura final e por consequéncia na sua solubilidade
e atividade bioldgica (Bohn et al., 1995; Magnani et al., 2008).

Apoés a administragdo oral, as beta-glucanas chegam ao intestino delgado ondeséao
fagocitadas pelas células epiteliais M (pinocytic microfold cells) que tem capacidade
fagocitica e transportam a beta-glucana através do epitélio e entregam- na para os
macrofagos presentes na placa de Peyer. Estes macrofagos migram para o sistema
linfatico entregando beta-glucana para medula 6ssea, bago e linfonodos. Na medula
O0ssea, 0os macrofagos clivam a beta-glucana em fragmentos ativos de 25- kDa que
ativam os neutroéfilos através da ligagdo ao receptor CR3 e modula os progenitores
mieldides hematopoiéticos. Nos linfonodos, a beta-glucana ativa ascélulas dentriticas
que ativam células T CD4 e CD8+ especificas. Adicionalmente as beta-glucanas
podem induzir citotoxicidade celular dependente do receptor CR3 na presenca de

células tumorais iC3b-opsonizados (Vetvicka et al., 1996).

As beta-glucanas fazem parte de um grupo de moléculas chamadas modificadores de
resposta biolégica (BRM) que sao divididas em citocinas e imunomoduladoras. A beta-
glucana, imunomoduladora proveniente da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), possui uma estrutura central formada por
unidades com ligagdes (1-3)-B-D-glucopiranosil e ramificagdes do tipo beta(1-6)-B-D-
glicosidicas de diferentes tamanhos (Manners et al., 1973), o que |Ihe confere
diferentes atividades biolodgicas (Sonck et al.,, 2010). As beta-glucanas podem ser
soluveis ou insoluveis e suas propriedades bioldgicas sdo dependentes da fonte e

dométodo de extragdo. As beta-glucanas soluveis possuem atividade antitumoral



14

enquanto que as beta- glucanas insoluveis possuem maior atividade

imunoestimulatéria e podem ser administradas oralmente (Vannucci et al., 2013).
1.1.1 Atividade biolégica no sistema imune

Do ponto de vista imunolégico, estes polimeros apresentam grande potencial como
imunomoduladores, uma vez que sa&o reconhecidos como padrdes
molecularesassociados a patégenos (PAMPs) do sistema imune inato dos mamiferos,
em especialaqueles que possuem ramificagdes do tipo beta (1- 6). Seu principal
receptor € a Dectin-1, todavia outros receptores também foram relacionados ao
seureconhecimento, como o receptor de complemento 3 (CR3), receptor toll-like 2
(TLR2)e o lactosilceramida 2 e 6 (Sonck et al., 2010). A Dectina-1 foi descoberta por
Ariizumi et al, 2000 em células dentriticas e descrita por Gordon D. Brown e Siamon
Gordon em 2001 como um receptor para beta- glucana em macrofagos, sendo
detectada também em mondcitos, células NK, além de células ndo imunes como
células de Langerhans, bacgo, timo, figado, células endoteliais, fibroblastos e epitélio
alveolar. O gene que codifica a Dectina-1 encontra-se no cromossomo 12 (Brown,
2006). A Dectina-1 possui dois dominios de ligagdo para células T e outro para
carboidratos beta-glucanas com ligacdes beta(1-3) e beta(1-6) (Ariizumi et al.,
2000;Brown, 2006; Gordon, 2001). Demonstrou-se também que macréfagos séo
capazes de fagocitar conidias de Candida Albicans sem opsonizagao através da
ligacdo da beta- glucana presente na parede do fungo com o receptor Dectina-1
(Brown; Gordon, 2001). A Dectina-1 € um receptor de reconhecimento de padrbes
(PRR) non-Toll-like (non-TLR PRR), ou seja reconhece diretamente um antigeno sem
a necessidade de opsonizagdo ou indiretamente, porém sem a necessidade de
rearranjo mutacional para producdo de receptores antigénicos especificos. Sendo
assim participa diretamente da resposta imune inata no reconhecimento de PAMPs
que tem na beta-glucana um dos seus principais representantes (Brown, 2006). A
Dectina reconhece especificamente a beta- glucana soluvel e também particulada
através da ligagao aos dois residuos Trp221 e His223 existentes em sua parte externa
da molécula (Adachi et al., 2004). Apés o reconhecimento, ocorre a fagocitose e
eliminagdo do patdgeno cujos processos mediados por estes receptores ndo sdo bem
conhecidos. Porém sabe-se que os PRRs, dentre eles a Dectina-1, sdo capazes de
induzir a resposta imune. Adicionalmente, a Dectina-1 possui em sua porgao

intracitoplasmatica um immunoreceptor tyrosine based activation motif (ITAM)-like que
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esta envolvido na ativagao celular (Brown et al., 2003). Estudos demonstraram que a
Dectina- 1 podeligar-se a linfocitos T CD4 e CD8 bem como participar do mecanismo
de apresentagdode antigenos das células dendriticas e macrofagos. Ainda induz a
producao de variascitocinas e quimiocinas como TNF, CXC-quimiocina ligante 2, IL-2,
IL-10 and IL-12 e induz o estresse respiratorio. Para estimular a producao de IL12,
TNF e possivelmentellL2 ha a interagao da Dectina-1 com TLR2 e TLRG6 (brown et al.,
2006).

Através do estudo das consequéncias da ativagcdo da Dectina-1 pode-se conhecer os
efeitos das beta-glucanas na resposta imune. Assim, as beta- glucanas estimulam
tanto a fagocitose de forma inespecifica quanto a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias por células fagocitarias como componentes do complemento, IL- 10/,
TNF-q, IL-2, IFN-y e eicosandides, bem como IL-10 e IL- 4 (Vannucci et al., 2013). Foi
também descrito um efeito protetor de B-glucana contra o estresse oxidativo (SENER
et al., 2005). Adicionalmente, tém a habilidade de estimular neutrofilos e mondcitos a
produzirem espécies reativas de oxigénio, melhorando inespecificamente a resposta
imunitaria (Rubin- Bejerano et al., 2007). Todavia, a intensidade de estimulos nos
diferentes receptores supracitados parece ser dependente espécie fonte da beta-
glucana (Rubin-Bejerano et al., 2007; Vetvicka, 2015).

Especificamente quando as beta-glucanas sao administradas oralmente, oefeito
protetivo de mucosa ocorre via estimulagdo da placa de Peyer e de linfécitos
intraepiteliais que, aparentemente, sdo ativados via interagdo com receptores de
superficie das células M (Volman et al., 2008). De uma forma geral, a poténcia
imunoldgica das beta-glucana esta associada a sua habilidade em ativar os leucdcitos
(Sandvik et al.,, 2007) e é dependente de sua massa molecular, conformacéo,
solubilidade e do grau e posicionamento/densidade de ramificagbes. Assim, tem-se
grande diferengca na capacidade estimulatéria entre as beta-glucanas de diferentes
fontes e solubilidades (Sonck et al., 2010). Em geral, tem-se sugerido que as beta-
glucanas de grande peso molecular podem ativar diretamente os leucdcitos,
estimulando suas fungdes fagocitica, citotdxica e antimicrobiana. Ja as beta- glucana
de peso molecular intermediario também possuem atividade biolégica in vivo, mas
seus efeitos celulares sdao menos evidentes. Por sua vez, os de baixo peso
molecularsdo geralmente considerados de pouca atividade (Akramiené et al., 2007).

Revisdes de literatura demonstram que as beta-glucana apresentam capacidade de
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treinar e modular a resposta imune de camundongos, ratos, primatas, suinos, caes,
aves, peixes (Bashir et al., 2017; Goodridge et al., 2009; Rodrigues et al., 2020) e
bovinos (Burdick et al., 2021). Por esta raz&o, este biopolimero é amplamente utilizado
para mitigar o impacto de patégenos em animais expostos a periodos de estresse

como, por exemplo, a fase de desmame de leitdes (Burdick et al., 2021).

Em trabalho conduzidos com murinos demonstrou-se que a coadministragdo de
glutamina e beta-glucana de S. cerevisiae a ratos desafiados com citarabina,
promoveu melhoria da resposta imune, redugéo do processo inflamatdrio e incremento
do trofismo intestinal, quando comparado com os demais tratamentos (Porsani et
al.,2017). Suinos tratados com beta-glucana apresentaram maior atividade do sistema
imune inato e, assim, melhorias em respostas protetoras contra infeccgdes,
demonstrando também que esses compostos s&o capazes de ativar
mondcitos,macréfagos e células Natural Killers (NK) (Stuyven et al., 2009).
Indiretamente, ressalta-se que também pode haver a estimulagao de linfocitos T e B

via citocinas naespécie (Vetvicka, 2015).

Em bovinos, o potencial das beta-glucana para promover melhorias na resposta imune
foi demonstrado pela coadministragdo de 600 mg de beta- glucana com antigenos de
Neospora caninum em vacas, 0 que promoveu uma expressiva respostade anticorpos
(Mansilla et al., 2015). Com esta espécie, Cole e colaboradores conduziram dois
experimentos avaliando o efeito do fornecimento de S. cerevisiae como beta-glucana
na saude animal. No primeiro experimento, os autores realizaraminfeccéo
experimental com virus da IBR pela via nasal em 30 animais, divididos em grupo
controle e dieta contendo 0.75% de S. cerevisiae como beta-glucana. Nesse
experimento, os animais tratados apresentaram tempo de recuperagdo menores e
sinais clinicos menos intensos que o grupo controle (Cole et al., 1992). No segundo,os
autores acompanharam a performance zootécnica de 101 bezerros naturalmente
expostos ao virus causador de IBR recebendo dietas contendo 0, 0.75, 1.125 ou 1.5%
de S. cerevisiae. Nesse experimento, apesar de nao ter sido detectada diferenca entre
tratamentos nos parédmetros zootécnicos, o grupo que recebeu maiores doses de
beta-glucana apresentou taxa de morbidade inferior, recuperagao clinica mais rapida
que os demais tratamentos, corroborando com os achados de infecgdo experimental.
Magalhaes e colaboradores também avaliaram o uso de S. cerevisiae como fonte de

beta-glucana e seu efeito nos parametros produtivos, de saude e imunologicos de 512
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bezerros em dois tratamentos, um controle e outro recebendo dietas 2% de S.
cerevisiae. Nesse experimento ndo foram observadas diferengas entre os tratamentos
nos parametros IgG total e capacidade fagocitaria contra E. coli (Magalhdes et
al.,2008). Cabe destacar que, em ambos os artigos, os autores ndo relataram o valor
nominal de beta- glucana administrado aos animais, o que € um grande limitante de
reprodutibilidade pois a capacidade de produgao de beta-glucana pelo S. cerevisiae é
fortemente influenciada tanto pela estirpe utilizada quanto pelas condi¢des de cultivo
da levedura. Por outro lado, Wojcik (2014), identificou um robusto aumento da
atividade proliferativa, fagocitaria e de produgao de espécies reativas de oxigénio de
fagdcitos isolados em sangue periférico de bezerros que receberam oralmente beta-
glucana extraidas de S. cerevisiae na dose 50 mg/kg de peso vivo, quando
comparadoao grupo controle. Por sua vez, Gimenes e colaboradores, também
utilizando beta- glucana extraida de S. cerevisiae na dose estimada de 11 mg/kg de
peso vivo (V.0.),ndo identificaram incremento na capacidade fagocitaria de neutréfilos
em relagcdo ao grupo controle (Gimenes et al., 2020). Estudos padronizados com
quantidadesdefinidas de beta-glucanas, bem como sua conformagdo e peso
molecular precisam ser realizados para que possamos conhecer melhor a agéo destes

biopolimeros sobre o sistema imunoldgico.
1.1.2 Atividade hipoglicemiante

Estudos sobre os efeitos metabdlicos das beta-glucanas tem demostrado que estas
sdo capazes de melhorar o controle glicémico e colesterolémico, os niveis de presséo
arterial e a perda de peso. As beta-glucanas sao fibras, que significa que ndo séo
digeridas ou absorvidas no intestino delgado humano, porém sofrem
fermentacaoparcial ou completa no célon (Bozbulut, et al., 2019). A solubilidade das
beta- glucanas ¢é influenciada pela sua estrutura (Havrlentova et al., 2011), sendo que
Cadeias altamente polimerizadas de B-(1—3) glucanas ndo s&o completamente
soluveis em agua, enquanto que as intensidades dessas ramificacées determinam a
solubilidade final da molécula. (Khoury et al., 2012). Segundo os autores, fibras
soluveis séo efetivas no controle da diabetes, obesidade, dislipidemia e hipertenséo.
Em adicdo, elas também promovem um retardo do esvaziamento gastrico e uma
digestao e absorgcdo mais lentas, com produgao de acidos graxos de cadeia curta no
célon devido a fermentagdo bacteriana. Tal condicdo leva a uma sensacao de

saciedade mais duradoura, diminuindo, assim, a glicemia pos-prandial e melhorando
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da resposta a insulina. Dessa forma, as beta-glucanas sao uteis na prevencéo,
tratamento e controle do diabetes, bem como de doencgas cardiovasculares,
obesidade e hiperlipidemia (Bozbulut, et al., 2019). Os efeitos de redugao do colesterol
das beta-glucanas da aveia foram demonstrados por Othman et al. (2011).Por sua
vez, segundo os autores, a influéncia da beta-glucana na glicEmicadepende da dose,
duracdo do consumo, caracteristicas fisico-quimicas da biomolécula, métodos de
processamento e forma alimentar. De uma forma geral, a fermentabilidade e a
elevagdo da viscosidade sdo as bases dos beneficios hipoglimeciantes das beta-
glucanas (Bozbulut, et al., 2019). Em humanos, estimou-se que o consumo de mais
de 3g de beta-glucanas em individuos diabéticosdo tipo 2 por mais de 3 semanas
promoveu redu¢ao da massa corporal (Liatis et al., 2009). Beck et al. (2009), relataram
que a ingestao diaria de 4-6g de beta-glucanaaumenta o hormdnio peptideo YY (PYY),

que tem um papel significativo na regulagaodo apetite e controle da obesidade.
1.1.3 Atividade antitumoral

Devido a suas propriedades imunomoduladoras as beta-glucanas tem sido exploradas
quanto a sua agao no microambiente tumoral em tratamentos anticancer, bem como,
carreadora de substancias que possam ativar a resposta imune e atuar como
adjuvante a quimioterapicos e imunobiologicos. Vetvicka et al. (1996), concluiram que
a ligacdo da beta-glucana ao receptor celular CR3 resulta em aumentoda
citotoxicidade contra células tumorais iC3b-opsonizadas, além de propiciar
afagocitose e degranulac&o de neutrofilos. Segundo estes autores, as beta-glucanas
sad capazes de ativar as células dentriticas, as quais fagocitam as células tumorais
eativam as células T CD4 e CD8+ especificas. Adicionalmente, este biopolimero pode
induzir citotoxicidade celular dependente do receptor CR3 na presenca de células

tumorais iC3b-opsonizados (Geller et al., 2019; Vetvicka et al., 1996).

Beta-glucanas administrados via oral, clivadas por macréfagos em fragmentos ativos
de 25-kDa ligam-se ao receptor CR3 de neutrdéfilos e mondcitos, ativando a cascata
CRB3-Syk-Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) e promovendo atividadecitotoxica
destas células (Li et al., 2006). Por sua vez, nos linfonodos, a beta-glucanaativa as
células dentriticas, que também fagocitam as células tumorais e contribuem para
ativagdo das células T CD4 e CD8+ especificas. Em muitas situagdes, as
célulastumorais alteram a resposta imune e promovem um fendétipo de supressao ou

tolerancia imunolégica que € importante para o crescimento tumoral e
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desenvolvimento de metastases. A modulagéo da resposta imunolégica mediada pela
beta-glucana no microambiente tumoral para um perfil inflamatério tem um potencial

promissor como terapia anticancer (Vetvicka et al., 1996).

Segundo Wu e colaboradores (2014), a interacdo da beta-glucana com oreceptor
Dectina-1 é capaz de reprogramar as células dendriticas, as quais, via integrina av38
e TGFa induzem linfocitos T CD8+ a expressar CD103 (a integrina) queé um ligante
da E-caderina. Tal condicdo faz com que estes linfécitos se acumulem no ambiente
tumoral, aumentando a necrose e inibindo a progressao tumoral. Por suavez, a ligagao
da beta-glucana ao receptor Dectina- 1 em macrofagos associados ao tumor (TAM) é
capaz de induzir o fen6tipo M1 de macréfago ativado, aumentando o potencial de
apresentacao de antigenos e de produgéo de citocinas da resposta TH1 como IFN-y
(Liu et al., 2016). Desta forma a beta-glucana tem se mostrado um interessante agente

modulador da resposta imune antitumoral.
1.1.4 Aplicagdes biotecnoldgicas

Os estudos sobre a utilizagdo da beta-glucana na industria biotecnolégica tem
demostrado que, em fungdo de suas propriedades biologicas, este versatil
biopolimeropossui varias possibilidades de aplicagdes. Esta macromolécula ja foi
utilizada para producado de scaffold, onde, em conjunto com gelatina mostrou
promover bom sustentaculo para crescimento de fibroblastos e ceratinécitos para
producao de pele artificial, o qual apresentou resultados promissores na cicatrizacao
de feridas em estudos in vivo (Lee et al., 2003). Quando utilizados em curativos no
tratamento de queimaduras em criangas scaffolds produzidos a base de beta-glucana
demonstrarambons resultados, facilitando tanto o cuidado para o paciente e
familiares, quanto na promogédo da diminuicdo da dor (Delatte et al., 2001). Um
compdésito de hidroxiapatita e beta-glucana foi utilizado para favorecer a regeneragéo
Ossea em areas desse tecido, trouxe bons resultados de reconstituicdo éssea de um
cao com ampla area de osteomielite maxilar (Belcarz et al., 2013). Estes achados
demonstram o potencial de utilizagdo da beta-glucana na recomposi¢cado de tecidos

bioldgicos.

O uso da beta-glucana como adjuvante em vacinas contra COVID-19 demonstrou
melhora nos paréametros inflamatérios como d-dimero, ferritina, proteina C reativa e

citocina IL6 (Pushkala et al., 2021, Raghavan et al., 2022). A beta- glucana também
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tem um papel promissor se utilizada como um sistema de delivery de antigenos e
drogas aos macrofagos (Cordeiro et al., 2021, Vetvicka et al., 2020). Cordeiro et al.,
2021 produziram um nanocompaosito de beta-glucana e quitosana e o utilizaram com
carreador de antigeno ovalbumina injetado em subcutaneo de ratas. Os autores
puderam observar o acumulo do nanocompdésito nascélulas dendriticas de linfonodos
que drenam a area tecidual tratada, demonstrando sua habilidade em carrear
antigenos para células apresentadoras de antigenos. Adicionalmente, verificaram que
este nanocompdsito foi capaz de promover a proliferacéo e ativacao de células T, bem
como de células B secretoras de anticorpos. Outra vantagem deste nanocompdsito é
ser uma formulagdo liofilizada termoestavel, contribuindo para superagdo de
limitagdes farmacotécnicas de conservacéo, no que tange os periodos de produgéo e
distribuicdo de vacinas (Cordeiro et al., 2021). Devido a sua interagdo com o sistema
imunoldgico, a utilizagdo da beta- glucana comocarreadora de antigeno ou como

adjuvante na composi¢ao de vacinas € promissora.

A utilizagado de beta-glucana na industria alimenticia tem boas perspectivas devido as
suas diversas utilidades. Em uma revisdao Zhu et al., 2015 relatou seu uso na
formulacdo de alimentos pro-bidticos, como melhorador na aglutinagdo de
formulagbes sem gluten, como redutor de ingesta caldrica diaria e dos niveis
decolesterol, como facilitador da protedlise e liberacdo de aminoacidos da dieta e
melhorar a resposta glicémica a alimentos industrializados (Zhu et al., 2015). A
adicadoda beta-glucana na dieta podera contribuir para uma alimentagdo com melhor

aproveitamento dos nutrientes e com mais saude.
1.1.5 Perspectivas de uso da beta-glucana na bovinocultura

De uma forma geral, suplementagdo alimentar de bezerros com beta- glucana tem
demonstrado potencial para estimular o sistema imune (Wojcik et al., 2014). Em
estudo com a administracdo de leveduras hidrolisadas, Kim e colaboradores (2011)
demonstraram melhora da saude e do sistema imune de bezerros desafiados com
vacina de micro-organismos vivos. Por sua vez, a suplementagdo dietética com
culturade Saccharomyces cerevisiae melhorou o aspecto das fezes e reduziu o tempo
de fezes aquosas, a incidéncia de febre, a intensidade de diarreia e a taxa de
mortalidadeem bezerros (Magalhaes et al., 2008). Wojcik (2014) identificou robusto
aumento da atividade proliferativa, fagocitaria e de producao de espécies reativas de

oxigénio de fagocitos isolados em sangue periférico de bezerros que receberam
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oralmente beta-glucana extraidas de S. cerevisiae na dose 50 mg/kg de peso vivo,
quando comparado ao grupo controle. Por sua vez, Gimenes e colaboradores (2020),
também utilizando beta-glucana extraidas de S. cerevisiae mas na dose estimada de
11 mg/kg de peso vivo (V.0.), ndo identificaram incremento na capacidade fagocitaria
deneutrdéfilos em relagéo ao grupo controle. Outra via de aplicagao da beta-glucana é
a injetavel, que devido a sua interagdo com o sistema imunoldgico, a beta-glucana
tem sido estudada adicionada como particulas adjuvantes em vacinas quanto a
suacapacidade de carrear antigenos as células apresentadoras de antigenos com

resultados promissores (Vetvicka et al., 2020).

Todavia, apesar das potencialidades, o pequeno volume de experimentos que avaliam
os efeitos da beta-glucana sobre a modulacéo do sistema imune de bovinos apresenta
grandes lacunas cientificas e, em alguns casos, resultados antagbnicos. Diversos
estudos utilizam formas diferentes de obtengdo da beta- glucana comoprodutos da
fermentacdo ou apenas a parede do Saccharomyces cerevisae ou aindaa beta-
glucana isolada. O tipo de desafio imposto ao animal, os diferentes animais utilizados
e o tempo de suplementagdo também diferem entre os estudos. Além dissoa dose
utilizada ndo esta bem estabelecida ou padronizada (Burdick et al., 2021). Esta
observacado é reforcada pela auséncia de ensaios clinicos de dose/resposta na
especie, o que resulta na faltade determinacdo da natureza da relacédo de resposta a
dose administrada. Assim, tais condigdes limitam tantoo uso biotecnolégico, quanto o
uso deste biopolimero para promover a imunomodulagao em bovinos nos sistemas

produtivos.
1.2  E. coli STEC/ETEC

Existem seis tipos de E.coli patogénicas intestinais bem definidos. A E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. Coli
enterotoxigénica(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) e a E. coli difusamente aderente (DAEC). A E.coli enterotoxigénica é o principal
patdogeno intestinal, causando diarreia principalmente em criangas suscetiveis
menores de 5 anos e adultos viajantes por areas endémicas. Experimentos
demonstraram que nemtodos os animais expostos a E. coli sdo infectados mesmo
com doses até 108 ufc e que a dose infectante pode ser variavel conforme a idade e
as condigdes nutricionais, genética, ambientais, imunidade e doengas concomitantes

(Besser et al., 2001; Windeyer et al., 2014). A transmisséo se faz através do consumo
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de agua e alimentos contaminados pelas fezes de animais que constituem um
importante reservatorio (Croxen et al., 2013). A patogénese da diarreia esta ligada aos
fatores de colonizacdo (FC) presentes na superficie da parede bacteriana, e
especialmente, na sua capacidade de produzir e liberar toxinas. O principal FC sao
polimeros proteicos filamentares extracelulares conhecidos como fimbrias que atuam
na aderéncia da bactéria a superficie epitelial, na motilidade bacteriana e na formacéao
debiofilme (Madhavan and Sakellaris, 2015). H4 mais de 25 tipos de FC descritos que
se ligam a glicoproteinas e glicoesfingolipides da membrana celular e parecem ser
espécies especificos (Zhang et al., 2022). A STEC/ETEC possui adesinas e fimbrias
que aderem a superficie epitelial do intestino delgado (Madhavan et al., 2015). As
toxinas s&o classificadas em termolabil (TL) com 5 variantes e termoestavel (TE) com
3 variantes. A TL formada por 5 subunidades B que circundam 1 subunidadeA, é
transportada através da membrana celular bacteriana e liga ao lipopolissacaride (LPS)
da superficie externa. Forma-se entdo uma vesicula contendo varias moléculas de TL.
Existe varios receptores nas células epiteliais do intestino delgado onde a TL pode-se
ligar. O principal deles é o monosialogangliosideo (GM1). A TL secretada pelaE.coll,
liga-se ao GM1, é internalizada pela célula epitelial, transpostada por um fagossomo
até o reticulo endoplasmatico rugoso ativando uma cascata enzimatica que aumenta
a adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e culmina com a abertura de poros da
membrana celular epitelial e liberagdo de eletrolitos e agua. De outra forma,a TE
secretada liga-se a guanilato ciclase C (GC-C) uma proteina transmembrana epitelial
que atua como receptor na borda em escova das células epiteliais de intestinodelgado.
Aligacdo TE-GC- C ativa sua porgao catalitica intracelular que resulta no acumulo de
guanilato ciclase ciclico (GMPc) que atua na patogénese da diarreia por2 vias:
liberacdo de cloreto e bicarbonato por canais transmembrana e impedindo a
reabsor¢céo de agua e sédio na borda em escova do epitélio (Figura 2). Por fim, o
acumulo de eletrdlitos e agua na luz intestinal produz o principal sintoma da infecgao
por E. coli, a diarreia (Zang et al, 2022). Portanto os sintomas da doengas sao diarreia

aquosa e prostracao, associados a dores de cabeca e abdominais, vémitos e febre.
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Figura 2 — Representagcdo esquematica dos mecanismos de agao das toxinas
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Mecanismos de acao das toxinas ST e LT: Uma vez estabelecida a ligagcao da
ETEC no epitélio do intestino delgado através de FCs, comega a atividade
liberagdo da enterotoxina. As toxinas ST e o LT da ETEC ativam a adenilil e a
guanilato ciclase, levando a um alto nivel de AMPc e cGMP, que estimula a

secregcaode agua e eletrdlitos no lumen intestinal.Fonte: ZANG et al., (2022).

A E. coli possui a capacidade de adquirir genes de viruléncia via transferéncia
horizontal de patogrupos (Muller et al., 2007). E. coli exibindo concomitantemente
fatores de viruléncia enterotoxigénica e shigatoxigenica foram isoladas em
humanos,animais e no meio ambiente de diversas partes do mundo como Brasil,
México, Estados Unidos e Franca e tem sido referidas como hibridas, patogrupo
intermediario,combinacéo de viruléncia. A shigatoxina (Stx) possui uma subunidade
ativa e cinco subunidades ligantes (A1B5) e é dividida em dois grupos Stx1 com trés
subgrupos (a,b e c) e Stx2 com 7 subgrupos (de a até g) (Croxen et al., 2013). Essas
toxinas s&o codificadas por genes presentes em um fagossomo lambdoide, que é um
elemento do genoma bacteriano, e que facilita a transferéncia horizontal dos genes de
Stx entreos varios tipos de E. coli (Campbell et al., 1992). E. coli STEC/ETEC hibrida
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parece ser mais virulenta que as formas isoladas e isso pode ser um grande problema
de saude publica exigindo maior cuidado e vigilancia epidemioldgica (Nyholm et al.,
2015). ASTEC é encontrada no intestino de bovinos que s&o o seu maior reservatorio,
pode provocar diarreia e colonizar a mucosa por um longo periodo (Menge et al.,
2020). Em humanos, mas ndo em bovinos, causa diarreia, colite hemorragica e
Sindrome hemolitico-urémica (SHU). A forma de doenga mais grave causada pela
STEC é a SHU que se inicia em 5 dias apos infeccdo e cursa com trombocitopenia,
anemia e insuficiéncia renal aguda e mais tarde com complica¢des cardiovasculares,
gastrointestinais, neuroldgicas e doenca renal crénica (Croxen et al., 2013). Porém o
fato de esta complicada forma de doenga ndo ocorrer em bovinos parece estar
associada a auséncia do receptor de membrana Gb3 (globotriaosylceramide) da Stx
em suas células endoteliais intestinais (Celi et al., 2022; Pruimboom-Brees et
al.,2000). O receptor Gb3 esta presenta nas células epiteliais da base das criptas e
em leucdcitos da mucosa de jejuno e ileo (Chu, 2010; Menge et al., 2020). Ao entrar
emcontato com as células epiteliais do intestino a STEC liga-se a elas através de
fimbrias (Croxen et al., 2013). A Stx liberada pela lise do fagossomo, liga-se ao
receptor Gb3através das 5 subunidades B, sofre endocitose e é transportada ao
reticulo endoplasmatico onde é clivada e libera a subunidade ativa A que bloqueia a
capacidade de sintese proteica do ribossomo levando a célula ao estresse via
producao de ROS e a apoptose via caspase (Celi et al., 2022) (Figura 3). O tratamento
da diarreia baseia-se em reidratagao e uso de antibioticos que pode gerar resisténcia
bacteriana e eliminacdo da microbiota intestinal. O uso de antibidticos naoé
recomendado em infecgées por STEC pois provoca lise bacterina e consequente
liberacdo da Stx e piora da doenga (Croxen et al., 2013). Diante disto faz-se
necessario estratégias que possam diminuir o risco de infec¢do, o desenvolvimento
da doencga grave e 0 uso de antibidticos. Entender a patogénese da E. coli é parte
essencial para o desenvolvimento de estratégias que visem minimizar a

contaminagao, a infecgdo e suas consequéncias.



25

Figura 3 — Representacdo esquematica do mecanismo de acao da Shigatoxina que é

internalizada e transportada até o Complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico

Inhibit protein
synthesis
r- StxAl
H ° subunit
Ribosome
(28S)
Reticulum

\ Nucleus j

A Shigatoxina que ¢ internalizada e transportada até o complexo
de Golgi e reticulo endoplasmatico Fonte: BHUNIA AK, 2018.

1.3  RESPOSTA IMUNE FRENTE A INFECCAO DE E.COL/

A microbiota exerce um papel importante na protegao da saude intestinalparticipando
da regulagdo metabdlica, nutricional e do sistema imune, bem como protegéo contra
bactérias patogénicas (Kamada et al., 2013). Moléculas bioativas como acidos graxos
de cadeias curtas, sais biliares secundarios e bacteriocinas produzidas por
bactérias podem impedir o crescimento de patdégenos. Os acidos graxos resultam
do metabolismo bacteriano de polissacarides n&o digeridos pelo organismo (Dalile et
al., 2019). Os sais biliares produzidos no figado, para auxiliar a digestdo, podem ser
metabolizados pela microbiota e se tornam sais biliares secundarios que possuem
agcao antibacteriana (Tian et al., 2020). A microbiotaestimula também o sistema
imunoldgico atuando no combate a infegdes intestinais (Cebra et al., 2005). Cepas de
E. coli ndo patogénicas fazem parte da microbiota intestinal e possuem acéo anti-

inflamatdria inibindo a producéao de interleucinas pro- inflamatérias como IL6, IL8, IL1-
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b e TNF-a, além de acgédo citotoxica em cultura célulascancerigenas mamarias,
coldénicas e leucémicas através da producdo de acidosgraxos de cadeia curta
(Nakkarach et al., 2021). Porém cepas de E. coli patogénicas possuem agao pro-
inflamatdria sobre o sistema imune. Foi demonstradana incubacgao de células epiteliais
humanas com E.coli, a ativagao do fator de transcricdo NF-kB e o aumento da
expressao de citocinas pré- inflamatérias IL8, TNF-alfa e INF-gama (Gupta et al.,
2021). O lipopolissacaride (LPS) que € o principal componente da parede de bactérias
Gram-negativas € também um importante fator de viruléncia. O LPS liga-se a diversos
receptores de padrao de reconhecimento (PRRs) como TLR4 e CD14 e ativa a via do
NF- kB determinando a transcricdo de quimiocinas e citocinas inflamatérias e
recrutamento de neutrofilos (Zaatout et al., 2022). Ha ainda evidencias de que
doencas inflamatdrias intestinais como Doenga deCrohn e Retocolite Ulcerativa estao

associadas a infecgao por E. coli (Kamali et al., 2021).

No entanto a STEC/ETEC, produtora de shigatoxina, parece exercer um
papelinibitdrio sobre o sistema imune. A Stx tem agdo imunossupressora em bovinos
0 queexplicaria a persisténcia da E. coli patogénica no intestino destes animais e
consequente prolongada liberacdo nas fezes. Linfécitos bovinos jovens possuem
baixos niveis de Gb3/CD77 que ao se ligar a Stx impede que os linfocitos progridam
na sua diferenciagdo em células efetoras e induzem apoptose (Menge, 2020).
Linfécitos intraepiteliais da mucosa intestinal bovina também possuem receptores
Gb3/CD77 e sdo em sua maioria linfécitos T CD3+ especialmente LTCD8+
envolvidosna lise de células infectadas e regeneragao epitelial. O dano causado a
mucosa estariaassociado ao carater prolongado da infeccdo devido a agéo
imunossupressora da Stx (Stein et al., 2020). Foi demonstrado que linfécitos TCD4+
produzem IL4 por estimuloda STx. A IL4 tem sido associada a indugao da apoptose
em monocitos do sangue periférico e diminuigdo da ativagdo dos LTCD8 intraepiteliais
(Menge et al., 2004; Stein et al., 2020). Estudos evidenciaram a diminuicdo da
proliferacdo de linfécitos da placa de Peyer, principalmente LTCD4, na presencga de
Stx sem que haja aumento das citocinas pro-inflamatoérias INF-a, INF-g, TNF-a e IL12
(Chu, 2010). Por outro lado, os macréfagos sao resistentes a agao citotoxica da Stx e
sdo estimulados a produzirem de IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-8 direcionando o
sistema imune parauma resposta inflamatéria e adaptativa tipo Th2 (Tesh et al., 1994;

Menge, 2020). A ligacao da STEC nas células epiteliais intestinais (CEls) na base das
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criptas induz a liberagdo de quimioatraentes pelas células epiteliais promovendo a
migragado e inibindo a apoptose de neutréfilos, provocando danos e facilitando a
passagem da Stxatravés do epitélio (Hurley et al., 2001). Estudos sugerem que a
adesdo de STEC ea agao da Stx na base das criptas proximo ao tecido linféide da
Placa de Peyer seja uma forma estratégica para que a toxina exergca sua atividade
imunomoduladora (Chu, 2010). As CEls séo ainda resistentes a citotoxicidade da Stx
uma vez que possui isoformas do receptor Gb3/CD77 que conduzem a Stx a
degradagao lisossomal impedindo sua agao sobre o reticulo endoplasmatico rugoso e

a morte celular (Hoey et al, 2003).

Ainfeccdo pela STEC/ETEC provoca uma série de alteragdées no funcionamento tanto
das células epiteliais quanto das células do sistema imunoldgicorelacionadas a
mucosa, mais propriamente da placa de Peyer. Se por um lado a E.coli é capaz de
ativar o sistema imunoldgico devido aos seus diversos fatores de viruléncia, a

STEC/ETEC tem também ag¢ao imunossupressora exercida pela Stx.

Diante destas desafiadoras formas de interagcdo entre imunossupressdao e
imunoestimulagcdo provocadas pela STEC/ETEC, a crescente resisténcia a
antibioticos, sua longa permanéncia no intestino de bovinos fazendo com que se
tornem o principal reservatorio deste patdogeno e seus efeitos deletérios sobre a
saudehumana e animal, e a expectativa de utilizagao da beta-glucana como uma
promissora molécula imunomoduladora, espera-se que estudos de dose/resposta
tragam um melhor entendimento da sua agao sobre o sistema imune e que propiciem
seu uso para um melhor enfrentamento das infecgdes provocadas pelas diversas

cepas de E.coli patogénicas em sistemas bovinos produtivos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

e Definir uma dose diaria de beta-glucana que gere um efeito protetivo para bezerros
desafiados com STEC/ETEC.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar as alteragbes histopatoldgicas no sistema digestério de bezerros tratados

com diferentes doses de beta-glucana e desafiados com STEC/ETEC.

e Avaliar as alteragdes histopatoldgicas nos érgédos hematolinféides de bezerros

tratados com diferentes doses de beta-glucana e desafiados com STEC/ETEC.
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3 METODOLOGIA
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi devidamente aprovado na CEUA da Embrapa Gado de Leite sob
n°8734060422 (Anexo A). Todo o experimento de campo foi conduzido ao longo de 90
dias. O experimento realizado € um delineamento do tipo estudo clinico em paralelo
com 6 repeticdes por tratamento perfazendo 30 animais. Cada animal permaneceu
em experimentagcao por um periodo de 33 dias, no Campo Experimental EMBRAPA
Gado de Leite. Foram administrados cinco niveis de doses orais de beta-glucana
diarias durante todo o periodo experimental (0, 12, 36, 60 e 84 mg/kg de peso vivo
debeta-glucanal/dia). Os animais foram pesados a cada 14 dias para ajuste da dose.
Osbezerros lactentes entraram no experimento no 60° dia de vida. No vigésimo oitavo
dia de experimento os animais foram desafiados com uma estirpe de E. coli
categorizada com patotipo STEC/ETEC e utilizada no experimento (Anexo B). A
bactéria é autdgena da fazenda experimental da Embrapa Gado de Leite e foi
caracterizada molecularmente para os genes Sta, Stx e fimbria K99. Procedeu-se ao
desafio em dose Unica, via oral de 10'° UFC diluida em leite (Figura 4). No quinto dia
apods a infeccado experimental os animais foram sacrificados, para coleta dos tecidos:
medula 6ssea, timo, figado, bago, linfonodos mesentéricos cranial e caudal e linfonodo
ileo cecal, segmentos intestinais de duodeno, jejuno proximal, médio e distal, ileo,

cecoe colon para analises histopatologicas.



Experimento de
p campo

* 4 grupos de tratamentos

* 3-glucana nas doses:
*Grupo 1(G1) 12mg/kg ,
*Grupo 2 (G2) 36mg/kg,

* Grupo 3 (G3) 60mg/kg,

* Grupo 4 (G4)84mg/kg.

* Grupo controle (C) Omg/kg.
« 28 dias, via oral

* Coletas de sangue e fezes
para analises clinicas.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

3.2 NECROPSIA

Figura 4 — Delineamento experimental
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A eutanasia foi realizada em 6 animais de cada grupo por administragaointravenosa

de 0,1mg/Kg de cloridrato de xilazina como medicagao pré-anestésica, seguida de

administracao intravenosa de 25mg/Kg de tiopental sddico e uma vez constatada

auséncia de reflexo corneal, foi administrada solugao intravenosa de 150mg/Kg de

cloreto de sédio. Para a analise histopatoldgica foram coletadas amostras de Duodeno

(no inicio do intestino delgado), Jejuno proximal (2 metros apdsa coleta do duodeno),

Jejuno médio (1 metro apds a coleta do jejuno proximal), Jejunodistal (1 metro apds a

coleta do Jejuno médio), 1 amostra de ileo com placa de Peyer, 1 amostra de ceco, 1

amostra de coélon, e 1 amostra de cada um dos seguintes 6rgaos: linfonodo

mesentérico cranial, linfonodo mesentérico caudal, linfonodo ileo-cecal, baco, timo,

medula 6ssea esternal e figado (Figura 5).

3.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As amostras foram fixadas por 24h em solugdo de formol a 10%, logo apos,

fragmentos de 4mm de espessura foram selecionados para processamentohistolégico

com as seguintes etapas: fixagcdo em formol a 10%, desidratacdo em alcooletilico 70%,
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80% e 98%, clarificagdo em 3 banhos de xilol, infiltragdo por parafina liquida em 2

banhos e inclusdo em parafina (Figura 5).

Figura 5 — Representagcdo esquematica da coleta de material e processamento

histolégico.

Created in BioRender.com bio

1- materiais coletados do intetino delgado e colon, linfonodo, bago, figado, timo e
medula Ossea. 2- fixagdo em formol a 10%. 3 - Processamento histolégico. 4 —
inclusdo em parafina. 5 — Confecc¢ao de laminashistolégicas coradas em Hematoxilina
—eosina. 6 — analise de laminas, estatistica e fotografias. Fonte: Elaborado pela autora
(2024).

34 COLORACAO POR HEMATOXILINA-EOSINA

Foram realizados cortes de 4 micrometros de espessura. Os cortes foram

desparafinados em estufa 60°/C € em seguida clarificados em 3 banhos em xilol ¢
hidratados em agua destilada. A coloragcdo se deu com solugdo de hematoxilina de
Harris por 6 a 10 minutos, lavagem em agua corrente por 5 minutos e

contracoloragdocom eosina por 2 minutos. Procedeu-se a desidratacdo em 3 banhos
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de alcool absoluto, clarificagdo em 3 banhos de xilol e montagem com verniz e

laminula.
3.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Todas as analises histopatologicas foram realizadas com esquema cego, paraevitar
influéncia de interpretagéo da patologista. Foi realizada uma analise semiquantitativa
e afim de padronizar a analise morfologica foi elaborado um protocolo (Anexo B) em
que as alteragcbes foram graduadas pelo método de scores (Anexo C) baseado nos
trabalhos de HALL et al., 1988; BERG et al., 1996 e DIELEMAN et al., 1998.

3.5.1 Parametros das analises de duodeno, jejuno, ileo e célon

Foram realizados trés cortes histologicos de duodeno, jejuno e ileo e 1 corte das
demais areas coletadas e submetidos a analise por escores. As amostras de duodeno,
jejuno, ileo e colon foram analisadas sob 7 aspectos (Tabela 1, Figuras 6 e 7) que
poderiam estar presentes avaliando-se toda a superficie de corte de tecido presente

na lamina histolégica.
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Tabela 1- Aspectos morfoldgicos analisados nas amostras de duodeno,

jejuno, ileo e cdlon e scores utilizados para classificar as alteragdes.

Aspectos morfolégicos

Presenca  de infiltrado
linfoplasmocitario em lamina proépria
Profundidade do infiltrado
nascamadas da

parede intestinal

Resposta inflamatdria aguda

Presenca de fibrina
Presenca de hemorragia

Presenca de necrose

Regeneracdo da mucosa

Escores

1- normal, 2- focal e 3- difuso

1-mucosa, 2-submucosa, 3-
muscularpropria, 4-
subserosa, 5- serosa

1- ausente, 2- presenca de neutrofilos na
lamina propria, 3- microabscessos de
criptas, 4- erosdo, 5- pseudomembrana,

6-ulcera e 7- perfuracao
1- ausente, 2- presente
1- ausente, 2- leve, 3- franca

1- ausente, 2- focal, 3- extensa

superficiale 4- extensa profunda

1- ausente, 2- focal e 3- extensa

Aspectos da Placa de Peyer1- normal, 2- hiperplasia linféide e 3-

(exclusivodas amostras do ileo)

presenca de microabscessos



Figura 6 — Representagdo esquematica de mucosa de intestino delgado.
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A — ilustragdo das camadas da parede intestinal (mucosa, submucosa, camada

muscular e serosa). B — ilustragao das células participantes da resposta inflamatdéria

aguda e seus efeitos de necrose e hemorragia. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para avaliar o impacto global destas alteragcbes sobre a saude animal elaborou-se o

indice de necrose intestinal total (INI) e o indice de saude intestinal (ISI). O INI foi

gerado calculado somando-se os escores de necrose de todos os segmentos do

intestino delgado com os valores do ceco e do célon de cada animal. Adicionalmente,o

ISI foi calculado, somando-se os escores INI da cada animal, aos escores de

microabscessos e hiperplasia da Placa de Peyer atribuindo para a presenca destes

dois ultimos os valores de -2 e -1 respectivamente. Isso ocorre pois ambos estdo

relacionados a uma efetiva resposta imune durante o enfrentamento da infecgéo.



Figura 7 —Representagao esquematica da parede do ileo

com Placa de Peyer.
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Foliculos linféide constituintes da Placa de Peyer e os microabscessos. Fonte:

Elaborado pela autora (2024).

3.5.2 Parametros das analises de linfonodos, bacgo, timo e medula éssea

Na analise dos ¢6rgdos linféides buscou-se observar alteracbées relacionadas ao

padrao de ativagao do sistema linféide bem como os tipos celulares envolvidos (Tabela

2, Figuras 8,9, 10 e 11).
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Tabela 2 - Aspectos morfoldgicos analisados nas amostras de linfonodos,

baco, timo e medula 6ssea e escores utilizados para classificar as alteragdes.

Orgaos

Linfonodos

Baco

Timo

Medula 6ssea

Celularidade global

Linfécitos

Maturagcdo granulocitica, eritroide

megacariocitica

Escores

1- hipoplasia linfoide, 2- hiperplasia de
padrao folicular, interfolicular ou sinusal,
3- presencga de neutrofilos e eosindfilos e

4- necrose.

1- normalidade, 2- hiperplasia de padrao
folicular, 3- hiperplasia de padrao
interfolicular ou sinusal, 4- hipoplasia
linfoide, 5- necrose, 6- presenga de
neutrofilos, 7- presenga de eosindfilos, 8-

presenga de granulomas

1- normal, 2- hiperplasia medular, 3-
hiperplasia cortical, 4- involugdo timica,
parénquimaliposubstituido, 5- necrose, 6-
presenga de neutrofilos, 7- presenga de

eosindfilos e 8- presengade granulomas.

0 a de ocupaca dos espacgos
100% o]

intertrabecul

ares

1- presente, 2- ausente

e1- alterada, 2- normal
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Transformacgao gelatinosa de 1- presente, 2- ausente
(depdsito mucopolissacarides
extracelular; BOHM, 2000)

Fibrose 1- presente, 2- ausente

Granuloma 1- presente, 2- ausente,

Figura 8 — Representagédo esquematica do linfonodo e

do foliculo linféide.
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A: regides do linfonodo (cortical, medular, sinusal e
interfolicular). B: foliculo linféide e as células presentes em
cada uma das regides. Fonte: Elaborado pela autora (2024).



Figura 9 — Desenho esquematico do bago.
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Polpa vermelha é bastante vascularizada possuindo na uma rica
rede de sinusoides preenchidos por hemacias. Polpa branca
possuiagregados linfoides semelhantes aos foliculos linfonodais
porém possuem uma artéria central (*). Fonte: Elaborado pela
autora (2024).
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Figura 10 — Representagao esquematica do timo.
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O timo possui a regido cortical onde encontram-se os linfécitos T imaturos que,
interagindo com as células reticulares, expressardo CD4 e CD8 e sofreréo
selecdo positiva aqueles que se ligarem ao MHC ou sofrerdo apoptose aqueles
que néo se ligarem ou ligarem fracamente. Na regido medular, expressando
isoladamente CD4 ou CDS8 e interagindo com as células epiteliais, sofrerdo
selecdo negativa aqueles que reagirem a antigenos proprios sendo entédo

eliminados por apoptose.Fonte: Elaborado pela autora (2024).

39



40

Figura 11 — Representagao esquematica da medula 6ssea.
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A medula 6ssea possui os precursores mieldides que chegardo a fase madura e

circulardo pelo sangue e os linféides que se encaminharédo para o timo (linf. T) e

linfonodos (linf. B). Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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3.5.3 Parametros das analises do figado

No figado foram avaliadas alteragdes relacionadas ao comprometimento do
parénquima hepatico lobular, espaco porta e veia centrolobular por infiltrado
delinfécitos, eosindfilos e neutréfilos, alteragdes dos hepatdcitos, da secregao biliar e

alteragdes em vasos (Tabela 3, Figura 12).

Tabela 3 - Aspectos morfoldgicos analisados nas amostras de figado

Aspectos morfologicos Scores

Infiltrado linfoplasmocitario, 1- presente ou 2- ausente
neutrofilico e eosinofilico

portal

Infiltrado linfoplasmocitario, 1- presente ou 2- ausente
neutrofilico e eosinofilico

lobular

Esteatose macrovesicular ou1- presente ou 2- ausente

microvesicular

Balonizagao 1- presente ou 2- ausente
Colestase 1- presente ou 2- ausente
Venoclusao ou vasculite 1- presente ou 2- ausente

Granuloma 1- presente ou 2- ausente
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Figura 12 - Representagao esquematica do figado.
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O parénquima hepatico é constituido por I6bulos contendo hepatdcitos
organizados em trabéculas permeadas por ductulos biliares e sinuséides
que desembocam de um lado na veia centrolobular e por outro na veia
existente nos espacos portas que contém também uma artéria e o ducto

biliar. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
3.6 ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade dos residuos foram por meiodo
teste de normalidade Shapiro-Wilks. Os tratamentos foram contrastados dos pelo
teste Kruskal-Wallis e, quando identificada a existéncia de diferencas, a verificagao
designificancia estatistica foi avaliada pelo teste de DUNN’s. Quando possivel,
foirealizado o calculo da estatistica da mediana, a qual leva em consideracédo a
natureza ordinal dos dados. Todos os procedimentos inferenciais foram realizados ao
nivel nominal de 5% de significancia e para manter esse nivel de significancia global,
quando necessaria, foi utilizada a correcdo de Bonferroni. Todas as analises

estatisticas foram realizadas com o software livre Past (Hammer et al., 2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos primeiros dias de vida, grande parte da nutricdo e prote¢do imunoldgica dos
bezerros recém-nascidos provem do colostro. As primeiras 72 horas de vida do
bezerro sdo criticas no processo de transferéncia e estabelecimento da imunidade
passiva, nesse periodo, a alta permeabilidade intestinal permite que as
imunoglobulinas, citocinas e leucécitos presentes no colostro sejam absorvidas para
compor as defesas dos recém-nascidos nos primeiros meses de vida (Chase et al.,
2008; Lopez et al., 2022; Novo et al., 2017). Do ponto de vista imunoldgico, no primeiro
més de vida, o bezerro € altamente dependente da imunidade passiva para sua
sobrevivéncia, isso ocorre porque apesar de possuir todos os componentes do
sistema imune, muitos ainda ndo estao funcionais (Chase et al., 2008; Lopez et al.,
2022). A medida que o tempo passa, os componentes do sistema imune vai
amadurecendo e o0 recém- nascido entra em contato com antigenos ambientais para
formar sua imunidade adquirida e, com isso, a importancia da imunidade passiva vai
perdendo relevancia na imunidade “global” do bezerro (Lopez et al., 2022). Neste
contexto, a fungdo dos neutréfilos vai melhorando gradativamente até os 5 meses
deidade, quando atinge os mesmos niveis um bovino adulto (Chase et al., 2008).
Segundo os autores, ha uma janela imunologica de alta suscetibilidade a infecgbes
eresposta a vacinais menos pronunciada. Em adi¢cdo, nesse periodo de vida dos
bezerros, da mesma forma que o sistema imune ainda ndo esta maduro, a mucosa
intestinal também nao esta totalmente desenvolvida, o que eleva ainda mais
sensibilidade dos animais frente ao contato com microorganismos patogénicos
durante o periodo de desmame (Silva et al., 2023). Assim, considerando a
vulnerabilidade intrinseca do sistema imune de bezerros durante o periodo de
desmame, estimular sua capacidade de resposta imunologica com o auxilio de
imunomoduladores é uma estratégia promissora para promover a redugéo de uso de
antibidticos e a saude de bezerros nesta etapa da criagdo. Conforme previamente
abordado na revisao de literatura, a beta-glucana apresenta grande potencial para
promover a melhorias na capacidade de resposta imune, em especial na resposta
imune inata. Em fungao disso, seu uso como imunomodulador tem potencial para
contribuir para a reducdo do uso de antibidticos nessa fase da criacdo. Entretanto, o
uso oral da beta-glucana em individuos saudaveis ndo induz a produgéo de alteragbes

sistémicas evidentes nos parametros imunoldgicos, o que dificulta a definicdo da dose
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de uso desse biopolimero (Murphy et al., 2020). Para contornar esta dificuldade, a
realizacdo de desafios experimentais com patégenos especificos podem favorecer a

identificacdo de respostas bioldgicas mais facilmente mensuraveis.

Especificamente, a E. coli € uma das principais bactérias patogénicas para bezerros
nos primeiros dias de vida, sendo que sua susceptibilidade a infecgcdo pode se
estender até o terceiro ou quarto més de vida (Acres, 1985; Dall Agnol et al., 2021; Ok
et al., 2009). Do ponto de vista epidemiologico, este patdgeno possui alta
transmissibilidade entre animais da mesma espécie e de espécies distintas, onde
animais infectados liberam altas concentragdes de bactérias em suas fezes por
periodos prolongados (Besser et al., 2001; Eldesoukey et al., 2022). A infec¢&o por E.
coli além do risco de morte e diminuicdo do desenvolvimento ponderal, tambémpode
impactar a saude animal como um todo, pois prejudica a fungdo imune, a alteraa
barreira intestinal, induz a producdo de lesbes teciduais facilmente identificaveis e
reduz a absorc¢ao de nutrientes (He et al., 2022). Em adig¢do, durante o processo de
estabelecimento da infecgao por E. coli, a resposta imune inata apresenta relevante
importancia em relacao a forma da manifestagao (assintomatica ou sintomatica) e na
velocidade de resolugao da infecgao (Long et al.,, 2010). Destarte, em funcédo da
facilidade de cultivo; da patogénese e tipos de lesdes causadas durante a infecgéao;
da importancia no sistema produtivo bovino; e do potencial zoonético, o uso da E. coli
em desafios experimentais de bezerros pode facilitar a identificacdo in vivo de
alteracdes histopatologicas que possam contribuir para definir doses efetivas para o

uso da beta-glucana em bovinos.

Dentro do nosso conhecimento, este foi o primeiro experimento do tipo dose resposta
em paralelo, no qual bezerros previamente tratados com diferentes doses debeta-
glucana foram desafiados com um patotipo de E. coli STEC/ETEC e as alteragdes
histopatoldgicas foram utilizadas para avaliar a capacidade de resposta dosistema
imune do animal. Para tanto, foram inicialmente avaliadas as alteragdes
histopatoldgicas intestinais causadas pela infeccdo e, na sequéncia, a fim de
observarreflexos nos o6rgdos sistémicos foram avaliadas as alteragdes

histopatoldgicas dos principais érgéos envolvidos na resposta imune.
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4.1  ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS INTESTINAIS

No intestino, foram avaliados o duodeno, o jejuno proximal, o jejuno meédio, o jejuno
distal, o ileo, o ceco e o colon distal. Neles, foram avaliadas a intensidade e a
profundidade nas camadas da parede onde o infiltrado inflamatdrio
linfoplasmocitariose localizava; sinais de resposta inflamatéria aguda; presenca de
depdsito de fibrina na serosa; intensidade de hemorragia e de necrose; sinais de

regeneragao da mucosa; e caracteristicas da Placa de Peyer, quando pertinente.

Nenhum animal apresentou presenca de fibrina na serosa ao longo de todo o intestino.
A presenca de fibrina na serosa foi avaliada como um dos parametros de graduacéo
da resposta inflamatoria, haja vista que em situagbes em que o acometimento
inflamatorio € intenso, pode ocorrer depdsito de fibrina como uma expresséo de um
comprometimento da cavidade peritoneal (Rotstein, 1992). Da mesma forma, ao longo
de todo o intestino, nenhum tratamento apresentou diferenga estatistica nos
parametros profundidade e intensidade do infiltrado inflamatério linfoplasmocitario.
Uma possivel explicagdo para a auséncia de diferenga nos parametros de
profundidade e intensidade do infiltrado inflamatério linfoplasmocitario pode ser
atribuida ao fato de que a resposta inflamatéria aguda é parte da resposta inata, é
imediata e ndo especifica. Inicia-se com recrutamento de neutréfilos e macréfagos
para o local de injuria devido a ligagao de receptores toll-like (TRLs) a mediadores
inflamatorios como os lipopolissacarides presentes na membrana celular de bactérias
Gram negativas como E. coli (Hannoodee et al., 2022). Assim, considerando-se a
patogénese da infecgéo intestinal por E.coli, a qual apresenta tipicamente as etapas
de aderéncia, replicacdo do patégeno, inflamacao intestinal e lesdao celular com
pronunciado infiltrado celular inflamatério (Govindarajan et al., 2020; Kaper et al.,
2004) o achado de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitarioem todos os segmentos
intestinais é coerente com o processo de infecgcdo gerado pela E. coli nos bezerros. E
importante destacar que o indculo de E. coli utilizado no experimento tenha sido um
pouco forte e tenha contribuido para nivelar algunsparametros entre os tratamentos.
De fato, essa observacdo estda em acordo com o reportado por Larzabal e
colaboradores (2020), onde relatam que um inéculo infeccioso de E. coli patogénica

contendo 10'° UFC ¢é considerado elevado para bezerros.

Ao longo do intestino delgado nenhum bezerro apresentou sinais de regeneragao

tecidual, por outro lado, quase que a totalidade dos animais apresentou infiltrado
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linfoplasmocitario difuso. Destaca-se que apenas dois animaisdo grupo controle e dois
do grupo 2 exibiram infiltrado inflamatério focal. Nestes animais as alteragcbes se
concentraram nos segmentos duodeno, jejuno proximal e jejuno médio, exceto em um
animal do grupo 2 cujas alteragdes ocorreram no jejuno distal e ileo. Exemplificando
as lesbes supradescritas, na figura 12 pode-se observar um infiltrado
linfoplasmocitario difuso e restrito a lamina propria, sem estender-se as demais
camadas da parede intestinal. Por sua vez, a figura 13 evidencia um infiltrado

linfoplasmocitario focal.

Figura 12 - Fotomicrografia representativa de duodeno de bezerros no quinto dia

posmfecgao experlmental por moculo de 1010 UFC de E. CO/I (STEC/ETEC)

Linha aéul V|den|a |nf|It-rado mflé_r'natorlo dIfUSO restrito a lamina propria,
sem atingir as demaiscamadas da parede intestinal (submucosa* e
muscular prépria**). Coloragdo HE, aumento 40X. Fonte: Elaborado pela
autora (2024).
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Figura 13 — Fotomicrografia representativa de jejuno proximal de bezerros no quinto
dia pos infecgao experimental por inéculo de 10'° UFC de E. Coli (STEC/ETEC).

.;;,." "'.
P v 3 :

A - infiltrado inflamafério ds

vilosidades (setas azuis, 10X). B - Detalhe do infiltrado
inflamatdrio comlinfocitos (L), plasmocitos (P), eosindfilos (E),
neutréfilos (N) e macréfagos (M) em lamina proépria (100X),
coloragao HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Ao avaliar os segmentos mais iniciais do intestino, i.e. o duodeno e o jejuno proximal,

nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os tratamentos para asdemais

variaveis. Em funcdo dos comportamento similar das alteragdes para as outras

variaveis, apenas os valores de inflamagdo aguda, hemorragia e necrose estao

apresentados na tabela 4.

Tabela 4- Ranqueamento de lesdes histologicas analisadas no quinto dia pos infecgéo

das secgdes do duodeno e jejuno proximal de bezerros tratados com beta-glucana por

28 dias nas concentragdes diarias de 0 mg/kg (Controle); 12 mg/kg (Grupo 1); 36

mg/kg (Grupo 2); 60 mg/kg (Grupo 3); e 84 mg/kg (Grupo 4) e desafiados

experimentalmente com indculo contendo 10'° UFC de E. coli (STEC/ETEC).

Parametro/
local

Controle + SD Gr1+SD Gr2+SD Gr 3+SD Gr4+SD
Duodeno
Resp. Infl.2 +0 2+04 240,44 2 +0.63 2+0,37
Aguda
Hemorragia 1+ 0,53 1,5+0,54 2 +0,44 1,5+0,54 2 +0,69
Necrose 3+0.69 2,5 10,54 310,44 3+x04 310,75
Jejuno proximal
Resp. Inf.2 +0 2+0 2 +0,54 2 +0.51 2 +0,53
Aguda
Hemorragia 1 +0,48 1,5 0,81 10,89 210,63 2 0,69
Necrose 3 +0.89 2,5 +0,81 30,44 3 10,51 3+0,57

Resp. Infl. Aguda: Resposta Inflamatdria Aguda

Tanto no segmento duodenal, quanto no jejuno proximal ocorreram poucas areas de

lesdes com neutrofilos em |amina prépria, hemorragia leve e necrose superficial

(Figura 14).



Figura 14 — Fotomicrogarfia representativa de lesdo em mucosa duodenal.

- ",_'.' ew

A - necrose na extremidade superficial dos vilos (seta azul), com

preservagao da parte profunda e das criptas (10X). B — detalhe da
necrose exibindo destruicdo doepitélio, debris celulares,
leucécitos e hemacias destacando-se para a luz intestinal (circulo
azul), aumento 40X, coloragdo HE. Fonte: Elaborado pela autora
(2024).
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Nesses segmentos, nos distintos tratamentos, notou-se poucas areas de lesdes com
neutréfilos em lamina propria, hemorragia leve e necrose superficial. A ocorréncia de
lesbes mais brandas nos segmentos iniciais do intestino se justificam pelo fato do
principal sitio de ligagdo da STEC/ETEC ser o intestino delgado, com tropismo mais
evidente para o segmento distal (Govindarajan et al., 2020). Isso ocorre por que a
por¢ao inicial do intestino delgado nao fornece uma condic¢ao ideal para a aderénciada
E. coli a mucosa intestinal. A aderéncia bacteriana na superficie da mucosa é
parteessencial para que ela exerga sua patogenicidade. Para tal, a ETEC possui
fatores decolonizagdo (FC) que sao polimeros proteicos filamentosos, chamados
fimbrias presentes na superficie bacteriana e que se ligam a receptores de
carboidratos do epitélio (glicoproteinas e glicoesfingolipides) através da sua porgao
final que contema adesina (Zhang et al., 2022). ASTEC/ETEC liga-se a glicoproteinas
e glicoesfingolipides da membrana epitelial celular do intestino delgado com especial
tropismo pelo epitélio relacionado a Placa de Peyer, ou seja, na porgao distal do
intestino (Zhang et al., 2022; Fitzhenry et al., 2022). Nessa regido, as células da
mucosa possuem receptores para moléculas de intiminas, Tir e fimbrias polares
longas (Lpf) presentes em espécies de STEC, através dos quais as bactérias ligam-
se as células M (Cordonnier et al., 2017; Fitzhenry et al., 2022; Hartland et al., 1999).
Tal condicdo favorece tanto a adesdo bacteriana, quanto sua apresentacaoa
macrofagos presentes na lamina prépria (Etienne- Mesmin et al., 2011).Nos
segmentos intestinais jejuno medial, jejuno distal e ileo, observou-selesbes mais
intensas onde ja se comeca notar diferenga entre os tratamentos. A figura 15
representa a fotomicrografia do segmento jejunal médio, no qual pode-se
visualizaruma resposta inflamatoria aguda pela presenga de células inflamatérias
(neutrdfilos) em lamina propria, com colecéo de células inflamatérias e debris celulares

formando microabscessos de criptas.



Figura 15 — Fotomicrografia representativa de lesdo em jejuno médio.

P M4 N B . ;

AR _\'\5_? e \ e

A - resposta inflamatéria aguda com colegao de células inflamatorias
e debris celulares formando microabscessos na luz da cripta (seta
azul, 10X). B - detalhe do infiltrado inflamatério (seta azul) com
linfécitos, plasmdcitos, eosindfilos, neutrofilos emacréfagos em
ldamina prépria e microabscessos (seta amarela) com debris
celulares na luz da cripta (40X). Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Ao avaliar estatisticamente os dados do jejuno médio, os valores de hemorragianao
apresentaram diferengas entre os tratamentos, contudo foram detectadas diferengas
entre tratamentos para as varaveis resposta inflamatéria aguda e intensidade de
necrose (Tabela 5). A resposta inflamatoria aguda do grupo 2 mostrou- se
estatisticamente mais intensa que no grupo controle (P<0,05), respectivamente
ranqueadas em 310,54 e 2 +0. Salienta-se, aqui, que o unico segmento intestinal
queapresentou diferenga nesse parametro foi o jejuno médio. Portanto é provavel que
setrate de um achado acidental. Todavia, ndo se pode descartar uma eventual agcao
da beta-glucana nesse aspecto. Isso se sustenta no fato da beta-glucana aumentar a
atividade antimicrobiana das células mononucleares e neutréfilos, de aumentar a
atividade funcional dos macréfagos, estimular a proliferagdo de mondcitos e
macrofagos e estimular a produgcdo de moléculas pro-inflamatorias (Barton et
al.,2016). Chama a atencéo que a resposta inflamatéria aguda no grupo controle foi
homogénea, com desvio padrao de 0 (zero), fato que também ocorreu como o grupo
controle nos segmentos duodeno e jejuno proximal (Tabela 4) e no ileo do grupo 1
(Tabela 7). Na maioria dos segmentos do grupo 1 e em todos os segmentos dos
grupos 2, 3 e 4 o desvio padrao do parametro resposta inflamatdria aguda apresentou
maior variabilidade. Este comportamento nos remete a pensar que a agédo da beta-
glucana sobre o sistema imune pode sofrer alguma influéncia da variabilidade
individual, haja vista que tanto as a¢des imunoldgicas quanto as vias de sinalizagdes
induzidas pela beta-glucana ainda ndo foram totalmente elucidadas (Chan et al.,
2009).
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Tabela 5: Ranqueamento de lesbes histolégicas analisadas no quinto dia pés infecgao
da seccgao jejuno médio de bezerros tratados com beta-glucana por 28 diasnas
concentracdes diarias de 0 mg/kg (Controle); 12 mg/kg (Grupo 1); 36 mg/kg (Grupo
2); 60 mg/kg (Grupo 3); e 84 mg/kg (Grupo 4) e desafiados experimentalmente com
indculo contendo 10" UFC de E. coli (STEC/ETEC).

Jejuno médio Controle + SDGr 1 +SD Gr2+SD Gr3tSD  Gr4+SD

Resp. 2A 10 2AB £0,75 3B+0,54 2,5AB%0,54 2AB+0,53
Infl.LAguda

Hemorragia 210,48 210,75 10,54 2 +0,75 2 +0,81
Necrose 3A 0,37 3A+0,4 3AB 10,83 4B 0,4 4AB +0,53

Letras distintas diferem entre si. P<0,05. Resp. Infl. Aguda: Resposta Inflamatdria

Aguda

Necrose é a morte celular que se da com o edema das organelas e ruptura da
membrana citoplasmatica com consequente liberacdo de moléculas que estimulam
aresposta inflamatéria. Ela acontece devido a uma injuria externa a célula geralmente
associada a um processo inflamatério onde produtos da resposta inflamatoéria vao
afetar a viabilidade celular e leva-la a morte. (Khalid et al., 2023). Na tabela 5 observa-
se que o grupo 3 apresentou intensidade de necrose mais elevada 410,4 (P<0,05) que
0s grupos controle e 1, respectivamente com resultados de 3+0,37 ede 31£0,4. Apesar
de ser o unico segmento intestinal onde se observa estatisticamente um aumento da
intensidade de necrose no grupo 3 em relagdo aos demais, de uma forma geral,
numericamente todos os tratamentos que receberam maiores doses de beta- glucana
(i.e.grupos 3 e 4) tendem a apresentar intensidade de necrose numericamente
maiores que o grupo 1, que se aproxima de um comportamento semelhante ao do
grupo controle. Uma possivel explicagdo para este padréo de resposta seria uma
estimulacédo exacerbada da resposta imune inata frente ao desafio bacteriano. Esta
hipétese se sustenta no fato de que a resposta imune inata faz parte da patogénese
da infeccao da E. coli do subtipo EHEC no intestino de bezerros experimentalmente

infectados, pois através da propria resposta imune contra a presencga da bactéria e
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sua toxina acontecem as lesdes epiteliais e nao s6 apenas pela agao direta da bactéria

ou da toxina (Larzabal et al., 2020).

Na figura 16 pode-se observar uma fotomicrografia de jejuno médio representativa do
grupo 3, o qual apresenta necrose frequentemente extensa e profunda, enquanto os
grupos controle e 1 apresentam necrose estrita a por¢gdo mais superficial dos vilos
(Figura 17).



Figura 16 — Fotomicrografia representativa de lesdo em mucosa de jejuno médio.

> e N S YW s

A - necros extensa pofunda: perda a oolgi viIosa e
disruptura da arquitetura até a profundidade (barra azul)
restando o 1/3 inferior da mucosa (barra vermelha) (4X). B -
Perda da morfologia das vilosidades, com debris celulares e
células inflamatérias, aspecto morfolégico da base das criptas
preservado com presencga de infiltrado inflamatério intenso (seta
azul)(10X).Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 17 — Fotomicrografia representativa de lesao superficial em

jejuno meédio

.a.-- ‘..‘ . : ‘. ." -:‘ "-‘ |

Necrose focal superficial com discreta destruicdo e destacamento do

epitélio da superficie vilosa (seta azul). Aumento 20X, coloracédo HE.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A fotomicrografia 18A representa o Segmento jejunal distal, onde foram observados
tanto animais apresentando tanto inflamatério agudo em lamina prépria com formacéao
de microabscessos de criptas, quanto individuos apresentando lesdesde necrose
superficial e hemorragia franca (18B).



Figura 18 — Fotomicrografia representativa de lesdo em jejuno distal.

formando microabscessos na luz das criptas (seta amarela).

(20X). B -—necrose superficial(seta azul) porém com
hemorragia franca (seta vermelha). Aumento 20X, coloragao
HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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No Segmento jejunal distal (Tabela 6) ndo se observou diferenca entre os grupos no
que diz respeito a resposta inflamatéria aguda. Contudo, o grupo 2 apresentou a
mediana de hemorragia menor (P<0,05) que o grupo 4, respectivamente de 1£0,5 e
3+0,95. Por sua vez, a intensidade de necrose nesse segmento intestinal foi menos
intensa no grupo 1 quando comparada com o grupo controle (P<0,05),

respectivamente com ranqueamento de intensidade de 3+1,03 e de 3,5+0,54.

Tabela 6: Ranqueamento de lesdes histoldgicas analisadas no quinto dia pos infecgéo
da secgao jejuno distal de bezerros tratados com beta-glucana por 28 diasnas
concentracgdes diarias de 0 mg/kg (Controle); 12 mg/kg (Grupo 1); 36mg/kg(Grupo 2);
60 mg/kg (Grupo 3); e 84 mg/kg (Grupo 4) e desafiados experimentalmente com
indculo contendo 10'° UFC de E. coli (STEC/ETEC).

Jejuno distal Controle £ SDGr1+SD Gr2+SD  Gr 3xSD Gr 4+SD

Resp 2,5+1,54 30,89 2,5+0.57 210,54 30,48
InflAguda

Hemorragia 2AB 0,75 1AB 0,54 1A +0,5 2AB+0,54 3B+0,95

Necrose 3,5A+0,54 3B+1,03 3AB+0,81 3AB+0.44 3AB+0,69

Letras distintas diferem entre si. P<0,05. Resp. Infl. Aguda: Resposta Inflamatdria

Aguda

O maior valor da mediana de hemorragia apresentado pelo grupo 4 pode ser explicado
pela acdo da beta-glucana sobre macréfagos, estimulando a produgédo de oxido
nitricosintetase que aumenta a formacgao de 6xido nitrico (Novak et al., 2008). O 6xido
nitrico € um potente vasodilatador venoso, diminuindo a resisténcia venosa e tem
efeito antiagregador plaquetario (Jin et al., 2010). Estes fatos em um contexto
inflamatadrio/infeccioso superestimulado poderiam provocar um maior extravasamento
de hemacias dos vasos sanguineos. Corroborando com esta argumentacgao, o indice
de hemorragia dos grupos 3 e 4, em todos os segmentos do intestino delgado, se

apresentaram numericamente maiores que os grupos controle, 1 e 2.

A figura 19A representa um corte histoldgico do grupo controle apresentando necrose
extensa profunda, enquanto que a figura 19B representa um corte histolégicodo grupo

G1, apresentando necrose extensa superficial.
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Figura 19 — Fotomicrografia representativa de lesao em jejuno distal

e disruptura da arquitetura vilosa

ao tecidual

-Destruig

A

caracterizando necrose extensa profunda (barra azul) (10X). B —

terizando uma necrose

icie carac

lio da superf

ao do epité

Destruic

extensa superficial (seta azul). Aumento 20X, coloragdo HE.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Por sua vez, a figura 20 representa uma area de transicdo entre o jejuno distal e o
inicio do ileo, onde sado evidenciadas células M em um epitélio sobrejacente a
umfoliculo linfoide da Placa de Peyer (figura 20A). Na figura 20B destaca-se um
microabscesso de na cripta no qual identifica-se destruicdo parcial do epitélio logo

acima de um foliculo linféide.
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Figura 20— Fotomicrografia representativa de uma area de transigcao

entre jejuno e ileo.

A - Estrutura do epitélio sobrejacente aos foliculos linféides da
Placa de Peyer, contendo as células M (seta azul), pelas quais
tanto a beta-glucana quanto a E.coli possuem afinidade (40X).
B - Formagao de microabscesso (seta amarela) na cripta com
destruicao parcial do epitélio (contorno vermelho) logo acimade
um foliculo linféide (seta vermelha), aumento 40X, coloragao
HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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O segmento distal do intestino delgado é o principal local de ligagdo da E.coli ao
epitélio (Fitzhenry et al., 2022; Zhang et al., 2022) bem como da beta glucana(NOVAK
et al, 2008), ambos com afinidade pelas células M epiteliais as
quaismorfologicamente estdo dispostas sobre o tecido linféide da Placa de Peyer.
Essa condi¢ao pode ter favorecido a identificacdo do efeito da beta-glucana mitigando
a intensidade da necrose do grupo 1 em relagdo ao grupo controle tanto no jejuno
distalquanto no ileo (discutido adiante). Comumente, a intensidade da enterocolite
necrosante decorrente da agdo da E. coli € consequéncia de somatério de fatores
vetoriais com forgcas opostas, os quais se destacam na capacidade imune do
hospedeiro e na capacidade da bactéria em se aderir a superficie da mucosa, invadire
lesar as células do hospedeiro e de se multiplicar (Kaper et al., 2004; Zhang et al.,
2022).

De fato, a beta-glucana pode se ligar tanto a toxinas, quanto a bactérias patogénicas
mitigando, assim, um efeito deletério para o hospedeiro (Takalloo et al., 2023). Todavia
este efeito mecéanico produzido pela beta- glucana nao parece ser o principal
mecanismo que favoreceu a redugéo da intensidade da necrose no grupo 1, haja vista
que os grupos 2, 3 e 4 receberam doses superiores, chegando a uma concentragéo
de beta-glucana sete vezes superior. Por outro lado, a beta-glucana possui uma
conhecida capacidade imunomodulatoria que pode explicar a reducao da intensidade
de necrose identificadas tanto no jejuno distal, quanto no ileo. Apesar dessa agéo
sobre o sistema imune ndo ser totalmente elucidada, ele ocorre mediada pela
interacdo do biopolimero em diferentes intensidades com os receptores celulares
Dectin-1; CR3; TLR2 e 4; e lactosilceramida 2 e 6 (Sonck et al., 2010). Em um contexto
geral, a beta-glucana ativa e aumenta a atividade antimicrobiana das células
mononucleares e neutrofilos, aumentam a atividade funcional dos macrofagos,
estimulam a proliferagcdo de mondécitos e macréfagos e estimulam a producéo de
moléculas pré-inflamatérias, como por exemplo componentes do complemento,
interleucina ( IL)-1a/B, TNF-a, IL-2, interferon (IFN)-y, eicosandides, IL-4 e IL-10
(BARTON et al., 2016).

Os estimulos supracitados da beta-glucana sobre o sistema imune s&o importantes
para compreender os mecanismos pelos quais o grupo 1 apresentou menor

intensidade de necrose. Isso, porque, os niveis aumentados de citocinas pro-
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inflamatadrias estdo associados a resolugéo mais rapida das infecgdes por E. coli (Long
et al., 2010). Em adi¢do, imunidade treinada induzida pela beta- glucana,
podepromover uma ativagdo global dos macrofagos ao invés de uma simples
diferenciacdoem M1 e M2 (Bhattarai et al, 2022). Por sua vez, o processo de ativagéo
das células fagocitarias consiste em varios processos interligados, incluindo aumento
da quimiocinese, quimiotaxia, migragao de macrofagos e neutrofilos para particulas a
serem fagocitadas, degranulagéo levando ao aumento da expressao de moléculas
ligantes na superficie, adeséo ao endotélio e migracdo de macrofagos para os tecidos
(Novak and Vetvicka, 2008). Nesse caso, é importante destacar que o recrutamentoe
a presencga de neutrdfilos e células macrofagos fazem parte da resposta imune inata
e sao mandatérios para eliminar uma infecgdo intestinal (Wéra et al., 2016), e o
acumulo de neutréfilos na luz das criptas intestinais forma os microabscessos.
Normalmente estes microabscessos neutrofilicos intestinas estdo associados a
atividade da resposta inflamatéria contra um patégeno, no caso de infecgao bactéria
(Talmon et al., 2017). Por sua vez, a presenga de neutréfilos no lumem das criptas foi
descrita no contexto da resposta inflamatéria aguda em bezerros infectados por E.coli
produtora de shigatoxina (Larzabal et al., 2020). Assim, € interessante observarque ao
longo do trato gastrintestinal houve um aumento na frequéncia de ocorréncia tanto de
microabscessos neutrofilicos que formam coleg¢des de neutrofilos na luz das criptas,
como também aqueles chamados de microabscessos apoptéticos que possuem
restos de células epiteliais apoptoticas (figuras 18 e 20). Destaca-se visualmente, que
0s animais que receberam beta-glucana apresentaram uma maior frequéncia de
microabscessos. Especificamente o parametro de microabscessos sera discutido

adiante.

O segmento ileo é o segmento do intestino delgado onde se encontra a Placa de
Peyer, que € uma grande formagdo de agregados de foliculos linféides em intimo

contato com as células epiteliais da mucosa intestinal (Figura 21 e 22).



Figura 21 — Fotomicrografia representativa da Placa de Peyer em ileo.

A - grandes foliculo Iiféide.s agregados (seta amarea) em
estreito contado com o epitélio sobrejacente (4X). B - foliculos
linfoides com centros germinativos reativos exibindo uma grande
quantidade de macréfagos (setas amarelas) com corpos tingiveis
(debris celulares fagocitados, mostrado no detalhe superior a
direita)e estrutura algo triangular contendo as células M (seta
vermelha). Aumento 20X, coloragdo HE. Fonte: Elaborado pela
autora (2024).
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Figura 22 — Fotomicrografia representativa de microabscessos

em Placa de Peyer

— Cripta com colegao de neutrofilos e deris celulares
formando microabscessos (seta azul) projetando-se para
dentro da Placa de Peyer (4X). B —Diversos microabscessos
(setas amarelas) com debris celulares nas luzes das criptas
estendendo-se aos foliculos linféides. Aumento 4X, coloragdo
HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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O padrao de ranqueamento de lesdes do ileo (Tabela 7) se assemelha ao jejuno distal,
diferindo apenas na intensidade de hemorragia, onde os grupos 1 e 2 (valor de 110
para ambos) apresentaram hemorragias menos intensas (P<0,05) que os grupos 3 e
4 (valores respectivos de 240,51 e 1,5+0,81). Por sua vez, no parametro de necrose
o grupo controle (3+0,37) continuou apresentando mais intensa que o grupo 1 (2+0,44)
(P<0,05), contudo nesse segmento, o grupo 4 (2,51£0,54) também diferiu do controle
(P<0,05). Os mecanismospelos quais a beta-glucana pode reduzir a intensidade de

necrose foram discutidos segmento jejuno distal.

Tabela 7: Ranqueamento de lesées histolégicas analisadas no quinto dia pés infecgao
da seccéo ileal de bezerros tratados com beta-glucana por 28 dias nas concentragdes
diarias de 0 mg/kg (Controle); 12 mg/kg (Grupo 1); 36 mg/kg (Grupo 2); 60 mg/kg
(Grupo 3); e 84 mg/kg (Grupo 4) e desafiados experimentalmente comindculo
contendo 1010 UFC de E. coli (STEC/ETEC).

lleo Controle + SD Gr1+SD  Gr 2+SD Gr3+SD Gr4 +SD
Resp  Infl3 £1 310 30,5 30,4 30,51
Aguda

Hemorragia 1AB +0,37 1A 0 1A 0 2B+0,51  1,5B+0,81
Necrose  3A 0,37 2B +0,44 2,5AB+0,95 3AB10,75 2,5B+0,54

Letras distintas diferem entre si com P<0,05.

Conforme ja abordado, se por um lado a beta-glucana pode induzir a producao de
oxido nitrico e acao antiplaquetaria potencializando o extravasamento de
hemaciasdos vasos sanguineos (Jin et al., 2010), por outro a beta-glucana também
apresenta um efeito anti-inflamatorio. Em cultura de células a beta-glucana foi capaz
de modular negativamente a producao de citocinas inflamatérias como por exemplo o
oxido nitrico, TNF-a e IL6 em macrofagos estimulados com LPS (Jo et al., 2010).
Baseado na co-incubagédo de macréfagos ativados com beta-glucana de ligagdes (1-
3)(1-6), afosforilacdo de p38 MAPK foi inibida, com isso, a produgédo de citocinas
inflamatoérias como TNF-a, IFN-g, IL8, IL2 e IL12 foram diminuidas (WANG et al.,
2014). In vivo, o efeito anti-inflamatoério e analgésico da beta-glucana foi testado em

ratos provocadospelo modelo de inje¢cdo de acido acético intraperitoneal. Observou-
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se marcada reducgao, dose dependente, dos parametros inflamatérios e analgésicos
de 82+6% com a dose média de 1,19mg/kg e de 85,5+5% com dose de 3mg/kg,
demonstrando, assim, potente agdo anti-inflamatoria e analgésica (Smiderle et al.,
2008). Também in vivo, porém com modelo de peritonite murino, demonstrou-se que
a beta-glucana apresentou capacidade de diminuir as citocinas IL1 e INF-g em lavado
peritoneal, permitindo uma atribuicdo farmacoldgica de atividade antiinflamatoria a
beta-glucana (Queiroz et al., 2010). Ja em modelo de doenga inflamatoria intestinal,
Nishitani e colaboradores (2013) demonstratam atividade anti-inflamatoria da beta-
glucana, commarcada diminuicdo da expressao do receptor de TNF-a (TNFR1) e
consequente inibicdo da via do NF-kB e diminuigdo da expressao do gene de IL8.
Apesar de n&o estar muito claro o efeito pré-inflamatorio/anti-inflamatério durante a
infeccdo por E. coli, os dados encontrados até o momento sugerem que o equilibrio
pré- inflamatoério/anti-inflamatério possa ser influenciado pela dose de beta-glucana.
Corrobora com esta hipétese o fato da beta-glucana promover grande atividade pré
eanti-inflamatéria em macrofagos treinados, nesse caso, a reprogramacéao do fenétipo

dos macrofagos pode ser dependente de receptores TLR4 (Bhattarai et al, 2022).

Nao foi identificada nenhuma diferenga entre os tratamentos nos parametros do ceco
e do colon (Tabela 8). Apesar de néo ter sido identificada diferenga estatistica é
importante relatar que nenhum animal do grupo controle apresentou alteragdes
histologicas compativeis com regeneragao tecidual no ceco ou colon. Por outro lado,
todos os tratamentos que receberam beta-glucana apresentaram pelo menos um
animal com alteragdes compativeis com regeneragéo tecidual nesses segmentos,
com destaque para os grupos 2 e 4 que apresentaram dois animais cadacom estas

alteracgdes.
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Tabela 8: Ranqueamento de lesdes histolégicas analisadas no quinto dia pés infecgao
das secgdes ceco e célon de bezerros tratados com beta-glucana por 28 dias nas
concentracgdes diarias de 0 mg/kg (Controle); 12 mg/kg (Grupo 1);36 mg/kg(Grupo 2);
60 mg/kg (Grupo 3); e 84 mg/kg (Grupo 4) e desafiados experimentalmente com
indculo contendo 10" UFC de E. coli (STEC/ETEC).

Parametros/loc Controle + SD Gr 1 +SD Gr2+SD Gr3+SD Gr4+SD
Ceco

Resp Infl. Aguda2 +0,95 2+0,63 2+0,57 2+0,4 2+1,38
Hemorragia 210 210 20 20 210
Necrose 110,37 110 1+0 110 110,53
Célon distal

Resp Infl. Aguda2 +0,89 2,5+0,81 310,83 410,89 2+1,1
Hemorragia 20 210 20 20 2 10
Necrose 110,48 110 1+0 110 110,37

As alteracdes histoldgicas observadas em ambos os segmentos foram discretas e com
maior frequéncia representada principalmente pelos neutréfilos em lamina propria com
poucos microabscessos e erosdes (Figura 23). Estas lesdes mais discretas sao
compativeis com a acédo da infeccdo por E. coli (STEC/ETEC) utilizada no
experimento. 1sso, porque, apesar do ceco e do colon ndo serem a regido de maior
tropismo da bactéria utilizada no experimento, a E. coli pode colonizar e causar

lesdesno ceco e do colon de bezerros (Larzabal et al., 2020).



Figura 23 — Fotomicrogafia representativa de lesées em célon.

A — Resposta inflamatdria restrita a mucosa com neutrofilos na

lamina prépria e necrosefocal (4X). B — Infiltrado inflamatério com
linfécitos, plasmécitos, eosindfilos, neutrdfilos e macréfagos em
ldamina propria com necrose focal (seta azul). Aumento 20X,
coloragao HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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A presenga de microabscessos foi avaliada em todos os segmentos do
sistemadigestivo conjuntamente. Na figura 24, observa-se que a probabilidade de
ocorrénciade microabscessos no grupo 1 é significativamente maior que o grupo
controle. Adicionalmente todos animais que receberam beta-glucana apresentaram
resultado de valores numéricos maiores que o0 grupo controle nessa variavel. Cabe
destacar queo grupo 4 foi borderline em relagéo a detecgao de diferenca estatistica

ao grupo controle (P=0,0509).

Figura 24: Probabilidade de ocorréncia de microabcessos em amostras ao longo do
Intestino delgado de bezerros tratados com beta-glucana por 28 dias nas

concentragdes diarias de 0 mg/kg (Controle); 12 mg/kg (Grupo 1); 36

mg/kg (Grupo 2); 60 mg/kg (Grupo 3); e 84 mg/kg (Grupo 4) e desafiados
experimentalmente com indculo contendo 10" UFC de E. coli (STEC/ETEC). Letras

distintas diferem entre sicom P<0,05 pelo teste de Dunn’s com protecao de Bonferroni.
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0.3
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0.1
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Fonte: Elaborado pela autora (2024

ra

A formagao de abcessos e microabscessos muitas vezes sdo associadas com o
processo de cronificagdo de uma doenca. Contudo, nem sempre a formacao
dessasestruturas apresentam consequéncias imediatas clinicamente negativas, isso
por que, os abcessos/microabsecessos apresentam um papel relevante no controle
de infecgbes por E. coli e muitas vezes passam desapercebidos nas avaliagdes
clinicas (Hullahalli et al., 2023). Segundo os autores a presenga de grande quantidade
de microabscessos em um processo infeccioso pode ser benéfica, haja vista que a

grandes quantidades de células imunes que criam um abscesso podem aumentar a
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imunidade adaptativa a infec¢do, o que sugere que, desde que os abscessos sejam
eventualmente eliminados, eles podem ter efeitos positivos para o hospedeiro. Ao
longo do sistema digestivo ocorrem dois tipos de microabscessos de cripta, o
microabscessos de cripta neutrofilico e o apoptdtico. Especificamente no caso dos
abcessos de criptas neutrofilicos, traduzido por uma colecdo de neutrdfilos
respondendo contra uma um processo inflamatério ativo, como por exemplo uma

infecgdo bateriana. (Talmon et al., 2017).

Considerando a génese dos microabscessos, quando a E. coli entra em contatocom
células do sistema imune, sinaliza via receptor TLR4 para promover o influxo de
células imunes inatas (Hullahalli et al., 2023). Isso, porque, o receptor TLR4 queé um
PRR (receptor de reconhecimento de padrdo), e tem agdo importante na resposta
imune, principalmente no recrutamento de neutréfilos (Zaatout et al., 2022). Os
neutréfilos sdo as primeiras células da imunidade inata a serem recrutadasfrente a
uma infecgédo e sua presenga é imprescindivel para eliminar um patogeno (Wéra et
al., 2016). No caso de infec¢des entéricas, sua fungdo € extinguir microorganismos
que estejam na luz intestinal ou que atravessem a barreira epitelial e invadam a
mucosa (Honda et al., 2018). Em infec¢des experimentais de camundongos por E.
coli, o estimulo do TLR4 €& determinante para a formacdo de abcessos e,
camundongos knockout para o gene TLR4 n&o sobrevivem a infecgdo bacteriana
(Hullahalli et al., 2023). De uma forma geral, os receptores TLR4 sao importantes para
a formacdo de abcessos em modelos murinos, contudo o estimulo de outros
receptores de reconhecimento de padrdes (e.g. TLR2) também participam no controle
da infeccao por E. coli e na formacao de abscessos durante a infec¢ao invivo por E.
coli (Ferraz et al., 2011; Hullahalli et al., 2023).

As primeiras reagdes imunes inatas no intestino infectado séo criticas na patogénese
da infecg&o por E. coli em bovinos. Em bezerros o receptor TLR4 tambémapresenta
papel relevante no processo de infecgao intestinal por E. coli (Larzabal et al., 2020).
Segundo os autores, animais que permaneceram mais tempo positivos para
isolamento de EHEC O157:H7 apresentaram redugao da expressao genica de TLR4
no ileo e no colon. Em adig¢ao, bezerros experimentalmente infectados com EHEC
0157:H7 apresentam robusta presenca de microabscessos neutroffilicos em resposta
a infeccao (Coura et al., 2014; Larzabal et al., 2020). Dentro destes contexto,

considerando que a atividade imunomoduladora da beta-glucana é determinada pela
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co-ativagao extracelullar dos receptores dectina-1, TLR2, TLR4 e TLRS (Kanjan et. al,
2017), e que de acordo os autores, ao estimular os TLR2 e TLR4, a beta-glunana
particulada também ativa importantes vias regulatorias imunolégicas e modula a
expressao genica do fator nuclear kappa B (NF-kB). Assim,é razoavel assumir o uso
da beta-glucana explique a maior probabilidade de ocorréncia de microabscesso do

grupo 1 em relagao ao grupo controle.

Aintensidade e a extensao das lesdes necréticas apresentam uma relagao direta com
prognostico e a velocidade de cura da diarreia em bezerros. Assim, para estimar a
extensdo e a intensidade das lesdes necréticas ao longo do intestino, foi utilizado o
indice de necrose intestinal (INI). O INI de cada unidade experimental foi conseguido
pelo somatério do ranqueamento da intensidade da lesdo de necrose de cada
segmento do intestino avaliado. Em paralelo, para uma avaliagdo mais ampla, para
cada unidade experimental também foi estimado o indice de saude intestinal (ISlI), o
qual foi gerado pelo somatério dos parametros de todas a variaveis avaliadas. Para
ambas as variaveis, quanto menor o valor obtido pelo INI ou ISI, melhor sera a
condicao de saude do intestino do bezerro. Os valores médios de INI e ISI podem ser

visualizados na tabela 9.

Tabela 9 - indice de necrose intestinal (INI) total e indice de saude intestinal (ISI) de
bezerros tratados com beta-glucana por 28 dias nas concentragdes diarias de 0 mg/kg
(Controle); 12 mg/kg (Grupo 1); 36 mg/kg (Grupo 2); 60 mg/kg (Grupo 3); e 84mg/kg
(Grupo 4) e desafiados experimentalmente com inéculo contendo 10'° UFC de E. coli
(STEC/ETEC).

indice Controle + SD  Gr1+SD Gr 2+¢SD Gr 3+SD Gr 4+SD

INI 17,5 £2,31A 14,5+1,05B 16+2,58AB  18+1,52A 18+1,72A

ISI 16,5+2,49A 13 +1,67B 15+2,3AB 16,4+1,94A  17+2,42A

Letras distintas diferem entre si com P<0,05.

Tanto para o INI, quanto para o ISIl, o Grupo 1 mostrou-se significativamente menor
que os grupos controle, Grupo 3 e Grupo 4 (P<0,05). Avaliados de forma conjunta, o
comportamento de ambos os indices, indicam que a administracao diaria de beta-
glucana na dosagem de 12 mg/kg por um periodo de 28 dias (Grupo 1) reduzos efeitos

negativos da infecgao intestinal provocada pela E. coli. Apesar de n&o ter realizado
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um estudo dose-resposta com leitdes, Zhou e colaboradores (2016) demonstraram
que a beta-glucana diminui o dano intestinal causado pela ETEC e melhora a

performance do crescimento e da saude intestinal.

Baseado na extensa revisao de literatura supra citada, os melhores indices de INI e
ISI do grupo 1 em relagdo aos demais pode ser explicado por um incremento
nacapacidade de resposta do sistema imune dos bezerros grupo 1. Por outro lado, o
aumento da dose de beta-glucana (G3 e G4) resultou em pioras nos parametros
avaliados em relacéo ao grupo 1, remetendo a um comportamento dose-resposta do
tipo grafico em formato de parabola. Esse aumento das lesdes em fungéo
dosaumentos da dose de beta-glucana nos tratamentos G3 e G4 pode ser fruto de um
somatério de vetores, em especial o vetor acdo bacteriana sobre o tecido animal e
dovetor resposta exacerbada do sistema imune frente a agdo da bactéria que pode

gerarlesao tecidual.

O mecanismo pelo qual maiores doses de beta-glucana reduzem o INI e ISI s&o
dificeis de serem explicados, mas como previamente reportado, a beta- glucana pode
promover grande atividade pré e antiinflamatéria em células do sistema imune e, o
fendtipo dessas células parece ser dependente do tipo e da intensidade de estimulo
que os receptores do sistema imune recebem. Interessantemente,macréfagos podem
adquirir um tipo de memoaria imune inata, conhecida como imunidade treinada que é
caracterizada por nao ser antigeno- especifica e por uma resposta intensa de citocinas
a diversos estimulos patoldgicos. Além disso a imunidade treinada induzida por beta-
glucana, pode promover uma ativagao global dos macréfagos ao invés de uma simples
diferenciacdao em M1 e M2 (Bhattarai et al., 2022).

A interagdo da beta-glucana com os receptores Dectina-1, TLR2, TLR4 e TLRS
estimulam a producdo de citocinas pro-inflamatdrias por células fagocitarias, como
exemplo componentes do complemento, IL-1a/B, TNF-q, IL- 2, IFN-y e eicosandides,
bem como IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10 (Kanjan et. al, 2017; Vannucci et al., 2013). De forma
complementar, existe uma agao sinérgica entre o principal receptor de beta- glucana
a Dectina-1 e o receptor TLR4, com um efeito regulatério em células dendriticas
aumentando a produgcao de citocinas pro-inflamatérias IL-23, IL-4, IL-6 e TNF-a
(Sahasrabudhe et al., 2016). O efeito pré-inflamatério da beta-glucana é importante,
pois 0s niveis aumentados de citocinas pro-inflamatorias estdo associados a

resolucado mais rapida das infecgdes causadas por em E. coli (Long et al., 2010). Como
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consequéncia, a beta-glucana além de estimular a capacidade fagocitica de
neutréfilos e mondcitos, também os habilitam a produzir mais espécies reativas de
oxigénio (ERO), melhorando inespecificamente a capacidade e a eficacia fogocitica
destas células (Rubin-Bejerano et al., 2007; Sener et al., 2005). Se por um ladoa beta-
glucana aumenta a atividade e a efetividade fagocitaria prevenindo a multiplicagéo
bacteriana, por outro, é factivel especular que um o estimulo excessivo promovido por
altas doses de beta-glucana possa promover uma producdo exacerbada de EROs em
resposta a uma infecgdo bacteriana. De fato, o excesso de EROs pode implicar em
aumento apoptose e necrose (Morgan et al., 2008). A beta-glucana também apresenta
um efeito anti-inflamatério (Queiroz et al.,2010), em alguns casos tratado como
imunossupressor (Du Bin et al., 2015; WANGet al., 2014). In vitro, a beta-glucana pode
promover diminuicdo da producido de citocinas inflamatérias como por exemplo o
oxido nitrico, TNF-a e IL6 em macrofagosestimulados com LPS (Jo et al., 2010) e inibir
a fosforilagcdo de p38 MAPK, com subsequente inibicdo da produgédo das citocinas
inflamatorias como TNF-a, IFN-g, IL8, IL2 e IL12 (Wang et al., 2014). Desta forma,
também é razoavel especular que um o estimulo excessivo promovido por altas doses
de beta-glucana possa promoverum desequilibrio na sua atividade anti-

inflamatdria/imunossupressora.

Nessas condigdes, a necrose pode ocorrer devido a acédo da E. coli as células e da
toxina Stx sobre o seu receptor Gb3/D77 provocando a morte celular
programadachamada apoptose (Celi et al., 2022; Goldstein et al., 2021). Segundo os
autores,o receptor Gb3/CD77 esta presente em diversas células do organismo como
exemplo epitélio intestinal, mondcitos, células dendriticas e linfocitos. A presenga do
receptor faz com as células sejam susceptiveis a acdo da Stx. A expressao do
Gb3/CD77 na célula é variavel com a fase do ciclo celular com o ambiente em que a
célula esta inserida. Citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL1b aumentam a
expressao de Gb3/CD77. Aligagao da Stx ao seu receptor inibe a sintese de proteinas
e induz a apoptose e necrose. Porém o seu papel neste processo ainda ndo é bem
conhecido. Sabe-se que o Gb3/CD77 interage com o receptor FAS e que é essencial
para ativacdo da apoptose via FAS-caspase, bem como através da ativagao do Bcl-2
— Bax e liberagao de citocromo C e EROs. A Stx parece estar envolvida no processo
de apoptose na medida em que ao se ligar ao Gb3/CD77 e este forma uma vesicula

com a membrana plasmatica que faz o transporte retrogrado da Stx para o reticulo
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endoplasmatico, protegendo-a da acgdo das enzimas lisossomais. No reticulo
endoplasmatico a subunidade A da Stx é clivada e impede a sintese proteica
ribossomal levando a célula ao estresse e apoptose. Portanto a necrose observada
nos segmentos distais também pode ter sido efeito da agdo da prépria Stx e por uma

menor agao da resposta inflamatéria local.

42  ALTERAGCOES HISTOPATOLOGICAS DE ORGAOS
HEMATOLINFOIDES

Apesar de nenhum animal apresentar de fibrina na serosa, a avaliagdo de 6rgaos
internos envolvidos resposta imune pode fornecer evidéncias de septicemia pontuais
ou subaguda e de efeitos histopatoldgicos sistémicos da agédo da beta-glucana e da

infeccao por E. coli.

4.21 Alteragcbes histopatoldégicas em linfonodos mesentérico cranial, linfonodo

mesentérico caudal e linfonodo ileocecal

Os linfonodos mesentéricos craniais, caudais e ileo-cecais sado parte do
sistemalinfatico e desempenham um papel importante na resposta imunolégica do
intestino. Especificamente esses linfonodos apresentam relevante importancia por

drenarem segmentos do sistema digestivo pelos quais a E. coli possui tropismo.

Na analise morfologica dos linfonodos mesentéricos craniais, caudais e ileo- cecais
nao foram encotradas lesdes compativeis com abcessos, necrose ou presenca de
bactérias. Quase que a totalidade dos linfonodos avaliados apresentaram hiperplasia
das regides foliculares e interfoliculares, acompanhada de infiltrado de neutréfilos e
eosindfilos (Figura 24), que sao consequéncia da infeccdo causada pela E. coli
(Larzabal et al., 2020). Ao se ranquear as variaveis analisadas nao foi identificada

diferenga estatistica entre os tratamentos.



Figura 24 — Fotomicrografia representativa de linfonodo.

A-Hiperplasia linféide folicular (seta amarela) e

interfolicular (circulo vermelho). Aumento 4X, HE. B-
Hiperplasia sinusal (circulo azul) e em destaque os seios
preenchidos por células inflamatérias Aumentos 4X, 40X,
HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.2.2 Alteragdes histopatoldgicas esplénicas

O baco desempenha importante papel na resposta imune e adaptativa e inata,sendo

rico em linfécidos e hemaceas.

As alteracdes esplénicas avaliadas foram normalidade, hiperplasia de polpa branca,
hiperplasia de polpa vermelha, hipoplasia de polpa branca, necrose, presenca de
neutréfilos, eosindfilos e granulomas. Para avaliar a condigdo geral do bago,
estasvariaveis foram ranqueadas e o somatorio das variaveis utilizados para compor
o indice de Atividade Esplénica (IAE). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
para nenhuma das variaveis avaliadas. O IAE dos grupos controle, G1, 2, 3 e 4 foram
respectivamente, 4+4,93; 1,8+0,4; 5,8+5,5; 2,6+2,3; e 4+3,7. Destaca-se que um
animal de cada tratamento apresentou bago normal, enquanto os demais
apresentaram hiperplasia de polpa branca, representada na Figura 25. Nenhuma
amostra apresentou granuloma e a ocorréncia de neutrofilos e eosinofilos foi

esporadica.



Figura 25 — Fotomicrografia representativa do bacgo

vermelha (seta amarela) (10X). B —Polpa branca: foliculo linféide

com artéria central (seta azul). Amento 40X, HE. Fonte: Elaborado
pela autora (2024).
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4.2.3 Alteragdes histopatologicas hepaticas

O figado possui uma importante participagdo em processo infecciosos, isso, porque,
proteinas de fase aguda (PFA) como fibrinogénio, haptoglobina, amiloide sérico A e
proteina C reativa, sdo produzidas no figado por estimulo de citocinas e tendem a
aumentar entre 12 a 48h apdés um desafio ao sistema imune (Gruys et al.,2005)
Adicionalmente, segundo os autores, as PFA também participam da resposta imune
ja que possuem capacidade de ativar o sistema complemento e ligar-se a patdogenos
e a debris celulares. Em bovinos que receberam suplementacao alimentar por 45 dias
com extrato de parede de leveduras tiveram seus niveis de PFA reduzidos quando
comparados com o grupo que nao recebeu suplementacgéo (Burdick et al., 2021). Por
outro lado, bezerros com diarreia por E. coli apresentam aumento da haptoglobulina
plasmatica (Choi et al., 2021). Diante dessa importancia, amostras defigado foram
avaliadas quanto a presenga de: Infiltrado neutrofilico lobular; Infiltrado
linfoplasmocitario lobular; Infiltrado eosinofilico portal; Infiltrado neutrofilico portal;
Infiltrado linfoplasmocitario portal; Infiltrado eosinofilico lobular; Esteatose
macrovesicular; Esteatose microvesicular; Balonizagao; Colestase; Venoclusao; e
Granuloma. Ao serem ranqueadas nado foram encontradas diferencas estatisticas

entre os tratamentos.

A figura 26 representa um corte histolégico frequentemente identificado entre os
tratamentos, no qual pode ser identificado infiltrado portal, periductal, linfocitario leves
com raros neutréfilos. No parénquima hepatico observou-se discreta atividade lobular
com infiltrado de linfocitos e raros neutrofilos. Esteatose macrovesicular ou
microvesicular, balonizagao, colestase, venoclusao, vasculite e granuloma estavam

ausentes em todas as laminas.



Figura 26 — Fotomicrografia representativa do I6bulo hepatico

- 4 (S SN Sl |

A - Hepatocitos organizados em trabéculas em torn a veia
centrolobular (circulo azul) e 5 espagos porta nas extremidades
(circulos amarelos) (4X). B — Infiltrado inflamatdério lobular focal
(seta azul) com linfocitos, plasmdcitos, eosindfilos, neutréfilos,
sem alteragbdes histolégicas de hepatdcitos. Aumento 40X,

coloragéo HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.2.4 AlteragOes histopatologicas na medula 6ssea

Ndo foram observadas alteragbes morfoloégicas na medula éssea. Todas as
amostras apresentavam celularidade global variando entre 80 e 100%, considerada
normal para idade dos bezerros, com maturagao, proporgao e distribuicdo normais,
representadas na figura 27. Fibrose, degeneracédo gelatinosa e granuloma foram

ausentes.
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Figura 27 — Fotomicrografia representativa da medula 6ssea

. . ‘I 2 . -
A - Células hematopoiéticos entremeadas por tecido adiposo
Celularidade global adequada para idade (4X). B -
Precursores eritrdides representando cerca de 60% da
celularidade, organizados em grupos (seta azul).
Precursores granulociticos com citoplasmas eosinofilicos e
nucleos segmentados (seta vermelha). Megacariocitos:

células grandes, com citoplasma amplo eosinofilico (seta
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amarela). Aumento 40X, coloracdo HE. Fonte:Elaborado
pela autora (2024).

4.2.5 Alteracdes histopatoldgicas no timo

Todos as amostras de timo exibiram os mesmos aspectos morfoldgicos, ndo havendo
diferenga entre os grupos. Todas apresentaram hiperplasia medular e cortical com

infiltrado de neutrdfilos e eosindfilos (Figura 28).

Figura 28 — Fotomicrografia representiva do timo.

A — Hiperplasia das regides medular (seta zuI) e cortical

(seta amarela) entremeadas por tecido adiposo (4X). B —
Medular contendo o corpusculo de Hassall (seta azul)
rodeado por linfécitos e alguns eosindfilos (E). Aumento

40X, coloracao HE. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Baseando-se nas alteragdes encontradas no trato gastrointestinal, pode- se
afirmarque a administragado diaria 12 mg/kg de peso vivo de beta-glucana para
bezerros lactentes foi efetiva na redugéo da intensidade das lesdes causadas por uma
infecgaoinduzida com 10'° UFC de E. coli (STEC/ETEC). O mecanismo pelo qual esse
efeito ocorreu ndo foi avaliado. Todavia, embasado na literatura cientifica e nos
achados deaumento da frequéncia microabscessos, atribui-se esse efeito ao estimulo

do sistema imune.

Por outro lado, animais que receberam doses diarias mais elevadas de beta-glucana
(i.e. 36, 60 e 84 mg/kg de peso vivo) apresentaram intensidade das lesdes causadas
por uma infecgdo induzida com 10'® UFC de E. coli (STEC/ETEC) semelhantes ao
grupo controle. Em comparacao ao tratamento do grupo 1, o mecanismo pelo qual
doses diarias maiores de beta-glucana resultam em reducdo nacapacidade de
resposta frente a desafio de E. coli ndo foi avaliado, contudo pode-se hipotetizarque a
sobredosagem de beta-glucana gere uma resposta imune exacerbada, que
emconjunto com a E. coli aumente as lesdes teciduais; ou que a sobredosagem de
beta-glucana induza a uma discreta imunossupressao dos animais dos grupos 2, 3 e
4 emrelagdo aos animais do grupo 1, igualando a capacidade de resposta dos grupos

2, 3 e 4 ao grupo controle.
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5 CONCLUSAO

¢ Aadministragao diaria 12 mg/kg de peso vivo de beta-glucana para bezerros
lactentes foi efetiva na reducéo da intensidade das lesbes causadas por uma
infecgéoinduzida com 10'° UFC de E. coli (STEC/ETEC).

e Animais que receberam doses diarias mais elevadas de beta-glucana (i.e. 36,
60 e 84 mg/kg de peso vivo) apresentaram intensidade das lesdes.

5.1 PERSPECTIVAS

Estudos futuros a luz de técnicas apuradas de analises biolégicas da produgao e
expressado génica de citocinas e receptores da resposta imunolégica como TLRA4,
conjuntamente com dados clinicos e morfolégicos poderdo explicar e confirmaras
hipéteses aqui tratadas. De forma complementar, a utilizagdo de tecnicas de
imunohistoquimica para identificar citocinas, tipos celulares especificos e marcadores
biolégicos de processos inflamatdrios nos cortes histolégicos de amostras ja
coletadastambém podem ser importantes para auxiliar na elucidacao das vias de agao

da beta-glucana.
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Dentre todos os isolados obtidos, foram obtidos 10 patotipos, conforme tabela abaixo.
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