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RESUMO

A mucosite € uma inflamacdo ulcerativa que ocorre no trato gastrointestinal durante o
tratamento de cancer com quimioterapicos, como o 5-fluorouracil (5-FU), impactando
diretamente a qualidade de vida dos pacientes e a eficacia da terapia oncoldgica. O uso de
linhagens probioticas pode ser uma estratégia terapéutica eficaz para mitigar os severos danos
intestinais causados pela quimioterapia com 5-FU. No entanto, uma vez que os efeitos dos
probidticos dependem da espécie e linhagem especificas, € importante avaliar novos
probiodticos em relacdo as suas propriedades anti-inflamatdrias e outros beneficios para a
salde do hospedeiro. Neste contexto, a linhagem L. rhamnosus L156.4, isolada de
camundongos NIH, foi investigada quanto ao seu potencial terapéutico. Estudos in vitro
demonstraram que essa linhagem apresenta acdo antagonista contra bactérias patogénicas e
inibe o crescimento de fungos filamentosos. Com base nesses resultados promissores, 0
presente estudo buscou avaliar o efeito enteroprotetor in vivo da administracao oral dessa cepa
bacteriana em um modelo murino de mucosite intestinal induzida pelo 5-FU (300mg/Kg). A
linhagem L. rhamnosus L156.4 foi administrada aos animais por gavagem na concentracéo de
10 ® UFC/mL. Os resultados obtidos revelaram que o tratamento com L. rhamnosus L156.4
foi capaz de prevenir a presenca de infiltrado inflamatério no trato gastrointestinal dos
animais e melhorar o escore histopatolégico, bem como a arquitetura da mucosa intestinal dos
animais, quando comparados ao grupo controle com mucosite induzida por 5-FU. No entanto,
observou-se que essa cepa néo foi eficaz em prevenir 0 encurtamento do intestino, atenuar a
perda de peso ou diminuir a permeabilidade intestinal nos animais inflamados. Em conclusao,
a administracdo oral de L. rhamnosus L156.4 demonstrou efeitos benéficos ao melhorar
alguns parametros relacionados a mucosite intestinal experimental induzida pelo 5-FU.
Embora ndo tenha sido capaz de prevenir completamente todos os efeitos adversos da
guimioterapia, esses resultados sugerem que essa cepa bacteriana L. rhamnosus L156.4 possui
potencial como estratégia terapéutica complementar no manejo da mucosite intestinal.
Estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar o conhecimento sobre seus mecanismos
de acdo e determinar a melhor forma de utilizacéo clinica dessa cepa probidtica.

Palavras-chave: Quimioterapia; inflamacdo intestinal.  probidticos; inflamacéo;
imunomodulacao.



ABSTRACT

Mucositis is an ulcerative inflammation in the gastrointestinal tract during cancer treatment
with chemotherapeutic drugs, such as 5-fluorouracil (5-FU), directly impacting patients'
quality of life and the efficacy of cancer therapy. Probiotic strains may be an effective
therapeutic strategy to mitigate the severe intestinal damage caused by 5-FU chemotherapy.
However, since the effects of probiotics depend on the specific species and strain, it is
important to evaluate new probiotics concerning their anti-inflammatory properties and other
host health benefits. In this context, Lacticaseibacillus rhamnosus strain L156.4, isolated
from NIH mice, was investigated for its therapeutic potential. in vitro studies demonstrated
that this strain exhibits antagonistic action against pathogenic bacteria and inhibits the growth
of filamentous fungi. Based on these promising results, the present study sought to evaluate
the in vivo enteroprotective effect of oral administration of this bacterial strain in a murine
model of intestinal mucositis induced by 5-FU (300mg/Kg). L. rhamnosus strain L156.4 was
administered to the animals by gavage at 10° CFU/mL concentration. The results obtained
revealed that the treatment with L. rhamnosus L156.4 was able to prevent the presence of
inflammatory infiltrate in the gastrointestinal tract of the animals and improve the
histopathological score as well as the architecture of the intestinal mucosa of the animals
when compared to the control group with 5-FU-induced mucositis. However, it was observed
that this strain was not effective in preventing intestinal shortening, attenuating weight loss, or
decreasing intestinal permeability in the inflamed animals. In conclusion, oral administration
of L. rhamnosus L156.4 demonstrated beneficial effects by improving some parameters
related to 5-FU-induced experimental intestinal mucositis. Although it could not completely
prevent all adverse effects of chemotherapy, these results suggest that this bacterial strain L.
rhamnosus L156.4 has potential as a complementary therapeutic strategy in the managing
intestinal mucositis. Further studies are needed to deepen the knowledge about its
mechanisms of action and to determine the best way to clinically utilize this probiotic strain.

Keywords:  Chemotherapy; intestinal  inflammation.  probiotics;  inflammation;
immunomodulation.
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1 INTRODUCAO
1.1 MUCOSA DO TRATO GASTROINTESTINAL

A mucosa do trato gastrointestinal (TGI) desempenha um papel fundamental na
interacdo entre o ambiente externo e os tecidos do organismo, oferecendo, dentre outras
funcOes, protecdo contra agentes potencialmente prejudiciais (Salvo-Romero et al. 2015;
Konig et al. 2016). Ela possui uma estrutura anatémica semelhante e € revestida por uma
barreira epitelial delicada, cuja principal funcdo é evitar a invasdo de microrganismos. No
entanto, as caracteristicas que permitem atividades fisiolégicas, como a absor¢do de
nutrientes, também tornam as mucosas suscetiveis a invasdes e infeccGes patogénicas. Assim,
para garantir a protecdo adequada, as mucosas contam com um sistema imunoldgico
especializado e altamente adaptativo conhecido como sistema imune de mucosas (Holmgren
and Czerkinsky 2005; Hardy et al. 2013).

A primeira linha de defesa do trato gastrointestinal é a camada de muco que recobre
toda a superficie intestinal. Os componentes da camada de muco sdo mucinas, peptideos
antimicrobianos (AMPs), Imunoglobulina A secretéria (slgA) e bactérias comensais que
impedem a colonizacdo de patdgenos por inibicdo competitiva e pela sintese de metabdlitos
qgue contribuem para homeostase intestinal, formando a primeira linha de defesa contra
invasdo de patdgenos e antigenos externos (Salvo-Romero et al. 2015; Camilleri et al. 2012,;
Konig et al. 2016; Vancamelbeke and Vermeire 2017). As mucinas, constituem uma familia
de proteinas de alto peso molecular que sdo secretadas constitutivamente por células
caliciformes ao longo de toda a extensdo do epitélio intestinal, sendo assim, os principais
componentes (Figura 1). A principal mucina secretada é denominada de mucina-2 (MUC2)
(Gendler and Spicer 1995; L. W. Peterson and Artis 2014; Tassell and Miller 2011). Além
disso, as mucinas estdo envolvidas na proliferacdo celular e na inibicdo da apoptose (M. E. V.
Johansson et al. 2011).
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Figura 1. llustracdo esquemdtica da anatomia da barreira intestinal e seus componentes. A
mucosaintestinal apresenta uma camada de células epiteliais e uma regido subepitelial que contém a
lamina propria, o sistema nervoso entérico, o tecido conjuntivo e as camadas musculares. O epitélio
inclui enterdcitos, células caliciformes, células de Paneth, células enteroenddcrinas e células-tronco
intestinais. Acima da barreira epitelial esta a camada de muco, a microbiota e IgA secretoria. Abaixo
da camada epitelial esta a lamina prépria constituida por macroéfagos, células dendriticas, plasmdcitos,
neutrdfilos e um tecido linfoide estruturado constituido por placas de Peyer, que contém células M,
celulas dendriticas e linfocitos. Fonte: Salvo-Romero et al (2015).

Abaixo da camada de muco encontra-se a camada epitelial, que é constituida
principalmente por uma Unica camada de células epiteliais denominadas enterdcitos que estdo
organizadas entre vilosidades e criptas (Figura 1). Esta camada de células é selada por
proteinas denominadas tight junctions (Ocludina, Claudina, Zonulina-1), que possuem o papel
de vedar entre as células epiteliais adjacentes, impedindo assim a passagem paracelular de
agentes exdgenos tais como microrganismos e antigenos (Pastorelli et al. 2013; Zihni et al. 2016;
Suzuki 2020).

Além dos enterdcitos, outras células especializadas desempenham diversos papéis no

epitélio intestinal como as células caliciformes (células secretoras de mucinas e peptideos
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necessarios a funcdo de crescimento epitelial e reparo da mucosa), células de Paneth (células
secretoras de peptideos antimicrobianos como defensinas e lisozimas) e células
enteroendocrinas (células produtoras de hormdénios peptidicos como gastrina e acido gama-
aminobutirico-GABA) que regulam o intestino e promovem a interacao eixo cérebro-intestino
respectivamente (Figura 2) (Salvo-Romero et al. 2015). Essas células podem ser encontradas
tanto nas vilosidades intestinais, que sdo projecdes ou dobras alongadas no intestino delgado
formadas pelo revestimento epitelial, quanto nas criptas de Lieberkuhn, que sdo invaginacdes
entre as vilosidades. Nas criptas, essas células sdo produzidas e renovadas a cada 3-5 dias,
migrando para as vilosidades superiores, onde alcangam sua diferenciagdo final (Marshman,
Booth, and Potten 2002; Salvo-Romero et al. 2015; Sailaja, He, and Li 2016).
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Figura 2. llustracdo esquemdtica do eixo cripta/vilosidade intestinal. Estrutura e constituicdo
celular das vilosidades e criptas intestinai com destaque aos processos imunoldgicos. Adaptado de

Mowat e Agace (2014).

O sistema da barreira intestinal depende de vérias interacBes entre diferentes
componentes (Figura 2). A imunoglobulina A secretdria (slgA) desempenha um papel
importante no desenvolvimento da tolerancia, no lumen intestinal, como também formar

imunocomplexos com patgenos neutralizando-os (Suzuki 2020). As células dendriticas tém a
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funcdo de iniciar respostas imunes adaptativas por meio das células T (Nijhuis,
Olivier, and de Jonge 2010). J& as células M sdo responséveis pela captacdo de antigenos
através da camada de células epiteliais e pela absor¢do de antigenos do limen intestinal
(Salvo-Romero et al. 2015).

No intestino, é crucial ressaltar a interagdo entre o hospedeiro e a microbiota residente,
que coevoluiu com o hospedeiro, estabelecendo uma relagdo simbidtica (Lane, Zisman, and
Suskind 2017; Chang et al. 2012). Essas interacfes desempenham um papel fundamental na
manutencdo da homeostase intestinal. No entanto, quando essa relacdo simbidtica é afetada, a
microbiota intestinal pode contribuir para o desenvolvimento de doencas infecciosas,
aumentando a abundancia de microrganismos patogénicos e desencadeando diversas doengas
inflamatdrias e autoimunes (Zheng et al. 2020a; Dieterich, Schink, and Zopf 2018). Com isso
a interacdo entre o sistema imunoldgico e a microbiota intestinal apresenta um papel crucial
na manutencao da homeostase intestinal.

1.2 ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO DO ANTINEOPLASICO 5-
FLUORURACIL (5-FU)

O 5-Fluoruracil (5-FU) é uma fluoro pirimidina, que se diferencia de sua molécula
analoga, uracila, na porcdo 5 do anel aromatico, onde ha um atomo de flior em vez de um de
hidrogénio (Figura 3) (Longley, Harkin, and Johnston 2003; Miura et al. 2010). Esse farmaco
foi desenvolvido em 1957 e introduzido na terapia oncoldgica para o tratamento de varias
neoplasias, como céancer colorretal, cancer gastrico e cancer de mama (Heidelberger et al.
1957; Rudy and Senkowski 1973; Song et al. 2016) tendo como objetivo inibir, por meio de
seus metabolitos, a divisdo celular e a proliferacdo de células cancerosas (Heidelberger et al.
1957). O 5-FU atua principalmente através de sua conversdao em metabdlitos secundarios, que
agem através de varios mecanismos que interferem na sintese e reparo do DNA, divisdo

celular e composicao do RNA (Longley, Harkin, and Johnston 2003; Miura et al. 2010).
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Figura 3. Estrutura quimica do quimioterapico 5-Fluorouracil. Adaptada de Longley et al.
(2003).

Uma vez administrado, o 5-FU utiliza os mesmos mecanismos de transporte de seu
analogo, a molécula uracila (Miura et al. 2010) entrando na célula por transporte facilitado e é
entdo convertido em metabdlitos ativos como: trifosfato de fluordesoxiuridina (FAUTP),
trifosfato de fluoruridina (FUTP) e monofosfato de fluordesoxiuridina (FdUMP) (Figura 4). O
FAUMP liga-se a enzima timidilato sintase (TS) e forma um complexo que inibe a formacéo
de desoxitimidina monofosfato, um componente vital para a sintese e reparo do DNA,
resultando em danos ao material genético. Além disso, assim como as pirimidinas, a FAUTP
pode ser incorporada ao DNA e a FUTP ao RNA, respectivamente, prejudicando sua
composicdo, gerando morte celular (Rudy and Senkowski 1973; Longley, Harkin, and
Johnston 2003; Miura et al. 2010).
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Figura 4. Mecanismo de acdo do 5-Fluorouracil. O 5-FU penetra nas células e é metabolizado,
dando origem a trés metabolitos ativos principais: fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP),
fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e 5-fluorouridina trifosfato (FUTP). O FAUMP se liga a enzima
timidilato sintase, resultando em um desequilibrio de nucleotideos e inibindo a sintese de DNA. Por
outro lado, o FUTP é incorporado ao RNA, causando perda funcional e morte celular. Fonte: Longley
et al (2003).

Além de afetar as células cancerosas, o 5-FU também é toxico para as células normais,
especialmente aquelas com alta proliferacdo, como as células epiteliais intestinais. Como
resultado, muitos pacientes desenvolvem um quadro inflamatério conhecido como mucosite
intestinal, (Soares et al. 2013; Song et al. 2016; Sonis 2004) uma vez que o0 5-FU leva a
alteracdes no trato gastrointestinal, como perda da arquitetura da mucosa devido a apoptose
das células intestinais, alteracdes celulares, aumento da permeabilidade intestinal e dos niveis
de mediadores inflamatdrios como citocinas pré-inflamatorias (Chang et al. 2012; Zhang et al.
2019).
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1.3 MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-FU

A mucosite é uma condicdo inflamatoria que afeta o trato oral e/ou gastrointestinal
(boca, esbfago, estbmago, intestino delgado e célon) (Peterson and Artis 2014; Andrade et al.
2023) do paciente oncoldgico em tratamento radioterapico ou quimioterapico. Os principais
agentes quimioterapicos que induzem toxicidade gastrointestinal sdo: irinotecano, paclitaxel,
oxaliplatina, lapatinibe, metotrexato, taxanos, cisplatina, carboplatina, antraciclinas,
citarabina, gemcitabina e fluoropirimidinas, incluindo 5-Fluorouracil (5-FU) (Thomsen and
Vitetta 2018), entre outros.

A patologia da mucosite pode ser dividida em cinco estagios distintos: inicio, resposta
inicial ao dano, amplificacdo do sinal, ulceragdo e cicatrizacdo (Figura 5).

Fase de iniciacdo: Durante esta fase, a mucosa intestinal é exposta ao 5-FU, que causa
danos as moléculas de DNA/RNA por meio da ligacdo direta ao material genético ou
induzindo estresse oxidativo. Isso ocorre devido a metabolizacdo do 5-FU pela enzima
diidropirimidina desidrogenase (DPD), levando a formacdo de metabdlitos intermediarios
altamente reativos, como fluoroacetato e acido fluoro-p-alanilico. Esses metabolitos podem
gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) durante sua degradagdo, contribuindo para o
estresse oxidativo e danos adicionais as células intestinais (Cereda, Caraccia, and Caccialanza
2018; Sonis 2004).

Fase de resposta inicial ao dano: Esses danos ao material genético sdo responsaveis
pela inducdo de dano tecidual, que ativa varias vias de transducdo de sinal, como a via do
fator nuclear kB (NF-xB). Isso leva a ativagdo de varios mediadores inflamatorios, como a
quimiocina COX-2, as citocinas IL-8, TNF, IL-6 e IL-1pB, entre outras. Esses elementos sdo
responsaveis pelo estado pro-inflamatério no tecido (Cinausero et al. 2017; Sonis 2004; A. T.
Sougiannis et al. 2019).

Fase de amplificacdo do sinal: As citocinas pro-inflamatérias desencadeiam a fase de
amplificagdo do sinal. Esse efeito é alcangado por meio de um mecanismo de feedback
positivo que ativa as vias responsaveis por aumentar a producdo de outras citocinas pro-
inflamatorias, como TNF, IL-1p e IL-6, além do estresse oxidativo. O aumento da produgéo
desses fatores desencadeia uma serie de reagdes, resultando em dano tecidual ou aumento da

producdo de TNF, exacerbando a lesdo inicial (Sonis 2004; A. T. Sougiannis et al. 2019).
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Fase ulcerativa: A deterioragcdo progressiva da mucosa intestinal culmina na fase
ulcerativa, caracterizada pela perda da integridade de mucosa e funcéo epitelial. Nessa fase, as
lesGes sintomaticas que ocorrem tornam a mucosa suscetivel ao aumento da permeabilidade
intestinal, presenca de infiltrado inflamatorio e ativacdo de células de defesa, incluindo
macrdfagos, neutrofilos e eosinofilos, na lesdo da mucosa local. Essas células aumentam a
producdo de compostos oxidativos, o que agrava as Ulceras intestinais e leva a um aumento da
translocacdo bacteriana podendo ocasionar riscos de infenc¢des por microrganismos
oportunistas (Cereda, Caraccia, and Caccialanza 2018; Cinausero et al. 2017; Sonis 2004).

Fase de cicatrizacdo: Finalmente, a fase de cicatrizacdo é caracterizada por um
aumento na proliferagéo e diferenciacdo celular. Geralmente, essa fase ocorre cerca de 3 a 4
dias ap0s a Ultima sessdo de quimioterapia, permitindo a restauracdo da mucosa intestinal
(Sonis 2004).

RESPOSTAADANOS PRIMARIOS
EAMPLIFICACAO DE SINAIS

INICIACAO ULCERAGAO CICATRIZACAO

. - Ativacio NF-xf§ - Perda da integridade X
- Geragho de ROS ) - Produgio de citocinas - Infiltragio de neutréfilos | - Proliferagio celular
~Danos #0 DNA/RNA (TNF-a, IL-1, IL-6) - Aumento da permeabilidade| - Restauragio da mucosa
- Apoptose intestinal

- Riscos de infecgbes

Figura 5. Desenho esquematico das quatro diferentes fases de desenvolvimento da mucosite
intestinal e suas principais caracteristicas. Adaptado de Sonis (2004).
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1.4 SINAIS, SINTOMAS E FORMAS DE TRATAMENTO DA MUCOSITE INTESTINAL
INDUZIDA POR 5-FU

A mucosite gastrointestinal é um efeito colateral que apresenta diversas complicacfes
graves para pacientes que sdo submetidos a quimioterapia. Seu desenvolvimento ndo ocorre
apenas como resultado de dano celular, mas também se d& por uma série de processos
bioldgicos que ocorrem na submucosa (Chukwunyere et al. 2022; Sonis 2004).

A quimioterapia com o medicamento 5-FU pode ocasionar o desenvolvimento de
mucosite oral e intestinal em pacientes (Ribeiro et al. 2016). A gravidade e a incidéncia da
mucosite intestinal estdo diretamente relacionadas ao tipo de regime quimioterapico
empregado. Tanto o 5-FU quanto outros farmacos quimioterapicos apresentam potencial para
causar danos a mucosa intestinal, resultando em vacuolizacdo do tecido epitelial, morte
celular nas criptas intestinais, aumento da producdo de mucina e acimulo de liquido no
intestino delgado (Duncan and Grant 2003; Sonis 2004). A incapacidade de resistir ao dano e
de se recuperar prontamente, a fim de restaurar a funcdo de barreira epitelial apos o uso de
quimioterapia, é extremamente prejudicial aos pacientes com cancer, podendo resultar em
diversas complicacdes, tais como ulceracdo, inflamacdo, dor, nausea, diarreia, perda de peso e
sepse e disfuncdo de mdltiplos 6rgdos (Keefe, Gibson, and Hauer-Jensen 2004; Dahlgren et
al. 2021). Diversas pesquisas indicam que a mucosite gastrointestinal ocorre em
aproximadamente 20% a 50% dos individuos que recebem o tratamento com 5-FU. Essa
condicgdo acarreta em complicagdes significativas, resultando no abandono do tratamento por
parte de muitos pacientes. (Peterson, Bensadoun, and Roila 2011).

O 5-FU, além de causar danos celulares, tem sido associado a efeitos colaterais de
longo prazo que afetam a funcdo cognitiva, como confusdo e deficiéncias de memoria,
resultando em um impacto significativo nos pacientes (Bader 1976; Lynch et al. 1981; Atkins
et al. 1991). Esses efeitos podem perdurar por meses a anos. Diversos estudos foram
conduzidos para investigar esses fendmenos, utilizando testes psicométricos em pacientes, e
meta-analises revelaram um namero significativo de pacientes que apresentaram um efeito
leve a moderado de comprometimento da memoria espacial e verbal. Alguns estudos
indicaram que esses déficits podem persistir por anos, embora alguns pacientes possam
retornar ao estado normal ap6s 12 meses (Wigmore et al. 2010).

Existe uma demanda ndo atendida e em aberto para a identificacdo e desenvolvimento
de tratamentos farmacoldgicos para as toxicidades gastrointestinais causadas pelo uso de

quimioterapicos (Sougiannis et al. 2021; Dahlgren et al. 2021). Os objetivos gerais dessas
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intervencdes sdo reduzir os sintomas e aliviar o sofrimento dos pacientes. Essas abordagens
podem incluir medidas profilaticas, uso de antioxidantes, drogas anti-inflamatérias e
inibidores de apoptose durante o tratamento citostatico, visando aliviar tanto as toxicidades
imediatas quanto os efeitos associados (Dahlgren et al. 2021).

Um exemplo de tratamento atualmente utilizado para a mucosite intestinal é a
amifostina, um pro-farmaco de aminotiol fosforilado que se converte rapidamente em
citoprotetor ativo. Esse metabolito intracelular desintoxica metabdlitos reativos de
quimioterapicos e elimina radicais livres, potencialmente acelerando o reparo celular. No
entanto, esse medicamento apresenta efeitos colaterais como nauseas e hipotensdo, o que
limita sua utilizag&o clinica (Ranganathan et al. 2018; Bensadoun et al. 2006).

Apesar de décadas de investigacBes experimentais e clinicas sobre a mucosite
intestinal induzida por quimioterapia, ainda ndo ha nenhuma intervencéo terapéutica eficaz
disponivel (Ribeiro et al. 2016; Wardill et al. 2019). Os tratamentos existentes tém como
objetivo reduzir as complicacdes secundarias ao tratamento, como dor e diarreia. No entanto,
até o momento, nenhum tratamento isolado proporciona uma transformacdo substancial no
manejo clinico da mucosite intestinal. Infelizmente, a ocorréncia da mucosite intestinal em
pacientes é dificil de quantificar devido ao acesso limitado a mucosa intestinal e a falta de
testes confiaveis (Sougiannis et al. 2021). Alem disso, o0s tratamentos atuais sao
predominantemente paliativos, e assim a busca por novos agentes profilaticos, como o uso de

prébioticos, continua incessante.
1.5 PROBIOTICOS

Os probioticos sdo definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, exercem efeitos benéficos sobre o hospedeiro”(Hill et al. 2014).

A maior parte dos probidticos estudados pertence ao grupo das Bactérias laticas (BLS),
caracterizado como um grupo de microrganismos Gram-positivos, anaerébicos ou
aerotolerantes, ndo formadores de esporos, ndo moveis e altamente tolerante ao baixo pH do
TGI, que podem ser isolados de diferentes ambientes, sendo assim capazes de produzir acido
lactico como produto final da fermentacdo de carboidratos (Mokoena 2017). Neste grupo se
incluem principalmente espécies do género Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella e
Lactobacillus (Cano-Garrido et al. 2015; Zheng et al. 2020b; Stiles and Holzapfel 1997).
Probidticos de nova geracdo comecaram recentemente a serem utilizados e estes s&o

derivados da microbiota comensal de individuos saudaveis como por exemplo
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Bifidobacterium, Akkermansia e Faecalibacterium (Nishida et al. 2018).

Essas bactérias sdo utilizadas em diversos processos industriais, tanto na produgéo e
preservacdo de alimentos como iogurtes, queijos, leites fermentados, entre outros (Soccol et
al. 2010). Além disso, possuem uma grande relevancia biotecnoldgica na preservacao da
salde e na prevencao de infeccdes. S&o amplamente exploradas em vérias areas, incluindo a
producdo de proteinas heter6loga e como veiculo para entrega de biomoleculas terapéuticas.
Essa utilizacdo possui potencial para o tratamento e prevencdo de diversas comorbidades
(Carvalho et al. 2017; Gomes-Santos et al. 2017; Gorska et al. 2019).

As linhagens probidticas de BLs sdo consideradas seguras para consumo humano
(GRAS-Generally Recognized as safe) pelo FDA (Food and Drug Administration). Essas
propriedades probioticas vem sendo demonstradas por meio de estudos utilizando modelos
animais e evidéncias clinicas, como adjuvante no tratamento da doenca de Crohn e colite
ulcerativa (Fedorak et al. 2015; Bjarnason, Sission, and Hayee 2019a), mucosite intestinal (De
Jesus et al. 2019), cancer colorretal (Gérska et al. 2019), diabetes (Hsieh et al. 2018), artrite
(Lei et al. 2017). Estes mecanismos utilizados por probioticos que conferem beneficios ao
hospedeiro sdo diversos e especificos de cada linhagem, dependendo também da quantidade

de bactéria a ser administrada (Plaza-Diaz et al. 2019a; Batista et al. 2020). (Figura 6).
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Figura 6. Principais mecanismos de agdo propostos para bactérias probidticas no Trato
Gastrointestinal humano. Os principais mecanismos de agdo dos probi6ticos sdo: aumento da
barreira epitelial e producdo de mucinas pelas células caliciformes, interacdo com a mucosa intestinal
e inibicdo da adesdo de patdgenos, exclusdo competitiva de microrganismos patogénicos. Fonte:
Adaptado de Batista et al. (2020).

A utilizacdo de linhagens probi6ticas é uma abordagem promissora para o tratamento
de doencas inflamatdrias, porém seu uso como terapia depende dos efeitos intrinsecos da cepa
bacteriana e também do modelo de doenca avaliado (Aggarwal et al. 2020). Assim, é
essencial avaliar cuidadosamente as caracteristicas especificas de cada linhagem antes de
emprega-la em aplicacdes probioticas, uma vez que as propriedades bioldgicas individuais
desses microrganismos podem apresentar uma variagdo significativa devido a diversidade
gendmica (Sanders et al. 2010; de Jesus et al. 2022).

1.6 LACTOBACILLUS E SEUS EFEITOS CONTRA DANOS INTESTINAIS

As linhagens bacterianas com potencial probiotico mais estudadas atualmente
pertencem aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Recentemente 0 género
Lactobacillus sofreu uma modificagdo taxondmica, onde parte das linhagens foram

reclassificadas em 25 géneros, incluindo o género alterado Lactobacillus,
Paralactobacillus e 23 novos géneros: Holzapfelia, Amilolactobacillus, Bombilactobacillus,

Companilactobacillus, Lapidilactobacillus,  Agrilactobacillus,  Schleiferilactobacillus,
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Loigolactobacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus,
Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus,
Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus,
Secundilactobacillus e Lentilactobacillus. Essa reclassificacdo reflete a posicéo filogenética
dos microrganismos e agrupa os lactobacilos em clados robustos com propriedades ecoldgicas
e metabdlicas compartilhadas (Zheng et al. 2020a). Para fins de melhor leitura, usarei neste
trabalho o termo “lactobacilos” para esses microrganismaos.

Muitas linhagens de lactobacilos foram isoladas e tém tido seu potencial probidtico
caracterizado, mostrando varios efeitos benéficos principalmente no que se diz respeito aos
seus efeitos imunomodulatdrios e anti-inflamatdrios no TGI, incluindo contra danos epiteliais
ocasionados pelo quimioterapico 5-FU. Como por exemplo a linhagem L. delbrueckii subsp.
lactis CIDCA 133 que teve seu potencial terapéutico demonstrado em ensaios in vivo
utilizando o leite fermentado na mucosite intestinal induzida por 5-FU (De Jesus et al. 2019).
As linhagens L. casei BL23 e L. casei ATCC393 apresentaram efeitos anticarcinogénicos e de
prevencdo de distdrbios inflamatdrios intestinais ao reduzir os niveis de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-6, IL-17 e IL-22, respectivamente (Rochat et al. 2007; Lee et al. 2015).
Experimentos realizados in vitro revelaram o potencial de metabolitos derivados de L.
rhamnosus GG e L. reuteri DSM17938 em modular a ativacdo excessiva de células T CD4+ e
células T CD8+, bem como células Natural Killer (NK), durante a infeccdo de células
mononucleares do sangue periférico por Staphylococcus aureus (Johansson et al. 2016).

Algumas espécies de lactobacilus, como L. acidophilus, L casei e L. rhamnosus, tém
sido alvos de estudos para a modulacéo de danos intestinais induzidos pelo antineoplasico 5-
FU. Esses estudos demonstraram resultados promissores tanto in vitro (Fang et al. 2014)
quanto in vivo (Smith et al. 2008; Yeung et al. 2015; Justino et al. 2015a; Oh et al. 2017). Foi
observado que L. acidophilus tem a capacidade de reduzir a lesdo intestinal causada pelo 5-
FU (450 mg/kg), inibindo a sinalizacdo da via NF-kB. Isso resultou em niveis mais baixos de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF- o, IL-1B ¢ a quimiocina CXCL-1 (Justino et al.
2015a). Além disso, Oh et al. (2017) constataram que L. acidophilus A4 reduz a severidade da
mucosite intestinal induzida pelo 5-FU (150 mg/kg) por meio da estimulacéo da
superexpressdo de genes de mucida (MUC2 e MUCSHAC), reducdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) e inibicdo dos niveis de expressdo de citocinas pré-inflamatorias,

como a IL-1B.

1.7 LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS GG
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O género Lacticaseibacillus abriga linhagens da espécie L. rhamnosus que tém sido
alvo de estudos no que diz respeito a sua capacidade em regular danos inflamatorios
intestinais, tanto in vitro (Buccigrossi et al. 2022) como in vivo (Tong et al. 2021) em modelos
experimentais de infeccdo por patdgenos e inflamacao intestinal. A linhagem mais estudada e
utilizada atualmente como probidtico é a L. rhamnosus GG (ATCC 53103). Esta linhagem foi
a primeira a ser patenteada em 1989 e apresenta diversos estudos comprovando sua eficacia
contra infecgOes gastrointestinais e diarreia (Folwarski et al. 2021; Osterlund et al. 2007).
Atualmente é comercializada e ja foi utilizada em diversos estudos clinicos, incluindo em
pacientes que apresentavam pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (Johnstone et al.
2021), gastroenterite em criangas (Schnadower et al. 2018), manifestacGes alérgicas (Berni

Canani et al. 2017), dentre outras.

Um estudo in vitro conduzido por Prisciandaro et al. (2012) demonstrou que o pré-
tratamento com L. rhamnosus GG foi capaz de prevenir ou inibir a apoptose das células
epiteliais de ratos IEC-6 e reduzir a perda da funcéo de barreira intestinal induzida por 5-FU
(5 uM) (Prisciandaro et al. 2012). Em um modelo in vitro de mucosite induzida por 5-FU, foi
observado que ap6s 2 horas de tratamento, L. rhamnosus GG aumentou a expressdo de MCP-
1. Apds 4 horas de tratamento, tanto a forma inativada quanto a forma vidvel da bactéria
aumentaram a expressao de TNF. Além disso, foi observado que apenas na presenga da
bactéria viavel houve diferencas significativas na expressao de IL-12 (Fang et al. 2014).

Em um modelo de mucosite intestinal, L. rhamnosus GG foi testada e demonstrou a
capacidade de atenuar a perda de peso. Além disso, observou-se um aumento nos niveis de
acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) nas fezes dos camundongos tratados com L.
rhamnosus GG. Adicionalmente, esse probidtico também promoveu um aumento nos niveis
de ZO-1 e OCLU, proteinas essenciais para a integridade da barreira intestinal (Yue et al.
2022).

Esta claro que os probidticos proporcionam efeitos benéficos, como a preservacao da
integridade dos enterocitos (Prisciandaro et al. 2012), modulacdo da inflamacéo (Justino et al.
2015) e manutencdo da fungéo de barreira (Yeung et al. 2013), sugerindo que 0 uso desses
microrganismos pode ser uma estratégia terapéutica eficaz contra os efeitos adversos do
quimioterapico 5-FU. E fundamental destacar que os efeitos imunomoduladores e anti-
inflamatdrios observados até 0 momento sdo especificos para as espécies e linhagens de

lactobacilos estudadas. Portanto, € necessario continuar a busca por novas espécies e
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linhagens com potencial probidtico, além de investigar seus efeitos em diferentes alvos e
doengas, a fim de expandir nosso conhecimento sobre suas propriedades terapéuticas, de

modo especial para mucosite causada por quimioterapicos
1.8 LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS L156.4

Uma outra linhagem do género Lacticaseibacillus que vem tendo sua caracterizagdo
probidtica realizada no nosso laboratdrio € a cepa L. rhamnosus L156.4. Esta linhagem foi
isolada de fezes de camundongos NIH, teve seu genoma sequenciado e montado, 0 que
permitiu identificar in silico a presenca uma bacteriocina putativa que pertence a superfamilia
Enterocin A (Oliveira et al. 2017). A bacteriocina desta linhagem foi caracterizada in vitro e
positivamente associada a capacidade de inibir o crescimento de bactérias patogénicas e nao
patogénicas como Enterococcus faecalis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus plantarum, Listeria. monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium, Shigella sonnei e Klebsiella pneumoniae. Esta bacteriocina néo teve atividade
inibitdria contra L. acidophilus, L. brevis e L. rhamnosus (Oliveira et al. 2017).

Estes efeitos foram atribuidos tanto a presenca da bacteriocina identificada, como
também pode ser atribuido a uma producédo de acidos organicos pela linhagem (Oliveira et al.
2017). Também foi identificada a acéo antifangica in vitro da linhagem L. rhamnosus L156.4
contra Penicillium chysogenum e Fusarium oxysporum. No entanto, essa linhagem nédo foi
capaz de inibir o crescimento de Candida tropicalis (AF09 e AF14), Candida glabrata (AF31
e AF25), Candida parapsilosis (VRGF), Candida guilliermondii (AF24) e Candida albicans
(AF32 e MERM). Além disso, testou-se a atividade de inibicdo do crescimento de E. coli

enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC)
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e E. coli enterohemorragica (EHEC) pelo método de overlay, e todas as cepas foram
totalmente inibidas. (de Oliveira et al, 2019).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito enteroprotetor da linhagem L. rhamnosus L156.4 em um modelo
murino de mucosite intestinal induzida pelo antineoplasico 5-Fluorouracil (5-FU).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da linhagem L. rhamnosus L156.4 sobre a perda de peso dos
animais;

e Avaliar o efeito da linhagem L. rhamnosus L156.4 sobre a arquitetura da
barreiraepitelial intestinal;

e Avaliar o efeito da linhagem L. rhamnosus L156.4 sobre o infiltrado celular.
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3 JUSTIFICATIVA

Os probioticos vém sendo recomendados como adjuvantes para o tratamento de
diversas doencas inflamatorias intestinais, devido aos seus efeitos anti-inflamatérios e/ou
adjuvante. Muitas linhagens de L. rhamnosus tem sido testadas em diferentes modelos
inflamatorios como osteoartrite (Jhun et al. 2021), colite induzida por DSS agravada com
Candida albicanis (Panpetch et al. 2020), infec¢do por Salmonella (Peng et al. 2022), entre
outras. No entanto, deve-se ressaltar que os efeitos sdo linhagens dependentes, havendo dessa
forma a necessidade de que novos candidatos probi6ticos sejam identificados e testados em
diferentes condic6es patoldgicas.

Diante das propriedades da linhagem L. rhamnosus L156.4 em inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos in vitro, associados ao fato de que ndo existem relatos na
literatura que mostrem o potencial anti-inflamatério desta linhagem em testes in vivo, a
investigacdo acerca do potencial enteroprotetor e imunomodulador desta linhagem usando um
modelo murino de mucosite intestinal por quimioterapia (5-FU) € de alta relevancia.

Devido a facilidade de reproducdo em animais experimentais, 0 modelo de mucosite
intestinal induzida por agentes quimioterapicos, como 5-FU, cisplatina, oxaliplatina,
irinotecano, entre outros, tem sido amplamente utilizado em estudos para caracterizar e
investigar o potencial efeito anti-inflamatério de candidatos probidticos. Tendo em vista o
conhecimento prévio do efeito antibacteriano da linhagem L. rhamnosus L156.4, este trabalho
propbs investigar se esta linhagem possui também propriedades anti-inflamatérias em um

modelo de mucosite intestinal induzida pelo antineopléasico 5-Fluorouracil (5-FU).
4 MATERIAIS E METODOS
4.1 BACTERIAS E CONDICOES DE CULTIVO

Lacticaseibacillus rhamnosus L156.4 foi cultivada em meio MRS-Man-Rogosa and
Sharpe (Sigma, Estados Unidos da Ameérica), suplementado com Tween 80% em estufa
bacterioldgica a 37 °C por 16 horas sem agitacdo e em condi¢do de microanaerobiose. Para
fins de estocagem, apos o cultivo nas condicdes citadas, as culturas foram diluidas em solugéo
estéril de glicerol 15% e acondicionadas em ultra-freezer a -80 °C.

Para o preparo das doses bacterianas, 20 uL da cultura bacteriana foram adicionados a
15mL de meio MRS e mantidos a 37°C em estufa bacterioldgica, sem agitacdo, durante 16
horas, em microaerobiose. Em seguida, foi feito uma diluicdo em 15 mL de meio MRS

partindo de uma absorbancia de 0,1 (DOeoonm) que foi cultivada nas mesmas condigdes.
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Quando a absorbancia atingiu a DOsoonm igual a 1,3 (correspondente a 1,2 x 10° UFC/mL) as
culturas foram aliquotadas em 1 mL, centrifugadas (13.000 rpm por 5 min), e o sobrenadante
descartado. Em seguida foi realizada uma lavagem com PBS 0,1M (pH 7,4). O precipitado
final foi ressuspendido em PBS 0,1 M (pH 7,4) estéril (200 puL) para administrar aos animais
via gavagem. Como controle dos experimentos no modelo animal de mucosite intestinal
induzida por 5-FU, nos utilizamos a linhagem probidtica L. rhamnosus GG, que foi crescida

nas mesmas condicdes citadas anteriormente.
4.2 ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Camundongos BALB/c machos com 7-8 semanas de idade foram obtidos do Centro de
bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos em mini-isoladores em condigdes
controladas: temperatura 25 + 2 °C, ciclo alternado 12h/12h claro/escuro, com agua e
alimento ad libitum até o inicio do protocolo experimental. Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFMG (protocolo 6/2023, Anexo I). O modelo de mucosite intestinal foi
induzido de acordo com Carvalho et al (2017). Os camundongos receberam uma Gnica dose

de 300mg/kg de 5-flurouracil (Flaudfluor®, lote 22D0381, Libbs, Sdo Paulo, Brasil),
no 11° dia de experimentacdo por via intraperitoneal (i.p), sendo eutanasiados no 14° dia
(Figura 7).0 grupo controle recebeu PBS (pH 7,4) por via intraperitoneal. Para o tratamento,
0s grupos receberam via gavagem L. rhamnosus LR156.4 e L. rhamnosus GG (109 UFC/mL)
em 200uLde PBS. Os grupos controles receberam 200 pL de PBS via gavagem. Os animais

foram divididos aleatoriamente em 6 grupos experimentais (n=7), descritos na tabela 1.

Tabela 1: Grupos experimentais, tratamentos e vias de administracao utilizados no protocolo eperimental

Grupos Tratamento/Inducéo Administracdo
Controle PBS/PBS Gavagem/Intraperitoneal
L156.4 10° UFC/ mL Bactéria/ PBS Gavagem /Intraperitoneal

LGG 10° UFC/ mL Bactéria/ PBS Gavagem /Intraperitoneal
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MUC PBS/ 5-FU Gavagem/Intraperitoneal
L156.4 MUC 10° UFC/ mL Bactéria / 5-FU Gavagem/Intraperitoneal
LGG MUC 10° UFC/ mL Bactéria / 5-FU Gavagem/Intraperitoneal

Ap0s 0 14° dia, os animais foram anestesiados (10 mg/kg de Xilazina e 100 mg/kg de
Cetamina) (i.p) para a coleta de sangue e posteriormente eutanasiados por deslocamento
cervical. O intestino delgado foi mensurado e dividido em porcBes anatdmicas, conforme
proposto por Ferraris e Vinnakota (1995), sendo o duodeno correspondente a
aproximadamente 20%, o jejuno a 60% e o ileo a 20% do comprimento total. O ileo foi
coletado para as andlises histolégicas, ensaio enziméatico para avaliacdo do infiltrado de
neutréfilos e para dosagem de citocinas. ApoOs a retirada dos 6rgdos, as carcagas foram

acondicionadas em freezer até o momento da coleta.

Administragao de Lacticaseibacillus rhamnosus (10°) via gavagem

A

| l -,
[ |
1° Dia 11° Dia 14° Dia
Inicif: do Indugédo da Eutanasia
Experimento mucosite por
5-FU

(300mg/Kg)

Figura 7: Delineamento experimental. Os animais receberam diariamente, por 14 dias, 10° UFC/mL
de L. rhamnosus LR156.4. ou L.rhamnosus GG via gavagem (grupos L156.4; LGG; L156.4 MUC;
LGG MUC). Os grupos controle (CN) e mucosite (MUC) receberam PBS (pH 7,4) também por
gavagem pela mesma via. No 11° dia induziu-se a mucosite com uma Unica dose intraperitoneal do
quimioterapico 5-FU (300mg/Kg). Os grupos controle (CN; L156.4; LGG) receberam uma Unica dose
de PBS via intraperitoneal.

4.3 ANALISE DO PESO CORPORAL

Os animais foram pesados diariamente utilizando balanca analitica (Bel. Parana-PR)
durante todo o periodo experimental. Os valores encontrados foram expressos em
percentagem (%) da perda de peso no final do experimento em relagdo ao peso inicial do dia

da administracao de 5-FU e variacdo do peso ao longo de todo o protocolo experimental.
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4.4 PERMEABILIDADE INTESTINAL

As analises de permeabilidade intestinal (PI), foram realizadas de acordo com Barros
et al (2018) na Escola de Farmécia da UFMG, especificamente no laboratério de
Radiofarmécia sob a supervisdo do professor Valbert Nascimento Cardoso e da professora
Simone Odilia Antunes Fernandes. Os animais receberam por gavagem 100 pL de solucdo
contendo 18,5 Megabecquerel (MBQq) de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) marcado
com o radioisétopo tecnécio (**"Tc-DTPA) quatro horas antes da eutanasia. Apds este
periodo, o sangue foi coletado da veia axilar em tubos de poliestireno para contagem da
radioatividade em aparelho contador de radiagédo gama (Perkinelmer Wallac,1480 Wizard 3) e
determinacéo da PI. Os resultados obtidos foram comparados com o padréo da dose. O padrédo
da dose, corresponde a uma aliquota de igual volume de **™Tc-DTPA oferecido aos animais,
foi utilizado para correcdo do decaimento radioativo do *MTc e teve a radioatividade
determinada no mesmo tempo dos demais tubos. O percentual da dose foi calculado de acordo

com o peso do sangue (% dose por g de sangue) a partir da seguinte formula:

% dose de 99mTc — DTPA no sangue
= [(cpm do sangue X 100) / com da dose (Padrao) administradal

Onde: cpm= contagem por minuto.

4.5 ANALISES MORFOMETRICAS E ESCORES HISTOPATOLOGICOS

A seccdo intestinal correspondente ao ileo foi coletada, lavada em PBS (0,1M) e
enrolada no sentido distal-proximal, sendo cuidadosamente amarrada em uma linha, e
transferida para solucdo de formol tamponado 10% (Neon S&o Paulo-SP). O formol foi
trocado ap6s 24h para o melhor processamento das amostras por meio de técnicas histoldgicas
de rotina. As laminas foram preparadas pela empresa Histotecnologia (Belo Horizonte, MG) e
a avaliacdo do escore histopatoldgico das laminas, foi realizado por meio do método
previamente descrito por Howarth et al (1996), que atribui escore de 0 (normal) a 3 (méximo)
para os parametros listados na Tabela 2 e avaliados no Instituto de Ciéncias Bioldgicas-
UFMG professor Enio Ferreira.
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Tabela 2: Parametros avaliados pelo método do escore histopatoldgico de laminas descrito por
Howarth et al. (1996).

Escore Howarth
a Atrofia das vilosidades
b Destruicao das bordas em escova na superficie dos enterdcitos
c Reducéo das criptas e perda da arquitetura intestinal
d Infiltrado inflamatorio de leucocitos
e Infiltracdo inflamatoria
f Edema de submucosa e muscular externa
g Dilatacdo de vasos
h Destruicao das células das criptas

Para realizacdo das analises morfométricas, 20 campos histologicos de cada lamina
foram capturados com auxilio de um microscopio Optico (Olympus BX41) acoplado ao
sistema de aquisicdo de imagens (Software Spot Basic versdo 3.4.5). As imagens obtidas com
aumento de 100x foram analisadas por intermédio do software ImageJ (versdo 1.51J8) para

medicdo da altura das vilosidades e profundidade das criptas conforme (Howarth et al. 1996).
4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A extensdo do infiltrado celular por neutrofilos no intestino delgado foi estimada por
meio da atividade da enzima mieloperoxidase, conforme descrito por Souza et al. (2000).
Assim, cerca de 4 cm da porcdo correspondente ao ileo dos animais foram coletados, pesados
e homogeneizados em Buffer 1 gelado (cloreto de sddio-NaCl 0,1 M; Na2EDTA 0,015 M, pH
4,7) (na proporgdo de 1,9 mL/100 mg de tecido) e centrifugadas a 4°C por 15 minutos a
10.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e em seguida foram adicionadas as solucgdes de
NaCl 0,2% gelado e NaCl 1,6% suplementado com glicose 5% (proporcdo: 1,5 mL/100 mg de
tecido). As amostras foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a 4°C por 15 minutos
a 10.000 rpm. O sobrenadante foi removido e ao contetddo remanescente foi adicionado o
Buffer 2 (fosfato monosddico-NaH2PO4; Brometo de Hexadeciltrimetrilambnio-HTAB 0,5%,
pH 5,4) (proporcao: 1,9 mL/100 mg de tecido) em temperatura ambiente. Posteriormente, as
amostras foram homogeneizadas e aliquotas de 1 mL da suspensdo foram transferidas para
microtubos de 1,5 mL, congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas a temperatura
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ambiente, alternadamente, por trés vezes. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C
por 15 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante foi coletado para o ensaio enzimatico. Foram
adicionados, a cada po¢o de uma placa de 96 pocos (Nunc-Immuno, MaxiSorp), 25 uL de
cada amostra e 25 uL do substrato TMB 1,6 mM (3,3°,5,5’- tetrametilbenzidina (Sigma-
Aldrich®), previamente diluido em dimetilsulféxido (DMSO). Asamostras foram incubadas a
37°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 pL de perdxido de hidrogénio
0,002% a cada pogo e foi realizada nova incubagéo a 37°C por 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de acido sulfurico-H2SO4 1M para interromper a reacéo, e a absorbancia
foi medida por espectrofotometria em comprimento de onda de 450 nm, utilizando um leitor
de microplacas (Bio-Rad modelo 450, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), sendo 0s
resultados plotados em unidade arbitraria de enzima por miligrama de tecido (AU/mg)

baseado na absorbancia.
4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.0. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para dados ndo paramétricos
foi aplicado o teste de Kruskall-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Os dados
paramétricos foram avaliados pelo teste One-Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey.

Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS L156.4 NAO PREVINE @)
ENCURTAMENTO DO INTESTINO DELGADO DE ANIMAIS COM MUCOSITE
INTESTINAL INDUZIDA POR 5-FU

Uma das manifestacbes da mucosite intestinal é a reducdo do comprimento do
intestino delgado devido a perda de celulas. Assim, observou-se que 0s animais que
receberam 5-FU (MUC) apresentaram reducdes significativas no comprimento intestinal (49
cm em média) quando comparados aos grupos controle negativo (CN; 54 cm em média;
p<0,05), como pode ser observado na Figura 8. O tratamento com L. rhamnosus GG (LGG
MUC) foi capaz de prevenir o encurtamento do intestino delgado (50 cm em média)
apresentando diferenca estatistica (p<0,05). Ja o tratamento L. rhamnosus L156.4 (L156.4
MUC) néo foi capaz de prevenir o encurtamento intestinal induzido pelo 5-FU (49 cm em
média; p>0,05). Nao houve diferenca estatistica significativa nos grupos controles bacterianos
(L156.4; LGG) quando comparados ao controle negativo (CN; p>0,05).
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Figura 8: L. rhamnosus L156.4 n&do previne o encurtamento do intestino delgado alterado por 5-
FU. Camundongos que receberam 5-FU (300mg/Kg) (MUC; L156.4 MUC; LGG MUC) ou salina
0,9% (CN; L156.4; LGG) por via intraperitoneal e que foram tratados via gavagem com PBS ou
respectivas bactérias (10° UFC) (n=7 animais por grupo). Letras diferentes (a, b) indicam diferenca
estatistica (p<0,05) por One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey. CN = controle negativo;
L156.4 = controle bactéria; LGG = controle bactéria, MUC = mucosite; L156.4 MUC = L156.4
mucosite; LGG MUC = GG mucosite.
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5.2 LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS L1564 NAO ATENUA A PERDA DE
PESO DOS ANIMAISCOM MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-FU

Para avaliar o estado clinico dos animais ao longo do experimento, o peso de cada um
deles foi medido diariamente. Nao houve diferenca significativa na variacdo de peso corporal
entre os animais dos grupos controles experimentais até a inducdo da mucosite com 5-FU no
11° dia (Figura 9A). Como esperado, nos animais do grupo controle com mucosite (MUC) foi
possivel observar uma reducéo significativa da perda de peso (p<0,05) em compara¢do com
os do grupo controle negativo (CN) a partir do primeiro dia de indugdo, assim como nos dias
subsequentes (Figura 9A). A partir do segundo dia de inducdo, verificou-se que o grupo
tratado com LGG (LGG MUC) apresentou diferenca significativa na diminuicdo da perda de
peso com relacdo ao controle mucosite (MUC; p < 0,05). O grupo tratado com L156.4
(L156.4 MUC) néo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle com mucosite
(MUC) (Figura 9 A).

A variacdo percentual do peso dos animais a partir da inducdo da mucosite (11° dia de
experimentacdo) até o 14° dia também foi avaliada. A Figura 9B mostra que o grupo controle
com mucosite (MUC) apresentou uma reducdo de mais de 10% do peso corporal em relagéo
ao grupo controle negativo (CN; p < 0,05) (Figura 9B). Fica igualmente claro que o0s
tratamentos com L. rhamnosus L156.4 e LGG (L156.4 MUC; LGG MUC) ndo conseguiram
atenuar a perda de peso corporal dos animais quando comparados ao grupo controle com
mucosite (MUC; p >0,05). (Figura 9A e B).
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Figura 9: Efeito de L. rhamnosus L156.4 no peso corporal de camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-FU. (A) variacdo do peso corporal dos animais ao longo do experimento e
(B) variacdo percentual do peso corporal dos animais ap6s a inducdo da mucosite. Os animais
receberam 5-FU (300mg/Kg) (MUC; L156.4 MUC; LGG MUC) ou salina 0,9% (CN; L156.4; LGG)
por via intraperitoneal e foram tratados via gavagem com PBS ou respectivas bactérias (10° UFC)
(n=7 animais por grupo). Letras diferentes (a, b) indicam diferenca estatistica por One-way ANOVA
seguido pos-teste de Tukey (p<0,005). CN = controle negativo; L156.4 = controle bactéria; LGG =
controle bactéria; MUC = mucosite; L156.4 MUC = L156.4 mucosite; LGG MUC = GG mucosite.

5.3 LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS L156.4 REDUZIU O INFILTRADO
INFLAMATORIO EMANIMAIS COM MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-FU

Para verificar se o tratamento com L. rhamnosus L156.4 poderia reduzir o infiltrado
inflamatdrio por neutréfilos na mucosa intestinal, a atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO) foi mensurada em lisado célular do ileo de animais dos diferentes grupos
experimentais. O tratamento com 5-FU (MUC) aumentou significativamente a atividade da
MPO no ileo de camundongos quando comparado ao controle negativo (CN; p<0,05), como
mostrado na figura 10. No entanto, ambos os tratamentos com L156.4 e LGG (L156.4 MUC;
LGG MUC) foram capazes de reduzir significativamente a atividade desta enzima (p <0,05)

indicando, portanto, uma reducdo expressiva do infiltrado inflamatorio da mucosa intestinal.
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Figura 10: Infiltrado inflamatorio no ileo de camundongos com mucosite intestinal induzida por

5-FU e tratados com L. rhamnosus L156. A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi
mensurada no ileo de animais inflamados com 5-FU (300mg/Kg) (MUC; L156.4 MUC; LGG MUC)
ou salina 0,9% (CN; L156.4; LGG) por via intraperitoneal e que foram tratados via gavagem com PBS
ou respectivas bactérias (10° UFC) (n=7 animais por grupo). Letras diferentes (a, b) indicam diferenca
estatistica por One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey (p<0,05).CN = controle negativo;
L156.4 = controle bactéria; LGG = controle bactéria; MUC = mucosite; L156.4 MUC = L156.4
mucosite; LGG MUC = GG mucosite.

5.4 TRATAMENTO COM LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS L156.4 NAO ATENUA
O AUMENTO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL NO MODELO MURINO DE
MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5- FU

A integridade da barreira epitelial foi mensurada por meio da permeabilidade
intestinal, medindo-se a difusdo de radioatividade do lGmem intestinal através do epitélio para
a corrente sanguinea ap6s a administracdo oral de **"Tc-DTPA. A Figura 11 mostra que 0
tratamento com 5-FU (MUC) aumentou a permeabilidade intestinal dos animais, quando

comparado ao controle negativo (CN; p<0,0001).

Os grupos tratados com as cepas bacterianas (L156.4; LGG) sem inducdo da mucosite,
ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle negativo (CN; p>0,05).
O tratamento com L. rhamnosus L156.4 apds a indugdo da mucosite (L156.4 MUC) néo foi
capaz de reduzir significativamente a permeabilidade intestinal dos animais que receberam o
guimioterapico (MUC; p>0,05). Ja o grupo L. rhamnosus GG (LGG MUC) foi capaz de

diminuir a permeabilidade intestinal quando ocmparado ao controle (MUC; p<0,5).
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Figura 11: Permeabilidade intestinal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-
FU tratados com L. rhamnosus L156.4. A permeabilidade foi medida por meio do é&cido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) marcado com o radioisétopo tecnécio (99mTc). Os animais
receberam 5-FU (300mg/Kg) (MUC; L156.4 MUC; LGG MUC) ou salina 0,9% (CN; L156.4; LGG)
por via intraperitoneal foram tratados via gavagem com PBS ou respectivas bactérias (10° UFC) (n=7
animais por grupo). As letras (a, b,c) indicam diferenca estatistica por One-Way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Turkey (p<0,05). CN = controle negativo; L156.4 = controle bactéria; LGG = controle
bactéria; MUC = mucosite; L156.4 MUC = L156.4 mucosite; LGG MUC = GG mucosite.

5.5 LACTICASEIBACILLUS RHAMNOSUS L1564 MELHORA OS PARAMETROS
HISTOPATOLOGICOS E MORFOMETRICOS NO ILEO DE CAMUNDONGOS COM
MUCOSITE INDUZIDA POR 5-FU

O tratamento com 5-FU (MUC) promoveu alteragfes na arquitetura da mucosa
intestinal, quando comparado ao controle negativo (CN). Essas alteracGes sdo caracterizadas
pelo encurtamento das vilosidades, intenso infiltrado de células polimorfonucleares nas
vilosidades, na lamina prépria e na submucosa, ulceracdo, edema, vacuolizagdo e necrose das
criptas (Figura 12A). Os tratamentos com as cepas de L. rhamnosus (L156.4 MUC; LGG
MUC) restauraram a arquitetura da mucosa intestinal de forma semelhante ao controle
negativo (CN) (Figura 12A).

Com relagdo aos achados da anélise morfométricas, os dados demonstraram que o 5-
FU (MUC) foi capaz de induzir dréasticas lesdes no ileo dos animais, alterando a arquitetura
intestinal, quando comparado ao controle negativo (CN) (p<0,0001), incluindo diminuicdo na
razéo vilosidades/criptas (p<0,001) (Figura 12 B, C e D). Entretanto, o tratamento com L.
rhamnosus L156.4 (L156.4 MUC) foi capaz de reduzir essas alteracbes causadas pelo
quimioterapico (p<0,05), conforme observado em relagdo do eixo vilosidades/criptas. O

tratamento com LGG (LGG MUC) também reduziu alteracdes causadas pelo uso do 5-FU
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(MUC; p<0,05). Ao comparar o0 grupo de controle negativo com o grupo tratado com L.
rhamnosus L156.4 (L156.4 MUC), ndo foram encontradas diferengas estatisticamente

significativas no comprimento das vilosidades e na profundidade das criptas. 1sso indica que o

tratamento com L. rhamnosus L156.4 ndo afetou esses parametros estruturais da mucosa
intestinal (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12: Anélises histologicas e morfométricas dos ileos dos animais com mucosite intestinal
induzida por 5-FU tratados com L. rhamnosus L156.4. (A) Achados histolégicos, (B)
Comprimento das vilosidades, (C) Profundidade das criptas e (D) Razdo do comprimento das



40

vilosidades e profundidade das criptas dassecgdes dos ileos dos animais dos grupos controles e
experimentais. As letras (a, b, ¢) indicam diferenca estatistica por One-Way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Turkey (p<0,05). CN = controle negativo; L156.4 = controle bactéria; LGG = controle
bactéria; MUC = mucosite; L156.4 MUC = L156.4 mucosite; LGG MUC = GG mucosite.

Os resultados de histopatologia podem ser visualizados através dos escores
histopatoldgicos mostrado conforme mostra na Figura 13. E possivel visualizar que os grupos
que receberam 5-FU (MUC; L156.4 MUC; LGG MUC) diferiram significativamente do
grupo controle (CN; p<0,05). Os grupos tratados somente com L. rhamnosus (L156.4 MUC;
LGG MUC) apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle mucosite (MUC;
p<0,05), demonstrando que a administracdo dessas linhagens foram capazes de atenuar
parcialmente os danos histopatologicos (Figura 13).
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Figura 13: Escores histopatoldgicos dos ileos dos animais com mucosite intestinal induzida por
5-FU tratados com L. rhamnosus L156.4. Animais que receberam 5-FU (300mg/Kg) (MUC; L156.4
MUC; LGG MUC) ou salina 0,9% (CN; L156.4; LGG) por via intraperitoneal e que foram tratados via
gavagem com PBS ou respectivas bactérias (10° UFC) (n=7 animais por grupo). As letras (a, b, c)
indicam diferenca estatistica por One-Way ANOVA seguido pelo pos-teste de Turkey (p<0,05). CN =
controle negativo; L156.4 = controle bactéria; LGG = controle bactéria; MUC = mucosite; L156.4
MUC = L156.4 mucosite; LGG MUC = GG mucosite.
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6 DISCUSSAO

Existem diversas linhagens de lactobacilus com caracteristicas funcionais benéficas ao
hospedeiro, sendo consideradas probidticos (Sun et al. 2015; Plaza-Diaz et al. 2019b). Os
probioticos desempenham um papel significativo na prética clinica, sendo frequentemente
utilizados como adjuvantes em tratamentos terapéuticos. Além disso, sua capacidade de
modular a microbiota intestinal e fortalecer o sistema imunologico tem sido explorada em
diversos modelos experimentais como em desordens inflamatdrias relacionadas ao TGl,
doenca de Crohn e mucosite intestinal (Fedorak et al. 2015; De Jesus et al. 2019; Bjarnason,
Sission, and Hayee 2019b).

A mucosite intestinal € um efeito citotoxico comumente observado no TGI de
pacientes submetidos a tratamentos com antineoplasicos, como o 5-FU (Lee, Ryan, and
Doherty 2014; Phillips et al. 2018). Estudos tém explorado diferentes abordagens para tratar
esse efeito indesejado, dentre elas destacam-se 0 uso de probidticos. Em um estudo pré-
clinico, por exemplo, conduzido por Smith et al. (2008), a cepa Lactobacillus fermentum
BR11 demonstrou ser eficaz na reducdo da inflamacéo intestinal em animais com mucosite
intestinal induzida por 5-FU. Xia et al. (2021) utilizou uma mistura probidtica contendo
Lacplantibacillus plantarum, Bifidobacterium animalis, lacticaseibacillus rhamnosus,
lactobacillus acidophilus para investigar os efeitos protetores e 0 mecanismo do tratamento
para mucosite oral. Os pacientes que receberam a mistura probiotica tiveram uma diminuicao
no grau e também na incidencia da mucosite oral. Em um modelo animal, esta mistura
diminuiu a resposta inflamatdria e a permeabilidade intestinal (Smith et al. 2008; Xia et al.
2021).

Em um trabalho realizado por Oliveira et al. (2017), foi identificada uma bacteriocina
em uma cepa de L. rhamnosus L156.4 isolada de fezes de camundongos NIH e realizou-se o
sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma. Este € o primeiro relato de uma
bacteriocina putativa produzida por uma cepa de L. rhamnosus obtida de fezes de
camundongos. Analises revelaram que essa bacteriocina apresenta 100% de semelhanga com
ORFs de L. rhamnosus HNOO1, uma cepa probiotica. Além disso, em outro estudo utilizando
essa mesma cepa, foi observado o potencial de inibicdo do crescimento de fungos
filamentosos e cepas de E. coli éntero patogénicas. Esses resultados mostram que essa
linhagem tem um otimo potencial como agente microbicida (de Oliveira et al., 2019).
Mediante a esses achados se buscou entdo investigar o papel anti-inflamatorio desta linhagem

para avaliacdo como uma cepa potencialmente probidtica.
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No presente estudo, observou-se que a administracdo de 300 mg/kg de 5-FU em
camundongos BALB/c resultou em sintomas sisttmicos no organismo dos animais, conforme
pode ser observado nas figuras 8 a 13. Esses sintomas incluiram perda de peso corporal,
diminuicdo do comprimento intestinal, presenca de infiltrado inflamatorio, aumento da
permeabilidade intestinal e drasticas alteragcbes na estrutura da mucosa intestinal, como
reducdo das vilosidades, aumento da profundidade e destruicdo das células das criptas. Tais
achados sdo consistentes com estudos prévios que utilizaram o mesmo farmaco (Duncan and
Grant 2003; Ferreira et al. 2012; Yeung et al. 2015; Li et al. 2017; Hamouda et al. 2017),
demonstrando a severidade da mucosite intestinal induzida pelo uso do antineoplasico 5-FU.

A mucosite induzida por quimioterapia pode levar a dificuldades na ingestdo oral e
absorcéo de alimentos, o que resulta em comprometimento alimentar em pacientes durante o
tratamento (Eduardo et al. 2018). Esse quadro frequentemente causa perda de massa corporal
(Arends et al. 2018). Nesse contexto, realizou-se uma avaliagéo do efeito da administragéo de
Lactobacillus rhamnosus L156.4 no comprimento intestinal e na perda de peso de animais
com mucosite (Figura 8 e Figura 9). Com base nesses achados sugere-se que essa cepa
bacteriana ndo foi capaz de atenuar a intensa reducdo no comprimento intestinal, que resulta
em uma diminui¢cdo na superficie de absorgdo, e, consequentemente, na perda de massa
corporal.

Por outro lado, o estudo conduzido por Hu et al. (2020) utilizando leite fermentado
pela linhagem L. rhamnosus FLRH93 demonstrou que o percentual de perda de peso foi
menor no grupo tratado em comparacdo com o grupo MUC, indicando gque o tratamento com
0 leite fermentado pela FLRH93 pode prevenir a perda de peso corporal induzida pela
quimioterapia (Hu et al. 2020). Esses resultados reforcam a ideia de que as propriedades
probiédticas sdo dependentes da cepa especifica utilizada, assim como da forma e quantidade
em gue sdo administradas.

E importante destacar que foi utilizado Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103)
neste estudo como controle, uma cepa que ja teve seus efeitos probidticos confirmados e que
atualmente é comercializada. Em relagéo a perda de peso corporal, essa cepa demonstrou ndo
capaz de reduzi-la (Figura 8), porém foi eficaz de atenuar a perda do comprimento intestinal
(Figura 9).

Os achados do estudo conduzido por Yue et al. (2022) sobre os efeitos da cepa L.
rhamnosus GG na producdo de acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) ndo estdo alinhados

com os resultados obtidos neste experimento. Neste estudo, o uso dessa cepa resultou em uma
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diminuicdo significativa na perda de peso corporal em camundongos com mucosite induzida
por 5-FU, quando comparado ao grupo controle MUC. Esses resultados sugerem um possivel
papel benéfico da L. rhamnosus GG na reducéo da perda de peso. E importante ressaltar que a
divergéncia nos resultados pode ser atribuida a diferentes doses administradas e a variagdo no
periodo de administracdo da bactéria. Esses fatores podem influenciar os efeitos terapéuticos
da cepa, destacando a importancia da dose correta e da duragdo adequada do tratamento.
Portanto, € crucial considerar esses aspectos ao avaliar a eficacia da L. rhamnosus GG em
diferentes contextos clinicos.

Neste estudo, observou-se que o tratamento utilizado também teve a capacidade de
reduzir o infiltrado inflamatério (Figura 10), como evidenciado pela diminui¢do da atividade
da enzima mieloperoxidase, uma medida indireta do infiltrado inflamatdrio pela atividade dos
neutrofilos no tecido. Esses achados estdo em concordancia com estudos anteriores que
utilizaram diferentes cepas probioéticas. Por exemplo, em um estudo conduzido por Kato et al.
(2017) a utilizacdo do probidtico Bifidobacterium bifidum G9-1 demonstrou reducdo do
infiltrado inflamatério. Além disso, no estudo realizado por Tang et al. (2017), uma mistura
probidtica contendo B. breve DM8310, L. acidophilus DM8302, L. casei DM8121 e S.
thermophilus DM8309 também foi capaz de diminuir a infiltracdo de neutréfilos no ileo de
animais afetados pela mucosite intestinal induzida pelo 5-FU. Essas evidéncias destacam o
potencial dos probidticos na modulagdo da resposta inflamatoria e na reducdo do infiltrado
inflamatorio associado & mucosite intestinal.

A andlise da permeabilidade intestinal foi conduzida, e o grupo MUC, que recebeu o
tratamento com 5-FU, apresentou um aumento significativo na permeabilidade intestinal em
comparagdo com os outros grupos (Figura 11). Esses resultados estdo em concordancia com
estudos anteriores que também demonstraram um aumento na permeabilidade intestinal 72
horas ap6s a administracdo de 5-FU (de Barros et al. 2018; Trindade et al. 2018). Os
resultados mostram L. rhamnosus L156.4 ndo foi capaz de prevenir 0 aumento da
permeabilidade intestinal induzida por 5-FU. Em contraste, L. rhamnosus GG atenuou a
permeabilidade intestinal. Esses resultados estdo em consonancia com estudos anteriores
realizados por (Khailova et al. 2017), indicando que L. rhamnosus GG pode melhorar a
funcdo da barreira intestinal e reduzir a translocagio bacteriana. E possivel que L. rhamnosus
L156.4 possa ndo ser capaz de estimular a expressdo de proteinas de jungdes firmes (tight
junctions) no epitélio intestinal, no entanto, sdo necessarias analises adicionais para confirmar

esses resultados.
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A perda da arquitetura intestinal, o estabelecimento de um intenso processo
inflamatorio e a destruicdo da mucosa sdo alguns dos principais efeitos associados a mucosite
intestinal (Sonis 2004; Soares et al. 2013; Duncan and Grant 2003;Lee, Ryan, and Doherty
2014). Esses resultados confirmam a vulnerabilidade do trato gastrointestinal a terapia
oncoldgica. No presente estudo, os animais inflamados com 300mg/kg de 5-FU apresentaram
diversos danos & mucosa do ileo, incluindo reducéo das vilosidades, aumento da profundidade
das criptas (Figuras 12 e 13), mostrando concordancia com a patobiologia da mucosite
proposta por Sonis (2004). Os resultados deste estudo revelaram que o tratamento com L.
rhamnosus L156.4 foi capaz de diminuir o escore histopatol6gico e atenuar os danos a
mucosa intestinal ocasionados pelo uso do quimioterapico 5-FU, prevenindo a perda do
comprimento das vilosidades e a razdo vilosidade/criptas, alem de aumentar a profundidade
das criptas (Figuras 12 e 13).

Neste contexto os resultados obtidos com o tratamento utilizando L. rhamnosus GG
neste estudo mostraram que essa cepa foi capaz de atenuar o0 comprimento das vilosidades, a
relacdo vilosidades/criptas e o escore histoldgico. Além disso, também foi capaz de reverter o
infiltrado inflamatdrio. No entanto, ndo foi observado um aumento na profundidade das
criptas. Em um estudo conduzido por Hu et al. (2020) utilizando leite fermentado pela
linhagem de L. rhamnosus FLRH93 em um modelo murino de mucosite intestinal, essa cepa
demonstrou a capacidade de diminuir os danos intestinais, resultando em um comprimento
das vilosidades e profundidade das criptas semelhantes ao grupo de controle ndo inflamado.
Em um ensaio clinico realizado por Osterlund et al. (2007), a utilizacdo de L. rhamnosus GG
para o controle da diarreia em pacientes submetidos a injecdes mensais de 5-FU foi bem
tolerada e demonstrou ser capaz de reduzir a frequéncia de diarreia e o desconforto
abdominal. Essas evidéncias reforcam o potencial terapéutico das cepas de L. rhamnosus na
melhoria dos sintomas e na prote¢éo intestinal durante a mucosite induzida pelo 5-FU.

De acordo com a patobiologia da mucosite proposta por Sonis (2004), a alteracéo da
integridade da mucosa intestinal compromete ndo so a capacidade absortiva do intestino, mas
também altera os padrdes de permeabilidade. Isso resulta em um intestino permissivel a
passagem de agentes exdgenos, como bactérias patogénicas e antigenos nocivos, que podem
comprometer a homeostase do organismo (Cinausero et al. 2017). Na investigacao, utilizou-se
a macromolécula DTPA marcada com tecnécio-99m, que atravessa em gquantidades minimas a
barreira intestinal em condigdes fisioldgicas (Generoso et al. 2011). A ocorréncia de quebras
no epitélio viabiliza a passagem do farmaco radiomarcado, que exibe propriedades
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hidrofilicas. Isso permite que o radiotracador atravesse o espaco paracelular e transponha o
epitélio. Como resultado, torna-se possivel identifica-lo na corrente sanguinea. (Andrade et al.
2015).

Diferentes probidticos tém demonstrado efeitos variados na mucosite intestinal e
outras condigbes patoldgicas do intestino. E essencial conduzir investigacbes sistematicas
para compreender melhor a eficacia de probidticos no alivio dos sintomas da mucosite. A
caracterizacdo de novas cepas também ¢é fundamental para explorar suas propriedades
terapéuticas em diferentes modelos de inflamacao.

Uma estratégia promissora é combinar diferentes probioticos para obter um efeito
sinérgico positivo (Jhun et al. 2021) , potencializando seus beneficios individuais e
melhorando o tratamento da mucosite intestinal. Neste sentido, misturas probidticas tém sido
utilizadas para avaliar o efeito sinérgico de duas cepas com propriedades probidticas. No
trabalho de Quaresma et al. (2020), foram avaliadas duas misturas probioticas: uma contendo
Lactobacillus spp e Bifidobacterium spp (PM-1) e outra contendo Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis (PM-2). Ambas as
misturas foram capazes de reduzir os escores histopatoldgicos em animais com mucosite
intestinal induzida por 5-FU, promovendo a recuperagdo da lesdo epitelial na mucosa
intestinal, evidenciando o potencial terapéutico desses probidticos contra a mucosite
intestinal. Essas descobertas destacam a importadncia do uso de probidticos, tanto
isoladamente como em combinacBes, como agentes terapéuticos promissores para auxiliar no
tratamento da mucosite intestinal bem como, melhorar a satde intestinal durante o tratamento
com antineoplasicos. E crucial para avangar na compreenséo e no tratamento dessa condic&o,

proporcionando abordagens terapéuticas mais eficazes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que a administragdo oral da cepa L. rhamnosus
L156.4 demonstrou efeitos benéficos parciais na atenuacdo de parametros relacionados a
mucosite intestinal experimental induzida pelo antineoplasico 5-FU. A cepa recuperou a
arquitetura da barreira intestinal e reduziu o infiltrado inflamatorio no tecido ap06s a inducéo
da mucosite com o 5-FU. Essas descobertas sugerem que a cepa em questdo pode ter um
potencial terapéutico no tratamento da mucosite intestinal. No entanto, para compreender
completamente 0s mecanismos subjacentes a esses efeitos e para caracterizar adequadamente
a linhagem, sdo necessarias mais investigacfes. Portanto, estudos adicionais sao necessarios
para explorar em detalhes os possiveis mecanismos envolvidos e avaliar o potencial clinico
dessa cepa probidtica como uma estratégia terapéutica para a mucosite intestinal induzida por

5-FU  usada individualmente ou em  combinacdo com  outras  cepas
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8 PERSPECTIVAS

Avaliar o efeito de L. rhamnosus L156.4 sobre o perfil de citocinas pro inflamatérias (TNF;
IL-1 B, IL-4 e IL-6), anti-inflamatorias (IL-10, TGF-p) atravésda técnica de RT-qPCR.
Avaliar o feito de L. rhamnosus L156.4 sobre a expressdo das proteinas Tight junctions,
através de RT-gPCR.

Avaliar o efeito de L. rhamnosus L156.4 sobre a alteracdo da composicdo da microbiota
promovida por 5-FU, através do sequenciamento do gene rRNAL6S nas amostras fecais.

Avaliar o efeito da combinagéo de L. rhamnosus L156.4 com outras cepas bacterianas
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11.1 ARTIGO DE REVISAO: LACTOCOCCUS LACTIS AS AN INTERLEUKIN
DELIVERY SYSTEM FORPROPHYLAXIS AND TREATMENT OF INFLAMMATORY
AND AUTOIMMUNE DISEASES

Dentre as diversas aplicacfes dos microrganismos laticos, destaca-se o seu potencial
como veiculos de entrega de citocinas e expressdo de citocinas anti-inflamatorias e pro-
inflamatdrias, desempenhando um papel importante como adjuvantes no tratamento de varias
enfermidades. Esta se¢do apresenta um artigo de revisdo que aborda as diferentes citocinas
utilizadas e suas respectivas aplica¢des, destacando o uso do lactococcus lactis como veiculo
de entrega ou expressdo dessas citocinas. Através dessa abordagem, busca-se explorar o
potencial terapéutico desses microrganismos na modulacdo do sistema imunolégico e no

desenvolvimento de estratégias promissoras para o tratamento de doencas.

Probiotics and Antimicrobial Proteins
https://doi.org/10.1007/512602-023-10041-1

RESEARCH )

Chock for
updates

Lactococcus lactis as an Interleukin Delivery System for Prophylaxis
and Treatment of Inflammatory and Autoimmune Diseases

Gabriela Munis Campos' - Monique Ferrary Américo' - Andria dos Santos Freitas' -

Fernanda Alvarenga Lima Barroso' - Joyce da Cruz Ferraz Dutra'? - Ludmila Silva Quaresma’ -

Barbara Fernandes Cordeiro’ - Juliana Guimaraes Laguna' - Luis Claudio Lima de Jesus' - Aparecida Maria Fontes? -
Alexander Birbrair*® - Tulio Marcos Santos'® - Vasco Azevedo'

Accepted: 9 January 2023
© The Author(s), under exclusive licence to Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2023

Abstract

Target delivery of therapeutic agents with anti-inflammatory properties using probiotics as delivery and recombinant pro-
tein expression vehicles is a promising approach for the prevention and treatment of many diseases, such as cancer and
intestinal immune disorders. Lactococcus lactis, a Lactic Acid Bacteria (LAB) widely used in the dairy industry, is one
of the most important microorganisms with GRAS status for human consumption, for which biotechnological tools have
already been developed to express and deliver recombinant biomolecules with anti-inflammatory properties. Cytokines,
for example, are immune system communication molecules present at virtually all levels of the immune response. They
are essential in cellular and humoral processes, such as hampering inflammation or adjuvating in the adaptive immune
response, making them good candidates for therapeutic approaches. This review discusses the advances in the development
of new therapies and prophylactic approaches using LAB to deliver/express cytokines for the treatment of inflammatory
and autoimmune diseases in the future.
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Introduction

Lactic Acid Bacteria (LAB) are a heterogeneous group of
Gram-positive, mesophilic, non-LPS-producing bacteria,
and with the ability to produce lactic acid from sugar
fermentation [1]. This group consists of bacteria of the
genus Lactobacillus (which has been reclassified into 25
new genera), Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Oenococcus, Pediococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, and Weissella [ 1-4].

The absence of endotoxins makes LAB an important
group for industrial applications [5]. In this context. the long
track record in fermentative processes of cheese. yogurt, and
other dairy products, as well as their ability to produce some
food-preserving acids. led to LABs receiving GRAS (gen-
erally recognized as safe ) status from the Food and Drug
Administration (FDA) [2, 6-8].

In addition to their widespread use in the food indus-
try, some LAB strains are used as probiotics, defined as
“live microorganisms that, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit to the host™ [9-11]. The

@ Springer

pXYSEC

3.8kb

ot paty A M
"

Fig.1 Representation of the main plasmid vectors of prokaryotic
expression (a-d) and eukaryotic expression (e, f) used in Lacrococcus
lactis. Blue: promoters; yellow: multiple cloning sites/nuclease gene:

black: antibiotic resistance (CmR, chloramphenicol resistance: EmR,
erythromycin resistance). Green: other transcriptional elements (poly
A tail; transcription termination factor): pink: signal peptide
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the PnisA/PnisF promoters, thus, inducing the expression
of genes regulated by them (Fig. la) [16, 21].

SICE System

The stress-induced controlled expression system (SICE) is
a vector that carries an expression cassette under the tran-
scriptional control of a stress-inducible promoter. This sys-
tem is based on the groESL operon. which after induction
with different stressors agents, including those related to
gastrointestinal tract (GIT) (pH, heat-shock, or bile salts),
can induce protein synthesis of cloned open reading frames
(ORFs) (Fig. 1b) [22, 23].

XIES System

Another important heterologous expression system is the
xylose-inducible expression system, developed by Miyoshi
et al. [24]. This system uses the promoter pxyLT from Lac-
tococcus lactis NCDO2118 to control the expression of
genes of interest. With the addition of xylose in the bacterial
growth medium, the promoter pxyLT is activated, producing
the protein of interest. It is essential to highlight that glucose
in the medium shuts down the system.

The XIES system has two versions: the secretion version
(pXIES:SEC), where the bacteria produce and secrets the
protein (Fig. 1c), and the cytoplasmic version (pXIES:CYT),
where the protein produced remains inside the bacteria
(Fig. 1d) [24].

pVALAC Vector

Other expression systems have also been explored for protein
expression directly by host cells using L. lactis as a deliv-
ery vector. One of these new approaches is the pVALAC
(vaccination using lactic acid bacteria) vector, which was
constructed to deliver antigens via Lactococcus spp. as a
vaccinal and gene therapy approach. The construction of
this plasmid was idealized using the fusion of a eukaryotic
region containing the promoter pCMV originated from cyto-
megalovirus, allowing the cloning of antigens of interest for
expression in eukaryotic host cells, and a prokaryotic region,
where replication rolling-circle type. and also selection in
bacteria (chloramphenicol gene marker) can be performed
(Fig. le) [25].

pExu Vector

The pExu (extra chromosomal unit) vector, containing the
pCMYV promoter and erythromycin as a selection marker,
was constructed as a vaccinal/gene therapy vector to be
expressed only by eukaryotic cells. Unlike pVALAC,
delivered only by Lactococcus sp.. pExu can replicate in
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Gram-positive and Gram-negative bacteria, including Lacto-
coccus lactis, Lactobacillus sp., and E. coli strains. In addi-
tion, this vector has a theta-type replication. This makes it
more stable (Fig. 11) [26, 27].

Immune System and Cytokines

Immune system cells require a communication network in
order to act specifically, locally, or systemically. To achieve
this, the immune system has a chain of molecules necessary
for its functioning. in which cytokines are among the best
characterized [28-30].

Cytokines are a large group of non-enzymatic pro-
teins involved in all immunity levels, including innate and
adaptive responses, antigen presentation, cell recruitment,
and expression of adhesion molecules. These cytokine net-
works are complex, and their production is usually transient
due to the rapid elimination of the inducing stimulus, feed-
back mechanisms, and negative receptor regulation. In this
context, it is essential to highlight that the prolonged action
of cytokines in the immune system can cause damage to
the healthy organism, such as the development of chronic
inflammation [31].

Restoration of cytokine balance benefits the body in
immune and inflammatory responses, making them a source
for developing new therapeutic targets [32, 33]. In general,
cytokines are used in therapeutic/vaccination strategies
only to act as adjuvants-substances capable of enhancing
the immune response [34] when co-administered with the
molecule of interest [33, 36], allowing both delivery to anti-
gen-presenting cells (APCs) and to modulate the specificity,
duration, and type of response (cellular or humoral) [37].
Based on these properties, some cytokines have been evalu-
ated for their biotherapeutic properties.

IL-10

The IL-10 family of cytokines can be divided into three
subgroups based on their functions. The first group. rep-
resented only by IL-10. is present in innate and adaptive
immune responses and performs immunosuppressive func-
tions by reducing tissue damage caused by excessive inflam-
mation |38, 39]. The second group includes cytokines of the
IL-20 subfamily, which act mainly on epithelial cells and
induce innate defense mechanisms. Finally, the third group
consists of the [L-28 subfamily, generally classified as type
I1I interferons (IFNs) with a preference for tissue epithelial
cells [38].

Interleukin-10 (IL-10) has anti-inflammatory proper-
ties and plays a critical role in the prevention of inflamma-
tory processes [40]. Mature human IL-10 has 160 amino
acids and can be produced by various leukocytes and tissue



epithelial cells, such as innate immune system cells, includ-
ing dendritic cells (DC), macrophages, mast cells, natural
killer (NK) cells, eosinophils, neutrophils, CD4", CD8", and
B cells [29. 30, 40]. IL-10 is not a cell-specific cytokine, but
is widely expressed by several immune cells and exerts its
anti-inflammatory effects through multiples induction path-
ways, making it an important molecule to test for delivery or
local expression using L. lactis as a delivery vehicle.

For this purpose, Schotte et al. [41] investigated the abil-
ity of Lactococcus lactis MG 1363 to synthesize and secrete
murine IL-10 fused to a secretion signal peptide of the
Usp45 protein of lactococcal origin. The authors constructed
a plasmid (pTREX1) based on the pVAX plasmid and the
mlL-10 sequence. Bacteria carrying the mIL-10 sequence
were able to produce and secrete the protein even at low
concentrations [41].

Martin et al. [42] and Benbouzine et al. [23] used the vec-
tor pSICE containing the IL-10 sequence carried by L. lac-
tis to treat IBD induced by dinitrobenzene sulfonic acid
(DNBS). The recombinant Lactococcus lactis producing
IL-10 decreased intestinal permeability by partially improv-
ing and modulating the expression of the tight junctions
F11r and Zo-1. Administration of the recombinant bacteria
also resulted in protective effects on immune activation and
intestinal function parameters [23, 42].

Del Carmo [33] tested the effects of IL-10 cytokine
delivered/expressed by two plasmids (pValac and pGro-
esESL) in a 2.4.6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-
induced chronic colitis model. Administration of both
plasmids decreased the severity of inflammation, improved
the intestinal damage score and modulated the IL-10/IL-6
expression ratio [33].

Strategies have also been developed using pValac car-
rying IL-10 in models of intestinal inflammation. For
example, Del Carmen et al. [43] constructed a Lactococcus
lactis-producing fibronectin binding protein A (FnBPA™)
of Staphylococcus aureus (L. lactis MG1363 FnBPA™) capa-
ble of harboring the plasmid pValac carrying the mIL-10
gene. This strain could efficiently internalize and induce the
expression of FnBPA™ from human epithelial cells [43] and
was also able to reduce the severity of TNBS-induced coli-
tis. Zurita-Turk et al. [44] also tested this invasive strain
in an IL-10 knockout (IL-10 —/—) model that spontane-
ously develops intestinal inflammation. Oral administration
of L. lactis MG1363 FnBPA + (pValac:il-10) modulated
the organism to produce IL-10 and reduced the intestinal
inflammation severity, presenting lower scores and histo-
logical damage and tended to reduce the levels of the pro-
inflammatory cytokine IL-6. Based on previous results, the
authors carried out a new strategy to evaluate the therapeutic
effect of an invasive strain of L. lactis MG1363 FnBPA*
(pValac:IL-10) compared to a wild-type of strain of L. lac-
tis MG1363 (pValac:IL-10) in preventing inflammation in
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a sodium dextran sulfate (DSS)-induced colitis model. The
results showed that both strains were able to deliver the
vector to the inflammation sites, reducing the severity of
inflammation and avoiding side effects [32. 43, 44].

Based on the previous effects of treatment with IL-10-ex-
pressing Lactococcus lactis, Bermiidez-Humaran et al. [45]
showed that oral administration of these strains exhibited
moderate anti-inflammatory effects in mice compared to
the administration of serine and protease inhibitors, which
showed more promising results at the mucosal level for the
treatment of IBD [45]. There is limited efficacy for the use
of IL-10 secreted Lactococcus lactis as a primary source of
treatment for IBD, and this can be explained by the choice
of the molecule. which may not be the best option, as well
as due to the amount of IL-10 produced and released by
the bacteria is not being sufficient to generate an efficient
response of the intestinal environment [45, 46].

The cytokine hIL-10 has also been tested in models. such
as autoimmune diabetes, where it was used as an immu-
nomodulatory cytokine in a biological system that secretes
human insulin autoantigen. Administration of IL-10 in com-
bination with a low dose of systemic anti-CD3 was well tol-
erated and induced a long-term autoantigenicity, allowing
stable reversal of newly diagnosed autoimmune diabetes
in mice. Furthermore, Takiishi et al. [47] and Robert et al.
[48] used hIL-10 combined with a T1D GAD63 autoantigen
in Lactococcus lactis, and administered in the intestine in
a mouse model of diabetes. The combination with anti-CD3
and the treatment stabilized insulitis, preserved f cells, and
restored normoglycemia in mice [47, 48].

Oral administration of L. lactis carrying IL-10 was
tested to treat food tolerance by preventing sensitization in
amouse model of food allergy. Sensitization was performed
with f-lactoglobulin in the presence of cholera toxin. Pre-
treatment contributed to the reduction of anaphylaxis and
inhibited the production of antigen-specific IgE and 1gG
and increased the production of antigen-specific IgA in the
intestine [49]. Marinho et al. [50] used L. lactis NCDO2118
to support the XIES expression system producing LL-CYT
and LL-SEC IL-10 expression cassettes from Rarus nover-
gicus. They were administered orally and both treatments
with the recombinant strains resulted in decreased cytokines
observed during an inflammatory response in allergic disor-
ders (IL-4, IL-5. CCL3). EPO activity, IgE, IgG1 anti-OVA
levels, pulmonary inflammation, and mucus hypersecretion

[50].
IL-22

IL-22 is a member of the IL-10 cytokine family and a critical
re gulator of epithelial homeostasis. The primary function of
IL-22 is to provide a protective response against pathogens
at barrier surfaces. It has been implicated in multiple aspects



of epithelial barrier function, including regulation of epithe-
lial cell growth and permeability, mucus and antimicrobial
protein (AMP) production. and complement activation |38,
51, 52]. IL-22 acts exclusively on epithelial cells to pro-
mote cell regeneration and tissue repair. The [L-22 receptor
is widely expressed on epithelial cells in boundary tissues,
such as the gut. lung, liver, and skin [53].

This cytokine is constitutively expressed in the small
intestine of humans and mice to maintain the integrity of
the epithelial barrier against enteric microorganisms, which
plays an essential role in the pathogenesis of IBD. and the
level of expression depends on the type of inflammation. In
healthy humans and mice. the expression level of [L-22 is
rarely detectable [54, 55]. Many studies have shown that
IL-22 is essential in various cardiovascular diseases, inhibit-
ing inflammation in myocarditis, atherosclerosis, and myo-
cardial infection [56].

In the Loera-Arias et al. [57] work. a safe vector was
constructed to produce hIL-22 in vivo in L. lactis NZ9000
using a nisin-inducible system. Western blotting was per-
formed to confirm the expression, and an ELISA assay was
performed to quantify the secreted protein. Recombinant L.
lactis was added to a culture of Colo-205 cells, a cell line
that secretes IL-10 upon IL-22 stimulation, to evaluate the
bioactivity of the recombinant IL.-22. The recombinant strain
induced IL- 10 production by Colo-2035 cells, and the amount
of IL-10 secreted was proportional to the number of recom-
binant bacteria used, demonstrating that the secreted hIL-22
was biologically active [57].

To evaluate L. lactis carrying the plasmid ProbiH 1-IL-22

on symptoms of post-infectious irritable bowel syndrome
(PI-IBS) symptoms. Maéva et al. [58] used a model of Cir-
robacter rodentium infection in C57BL6/J mice since symp-
toms resemble enterobacterial gastroenteritis. The infected
mice exhibited persistent colonic hypersensitivity, cogni-
tive impairment, and anxiety-like behaviors associated with
low-grade inflammation, and increased intestinal perme-
ability. This study presented an alternative treatment using
recombinant L. lactis as a therapeutic approach, enabling the
production of IL-22 in epithelial cells, after which the treat-
ment with this recombinant strain improved intestinal per-
meability, normalized colonic sensitivity, restored cognitive
performance, and also reduced anxiety-like behaviors [58].

IL-4

IL-4 is a member of the T helper 2 (Th2) cytokine family.
These cytokines are key mediators of allergic inflamma-
tion, are potent B-cell growth and survival factors, promote
immunoglobulin isotope conversion to IgE and IgG. and
play a critical role in macrophage regulation [59, 60]. Sev-
eral innate immune cell types are known to be IL-4 produc-
ers: epithelial cells, lymphocytes, eosinophils, basophils, and
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mast cells. They have a wide range of overlapping, but also
distinct biological functions, particularly in inflammatory
and allergic diseases [61].

Cytokines are part of a chain of events that contribute to
immunomodulation. and stimulate risk factors that may be
present in the development of type | diabetes (DM1). They
can induce the destruction of T cells present in pancreatic
islets. In this context, studies have been developed to evalu-
ate immunomodulation by administration of IL-4 and IL-10
[62-64].

Preisser et al. [62] used a synergistic strategy with the
invasive strain Lactococcus lactis MG1363 FnBPA* by
using plasmids encoding IL-4 and IL-10 in a multidose
streptozotocin (STZ) diabetes model and non-obese dia-
betic (NOD) mice. In the STZ model. the treatments used
(IL-4; IL-10; IL-4/IL-10) did not alter glycemic levels after
the induction of type | diabetes (T1D) and showed similar
levels of IL-4 and IL-10 measured in serum and pancreas.
The groups presented blood glucose levels close to the saline
group, with a progressive increase in the incidence of dia-
betes in all groups tested, even those receiving oral treat-
ment. Although all groups presented diabetic animals, the
groups in which IL-4 and IL-10 were administered presented
a higher number of prevention of hyperglycemia and reduc-
tion of pancreatic islets destruction [62].

NOD mice were also treated orally with Lactococ-
cus lactis MG1363 FnBPA™* carrying pValac:IL-4 and
pValac:IL-10. The groups receiving L. lactis carrying IL-4
and IL-10 exhibited a normoglycemic pattern, consisting of

glycemic levels below 200 mg/dL. The synergistic treatment
also protected the mice from developing T1D throughout the
experimental period and induced significantly higher levels
of IL-4 and IL- 10 compared to the saline group. At the end
of the experimental period, only mice in the saline group
developed diabetes [62].

IL-4 and IL-13-producing Th2 cells mediate exacerbated
inflammation in colitis, resulting in a deregulated immune
response in the intestinal mucosa [65]. IL-4 also plays a
critical role in the pathogenesis of ulcerative colitis. Souza
et al. [66] used L. lactis and pValac::dts:: IL-4 as a thera-
peutic molecule against TNBS-induced colitis. Intragastric
administration of the recombinant strain effectively reduced
the severity of colitis by decreasing I1L-12, IL-6, and mye-
loperoxidase (MPO) activity and increasing IL-4 and IL-10
levels, thereby contributing to the restoration of intestinal
homeostasis [66].

IL-2

Interleukin IL-2 is an autocrine T-cell growth factor that
plays a role in the stimulation and proliferation of these cells,
the generation of effector memory T cells, and also has the
potential to induce self-tolerance. In addition to its originally



recognized role in T cell proliferation, IL-2 increased the
cytolytic activity of NK cells and lymphokine-activated
killer cells [67—69]. It also produced primarily CD4™T cells,
but high-affinity IL-2 receptors are expressed by CD4" and
CD8" T cells and other cell populations [68].

IL-2 was the first cytokine to be administered to humans
with cancer and HIV/AIDS, demonstrating success as an
immunotherapy. Its limitations were demonstrated by the
administration of high doses administration resulting in toxic
effects and vascular leakage syndrome [67]. One of the most
studied cytokine receptors is the common gamma chain fam-
ily (yc). It is present in IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, and
IL-21, and is named after the use of the yc subunit for its
receptors [70].

The use of L. lactis carrying IL-2 for various therapeutic
protocols may become a key to immunomodulation without
causing toxic effects to the body. For example, Steidler et al.
[71] constructed a vector capable of expressing mIL-2 in
Lactococcus lactis under the controll phage promoter T7,
where the cytokine expression cassette was fused to the
usp45 gene [71]. Fernandez et al. [72] showed that Lacto-
coccus lactis has the potential to secrete mIL-2 under the
control of the nisin promoter pnisA without the need for a
signal peptide. and the expression was confirmed by Western
blot technique [72].

Steidler et al. [73] constructed two strains of L. lactis
carrying tetanus toxin fragment C (TTFC) in the cytoplas-
mic compartment, which could also secrete IL-2 or IL-6.
By intranasal immunization of mice with the constructed
strains, anti-TTFC antibodies could be visualized. Anti-TTFC
antibody titers were also measured in groups treated with
recombinant bacteria that also secreted IL-2 or IL-6. When
the recombinant bacteria were killed with mitomycin C, the
adjuvant effect was lost, and it was shown that live bacteria
are necessary for the secretion of these interleukins by L.
lactis [73].

To evaluate Lactococcus lactis as a delivery vector
for an oral brucellosis vaccine, Rezaei et al. [74] engi-
neered an Omp16-IL-2 fusion gene and evaluated the deliv-
ery and expression of this gene in L. lactis MG1363 [74].
The researchers successfully described the secretion of a
sequence of porcine IL-2 in Lactococcus lactis NZ9000.
Expression was confirmed in a cell proliferation assay in an
IL-2-dependent CTLL-2 cell line [75].

IL-6

IL-6 is a prototypical homeostatic cytokine with a pleiotropic
effect on the immune response, particularly inflammation,
hematopoiesis. bone metabolism. embryonic development,
and other fundamental processes, such as neural and car-
diovascular development [76-79]. When infection or tissue
injury disrupts homeostasis, IL-6 is immediately produced
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and contributes to host defense against emerging stress by
activating the acute phase of inflammation [76].

The IL-6 family includes many cytokine members: [L-6,
IL-11,IL-27. IL-39, oncostatin M (OSM). leukemia inhibi-
tory factor (LIF), ciliary neurotrophic factor (CNTF). car-
diotrophin | (CT-1), and cardiotrophin-like cytokine factor |
(CLCF1) [78]. Members of this family play prominent roles
in chronic inflammation, autoimmunity, infectious diseases,
and cancer. As a result, the IL-6 family of cytokines is now
considered a primary therapeutic target for clinical inter-
vention [79]. During inflammation, IL-6 cytokines regulate
innate immunity through direct effects on innate immune
cells and indirectly through activation of stromal tissue cells
resident at the site of inflammation [79]. IL-6 promotes anti-
body production by acting directly on plasma cells and indi-
rectly by promoting Bcl6-dependent follicular differentiation
of CD4* T cells in the presence of IL-21 and T cell recep-
tor (TCR) stimulation |78]. In disease, IL-6 is an important
growth factor in myeloma cells. Its concentration is elevated
in patients with Crohn’s disease and is overproduced in the
germinal centers of hyperplastic lymph nodes in patients
with Castleman’s disease [80]. Thus, IL-6 is being investi-
gated as a potential immunomodulatory cytokine.

Liet al. [81] developed a new mucosal adjuvant consist-
ing of a cytokine generated by conjugating the C-terminal

portion of mIL-6 with an M-cell targeting peptide (CKS9) to
enhance a mucosal immune response. The researchers used
the L. lactis IL1403 strain as a host to express and secrete
the recombinant IL-6-CKS9 protein, and this potential adju-
vant was tested with the Brachyspira sp. membrane B protein
(M-BmpB) antigen, administered orally. Analyses performed
by the authors showed an increase in anti-M-BmpB antibody
levels at mucosal and systemic levels. There was a success-
ful production and secretion of mIL-6, demostrating that the
use of recombinant L. lactis has the potential to be used as a
vaccine adjuvant [81].

IL-12

IL-12 is a member of the IL-12 cytokine family, which is part
of the IL-6 superfamily. The IL-12 family consists of four
heterodimeric cytokines that share sequence homology.
including IL-12, IL-23, IL-35. an anti-inflammatory cytokine
produced by regulatory T cells (T, cells), and IL-27 [82].
IL-12 has biological functions such as the differentiation
of naive CD4™ T cells into IFNy-producing Ty1 cells. The
ability of these cytokines to modulate immune responses in
cancer has been of greatt interest. IL-12 cytokines family are
typically secreted by innate immune cells, but can also be
secreted by adaptive immune cells depending on the disease
and immune context [82, 83]. Their importance in the con-
text of cancerl and the major clinical trials conducted are
reviewed in the work of Nguyen et al. [84].



To test the production of IL-12 by L. lactis, Bermidez-
Humarén et al. [35] constructed an NZ9000 strain with a
singlestrand of the ssIL-12 gene coupled to a nisin pro-
moter. The biological activity of IL-12 was confirmed
in vitro by its ability to induce IFN-y production in
mouse splenocytes and in vive in C57BL/6 mice admin-
istered intranasally, where IL-12 induced production of
IFN-y on the mucosal surface [35]. Cortez-Perez et al.
[85] administered a strain of L. lactis carrying bovine
p-Lactoglobulin (BLG) and IL-12 as an adjuvant to
evaluate the modulating effect on allergen sensitization
and allergic response. The prophylactic effect of adminis-
tration in an allergy model was evaluated by challenging
BALB/c mice with intranasal administration of BLG. The
authors observed an increase in IFN-vy levels in the treated
mice, suggesting that IL-12 promotes the induction of
Th1 response thought the induction of BLG-specific
IgG2a [85].

Another study investigated the administration of recom-
binant L. lactis for the prevention of allergic diseases. It
evaluated the immunomodulatory effects of IL-12 secret-
ing L. lactis for intranasal administration in a mouse model
of ovalbumin (OVA )-induced asthma. Mice that received the
treatment showed less epithelial damage and mononuclear
cell infiltration, reduced airway hyperresponsiveness, and
lung inflammation [37].

Fernandez et al. [86] tested a novel signal peptide for
L. lactis, the SLPmod. which was used to secrete mIL-12
in C3H/Hel mice. This signal peptide was more effective
in producing IL-12 than the Usp45-derived signal secre-
tion [86]: this mav be of great utility as the use of L. lactis

secreting mIL-12 may be beneficial in reducing the toxic
side effects associated with systemic delivery of heterolo-
gous proteins.

IL-27

Interleukin (IL)-27 is a cytokine that plays a pleiotropic role
in the immune system and can directly modify the effector
functions of CD4" and CD87 T cells. These changes lead
to the induction of the cytokine IL-10 and the promotion of
specialized regulatory T-cell responses (Treg) [87]. IL-27
is mainly produced by antigen-presenting cells, such as
dendritic cells, monocytes. neutrophils, and macrophages.
IL-27 production is mainly induced by Toll-like receptors
(TLRs) and IFN-y [88, 89].

IL-27 can be used in therapies against diseases associated
with Thi-type inflammation [88]. The use of anti-IL-27 to
treat mice exposed to cigarette smoke resulted in a decrease
in IFN-y and attenuated inflammation [90]. In ovalbumin-
induced asthma models, prophylactic administration of
IL-27 attenuated airway inflammation and hyperrespon-
sivess [91].

In this context, Hanson et al. [92] used L. lactis-IL27 by
gavage in a model of colitis in Rag™/~ mice. This administra-
tion protected the mice from enterocolitis by reducing dis-
ease scores, intestinal pathology, and inflammatory cytokine
levels and increased IL-10 production [92]. These results
demonstrate that the use of L. lactis has the potential to be
an effective and safe treatment for IBD.

All experimental studies with Lactococcus lactis express-
ing or delivering cytokines are listed in Table 1.

IL-35

IL-35 is an anti-inflammatory cytokine, a member of the
IL-12 family with a unique expression pattern within the
family, and is predominantly secreted by Treg cells and
regulatory B cells (Breg) [99]. One of the most prominent
functions of IL-35 is the ability to propagate infectious toler-
ance and to generate a potent population of IL-35-expressing
regulatory cells, which have been shown to exhibit immu-
nosuppressive activity [99. 100]. Functional analysis stud-
ies suggested that [L-35 plays a critical role in many auto-
immune diseases such as multiple sclerosis (MS), systemic
lupus erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis (RA). and
inflammatory bowel disease (IBD) [101-104].

Using oral therapeutic administration of Lactococcus lac-
tis carrying mIL-35, this cytokine has been shown to have
immunosuppressive functions in several models of autoim-
mune disease. For example, Maddaloni et al. [98] tested the
ability of this cytokine to improve collagen-induced arthri-
tis (CIA). Oral administration of L. lactis-IL35 effectively
reduced the incidence and severity of CIA disease, reducing
IFN-y and IL-17. and increasing the production of IL-10.
This study showed the visibility and benefits of probiotics
in immune diseases [98].

IL-35 is an anti-inflammatory cytokine that has been
shown to be produced preferentially by Treg cells. It can
also facilitate Treg cell generation and limit inflammatory
Th17 cells [105]. Hence. Wang et al. [97] investigated its
preventive potential. A dairy L. lactis NZ9000 strain was
engineered to express murine IL-35 and used to prevent
the development of DSS-induced mouse colitis. The results
showed that oral administration of NZ9000/IL-35 induced
the accumulation of IL-35 in the intestinal lumen of normal
mice. When administrated prophylactically, the recombi-
nant strain suppressed the DSS-induced colitis progression
and decreased the IL-17, IL-6. IFN-y, and TNF expression
[97].

IFN

Interferons (IFNs) are a class of cytokines thar are elicited
upon challenge to the host defense and are essential for
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mobilizing immune responses against pathogens. All three
classes of IFNs are named for their common property to
interfere with viral replication in the host [106].

The type I IEN classes are represented by the two best
characterized and most widely expressed genes of this sub-
type: IFN-a, encoded by more than a dozen genes, and IFN-
p. a single gene family. Within this family, there are other
types known as IFN-g, IFN-x, IFN &, IFN-C. IFN-o, and
IEN-t [ 106, 107].

IFN-a has emerged as a important factor in several auto-
immune and rheumatic diseases. It is produced by several
cell types, and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are the
major contributors to IFN-a production following pathogen
infection [108]. It is also considered a potential therapeu-
tic strategy to treat COVID-19 disease because the innate
immune system rapidly produces IFN-« as a first line of
defense to combat viral infections [109].

Due to its important role in host defense. many researchers
are trying to make use of new strategies to manipulate IFN-a
as a therapy for various diseases. In a study performed by
Bayar et al. [110], Lactococcus lactis MG1363 and NZ9000
strains carrying the sequence encoding IFN-a were able to
express it [ 110]. Zhang et al. [111] fused a synthetic LEIS-
STCDA (LEISS) to the N-terminus of hIFN-«, increasing
its secretion by L. lactis and its yield, representing a new
therapeutic delivery strategy [111]. These studies open doors
for the use of L. lactis in several new therapeutic approaches
for the treatment of diseases, where INF-a production is defi-
cient or where higher expression of this cytokine is required.

IFN-p. an important cytokine, plays a critical role in
stimulating innate and adaptive immune responses and has
been reported to have pro-bacterial activity and antiviral
immunity [112]. The interferon family has been strongly
associated with T1D pathogenesis [113]. IFN-f reduces the
inflammatory response that is mediated by immune cell infil-
tration into the brain and is used to treat patients with multi-
ple sclerosis [114]. In their study, Zhuang et al. [115] cloned
the hulFN-f sequence in an expression system (NICE) for
expression in L. lactis. The recombinant strains were able
to secrete hul FN-f [115]. The ability of L. lactis to express
IFN-p opens new doors for its use in the treatment of diabe-
tes and multiple sclerosis.

Type I1 IFN or IFN-y is best known as a critical cytokine
secreted during activated NK- and T-cell responses. IFN-y
is a protein encoded by the IFNG gene [106]. It is a pleio-
tropic cytokine with antiviral. antitumor, and immunomodu-
latory functions, such as enhancing antigen presentation for
improved recognition via T-cell interaction, increasing the
production of reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen intermediates (RNIs) [116, 117]. The presence of
IFN-y is essential in combating mycobacterial infections
through its ability to regulate various protective functions
and maintain CD4" and CD8* cell activity [118].
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Using a coding sequence of IFN-y, Rupaet al. [119] pro-
vided a tool to analyze the predisposition of pigs to food
allergy. They used L. lactis as a delivery system for a cloned
sequence of porcine IFN-y conjugated to the usp45 secre-
tion signal. The authors evaluated the biological activity of
rpIFEN-y through bioassays that determine the positive regu-
latory capacity of MHC II expression increased in 3D4/31
cells. These data suggest that recombinant L. lactis may
enhance the type | immune response , which in turn may
reduce susceptibility to allergy [119].

IL-1Ra

The interleukin-1 (IL-1) cytokine and receptor family is
unique because of its shared similarity to the toll-like recep-
tor (TLR) families, including similar functions. More than
any other cytokine family, the IL-1 family has emerged as
a key cytokine involved in innate and adaptive immunity
[120]. There are | I members of the IL-1 family of cytokines
(IL-le, IL-1p, IL-18, IL-33. IL-36a, IL-36f. and IL-36y)
and 10 members of the IL-1 family of receptors [121, 122].
IL-1R1 is the major receptor for IL-1a and IL-1b ligands,
being expressed by various cell types. including innate and
adaptive immune cell types. epithelial cells, endothelial
cells, adipocytes, chondrocytes, and fibroblasts [ 123].

Namai et al. [124] used a nisin-controlled expression vec-
tor (NICE) with the sequence encoding mIL-1RA, anIL-1
receptor antagonist (pNZ8148#2:SEC-IL1Ra), to form a
recombinant L. lactis strain (gmLAB). The authors tested
the expression of IL-1RA in a DSS-induced colitis model
by oral administration. gmL.AB suppressed weight loss and
exacerbation of the disease index. In mice with acute colitis,
oral administration of the recombinant strain reduced the
expression of IL-17. In EL4 cells, NOB-1 rmIL-1Ra pro-
duced by gmLAB played an antagonist role by suppressing
the expression of IL-1[124].

IL-18

IL-18 is a pro-inflammatory cytokine of the IL-1 family pro-
duced by immune cells, such as macrophages, Langerhans
cells. DCs. and many non-immune cells, such as osteoblasts.
chondrocytes, endothelial cells, keratinocytes. and intestinal
epithelial cells [125, 126]. IL-18 is involved in the activation
and differentiation of several T-cell populations and joins
with IL-12 in the Thl lymphocyte paradigm characterized
by a predominant IFN-y production by T and B cells and
NK cells [127, 128]. The post-translational regulation of
IL-18 is similar to that IL-1f. Both cytokines are produced
as inactive pro-forms require procssing to become biologi-
cally active [129].

Based in the ability of L. lactis to secrete biologi-
cally active cytokines, Feizollahzadeh et al. [130] cloned
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a sequence of mIL-18 to enhance the immune response,
coupled to a nisin and lacF promoter in the strain NZ3900,
which is unable to utilize lactose. For the detection of
secreted mIL-18. Western blotting was performed to evalu-
ate the biological activity of IL-18, and the authors used
mouse splenic T cells and determined the increased secre-
tion of IEN- y. The results indicated the generation of a novel
recombinant strain of L. lactis expressing biologically active
mlL-18 [130]. This IL-18-producing strain can be tested in
models of inflammatory bowel disease and microbial infec-
tions to enhance host innate immunity and potentiate treat-
ment strategies.

IL-17

IL-17 is a versatile pro-inflammatory cytokine that is criti-
cal for a variety of processes. including host defense, tissue
repair, the pathogenesis of the inflammatory disease, pso-
riasis, and cancer progression [131, 132]. The IL-17 family
consists of six members, IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D,
IL-17E (also called IL-25), and IL-17F [133].

The IL-17 family shows broad heterogeneity of function in
different inflammatory contexts. IL-17B is upregulated dur-
ing intestinal inflammation and promotes neutrophil migration
after intraperitoneal administration, suggesting a pro-inflam-
matory role. However. the same cytokine has anti-inflamma-
tory functions by blocking IL-25 signaling during mucosal
inflammation [ 134, 135]. IL-17A-producing TH17 cells pro-
tect the integrity of the intestinal mucosa and stimulate the

local maturation of IgA-producing plasma cells, but IL-17A
has a relevant pathogenic role in several diseases where there
is an alteration of the microbiota (dysbiosis). such as obesity,
type 2 diabetes, Crohn’s disease, rheumatoid arthritis, multiple
sclerosis, and systemic lupus erythematosus [ 136, 137].

IL-17A has been implicated in the immunopathology
of several inflammatory diseases. IL-17A signaling in tar-
get cells bearing IL-17 receptors, including fibroblasts,
epithelial cells, and synovitis, results in the transcription
of pro-inflammatory cytokines (IL-6, TNF, and IL-1). In
addition, IL-17A increases the production and secretion of
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) and granu-
locyte—macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),
macrophages, and T cells [136, 138].

In addition to its antiviral responses. IL-17 also has a pro-
eminet role in promoting viral infection. Lahiri et al. [139]
investigated chicken IL-17A-mediated antiviral immune
effects on avian influenza virus (AIV) infection in primary
chicken embryo fibroblast cells (CEFs). The authors used a
strain of L. lactis secreting bioactive recombinant chicken
IL-17A. This activity was confirmed by transcriptional
upregulation of several genes associated with antiviral
host responses, demonstrating that pretreatment of primary
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CEFs cells with sChIL-17A prior to influenza virus infection
induces a pro-inflammatory state and protects the cells from
viral infection [139].

To understand IL-17A in cancer disease. it was con-
structed a recombinant L. lactis producing this cytokine in
a stress-inducible vector (pSICE) and determined its biologi-
cal activity in a bioassay test in a murine fibroblasts 3T3
L1 cell line and a murine model of human papilloma virus
(HPV )-induced cancer. This recombinant L. lactis was able
to expresss a biologically active IL-17A under stress. On
average, 26% of treated mice did not develop the tumors.
These results demonstrate that administration of a geneti-
cally engineered strain of L. lactis secreting IL-17 results in
partial protection against tumors in mice [96].

Production of Cytokines Using Food-Grade
Systems

The broad applications of cytokine production and delivery
are only possible because of the genetic modifications and
molecular tools available. However, only a few recombi-
nant L. lactis have been approved for human clinical trials
[140]. Genetically modified bacteria are considered under
the safety regulations for genetically modified organisms
(GMOs) by regulatory agencies to prevent adverse effects
on human health and the environment [141].

Many of the expression systems developed have anti-
biotic resistance genes (ARGs) as selective markers and
are among the major concerns because the possibility of

transfer ARGs to microbial communities of the host micro-
biota or the environment. To overcome these concerns, the
use of food-grade systems is an alternative strategy that
can be based on auxotrophy. complementary markers, or
the development of biocontainment strategies [8, 142]. In
a pioneering study, the sequence of murine //70 was inte-
grated into the bacterial genome, replacing the thya gene of
Lactococcus lactis which is essential for bacterial growth.
This promoted a biocontainment system in which the recom-
binant strain L. lactis thyA~hIL10% is depends on thymine
for its growth, preventing this GMO from spreading into
the environment. This recombinant strain was tested in a
DSS-induced colitis model. causing a 50% reduction in coli-
tis with less inflammation and also preventing the onset of
colitis in IL10~~ mice [143]. Following these results, the
authors integrated the human /70 sequence into the bacterial
genome, replacing the thya gene of Lactococcus lactis and
tested this strain in patients with Crohn's disease. The results
of this first phase [ clinical trial showed positive effects on
the use of modified strains in terms of containment, toler-
ance, and also safety [94, 144]. In addition, the company
ActoGenix, which is specializedcialized in the development
of LAB strains genetically engineered to secret therapeutic



molecules, conducted tests in people with ulcerative coli-
tis. The results of this study confirmed that the system is
adequate for biological containment applied in humans, but
there were no significant clinical effects.

Conclusions and Future Prospects

Lactic Acid Bacteria, including Lactococcus lactis. Lac-
tococcus lactis have been widely used in the dairy indus-
try. Currently, the biotechnological tools developed to the
harbor and express therapeutic biomolecules by Lacto-
coccus lactis represent a major advance in bioengineer-
ing. providing efficient expression systems that allow
therapeutic applications with promising results in sev-
eral disease models. The use of L. lactis for delivery of
cytokines is an interesting approach as it can provide
a more straightforward therapeuticl target, focusing on
pathways of the immune system that could be disease-
specific, seeking immunomodulation towards healing
or protection of the organism. As we have described in
this review, the construction of recombinant LAB strains
that secrete or deliver recombinant cytokines has been
widely reported in the literature;: however, few disease
models have been tested and even fewer have reached
the clinical trial phase, demonstrating that this field of
researchis only beginning to be explored. In addition, the
use of recombinant LAB in future clinical trials requires
a risk assessment that takes safety guidelines for the use
of genetically modified organisms provided by regula-
tory agencies around the world, which are essential for
understanding and establishing new therapies. Therefore,
future works should focus on ensuring the safety of LAB-
producing therapeutic molecules, the long-term effect of
these recombinant systems on different diseases. and
expanding the applications while deepening the under-
standing of signaling molecules in each disease.
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11.2 REVISAO SISTEMATICA: ANAEROBIC DIGESTION USING COCOA RESIDUES
AS SUBSTRATE: SYSTEMATIC REVIEW AND META-ANALYSIS.

Esta revisdo sistematica teve como objetivo analisar o potencial dos residuos de cacau
para conversdo de energia utilizando digestdo anaerdbica como forma de avaliar estratégias de
otimizacdo de rendimentos. Utilizou-se informacgdes de artigos publicados sobre digestéo
anaerdbica de residuos de cacau em periodicos. Na meta-analise, as estratégias de otimizacéo
n&o tiveram um impacto significativo nos rendimentos de metano. Em concluséo esta reviséo
possui uma relevancia global para o setor de tratamento de residuos e na busca por

alternativas energéticas e sustentaveis.
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11.3 EFFECTIVE BIOCORROSIVE CONTROL IN OIL INDUSTRY FACILITIES: 16S
RRNA GENE METABARCODING FOR MONITORING MICROBIAL COMMUNITIES
IN PRODUCED WATER

Atualmente, a industria de petréleo no Brasil apresenta uma grande demanda para o
desenvolvimento de protocolos eficazes para monitorar a biocorrosdo com métodos
moleculares microbiolégicos. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar as caracteristicas
fisico-quimicas das comunidades microbianas que ocorrem na &gua produzida e em culturas
de enrigquecimento em oleodutos da industria do petréleo, bem como a deteccdo de
microrganismos por meio de metabarcoding. Nossos resultados demonstraram que essa
combinacdo pode ser um método mais eficiente quando comparado com o metodo de cultivo,
pois € mais econdmico para monitorar a corrosdo influenciada microbiologicamente nas

instalacBes da inddstria do petroleo.
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11.3 GROWTH DIFFERENTIATION FACTOR 11 DELIVERED BY DAIRY
LACTOCOCCUS LACTIS STRAINS MODULATES INFLAMMATION AND PREVENTS
MUCOSAL DAMAGE IN A MICE MODEL OF INTESTINAL MUCOSITIS.

A mucosite € uma inflamacao da mucosa gastrointestinal que afeta a qualidade de vida

dos pacientes em tratamento utilizando quimioterapicos como o 5-Fluoruracil. Neste contexto
0 uso de cepas probidticas como vetores de entrega ou expressdo de proteinas heterélogas
vém mostrando resultados promissores no tratamento da mucosite. Este estudo avaliou o
efeito anti-inflamatdrio da proteina GDF11 administrada por cepas de Lactococcus lactis em
um modelo murino de mucosite induzida pelo 5-FU. Os resultados demonstraram melhorias
histopatoldgicas intestinais, reducdo da degeneracdo das células caliciformes e reducdo da
infiltracdo de neutrofilos no tecido. Além disso, houve imunomodulagdo de marcadores
inflamatdrios. Esses achados sugerem que o uso de L. lactis recombinante poderia ser um

potencial terapia génica para a mucosite induzida pelo 5-FU.

ORIGINAL RESEARCH article
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Sec. Food Microbiology
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Growth differentiation factor 11 delivered by dairy
Lactococcus lactis strains modulates inflammation
and prevents mucosal damage in a mice model of
intestinal mucositis
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11.4 SYNERGISTIC SYNBIOTIC CONTAINING FRUCTOOLIGOSACCHARIDES AND
LACTOBACILLUS DELBRUECKII CIDCA 133 ALLEVIATES CHEMOTHERAPY-
INDUCED INTESTINAL MUCOSITIS IN MICE.

Probidticos, prebioticos e simbidticos tém sido investigados como abordagens
terapéuticas alternativas contra a mucosite intestinal, devido as propriedades anti-
inflamatorias e beneficios a salide do hospedeiro. Estudos anteriores mostraram o potencial
probidtico de Lactobacillus delbrueckii CIDCA 133 e do prebidtico frutooligossacarideos
(FOS) em aliviar os efeitos inflamatorios da mucosite intestinal induzida pelo 5-Fluoruracil de
forma separada. Com base nesses efeitos, este trabalho buscou avaliar o potencial anti-
inflamatorio da formulacéo simbidtica contendo CIDCA 133 e FOS. Os dados deste estudo
mostraram que esta formulacdo pode ser um tratamento adjuvante promissor para diminuir 0s

danos inflamatdrios causados pelo uso do 5-Fluoruracil.
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115 LYOPHILIZED SYMBIOTIC MITIGATES MUCOSITIS INDUCED BY 5-
FLUOROURACIL.

Tratamentos oncoldgicos que utilizam o quimioterdpico 5-Fluoruracil podem causar
um efeitoadverso chamado mucosite intestinal, caracterizado por inflamacdo da mucosa, dor,
diarreia e perda de peso. Neste estudo, foi desenvolvido um produto simbidtico liofilizado
contendo leite desnatado com isolado de proteina do soro do leite, frutooligossacarideos e
fermentado com cepas probioticas, Lactobacillus casei BL23, Lactiplantibacillus plantarum
B7 e Lacticaseibacillus rhamnosus B1l. Alguns estudos relataram efeitos cicatrizantes
promissores com 0 uso de cepas probidticas. O consumo dessa formulacdo simbidtica reduziu
a inflamacdo no ileo dos animais causada pelo 5-Fluoruracil, demonstrando ser um tratamento

adjuvante promissor para a mucosite intestinal.
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Situagdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Gabriela Munis Campos; Cristiane dos Santos Vergilio (Responsavel)

Efeitos Toxicoldgicos da E:; ica0 aos Agrotoxicos Utilizados em Lavouras de Café do Caparad
Capixaba

Descricgo: O presente estudo visa avaliar por meio da histologia de cérebro, os efeitos da exposu;ao aum
dos principais pesticidas utilizados na regiao do Caparad Capixaba 024D em peixes da especie
Oreochromis nilotitus (tildpia).

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagao (2); Doutorado (1);

Integrantes: Gabriela Mums Campos; Cristiane dos Santos Vergilio (Responsavel); Viviane Tavares de

Paula
Financiador{es): Fundagao de Amparo & Pesquisa do Espirito Santo-FAPES/ES

Areas de atuacéo

83

F L I

Idiomas

Genetica de Microrganismos
Genetica
Biotecnologia

Biologia Molecular

Inglés
Portugués

Compreende Bem , Fala F , Escreve R , L& Bem

Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Prémios e titulos

2022
2022
2020

Best Microorganism Genetics Poster - 2nd Place, GeneTime Conference - UFMG
Best Oral Presentation - 1st Place, GeneTime Conference - UFMG

Mengdo Honrosa - VI Semana de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Espirito Santo (Campus
Alegre)

https:/mwws cnpq.br/cviattesweb/pkg_impcv.trata
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Curriculo Lattes

Produgédo bibliogréfica

em

Artigos

1

6.

DA CRUZ FERRAZ DUTRA, JOYCE; PASSOS, MARCELE FONSECA; GARCIA, GLEN JASPER
YUPANQUI GOMES, ROSIMEIRE FLORIPES MAGALW\ES TOMAS ANDRADE; DOS SANTOS
FREITAS, ANDRIA LAGUNA JULIANA GUIMARAES; DA COSTA, FRANCIELLY MORAIS RODRIGUES;
DASILVA TALES FERNANDO RODRIGUES, LUCIANO SANTOS AMERICO, MONIQUE FERRARY;
CAMPOS, GABRIELA MUNIS; PEREIRA, GILBERTO VANDENBEGHE LUCIANA; SOCCOL, CARLOS
RICARDO GOES-NETO, ARISTOTELES DE CARVALHOAZEVEDO VASCO ARISTON
Anaerobic digestion using cocoa residues as ic review and meta . Energy for
Sustamable Developmem , V.72, p.265 - 277, 2023.

Referéncias at Meto de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[doi: 10 10164. esd 2022 12 007]

EBE DUTRA, JOYCE; GARCIA, GLEN; GOMES, ROSIMEIRE; CARDOSO, MARIANA; CORTES,
ARLEY; SILVA, TALES; DE JESUS, LUIS; RODRIGUES, LUCIANO; FRETAS ANDRIA; WALDOW,
VINICIUS; LAGUNA JULIANA; CAMPOS, GABRIELA; AMERICO, MONIQUE; AKA| MINE RUBENS DE
SOUSA, MAIRA; GROPOSO CLAUDIA; FlGUElREDO HENRIQUE; AZEVEDO, VASCO; GOES- NETO
ARISTOTELES
Effective Biocorrosive Control in Oil Industry Facilties: 16S rRNA Gene Metabarcoding for Monitoring
Microbial Communities in Produced Water. Microorganisms. [EIEE v.11, p.846 -, 2023.
Referéncias adicionais: Ingiés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[doi:10.3390/microorganisms 11040846]

AMER[CO MONIQUE FERRARY; FREITAS, ANDRIA DOS SANTOS; DA SILVA, TALES
FERNANDO DE JESUS, LUIS CLAUDIO LIMA; BARROSO FERNANDA ALVARENGA LIMA; CAMPOS,
GABRIELA MUNI IS; SANTOS, RHAYANE CRISTINA VIEGAS; GOMES, GABRIEL CAMARGOS ASSIS,
RAFAEL; FERREIRA, ENIO; MANCHA-AGRESTI, PAMELA; LﬁGUNA JULlANA GUIMARAES: CHATEL,
JEAN-! MARC CARVALHO, RODRIGO DIAS DE OUVEIRA AZEVEDO VASCO
Growth differentiation factor 11 by dairy L lactis strains modulates inflammation and
prevents mucosal damage in a mice model of intestinal mucositis. Frontiers in Microbiology. EIEE, v.14,

23

p 1 = 20
adicionais: Portugués. Meio de divuigacdo: Meio digital. Home page:
[dal 10 3359/fmcb 2023 1157544

. gy EP¥E CAMPOS, GABRIELA MUNIS; AMERICO, MONIQUE FERRARY; DOS SANTOS FREITAS,

ANDRIA; BARROSO FERNANDAALVARENGA LIMA; DA CRUZ FERRAZ DUTRA, JOYCE;

QUARESM, LUDMILASILVA CORDEIRO, BARBARA FERNANDES; LAGUNA, JULIANA GUIMARAES;
DE JESUS, LUIS CLAUDIO LIMA; FONTES, APARECIDAMARIA; BIRBRAIR, ALEXANDER; SANTOS,
TULIO MARCOS AZEVEDO, VASCO

Lactococcus [actls as an Interleukin Delivery System for Prophylaxis and Treatment of Inflammatory and
Autoimmune Diseases. Probiotics and Antimicrobial Proteins. ,v.1,p.1-1,2023.

Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page: [dot 10.1007/512602-023-
10041-1]

FEPIE SAVASSI, BRUNA; CORDEIRO, BARBARA F. SILVA, SARAH.; OLIVEIRA, EMILIANO R BELO,
GIOVANNA; FIGUEIROA, ALESSANDRA GOMES; ALVES QUEIROZ, MARIA IZABEL: FARIA, ANA
MARIA CAETANO: ALVES, JUL!ANA SILVA TALES FERNANDO DA; CAMPOS, GABRIELA MUNIS;
ESWMERINO, ERICK A; ROCHA RAMON S.; FREITAS, MONICA Q.; SILVA, MARCIAC.; CRUZ,
ADRIANO G.; VITAL, KATIADUAR’TE FERNANDES SIMONE OA; CARDOSO, VALBERT N
ACURCIO, LEONARDO BORGES: JAN, GWENAEL: LE LOIR, YVES; GALA-GARCIA, ALFONSO; DO
CARMO, FILLIPE LUIZ R ; AZEVEDO, VASCO
Lyophilized Symbiotic Mitigates itis Induced by 5-Fl il. Frontiers in Pt
v12 p755871— 2021

is: Inglés. Meio de divuigagdo: Meio digital. Home page:
[da 10.53 3359/!phar 2021, 755671]

©r EPEVERGILIO, CRISTIANE DOS SANTOS; LACERDA, DIEGO; OLIVEIRA, BRAULIO CHERENE
VAZ DE; SARTORI, ECHILY: CAMPOS, GABRIELA MUNIS; PEREIRA, ANNA LUIZA DE SOUZA;
AGUIAR, DIEGO BORGES DE; SOUZA, TATIANA DA SILVA: ALMEIDA, MARCELO GOMES DE;
THOMPSON, FABIANO; REZENDE, CARLOS EDUARDO DE

Metal concentrations and biological effects from one of the largest mining disasters in the world
(Brumadinho, Minas Gerais, Brazil). Scientific Reports. EEEM, v.10, p.5936 -, 2020.

Referéncias adicionais: Ingles Meio de divuigacao: Meio ctgtal

Artigos aceitos para publicagdo

1

TAVARES, L. M.; DE JESUS, LUIS; BATISTA, V. L; BARROSO, F; FREITAS,A; CAMPOS, G.M.;
AMERICO, M. F.; SILVA, TALES COELHO—ROCHA N.D.; BELO, o A; DRUMOND M. M. MANCHA-
AGRESTI, FAMELA VITAL KATIA DUARTE; FERNANDES S.0. A CARDOSO V.N; FERREIRA
ENIO; MARTINS = S LAGUNA JULIANA; AZEVEDO, VASCO

istic Synblohc i arides and L i i CIDCA 133
Alleviates Chemotherapwnduced Intestinal Mucositis in Mice. INTERNATIONAL JOURNAL OF
CURRENT MICROBIOLOGY AND APPLIED SCIENCES. , 2023.
Referéncias adicionais: Ingiés.

¥

de livros |

BARROSO, FERNANDA ALVARENGA LIMA; DE JESUS, LUIS; DASILVA, TALES FERNANDO;
FREITAS, A AMERICO, M. F; FERNANDES, L. J. S.; ASSIS, R.; CAMPOS, GABRIELA MUNIS;
CARVALHO, R.; SANTOS, TULIO MARCOS; LAGUNA, JULIANA; AZEVEDO, VASCO

LAB as cell factories: A synthetic biology approach for plasmid DNA and recombinant protein production In:

LAB as cell factories: A synthetic biology approach for plasmid DNA and recombinant protein production. 1
ed.USA: Blsevier, 2023, v.1, p. 1-385.

Referénci icionai i és. Meio de di ¢do: Imp ISBN: 9780323919296

JESUS, L.C. L; SILVA, TALES FERNANDO DA; ASSIS, R.; FREITAS, A ; AMERICO, M. F;
FERNANDES, L. J. S.; CAMPOS, G. M.; GOMES, G. C.; SANTOS, R. C. V;; CARVALHO, R. D. O
BARH, D.; AZEVEDO, VASCO

Lactic aud bacterla-based beverages in the promotion of gastrointestinal tract health In: Lactic acid

bacts ges in the pi 'gastromteshnal tract healm 1, 2022, v.1, p. 373-385.
Palavras- chave L icrobi Y.
Referénci icit és. Meio de di ,z.. 3 Men dg!tal, ISBN: 9760126222, Home page:
https:/Awww.sai i i i i 60128222. X

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

4

PEREIRA, A. L. S.; CAMPOS, G. M.; SARTORI, E.; FERREIRA, C. D.; VERGILIO, C. 8.
Caracterizacdo anatomlca do enuefalo de tilapia (Oreochrovms ntlotlcus) do sudoeste do estado do
Espirito Santo In: XXIl Encontro LatlnoAmeruno de Imcrax;ao Cientifica, 2019, Sao José dos Campos.

Anais do XXl Latino A i Cientifica (XXIII INIC). , 2019.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital

CAMPOS, G. M.; VERGILIO, C. S.
Caraaertzawo anatorrlca do encéfalo de map:a (Oreochromis niloticus) do sudoeste do estado do
Espirito Santo In: Jornada de Iniciac@o Cientifica da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
2019, Alegre.

Anais da Jomada de Iniciagdo Cientifica da UFES. Vitoria: PRPPG, 2019. v.10.
Referéncias adicionais: Brasi/Portugués. Meio de divulgacao: Meio digital

CAMPOS, G.M.; VERGILIO, C. S.
Avaliacdo histologica do cérebro de tildpias expostas ao agrotoxico 2,4-D In: Jomada de Iniciacdo

https:/mwws cnpq.br/cviattesweb/pkg_impcv.trata
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Cientifica da Universidade Federal do Espmto Santo (UFES), 2018, Alegre.
Anais da Jomada de Imcsu;ypao Cientifica da UFES. Vitoria: PRF'PG 2018. v.9.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio dg:tal

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1

CAMPOS, G. M.; DELATORRE, E. O.

Evidéncias de mumplas lmrodugoes e expansao local dos CRFs 02_AG e 45_CPX no Brasil In: VI

Semana de Ciéncias qubgms da Universidade Federal do Espnrrto Santo (VI SECIBIO), 2020, Online.
Anais da VI Semana de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Espirito Santo - VI

SECIBIO. CAUFES, 2020. v.1. p.1 - 90

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital

PEREIRA A.L.S.; CAMPOS, G. M.; LACERDA, D.; OLIVEIRA, B. C. V., REZENDE, C. E.; VERGILIO, C.

S.
Indicadores de diferentes niveis troficos (algas e microcrustaceos) na avaha@o da toxicidade da agua
apos o rompimento da barragem de Brumadinho (MG) In: VI Semana de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Espirito Santo (VI SECIBIO), 2020, Online.

Anais da VI Semana de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Espirito Santo - VI
SECIBIO. CAUFES, 2020. v.1. p.1-90
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divuigacdo: Meio digital

Apresentagio de trabalho e palestra

1

SANTOS, R.C.V.; QUARESMA, L. S.; CAMPOS, GABRIELA MUNIS; GOMES, G. C.; AMERICO, M. F;
JESUS, L. C. L.; FREITAS, A.; LAGUNA, JULIANA GUIMARAES; AZEVEDO, VASCO

Cellular Viability of Lactococcus lactis NCDO2118 After Spray-Drying Technique Using Powder
Skimmed Milk,, 2022. (S'mpos:o,Apr&sema(;ao de Trabalho)

Referéncias adc:ona:s Brasil/P . Meio de divul - Impresso; Local: Brazil; Cidade: Belo
Horizonte; Evento: GeneTime Oonference lnsrpranotora/ﬁnanmdora UFMG

SILVA, TALES FERNANDO DA; ASSIS, R.; ABURJAILE, F; SOUSA, T.; VIANA, M. V. C.; CARVALHO, R ;

JESUS, L. C. L.; FREITAS, A.; AMERICO, M. F.; CAMPOS, G. M.; MENARD, O.; COCHET, M.; DUPONT,
D.; JAN, G.; CHERBUY, C.; GUEDON, E.; AZEVEDO, VASCO

Genomic and probiotic traits of the commensal E. coli CEC15 strain, 2022. (Seminario,Apresentacio
de Trabalho)

Pafavras-chave: Eschechia cofi, Extracelullar vesicie, Immunomudulation, Probiotic, Anti-inflammatory,
Intestinal mucositis

Areas do conheamento: Genética Molecular e de Microorganismos, Biotecnologia

Referéncias adicionais: Franca/Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital; Local: France; Cidade: Rennes;
Evento: Bactinflam; Inst. promotora/financiadora: INRAE STLO

AMERICO, MONIQUE FERRARY; FREITAS, A ; SILVA, TALES FERNANDO DA; JESUS, L.C. L ;
BARROSO, F.; CAMPOS, GABRIELA MUNIS; SANTOS, R. C. V.; GOMES, G. C.; LAGUNA, JULIANA
GUIMARAES; AZEVEDO, VASCO

Growth dlfferenmtron factor 11 delivered by dairy Lactococcus lactis strains MG1363 and
NCDO2118 as a pmm1smg tool for the treatment of intestinal mucositis, 2022.

(Snnpos;o Apresentacdo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Brasil; Cidade: Belo Horizonte; Evento: GeneTime
Conference; Inst. promotorafinanciadora: UFMG

CAMPOS, GABRIELA MUNIS; SILVA, TALES FERNANDO DA; GOMES, G. C.; SANTOS, R.C. V;
GOMES, T. A. M.; AZEVEDO, VASCO

HSP65 protein DNA vaccine and heterologous protein administration for the treatment of DSS-
induced colitis, 2022. (Simpdsio, Apresenmg:ao de Trabalho)

Referéncias amcconars Brasil/Portugués. . Home page: https./genetimedivulgacao. wixsite. com/genetime;
Local: Brazil: Cidade: Belo Horizonte; Evento: GENETIME Conference; Inst. promotora/financiadora:
UFMG

LAGUNA, JULIANA GUIMARAES; VASCONCELOS, 0. A; QUARESMA, L. S.; FREITAS, A; BARROSO,
F. JESUS, L. C. L. CAMPOS, GABRIELA MUNIS; AMERICO, M. F.; ASSIS, R;; SANTOS, R. C. V.
SES%ES G.C;VITAL K SOUZA R; SILVA, T.F.; FERREIRA, E.; FERNANDES, S. 0. A; AZEVEDO,
Lactococcus lactis NCD0O2118 pExu:p62 Increases the Intestinal Integrity and Modulates the
Inflammatory Responses in Murine Ulcerative Colitis Model DSS-Induced,, 2022. (Conferéncia ou
palestra, Apresentac&o de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasi/Portugués; Local: Brazil; Cidade: Belo Horizonte; Evento;: GENETIME
Conference; Inst. promotora/financiadora: UFMG

PEREIRA A.L.S.; CAMPOS, G. M.; SARTORI, E.; AGUIAR, DIEGO BORGES DE; LACERDA, D;
OLIVEIRA, B.C. V., REZENDE, C. E

Msocmqao de mdlcadores quimicos e biologicos na avallagaodatoxmdade da agua apos o
rimpimento da barragem de Brumadinho (MG), 2021. ((bngresso,Apresema;ao de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital; Cidade: Campinas; Evento:
XVI Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia — ECOTOX 2021,

CAMPOS, G. M.; DELATORRE, E. O.

Evidéncias de multiplas introdugdes e expansao local dos CRFs 02_AG e 45_CPX no Brasil, 2020.
(Outra Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
https://biologia.alegre. ufes.br/sites/biologia.alegre.ufes.br/ifiles/field/anexa/anais_vi_secibio_-_2020.pdf;
Local: Online; Evento: VI Semana de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo (VI
SECIBIO); Inst. promotora/ffinanciadora: UFES

PEREIRAA L.S.; CAMPOS, G. M., LACERDA, D.; OLIVEIRA, B. C. V,; REZENDE, C. E.; VERGILIO, C.

Indlcadores de diferentes niveis troficos (algas e microcrustaceos) na avaliagao da toxicidade da
aguaap6s o rompimento da banagem de Brumadinho (MG) 2020. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)
Referéncias adicionais: Brasi/Portugués. Meio de dlvulga/%ao Meio digital. Home page:
https//biologia.alegre.ufes.br/sites/biologia.alegre.ufes.briilesfield/anexa/anais_vi_secibio_-_2020.pdf;
Local: Online; Evento: VI Semana de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Emlnto Santo (VI
SECIBIO); Ins!. promotora/financiadora: UFES

PEREIRA A.L.S.; CAMPOS, G. M.; SARTORI, E.; FERREIRA, C. D.; VERGILIO, C. S.

Camctenza(;ao anatomm doencefalo de tllapla (Oreochroums nlloucus) do sudoeste do estado do

Esplmo Santo, 2019. (Outra, Apresemacao de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:

http:/www.inicepg.univap. br/cd/INIC_201%/anais/indice_geral htmi; Local: Univap; Cidade: Sdo José dos

%r_npos; Evento: XXIII Encontro Latino Americano de miciagéo Cien!iﬂca‘ Inst. promotora/financiadora:
ivap

Educacdo e Popularizacdo de C&T

Participagdo em eventos, congressos, exposicoes, feiras e olimpiadas

U

Eventos

1l Simposio de Zoologia Sistematica, 2015. (Simpdsio)

85



17/06/23, 11:38

86

Curriculo Lattes

Participagdo em eventos

%

10.

1.

12.

-

3:

I Ciclo de Debates COMFIC Convida: “Formacao Docente: Curriculos e Percursos Formativos —
Qual perfil de professores/as a UFMG se propoe a formar?",, 2023. (Encontro)

Aula Inaugural Pos-Graduagao ICB UFMG, 2022. (Encontro)

Apresentacao de Poster / Painel no(a) GeneTime Conference, 2022. (Simpdsio)

HSP65 protein DNA vaccine and heterologous protein administration for the treatment of DSS-induced
colitis.

International Associated Laboratoires Meeting - LIA 2022 BACT-INFLAM: CLOSING SEMINARS,
2022. (Encontro)

Primeiro Congresso de Bidlogos da 4 Regido, 2022. (Congresso)

Curso de Capacitagao no Uso e Manejo de Animais de Laboratério - USP, 2021. (Outra)

Vil Simpésio de Microbiologia da UFMG — CONECTA SIM 2021, 2021. (Simpdsio)

Curso de Férias - 10C 2020 Introdugao a Bioinformatica e Biologia Estrutural, 2020. (Outra)

Apr esentagao Oral no(a) VI Semana de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Espirito
Santo (VI SECIBIO), 2020. (Outra)

EVIDENCIAS DE MULTIF'LAS INTRODUCOES E EXPANSAO LOCAL DOS CRFS 02_AG E 45_CPX NO
BRASIL.

Escola de Verdo em Toxicologia, 2018. (Outra)

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) V de Ciéncias Bidlogicas da Universidade Federal do
Espirito Santo (V SECIBIO), 2018. (Simpdsio)
AVALIACAO DA TOXIDADE PRELIMINAR DO AGROTOXICO 2,4D EM DAPHNIA SIMILIS.

I Simpdsio de Ciéncias Forenses da Regiao Sudeste, 2017. (Simposio)

1l Simpésio de Zoologia Sistematica, 2015. (Simpdsio)

Organizagao de evento

L 5

CAMPOS, G. M.
Café com BIO 2018. (Outro, Organizacdo de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Espanhol. Meio de divulgacdo: Meio digital

CAMPOS, G. M.
Semana de Ciéncias Biologicas, 2018. (Outro, Organizacéo de evento)
Areas do conhecimento: Biologia Geral
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Outro

CAMPOS, G. M.
Mostra de’ Profissoes, 2016. (Outro Organizagao de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Bre

Totais de producao

Produgio bibliografica

Artigos completos publicados em periddico

Artigos aceitos para publicacdo

Capitulos de livros publicados

Trabalhos publicados em anais de eventos
Apresentacdes de trabalhos (Conferéncia ou palestra)
Apresentaces de trabalhos (Congresso)
Apresentagdes de trabalhos (Seminario)
Apresentacdes de trabalhos (Simposio)
Apresentacdes de trabalhos (Outra)

Eventos

- @ N - e,

w W -

Participacdes em eventos (congresso)
VParticipagc‘)es em eventos (simpdsio)
Participagbes em eventos (encontro)
Participagbes em eventos (outra)

Organizagao de evento (outro)
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