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RESUMO

Probidticos, microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas fornecem beneficios & salde do hospedeiro, tém sido
utilizados em humanos por muitos anos. No entanto, 0s mecanismos pelos quais
os probidticos exercem o efeito protetor ainda ndo estéo totalmente esclarecidos.
O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da administracéo oral pré-operatoria
de Saccharomyces boulardii sobre a expressédo génica das seguintes citocinas:
IL10, IL1B, IL23A, TNF, IL12B, INFG, IL17A, na mucosa intestinal de pacientes
submetidos a resseccdo codlica. Avaliaram-se também as complicacbes pos-
operatorias. Trinta e trés pacientes submetidos a ressecc¢fes célicas foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: (1) grupo controle (n=18): recebeu
tratamento convencional sem interferéncias e sem uso de suplementagdo com
probidticos e (2) grupo probiético (n=15): recebeu, diariamente, uma capsula de
probiético, contendo 100mg (0,5 x 10° UFC/g) da levedura Saccharomyces
boulardii, durante sete dias antes da operagdo. Entre os pacientes que usaram
probiéticos, a expressdo génica das citocinas IL1B, IL10 and IL23A na mucosa foi
significativamente menor que na mucosa do grupo controle (P=0.001; P=0,04 and
P=0,03, respectivamente). No entanto, os niveis de RNAm de IL12B, INFG, IL17A
and TNF mRNA né&o alcancaram diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05). A
incidéncia de complicacdes infecciosas foi 13.3% e 38.8% no grupo probidtico e
no grupo controle (P>0.05). A mortalidade peroperatéria foi 0% em ambos os
grupos. O tempo médio de internacdo nao foi diferente entre os grupos (P>0,05).
Esse estudo demonstrou que o tratamento com Saccharomyces boulardii foi
capaz de modular a resposta imunoldgica local reduzindo os niveis citocinas pro e
antiinflamatdrias na mucosa intestinal.

Descritores: Probidticos; cancer colorretal, complicacées infecciosas; resposta

imunoldgica; translocacéo bacteriana, operacao gastrointestinal.
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ABSTRACT

Probiotics, live microorganisms that confer health benefits to the host when
administered in adequate amounts, have been used in humans for many years.
Even though many potential health benefits seem to be associated with the use of
probiotics, the mechanisms by which these living organisms exert their effects
remain unclear. The objective of the current study was to determine the effects of
pre-operative administration of probiotics on mMRNA expression levels of the
following citokynes: IL10, IL1B, IL23A, TNF, IL12B, INFG, IL17A in patients
undergoing colorectal surgery. Postoperative infections were also assessed. Thirty
three patients undergoing colorectal resection were randomly assigned to 7-day
preoperative probiotics (probiotic group, n=15) or conventional (control group,
n=18) treatment. Patients who received the probiotic presented with significantly
lower mucosa IL1B, IL10 and IL23A mRNA expression than the control group
(P=0.001; P=0,04 and P=0,03, respectively). However, IL12B, INFG, IL17A and
TNF mRNA expressions did not differ between the two groups (P>0,05). The
incidence of postoperative infectious complications was 13.3% and 38.8% in
probiotic and control groups, respectively (P>0.05). There was no perioperative
mortality in both groups. The median total length of hospital stay was similar
between the groups (P>0,05).This study has shown that probiotic treatment with
Saccharomyces boulardii can locally downregulate both pro- and anti-inflammatory

cytokines, in the intestinal mucosa.

Keywords: Probiotics; colorectal cancer; postoperative infections; immune

function; bacterial translocation; gastrointestinal surgery.

15



1. INTRODUCAO

Probidticos representam boa estratégia para se alcancarem modificacdes
controladas no ecossistema intestinal. A interacdo benéfica entre mucosa
intestinal e microbiota nativa é conceito comprovado cientificamente (1-5).
Qualquer alteracdo em fatores endogenos (mecanismos de controle do
hospedeiro importantes para manter a homeostase) ou exdégenos (composicédo da
microbiota durante o processo de colonizacdo ou na fase adulta) pode causar
distarbios agudos ou crénicos. Mudancas na microbiota podem ser identificadas
pelo sistema imunolégico da mucosa intestinal e levar a alteragées nas respostas
inflamatoria e imunoldgica especifica e ndo especifica, deixando o hospedeiro
susceptivel a colonizacdo por patdogenos (5). Portanto, esforcos em criar novas
terapias com o objetivo de restabelecer o equilibrio ap6s qualquer agressao, tal
como procedimentos cirdrgicos ou tratamento com antimicrobianos, por meio de
modificacdo da microbiota intestinal, vém sendo buscados.

Resultados de estudos com probi6ticos em modelos animais e humanos
tém mostrado o potencial beneficio desses contra varias doencas. O uso de
probiéticos: reduz o risco de diarreia e a duracdo da mesma em criangas e
adultos (6-7); € capaz de inibir a colonizacdo do H. pylori no trato gastrointestinal
e reduzir os efeitos colaterais da terapia padrdo contra essa bactéria (8-9);
minimiza a intolerdncia a lactose (10); tem acao benéfica na manutencédo de
remissdo clinica de doencas como colite ulcerativa e doenca de Crohn (6-7); e
tem mostrado resultados positivos na diminuicdo de lesdes precursoras de cancer
colorretal (11).

No entanto, os mecanismos pelos quais os probidticos exercem o efeito
protetor ainda néo estdo totalmente esclarecidos (6, 12). A imunomodulagéo, ou
seja, a modulacdo da resposta inflamatdria a partir da regulacdo da producédo de
citocinas pro e anti-inflamatorias (13-14) é um dos provaveis mecanismos de
acdo. Estudos in vitro e em modelos animais mostraram que 0s probidticos sdo
capazes de inibir a ativacdo do fator nuclear-kB (NF-kB) (15), aumentar a
atividade das células natural killer (16), induzir a secrecdo de citocinas que
contribuem para a maturacao das ceélulas dendriticas (16) e induzir a secrecao de

imunoglobulina A (IgAs) (17). Porém, estudos clinicos investigando a interacao in
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vivo entre administracdo de probidticos e modulacdo do sistema imunoldgico
estdo em fase inicial.

Elucidar os mecanismos pelos quais os probioticos influenciam o sistema
de defesa do hospedeiro é importante em todos os sentidos, em especial entre
aqueles individuos submetidos a situacdes de estresse, como 0s pacientes
cirrgicos. Nos Ultimos anos, avancos na Medicina e em técnicas cirdrgicas
diminuiram a incidéncia de complicacbes poés-operatorias. No entanto, as
complicacbes de origem infecciosa continuam sendo fator que afeta a evolucao
de pacientes cirurgicos (18). Enfermos submetidos a operac¢des colorretais
usualmente tem complicacdes infecciosas sustentadas por microbiota intestinal
prépria mais frequentemente do que apds outros tipos de operacao (19). Baseado
nisso, manipular a microbiota intestinal parece ser uma alternativa em potencial

para prevenir e tratar infec¢des, neste grupo de doentes.
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2. OBJETIVO

Avaliar o impacto da administragdo oral de Saccharomyces boulardii na

imunomodulacéo e recuperacao de pacientes submetidos a resseccgdes colicas.

Objetivos especificos

1. Avaliar a imunomodulacédo dos pacientes resultante da administracao
oral de Saccharomyces boulardii pela determinacdo de citocinas de mucosa por
RT-gPCR.

2. Avaliar o grau de recuperagdo dos pacientes pela ocorréncia de
complicacBes pos-operatorias, principalmente complicacdes infecciosas, e pelo o
tempo de permanéncia hospitalar, associado a administracdo oral de

Saccharomyces boulardii.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Microbiota intestinal

Composicéao

O trato gastrointestinal de um humano adulto abriga grande diversidade
de microrganismos composta por centenas de espécies que formam complexa
biomassa (microbioma) de aproximadamente 10** células (6, 11). O peso total
desses microrganismos é estimado em cerca de 1,5kg, e a atividade metabdlica
total é similar a do figado (20). As populagdes microbianas vdo aumentando e
variando de acordo com alguns parametros de localizacdo, a medida que se
percorre o trato gastrointestinal.

O ambiente luminal do estdbmago humano possui niveis populacionais
muito baixos, pois a acidez elevada e o esvaziamento frequente impedem a
multiplicacdo de microrganismos. Ja no intestino delgado, a medida que se
percorre essa porcdo anatbmica, as populacdes bacterianas totais vao
aumentando e, inversdo do tipo respiratério é observada (os anaerébios
facultativos inicialmente dominantes passam a ser subdominantes e o fenémeno
inverso é notado para os anaerobios estritos) (7). O ileo é sitio de transicao
bacteriologica, entre a escassa populacdo bacteriana do jejuno e a densa
microbiota do célon. No célon, as bactérias encontram condic¢des favoraveis para
proliferacdo devido a auséncia de secrecdes intestinais, peristaltismo lento e
abundante suprimento nutricional (2, 7).

Estima-se que o numero de espécies bacterianas presentes no TGl seja
em torno de 500, embora estudos mais recentes indiguem que somente entre 30
e 40 destas espécies conseguem atingir niveis dominantes, desempenhando
funcbes para o hospedeiro (21-22). Entre os dominantes prevalecem os géneros
Bacteroides,  Bifidobacterium,  Eubacterium,  Clostridium, Peptococcus,

Peptostreptococcus e Ruminococcus (3, 6, 21).

19



Nichos de colonizag&o no trato gastrointestinal

Os componentes da microbiota intestinal podem colonizar locais
diferentes no trato gastrointestinal. Particularmente no intestino grosso, onde séo
encontradas as maiores populacdes, é possivel colonizar o limen, 0 muco e as
criptas intestinais.

No lumen cdlico, o potencial de éxido-reducdo é muito baixo, o que
permite crescimento de bactérias anaerobias estritas extremamente sensiveis ao
oxigénio. A razdo de bactérias anaerObias estritas/anaerédbias facultativas no
limen é de 10 a 1.000 para um. Nesse ecossistema, 0s substratos ndo digeriveis
remanescentes da dieta do hospedeiro como celulose, pectina, amilose,
amilopectina e aditivos alimentares sdo a fonte de nutrientes desses
microrganismaos.

Recobrindo a superficie do epitélio intestinal ha o muco, no qual habitam
bactérias anaerdbias estritas, sensiveis ao oxigénio que usam a mucina como
suporte fisico e nutricional.

Finalmente, h4 a microbiota presente nas criptas que utiliza células
mortas descamadas do epitélio e as diversas secre¢bes do hospedeiro como
fonte nutricional. As populacdes presentes sdo mais aerotolerantes devido a

difusdo do oxigénio proveniente dos vasos sanguineos subjacentes.
Funcdes do ecossistema microbiano

O entendimento da complexa interagdo entre microbiota intestinal e a
biologia do hospedeiro na qual esta inserida s6 foi reconhecido ha algumas
dezenas de anos. Didaticamente, essa interacdo pode ser dividida em trés niveis:
(1) no limen intestinal; (2) no epitélio intestinal e (3) no sistema imunoldgico.

No lamen (nivel 1) a microbiota intestinal € capaz de fermentar
carboidratos nédo digeriveis e proteinas da dieta que alcangcam o célon e, com
isso, produzir &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) que servem de fonte de
energia para as células do epitélio intestinal (butirato), do figado (propionato) e do
resto do compartimento interno (acetato). Estes acidos também exercem efeito
protetor por inibicdo de bactérias patogénicas, uma vez que, diminuem o pH da
luz intestinal. Esses acidos quando absorvidos carregam junto sédio e agua (3,

22-23). Na luz intestinal, a microbiota produz outras substancias antagonistas de
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patdgenos como as bacteriocinas. Além disso, a microbiota sintetiza vitaminas
como vitamina K, B, folato, biotina e riboflavina (3, 7).

O epitélio intestinal (nivel 2) é formado por camada Unica de enterodcitos
fortemente unidos por juncdes intercelulares que ajudam a proteger contra a
passagem de patdgenos (6). E recoberto por muco que forma um biofilme
viscoelastico, composto de glicoproteinas, defensinas e outros peptideos
antibacterianos. O objetivo € formar barreira intestinal que controla e seleciona os
substratos que serdo absorvidos, mantendo o interior do hospedeiro protegido (3,
6). Além disso, o epitélio intestinal possui células imunoldgicas locais que sao
estimuladas pela microbiota e, exercem efeito antiinflamatoério prevenindo a
inflamacé&o descontrolada da mucosa (24-25).

Finalmente, o terceiro nivel € composto pelo sistema imunolégico. Células
dendriticas abrem caminho entre as junc¢des intercelulares do epitélio para chegar
ao lumen intestinal e capturar bactérias. Essa comunicacdo entre microbiota e
sistema imunoldgico acarreta estado de estimulacdo imunoldgica constante (6,
25). O comportamento imunoldgico associado a microbiota habitual do individuo é
sugestivo de resposta imunolégica constante, que podemos considerar fisiologica.
Este fenbmeno é, de fato, uma das maiores fungBes da microbiota, e €
particularmente importante para o recém-nascido que apresenta um sistema
imunologico imaturo necessitando de um contato com uma microbiota rica e

diversa para a maturacédo adequada.

Desequilibrio da microbiota e complicacdes

Em condi¢cdes normais (eubiose), as bactérias do trato gastrointestinal
sdo essencialmente benéficas para o hospedeiro, porém em caso de desequilibrio
(disbiose), essas podem ser potencialmente patogénicas. A disbiose ocorre
quando o equilibrio da ecologia microbiana é alterado levando a mudancas na
resposta metabdlica e imunoldgica do hospedeiro (7). Round e colaboradores (26)
descrevem a microbiota saudavel como o equilibrio entre vérias classes de
bactérias dentre essas as simbioticas (organismos com funcdes benéficas
conhecidas), comensais (organismos da microbiota natural que nao exercem

by

efeitos bons nem ruins a saude do hospedeiro) e patobiontes (organismos da
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microbiota natural capazes de causar doenca). Os autores ressaltam que, na
disbiose existe alteracdo na composicdo da microbiota, que pode resultar na
reducdo do numero de bactérias simbidticas e/ou no aumento do numero das
patobiontes (Figura 1) (26).

Regulagao Inflamacgao Regulacdo Inflamagao
)

Situacdo de equilibrio imunoldgico Situacao de desequilibrio imunolégico
© Simbiontes > Comensais > Patobiontes

Figura 1: A microbiota intestinal natural do hospedeiro modula a resposta imunolégica durante os

processos de saude e doenca.

Os possiveis fatores que podem contribuir para a disbiose sdo: perfil
genético do hospedeiro, estilo de vida, exposicdo a microrganismos e
procedimentos cirdrgicos, dieta e estresse. O uso de antimicrobianos também
pode alterar a microbiota de forma prejudicial, uma vez que o efeito dessas
drogas nao distingue microrganismos patogénicos dos simbioticos (26).

Pensando nesses fatores, pacientes com doencas gastrointestinais
submetidos a intervencdes cirlrgicas podem estar muito susceptiveis a disbiose.
A prépria doenca, o tratamento farmacoldgico instituido e o procedimento
cirtrgico sdo capazes de alterar essa barreira protetora que € o epitélio intestinal.
Esse desequilibrio pode levar a crescimento microbiano exagerado, alteracfes
fisicas da barreira intestinal ou deficiéncia na resposta imunolégica do hospedeiro
(1, 9, 13, 20, 27).

O resultado desse somatorio de alteracdes € a translocacao bacteriana —
passagem de microrganismos viaveis ou ndo e de produtos, como endotoxinas,
do lumen intestinal para os linfonodos mesentéricos e, possivelmente, para outros
orgaos distintos (14, 28-29). A translocagéo bacteriana ou de respectivos produtos
e fator de risco para resposta inflamatdria sistémica e desenvolvimento de

complicagbes infecciosas. Ha varias evidéncias de que esteja associada ao
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aumento da incidéncia de complicagbes sépticas (28, 30-31). O'Boyle e
colaboradores avaliaram 448 pacientes cirirgicos submetidos a laparotomia e
observaram que ocorreu translocacao bacteriana em 15,4% dos pacientes, sendo
que o microrganismo mais comumente identificado foi E. coli. Além disso, 41%
dos pacientes que apresentaram translocacdo desenvolveram sepse quando
comparados com o0s 14% dos pacientes que apresentaram culturas negativas
(32). Em trabalho semelhante, Macfie e colaboradores, avaliaram a translocacao
bacteriana em 927 pacientes e observaram prevaléncia de 14%, além de forte
relacdo com aumento de sepse pos-operatoria (27).

Assim, desequilibrios na microbiota habitual do individuo podem ser
sentidos pelo sistema imunolégico e levar a alteracdes nas respostas inflamatoria
e imunoldgica sistémica, aumentando o risco de complicacbes (33). Portanto,
esforcos em criar novas terapias com o objetivo de restabelecer o equilibrio apés
qualquer agressdo como 0 que ocorre com 0 uso de antimicrobianos ou em
presenca de patdgenos pela modificagdo da microbiota intestinal devem ser

avaliados e implementados.

Probiéticos

A definicdo oficial mais recente do termo probidticos € da FAO/WHO e
determina que probiéticos sdo microrganismos vivos que quando administrados
em quantidades adequadas fornecem beneficios a saude do hospedeiro. Séo
bactérias ou leveduras que, adicionados aos alimentos podem recolonizar e
restaurar a simbiose da microbiota do trato gastrointestinal (34).

A maioria dos probidticos sdo bactérias semelhantes as encontradas
naturalmente no intestino humano. Frequentemente sdo bactérias pertencentes a
um dos dois géneros, Lactobacillus ou Bifidobacterium. Alguns probidéticos, como
0 Saccharomyces boulardii sdo leveduras (7, 9).

Os probidticos devem ser capazes de sobreviver aos acidos gastricos e
biliares a fim de alcancgar vivos o trato intestinal baixo, colonizar o epitélio do

hospedeiro e exibir efeito benéfico. Para que isso seja possivel a quantidade
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minima recomendada é de cinco bilhées de unidades formadoras de colbnias (5 x
10° UFC/dia) por, no minimo, cinco dias (35).

O mecanismo de acdo desses microrganismos € justificado de varias
maneiras, dentre essas (Figura 4):

(1) melhora da funcéo de barreira do epitélio intestinal;

(2) maior adesdo a mucosa intestinal,

(3) inibicdo da adesao de patdégenos;

(4) competicdo com patdgenos por sitios de fixacdo e nutrientes;

(5) sintese de bacteriocinas e de acidos orgéanicos volateis;

(6) imunomodulacao, ou seja, modulacdo da resposta inflamatoria a partir
da regulacao da producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias (22-24).

Resultados de estudos em modelos animais e humanos mostraram o
potencial clinico dos probidticos contra varias doencas. O uso de probioticos:
reduz o risco de diarreia e a duragdo da mesma em criancas e adultos (6-7); é
capaz de inibir a colonizacdo do H. pylori no trato gastrointestinal e reduzir os
efeitos colaterais da terapia padrdo contra essa bactérica (8-9); minimiza a
intolerancia a lactose (10); tem ac¢éo benéfica na manutencao de remissao clinica
de doencas como colite ulcerativa e doenca de Crohn (6-7); e, tem resultados
positivos na diminuicdo de lesGes precursoras de cancer colorretal (11).

Héa cada vez mais evidéncias sobre os beneficios dos probidticos ligados a
modulacdo da funcdo imunolégica como: aumento da producdo de anticorpos;
aumento da atividade das células natural killer; modulacdo da funcdo das células
dendriticas; alteracdo da producédo de citocinas; inducdo de regulacdo das células
T e modulacdo da apoptose (36-38).

Mcnaught e colaboradores, em trabalho envolvendo 103 pacientes criticos,
divididos em 2 grupos - controle (terapia convencional) e tratamento (probiotico +
terapia convencional), observaram diminuicdo dos niveis plasméaticos de IL6 no
15° dia pOs-operatoério entre os pacientes do grupo tratado. Este fato atenuou a
resposta imunoldgica e, consequentemente, a resposta organica ao estresse
desses doentes (39).

Em relacdo a incidéncia de complicacdes pos-operatérias os trabalhos
relatando o uso de probidticos também tém apontado bons resultados. Rayes e
colaboradores em estudo prospectivo, randomizado, duplo-encoberto com

pacientes submetidos a transplante hepatico observaram que a incidéncia de
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infeccdes pos-operatorias foi significativamente menor (3% versus 48%) quando a
solucdo de nutricdo enteral foi suplementada com mistura de bactérias &cido-
laticas (Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc). Além disso, o tempo de uso de
antimicrobianos foi menor no grupo que recebeu probioticos (40).

Especula-se que o mecanismo envolvido no efeito dos probiéticos nédo
seja apenas a regulacao negativa das citocinas pro-inflamatorias. Acredita-se que,
na presenca do probidtico, haja aumento da producédo de citocinas regulatérias,
principalmente a IL10, e diminuicdo da liberacdo de IL12 por macréfagos ativados
com consequente reducgdo na diferenciacdo e na infiltracdo de células TH;. Okada
e colaboradores, em 2009, investigaram o efeito antiinflamatério de trés espécies
de bifidobactérias (Bifidobacterium longum, B. adolescentis, B. breve) em
macrofagos submetidos a condicbes de inflamacdo (presenca de LPS). Os
autores observaram que algumas bifidobactérias foram capazes de modular
negativamente a produgdo de IL1B, TNF e IL12, a partir da diminuicdo da
expressdo génica de RNAm dessas citocinas. Além disso, B. breve em presenca
de LPS foi capaz de aumentar significativamente a expressao génica da IL10 (41).
Lammers e colaboradores estudaram a expressado génica de varias citocinas em
pacientes submetidos ao tratamento com probioticos. Os autores observaram que
0S pacientes tratados com probioticos tiveram niveis significativamente menores
de expressao génica de IL1B, IL8 e INFG comparados aos pacientes do grupo
placebo (38).

Saccharomyces boulardii

O Saccharomyces boulardii € a Unica levedura comercializada como
probidtico para humanos. O uso deste iniciou-se na Europa em 1950 (9). Os
efeitos benéficos mais extensivamente estudados e relatados na literatura dizem
respeito as diarreias associadas ao uso de antimicrobianos e aquelas associadas
ao Clostridium difficile (9). Porém, recentemente o S. boulardii tem despertado
interesse pelo potencial antiinflamatério.

Esta levedura tem mecanismos de acdo diferentes e simultdneos. No
[imen intestinal o S. boulardii pode degradar toxinas patogénicas, interferir na
adesado de patdégenos e modular a microbiota nativa, preservando a fisiologia

intestinal. S. boulardii pode ainda, indiretamente, restaurar o balanco adequado
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de AGCC, além de aumentar os niveis de IgA secretdria e agir como
imunorregulador, influenciando os niveis de citocinas. Esse probidtico exerce
ainda efeitos tréficos pela liberacdo de poliaminas que favorecem a maturacao
dos enterdcitos (9).

Lee e colaboradores avaliaram o efeito do S. boulardii in vitro e in vivo e,
sugeriram que a funcdo antiinflamatoria esta fortemente associada ao efeito sobre
a expressao génica. Os autores observaram que a levedura aumenta a expressao
génica de PPAR-gama em células epiteliais colicas e inibe a diminuicdo da
expressao desse receptor induzida pelo TNF e IL1B. Os mesmos efeitos foram
observados em modelos animais de colite (42). Esses resultados vém reforcgar
achados ja encontrados pelo mesmo grupo em trabalhos anteriores (43). Estudo
com células colicas HT-29 e THP-1 mostraram que a levedura secreta um fator
antiinflamatdério termoestavel capaz de inibir a producédo de IL8, reduzir a ativacao
de NF-kB e inibir a degradagéo de IkB (44).

Recentemente, uma meta-analise investigou evidéncias sobre a eficacia e
seguranca do uso do S. boulardii em pacientes adultos (9). Foram avaliados 27
estudos randomizados, controlados, com 5.029 pacientes. Os autores concluiram

gue o S. boulardii foi significativamente eficaz e seguro em 84% dos tratamentos.
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4. METODOS

Pacientes e instituicdes participantes

Este estudo contemplou o0s pacientes atendidos inicialmente no
Ambulatério de Coloproctologia e Intestino Delgado do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), que foram submetidos nesse hospital a tratamento cirargico de
lesBes colicas no periodo de julho de 2010 até maio de 2012.

Os critérios de inclusdo foram: ter idade superior a 18 anos e ser
submetido a resseccdo de segmento célico independentemente da regido
anatdbmica, em regime eletivo, e independentemente de preparo de célon.

Os critérios de exclusdo foram: ser submetido a ressec¢do em carater de
urgéncia, ndo ser contatado em tempo hébil para participar do estudo, ter
mudanca no procedimento cirargico durante a operacao que impossibilitasse a
coleta de material, interromper o uso do probiodtico por conta prépria e, nao aceitar
participar do estudo.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Agentes Recombinantes,
sob coordenacdo do professor Dr. Oscar Brufia Romero e no Laboratério de
Ecologia e Fisiologia de Microrganismos sob coordenacdo do professor Dr.

Jacques Robert Nicoli, ambos no Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

Execucao do estudo

O projeto de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido
foram submetidos a Camara do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina, ao Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG e ao Departamento
de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) do Hospital das Clinicas da UFMG
sendo aprovado em todas as instancias (Parecer n°. ETIC 0391.0.203.000/09 -
anexo A).

Os pacientes que atenderam os critérios de inclusao foram abordados ao

fim do atendimento ambulatorial. Apds receber as orientacdes, aceitar participar
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da pesquisa e preencher termo de consentimento livre e esclarecido (apéndice A),
os pacientes foram distribuidos aleatoriamente, por sorteio, em dois grupos.

- Grupo controle: recebeu tratamento convencional sem interferéncias e
sem uso de suplementacédo com probidticos;

- Grupo probiotico: recebeu, diariamente, uma capsula de probiotico,
contendo 100mg (5 x 10° UFC/g) da levedura Saccharomyces boulardii (Merck
S.A., Rio de Janeiro, RJ). Os pacientes foram orientados a ingerir uma capsula ao
dia durante os sete dias que precederam a operacdo. Para tentar garantir que a
ingestdo do probidtico ndo fosse esquecida os pacientes foram contatados por
telefone, pela pesquisadora principal, a cada dois dias, durante o periodo do
estudo. Pediu-se também que levassem a embalagem do medicamento vazia no
momento da internacao.

As informacbes referentes a dados pessoais, diagndéstico principal,
procedimento realizado e complicacbes poés-operatérias foram anotadas de
prontudario médico durante o periodo de internacdo no 2° andar do Instituto Alfa de

Gastroenterologia (apéndice B).

Coleta da amostra

No momento da operacao, depois de retirada a peca cirlrgica, a mucosa
célica foi exposta para coleta das amostras. Os instrumentos cirdrgicos usados
para a coleta e a mucosa do colon foram lavados com &gua bidestilada para
remocdao de células mortas, fezes e liquidos gastrointestinais. Em seguida, foram
obtidos fragmentos de tecido célico que foram divididos em trés tubos coletores
(trés replicatas) para analise da expressao génica. Os tubos continham solucéo
de conservacéo de RNA chamada RNAlater (Qiagen®), na quantidade de 1000pL,
no qual as amostras ficaram submersas. Durante o transporte as amostras foram
mantidas em temperatura ambiente e, em seguida, armazenadas em geladeira (2
a 8°C) por 24 horas, conforme orientacdo do fabricante da solucdo de
conservacdo de RNA. Apds esse periodo, a solucao foi retirada dos tubos e esses

foram armazenados em freezer a -80°C até o momento da manipulacéo.
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Extracdo de RNA e transcri¢éo reversa

Utilizaram-se aproximadamente 20mg de tecido de cada amostra. A
extracdo foi realizada com o kit de extragdo QiAamp RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Alemanha). O protocolo de extracdo do RNA foi aquele recomendado pelo
fabricante.

A integridade das amostras de RNA foi avaliada por eletroforese em gel
de agarose a 1% utilizando-se tampao TBE 1X [Tris-HCIl a 45mM, acido bdrico a
45mM e EDTA a 1mM]. A separacéo eletroforética foi realizada a 100v e 60mA.

O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria a 260nm. A
qualidade do RNA foi analisada pelas raz6es espectrofotométricas Azsonm/2zonm €
Azeonmizsonm  Utilizando-se o espectrofotometro Nanodrop modelo ND-100
(ThermoScientific®). Todas as amostras de RNA utilizadas para este trabalho
tiveram alta qualidade e pureza (Azsonmizsonm = 1,7). ApOs a verificacdo da
integridade do RNA total, foi realizado o tratamento desse material com DNAse I.
Esse procedimento visou eliminar a contaminacdo das amostras de RNA total
com DNA genbmico. Contaminacao desse tipo pode superestimar a expressao de
um gene. O tratamento foi realizado em 1ug de RNA total utilizando-se 1U da
enzima DNAse | e 1puL do tampé&o de reagdo com MgCI 10X durante 30 minutos a
37°C. A inativacdo da DNAse foi feita com a adicdo de 1uL de EDTA (50uM) e
aguecimento a 65°C, por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram
imediatamente resfriadas em gelo.

O RNA extraido foi submetido a reacdo de transcricdo reversa para
obtencdo de cDNA (4cido desoxirribonucléico complementar) seguindo as
instrucdes do fabricante do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit®
(Applied Biosystems®).

O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a realizagcdo da PCR em
tempo real.
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Padronizacao da quantificagéo relativa da expressao de citocinas em
mucosa de cblon de seres humanos usando RT-qPCR

Foram usados para normalizacdo dos dados de expressdo génica 0sS
resultados das amplificacbes do cDNA codificado pelos genes GAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e ACT (B-actina). As reacdes de
RT-gPCR foram feitas na plataforma ABI 7900 HT REAL TIME PCR (Applied
Biosystems®) pertencente ao Departamento de Biologia Geral - Instituto de
Ciéncias Bioldgicas/UFMG. As reacfes foram realizadas usando o Kit SYBR
Green PCR Master Mix 2x (Life Technologies®).

Os pares de primers foram sintetizados pela Applied Biosystems® de

acordo com a listagem apresentada na tabela a seguir.

Tabela 1: Sequéncia dos conjuntos de primers (5 — 3°) empregados nas reacgfes de

amplificagéo.

Gene-alvo Primer senso (5— 3") Primer anti-senso (5— 3")
TNF CTCAGTCGTGCCCGACACT CATGGATGGAGGAGCTTGGT
IL10 CCTTGTCGGAAATGATCCAGTT TTCACGTGCTCCTTGATGTCA
IL1B GCTGCCTGTAGCAGACGTCTT GGAGGACTTCAAAAAGCTGATTCA
IL23A ATGAGAAGCTGCTAGGATCGG CCAACTCCTGCAGCCTGA
IL12B CCCTGACATTCTGCGTTCA AGAGTCTTCACGGACAAGACCT
IL17A TGGGAAGACCTCATTGGT ATCACAATCCCACGAAATCC
INFG GGCATTTTGAAGAATTGGAAAG AAGATGACCAGAGCATCCAAA
GAPDH GGCGCCAAGAGGGTCAT GTGGTTCACGCCCATCACA
ACT GAGGTGCACACCGCCTATTC TGCCGCAGGATGTCTTGAA

A padronizacéo das reacfes contemplou curvas feitas de diluicdo seriada
de cDNA utilizando-se pontos contendo 50ng; 5ng; 0,5ng, 0,05ng e 0,005ng de
cDNA. Foi utilizada amostra de cDNA produzida a partir de um pool de amostras
de RNA total de seis pacientes do grupo controle (estudo piloto) adicionadas em
igual proporgédo. As curvas de diluicdo foram feitas para cada um dos genes
estudados. Os padrdes para avaliacdo da qualidade das reacbes foram a
eficiéncia de amplificacdo e o perfil da curva de dissociacdo. As reacdes tiveram
eficiéncia (E) calculada pela inclinacdo da curva (slope) de diluicdo do cDNA
versus Cq (ciclo de quantificagédo ou Cy), pela equacgéo (45):
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Ewy= [(10) 5P -1] x 100

A especificidade das reagOes foi avaliada pela curva de dissociacao.
Foram padronizadas condicbes para cada um dos genes amplificados, com
eficiéncia entre 90% e 110% e, com um Unico pico nas curvas de dissociacdo. Na
Figura 2 estdo representadas curvas de amplificacdo, curvas de diluicdo seriada
de cDNA e curva de dissociacao obtidas durante a padronizacdo das reagdes de
RT-gPCR para quantificacao relativa da expressédo de IL10, como exemplo dos

resultados obtidos.
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Figura 2: Curvas de amplificacdo, dissociacdo e de diluicdo para o gene IL10 de amostras de
mucosa de cdélon de pacientes submetidos a resseccao cdlica.

Legenda: A- Curva de amplificacdo da série de diluicdo para o gene da IL10 com linhas
representando a amplificacdo de diferentes quantidades de cDNA (50, 5, 0,5, 0,05 e 0,005ng).
Nessa reacdo foi utilizada uma amostra de cDNA produzida a partir de um pool de amostras de
RNA total de seis pacientes do grupo controle (estudo piloto) adicionadas em igual proporcdo. No

gréfico estdo representados no eixo X os valores dos ciclos de amplificagdo, no Y os valores de
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ARNn que sdo medidas de fluorescéncia e, a linha verde representa o threshold ou limiar de
fluorescéncia usado para determinagéo do C,. B- Curva de dissocia¢éo com pico representando o
ponto de dissociacao do produto amplificado para IL10. No grafico estao representados no eixo X
os valores de temperatura, no Y os valores de ARn que sdo medidas de fluorescéncia. O pico
corresponde a temperatura na qual 50% do produto de amplificacdo est4 desnaturado e 50%
renaturado, e essa temperatura é chamada de temperatura de melting. C- Curva de diluicdo
(quantidade) de cDNA versus C; (C,) de amplificagéo das diferentes quantidades de cDNA. Cada
ponto representa a associagdo de um C, com um ponto de quantidade de cDNA. A inclinagéo
desta curva (slope) foi utilizada para o calculo da eficiéncia de amplificacao.

Quantificacdo relativa da expressdo de citocinas em mucosa de

c6lon de seres humanos usando RT-gPCR

A obtencéo dos dados de nivel relativo de expressédo (NRE) foi decorrente
do método derivado do RQ (relative quantification) = 2%4<% (45), descrito por
Hellemans et al., (2007) (46). Os dados de expressdo do grupo controle foram
utilizados como calibradores. Os resultados foram expressos graficamente
usando média e erro-padrdo dos valores do nivel relativo de RNAm de cada
citocina, corrigido pelo fator de normalizacdo, este ultimo dado pela média
geométrica das quantidades relativas de RNAm de GAPDH e ACT, para o grupo

experimental.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a testes estatisticos para determinar a
normalidade e homocedasticidade dos dados. Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilks
para determinar a normalidade. A homocedasticidade foi avaliada pelo teste de
igualdade de variancias de Levene.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar as diferencas entre os
grupos. Para comparar variaveis discretas utilizaram-se os testes x2, Exato de
Fisher ou McNemar. Os resultados foram apresentados como a diferenca média
de n-vezes em relacéo ao grupo calibrador.

O célculo amostral para comparacao dos grupos adotou os valores de 5%
(bilateralmente) e 20%, probabilidades associadas aos erros tipos | e |l

respectivamente. O objetivo foi observar diferenca minima de 0,1 vez na
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expressao génica das citocinas, para mais ou para menos, no grupo probiotico em
relacdo ao grupo controle. O resultado baseou-se nos valores obtidos de estudo
piloto realizado previamente a coleta de dados. O tamanho amostral minimo
necessario foi de 12 pares de individuos.

As diferencas foram consideradas significativas para P < 0,05. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas com os programas SPSS versdo 17.0
(SPSS Inc, Chicago, IL) e GraphPadPrism 5.0 para Windows (GraphPad Software
Inc.).
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5. RESULTADOS

Os resultados do presente estudo serdo apresentados em forma de
artigo. O artigo foi escrito com base nos objetivos delimitados pelo escopo do
trabalho. Contudo, algumas mudancas foram realizadas com relacdo a
formatacao original do artigo: a secdo de meétodos foi retirada visto que a mesma
foi contemplada anteriormente; as tabelas e figuras receberam numeracéo
sequencial considerando-se a tese como um todo; as referéncias bibliograficas
foram apresentadas em sec¢do Unica ao final do trabalho. A fim de facilitar a
compreensao dos termos, lista com significado de abreviaturas e siglas em inglés,
foi inserida no inicio do trabalho com o correspondente em portugués. O artigo
desenvolvido com os resultados desse trabalho foi submetido para publicacdo
(anexo B) como segue abaixo:

. "Effect of oral administration of Saccharomyces boulardii in the
immunomodulation and recovery in patients undergoing colon resection:
results of a prospective and randomized clinical trial." Artigo submetido para
publicacdo em 07/07/2013 para a Revista “Annals of Surgery” (Fator de impacto:
6,33/ Qualis: Al)

TITLE: "Effect of oral administration of Saccharomyces boulardii in the
immunomodulation and recovery in patients undergoing colon resection: results of

a prospective and randomized clinical trial."

INTRODUCTION

Probiotics are live microorganisms that confer health benefits to the host
when they are administered in adequate amounts. Probiotics have been used in
humans for many years (47). In particular, strains belonging to Bifidobacterium
and Lactobacillus, which are the predominant and subdominant groups of the
gastrointestinal microbiota, respectively, are the most widely used probiotics.
These probiotics are included in many functional foods and dietary supplements.
Saccharomyces boulardii (SB) is a yeast that has also been associated with health

benefits (9). Because of the long-standing use of SB to treat infectious diarrhea,
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most experimental research has focused on the prevention of microbial pathogen
adherence (48), translocation of commensal microbiota (49-50), and investigation
of the neutralization of bacterial toxins (i.e., Clostridium difficile toxin A (51) or
Cholera toxin (52)) and toxin-related signaling (52-53). The maintenance of normal
intestinal permeability and barrier function (17, 51) and the control of mucosal
electrolyte transport and luminal secretion (51, 54) have also been studied.

While many health benefits appear to be associated with the use of
probiotics, the mechanisms by which these living organisms exert their effects
remain unclear (55). Modulation of the immune system is among the acting
mechanisms. Studies in vitro and in animal models have shown that some
probiotics inhibit the inflammatory response of the intestinal immune system by
downregulating the nuclear factor-kB activation (15), increasing the activity of the
natural killer cells (16), inducing the secretion of cytokines, and by contributing to
dendritic cell maturation (16). Other study have reported that probiotics induce the
secretion of immunoglobulin A (17). However, clinical trials that are investigating
the in vivo interaction of probiotic administration and intestinal immune function
modulation are in the early stages.

In recent years, advances in medicine and surgical technigues have
lowered the incidence of postoperative complications. However, postoperative
infection continues to affect morbidity (18). As patients’ intestinal microbiota are
often the origin of postoperative infection (19), manipulating the intestinal
microbiota may lead to the prevention or treatment of infection.

RESULTS

Demographic and operative data

A total of 75 patients were assessed for eligibility, and 68 patients were

enrolled. Of the enrolled patients, 33 patients completed the entire study (figure 3).
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Figure 3: Flowchart of the randomization procedure that was used to enroll patients in the study.

Demographic and clinical data of the groups are presented in table 2.

Tabela 2: Demographic and clinical data for included patients in the control and probiotic groups.

Characteristic Control group Probiotic group
(n =18) (n =15)

Sex (n)

Male 10 5

Female 8 10
Age (y) 59 51

Range 18-83 28-76
BMI (kg/m?) 23.7 24.4
Diagnosis (n)

Neoplasms
Benign/malignant 0/16 1/9
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Other 2 5
Type of operation (n)
Left colectomy 15 9
Right colectomy 1 5
Total colectomy 2
Mechanical bowel
preparation (n) 14 10

Diagnoses in the control group included familial adenomatous polyposis
and stenosis of the sigmoid; in the probiotic group, diagnoses included diverticular
disease, endometriosis, Crohn’s disease (two patients) and cystadenoma of the

appendix.

Mucosal cytokine mRNA expression profiles

Colonic mucosal specimens were analyzed to determine the mucosal
expression profiles of IL1B, IL12B, 1L10, IL23A, INFG, IL17A and TNF. In the
probiotic group, IL1B, IL10 and IL23A mRNA expressions in the normal mucosa
were significantly lower than in the control group (P=0.001, P=0.04 and P=0.03,
respectively). However, IL12B, INFG, IL17A and TNF mRNA expressions did not

differ between the two groups (P>0.05). The results are presented in figure 4.
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Figure 4: Gene expression levels of cytokines IL10, IL1B, IL23A, TNF, IL12B, INFG and IL17A in
samples of colorectal cancer-free mucosa that were derived from patients who underwent surgical
resection. Patients in the probiotic group (n=15) were given Saccharomyces boulardii at least 7
days before the operation; patients in the control group (n=18) received conventional treatment
with no probiotic supplementation. Relative quantification was performed with the method
developed by Hellemans et al. (46). The results are expressed in relation to the control group,
which is expressed as level 1x. */ ** = Different number of asterisk were significantly different (P <
0.05).
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Length of hospital stay and postoperative complications

The probiotic therapy was well tolerated in all patients in the probiotic
group. There were no reports of side effects. The median total length of hospital
stay did not differ between the groups (P>0.05). Perioperative mortality was 0% in
both groups. Infectious complications developed in 2 of 15 patients in the probiotic
group and 7 of 18 patients in the control group (table 3).

Tabela 3: Length of hospital stay and postoperative complications.

Group Control group Probiotic group
Median length of hospital stay 11 10
(days)
Patients with infectious 7/18 (38,8%) 2/15 (13,3%)

complications*
Peritoneal infection/fistulae
Intra-abdominal abscesses 4 0

Urinary tract infections

* No significant difference between groups (P = 0.10).

One patient in the control group (5.5%) and one patient in the probiotic
group (6.6%) developed non-infectious complications. The control group patient’s
complication was intestinal obstruction, and the probiotic group patient’s

complication was abdominal hemorrhage that required relaparotomy.

DISCUSSION

Our data suggest that the preoperatively administered probiotic can
modulate the intestinal immune response of colonic mucosa. The primary interest
of this study was to assess the effect oral administration of Saccharomyces
boulardii on the expressions of major cytokines (IL10, IL1B, IL23A, TNF, IL12B,
INFG, IL17A) in the mRNA levels of colonic mucosa. Microbiota are known to
affect the TH1-TH2 balance in the systemic immune compartments, and TH17 cell
development in the gut is known to be affected by commensal bacteria (56).
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Therefore, the aim of this study was to investigate the probiotic effect on this
environment. Patients who are candidates for colorectal resection provide an ideal
model for studying these effects, as the resected intestine allows the local impact
to be measured without adversely affecting the patient and without changing the
surgical strategy. Other authors have investigated the in vivo interaction among
probiotic administration and the modulation of intestinal immune function in
patients undergoing colorectal resection (19), but they relied on a different
approach. Our study is the first clinical trial to use Saccharomyces boulardii to
assess the expression of the inflammatory cytokine profile.

We tested Saccharomyces boulardii because the strain has been
industrially commercialized worldwide in a lyophilized form. Therefore, the strain is
not affected by transport or storage, and if beneficial effects are confirmed, the use
of the strain will be easy to implement in clinical practice. Moreover,
comprehensive knowledge of the positive and negative interactions between
defined probiotic strains and the host is essential before therapeutic trials can be
developed.

Available tissue samples are often too small to allow for the quantification
of cytokines at the protein level. Therefore, the detection of mMRNA has been used
to investigate the cytokine profiles at sites of immune infiltration or inflammation
(57-58). Moreover, cytokine protein detection, using techniques such as ELISA,
allows only a limited number of cytokines to be analyzed from a single sample
(58).

The statistically significant findings included a decrease in the IL1B, IL23A
and IL10 mucosal gene expressions in Saccharomyces boulardii-treated patients.
In a retrospective analysis of endoscopic samples from patients with UC who
underwent ileal-pouch anal anastomosis, Lammers et al. investigated mRNA
expression levels of cytokines (38). The authors observed that patients who had
been treated with a different probiotic preparation of VSL#3 (VSL
Pharmaceuticals, Ft. Lauderdale, Flaprobiotics) displayed significantly lower
mucosal MRNA expression levels of IL1B compared with placebo-treated patients,
and the regulatory cytokine IL10 was not altered (38).

We did not observe changes in the proinflammatory cytokines TNF, IL12B,
INFG and IL17A in either group. One possibility is that the length of probiotic use
before surgery was insufficient to affect the mRNA expression levels of these
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cytokines, especially of IL17A, which is an end-stage product of the TH17
response. Interleukin-17 is a proinflammatory cytokine that is predominantly
produced by activated T cells. Interleukin-17 enhances T-cell priming and
stimulates fibroblasts, endothelial cells, macrophages, and epithelial cells to
produce multiple proinflammatory mediators, including IL1, IL6, TNF, NOS-2,
metalloproteases, and chemokines; the result is the induction of inflammation (59-
61).

On the contrary, 7 days of probiotic use was sufficient to lower the
expression of IL23A mRNA. IL23A is a heterodimeric cytokine that promotes a
distinct T-cell activation state that expresses IL-17 as an effector cytokine (59, 62-
63). Therefore, a longer probiotic treatment may display this effect in IL17A levels.
Given that the TH17 response is amplified by IL1B (62, 64) and that IL10 plays a
role in stimulating IL23 (65), the downregulation of these cytokines that was
observed in this study suggests that the use of probiotics impacts a small
inflammatory mucosal profile. In a healthy microbiome, there is an optimal
proportion of the pro- and anti-inflammatory organisms that signal the developing
immune system (controlled by the host genome); the optimal levels balance the
number of effector and regulatory cells (TH1, TH2, TH17 and Treg) (56, 66). An
increase in proinflammatory cytokines or, alternatively, a decrease or absence of
anti-inflammatory cytokines leads to excessive effector T-cell function or deficient
regulatory T-cell function (66). In the current study, we observed that
Saccharomyces boulardii was capable of downregulating both pro- and anti-
inflammatory cytokines, which balances the immune response and creates a
healthier microbiome.

Our study showed that patients who used probiotics before surgery
presented with fewer postoperative infectious complications before hospital
discharge; however, the difference was not statistically significant. The lack of
statistical significance may be a function of a small sample size, as recent
research has shown that probiotics significantly impact the surgical outcome (18,
67-72). In a recent meta-analysis of probiotic use in elective surgery, the authors
concluded that probiotics reduce the rate of infectious complications following
major abdominal surgery. These findings support the hypothesis that such an
approach is safe in the elective surgical setting (72). However, different species of

microorganisms were used, and strains substantially differ in their survival during
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Gl transit, ability to modulate the intestinal metabolism, ability to affect the type of
iImmune response and competition with microbiota and pathogens. In surgical
studies, strains belonging to Bifidobacterium and Lactobacillus have been the
most widely used probiotic bacteria (72). Saccharomyces boulardii's yeast has
also been shown to produce health benefits in other clinical settings (9, 17, 48-52,
54). Thus, our study is difficult to compare with other studies in terms of the
surgical outcome.

The current study may be limited because the cytokine profiles could have
been influenced by two extra factors other than the probiotic use: the
presence/absence of colorectal carcinoma and the type of colectomy (right or left).
Samples were obtained from colorectal cancer-free mucosa, but we cannot
guarantee that the cytokine profiles of the samples were not already affected by
the presence of the tumor. Léon et al. showed that even in unaffected areas of
patients with intestinal bowel disease, mMRNA levels of IL23A and IL1B were higher
than in healthy controls. Additionally, the microbiome is known to vary by the colon
area (2).

In conclusion, this study highlights that probiotic treatment with
Saccharomyces boulardii can regulate the mucosal immune response by reducing
the mucosal levels of IL23 and IL10. This regulation may further inhibit T-cell
activation, reinforce the barrier function and control the potent proinflammatory
cytokine IL1B. Future studies should administer probiotics for a longer period of
time and assess other cytokines, such TGFB, IL6 and a marker of regulatory T-
cells (forkhead box P3 (Foxp3)). These studies can elucidate the relationship
between probiotics use and the Treg response to determine the clinical benefit of

gut microbiota modulation in overall elective surgery.
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6. CONCLUSAO

O uso de probidticos exerceu efeito imunomodulador na mucosa intestinal
de pacientes submetidos a ressecc¢des colicas.

A ocorréncia de complicacdes pds-operatdrias e o tempo de permanéncia
hospitalar foi semelhante entre os pacientes que usaram e 0S que nao usaram

probioticos durante o periodo pré-operatorio.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Impacto dos probioticos na
modulacdo da microbiota intestinal de pacientes submetidos a resseccdo col6nica”. Os
investigadores principais sdo a Profé. Maria Isabel Correia e Marcella Lobato Dias Consoli.
Os objetivos do estudo séo avaliar se a oferta de probi6ticos (microrganismos vivos que
fornecem beneficios a satde do hospedeiro, semelhantes aos utilizados em alguns iogurtes)
antes da operacao interfere nos resultados, beneficiando o paciente em termos de defesas
organicas. Os procedimentos que vocé deve seguir se concordar em participar do estudo
serdo: (1) Vocé fard parte de sorteio que definira o grupo ao qual irei pertencer: a) um
grupo recebera probioticos gratuitamente que deverdo ser tomados diariamente durante, no
minimo, sete dias antes da operacdo; b) o outro grupo ndo tomara nada. (2) Os
pesquisadores fardo sua avaliacdo geral, rotina habitual antes da operacdo, além da
avaliacdo nutricional obtendo peso e altura. Além disso, fardo perguntas como, por
exemplo, quanto vocé costuma pesar, se perdeu peso recentemente, se apresentou nuseas,
vOmitos ou se estd conseguindo se alimentar. (3) os pesquisadores avaliardo
constantemente a sua evolucao depois da operacédo. (4) independente de vocé usar ou ndo o
probidtico terd o acompanhamento antes e ap6s a opera¢do com a mesma dedicagdo e
preocupacdo da equipe médica. Quanto aos beneficios e riscos que vocé corre saiba que:
diversas pesquisas j& mostraram que 0 uso de probidticos ndo representa risco para a saude.
Em pessoas imunodeprimidas, ou seja, muito debilitadas com outras infec¢bes ou em
quimioterapia, 0 que ndo € o seu caso, ja ocorreram casos com infeccdo pelo probidtico. O
esperado é que vocé se beneficie dessa conduta. Isso podera diminuir os riscos de vocé ter
complicagdes depois da operagdo e diminuir o nimero de dias de internacgéo. Os resultados
do estudo serdo discutidos com vocé e ficardo disponiveis para o seu médico de referéncia.
Todas as informacgdes obtidas neste estudo serdo consideradas confidenciais e usadas
estritamente para fins de pesquisa. Sua identidade sera mantida em segredo.

O/A , assistente da pesquisa, discutiu essas
informacBes comigo, oferecendo-se para responder as minhas duvidas. Caso eu tenha
perguntas adicionais, poderei contatar a pesquisadora Marcella Lobato Dias Consoli pelo
telefone 8624-0403 ou a Dra. Isabel Correia, pelo telefone 9168-8239.

Direito de recusa: Minha participacdo neste estudo é totalmente voluntaria, sendo eu livre
para recusar a participar, sem afetar ou pdr em risco meu futuro atendimento médico.
Consentimento: Concordo em participar deste estudo. Recebi uma cépia do presente termo
de consentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer duvidas.

Data: / / 20

51



Assinatura do paciente

Assinatura do médico

Assinatura da testemunha

Assinatura da testemunha

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP/UFMG
Enderego: Avenida Anténio Carlos, 6627

Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005
Campus Pampulha, Belo Horizonte — MG, 31270-901

Email: coep@prpg.ufmg.br

Telefone: (31) 3409-4592

Horario de atendimento: 09h as 12h e 13h30 as 16h30

52


mailto:coep@prpq.ufmg.br

APENDICE B - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

Amostra n°:

Data da Coleta:

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA E OFTALMOLOGIA FM / UFMG

“Impacto dos probiéticos na modulagdo da microbiota intestinal
de pacientes submetidos a ressecgéo cdlica”

Doutoranda: Marcella Lobato Dias

FICHA DE IDENTIFICAGCAO

Paciente:

Data de nascimento:
Cor:

Endereco:

Telefone(s):

Data de admissao:

Diagnostico principal:

Procedimento:

/ / Grupo: ( ) O=controle 1=probiético Pront. n°:
/ / Idade: anos Estado civil:
Ocupacgéo: Acompanhante:
/ / Data da Alta: / /
Data: /

Dados pré-operatérios:

Avaliacdo antropométrica:

Peso (kg):
IMC (kg/m2):

Faz uso de probi6ticos regularmente: ( ) 0=ndo 1=sim Se sim, quais:

Estatura (m):
EN segundo IMC:

Dados pés-operatorios:

Data da operacéo:

/ /

Fez preparo de colon: ( ) 0=ndo 1=sim

Médico responsavel:

Fragmento do célon retirado:

Tipo de operacédo: ( ) O=abertal=videolaparoscopica
Complicacéo pés-operatéria: ( ) 0=ndo 1=sim

Se sim, complicagéo
Se sim, qual:

infecciosa: ( ) 0=ndo 1=sim

Fragmento da amostra:

Se néo, qual:
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FICHA LABORATORIAL

Ndmero do paciente: Iniciais:

Grupo: ( ) O=controle 1=probiotico

Peso tubo vazio

Peso com amostra

Peso da amostra

Butirato

Biomol 12

Biomol 22

Biomol 32

Extra

Data/hora coleta:

Consideracgoes:
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ANEXO A - PARECER ETICO - ETIC 0391.0.203.000-09

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n°. ETIC 0391.0.203.000-09

Interessado(a): Profa. Maria Isabel Toulson Davisson Correia
Departamento de Cirurgia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no

a 14 de outubro de 2009, apés atendidas as solicitagées de diligéncia,

projeto de pesquisa intitulado "Impacto dos probiéticos na

J da microbiota intestinal e nas complicagées pés-

as de pacientes submetidos a ressec¢ao coldénica" bem
'mo de Consentimento Livre e Esclarecido.

orio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
io do projeto.

@




ANEXO B - SUBMISSAO DO ARTIGO

Gmail

Submission Confirmation for Effect of oral administration of Saccharomyces
boulardii in the immunomodulation and recovery in patients undergoing
colon resection: results of a prospective and randomized clinical trial -
[EMID:8cafe386ce486c84]

7 de julho de 2013 21:39

De: "Annals of Surgery" <editorial@annalsofsurgery.org>

Assunto: Submission Confirmation for Effect of oral administration of
Saccharomyces boulardii in the immunomodulation and recovery in patients
undergoing colon resection: results of a prospective and randomized clinical trial -
[EMID:8cafe386ce486c84]

Data: 7 de julho de 2013 17:41:20 BRT

Para: "Maria Isabel Toulson Davisson Correia" <isabel correia@uol.com.br>

Dear Mrs Correia,

This is to acknowledge receipt of your manuscript entitled "Effect of oral administration of
Saccharomyces boulardii in the immunomodulation and recovery in patients undergoing colon
resection: results of a prospective and randomized clinical trial . It is being sent to members of

the Editorial Board for review.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an

author. The URL is http://annsurg.edmagr.com/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned, and you

are requested to use it in all subsequent correspondence.

Thank you for submitting this work to Annals of Surgery.
Kind regards,
Editorial Staff

Annals of Surgery
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ANEXO C - ATA DA DEFESA
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ANEXO D- DECLARACAO DE APROVACAO
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