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RESUMO

O Cloridrato de irinotecano (CPT-11) é uma droga antimetabdlica muito
utilizada na terapia de diversos tipos de canceres, inibindo a sintese de DNA e
suprimindo a proliferacao de células tumorais. No entanto, células saudaveis com alta
taxa de divisdo celular, como as células da mucosa do trato gastrintestinal (TGI),
também sdo afetadas. Essa inflamacao da mucosa do TGl € denominada mucosite.
A mucosite é caracterizada por uma inflamacdo na mucosa do TGI considerada um
efeito colateral do tratamento oncolégico. Os probidticos séo utilizados para
reestabelecer a microbiota intestinal, diminuir o processo inflamatério e os efeitos
colaterais oriundos de disturbios gastrointestinais. O objetivo do nosso trabalho foi
avaliar o efeito do uso de Lactobacillus gasseri (LG) na mucosite intestinal induzida
por CPT-11 em modelo animal murino. Os animais foram divididos em: controle (CTL),
controle LG (LG), controle mucosite (Muc) e mucosite tratado com LG (LG+Muc). Por
15 dias 40 camundongos Balb/c, fémeas, receberam tratamento, por gavagem, tanto
de LG quanto de PBS em seus respectivos grupos. A indu¢cdo de mucosite ocorreu
por 3 dias consecutivos a partir do 10° dia de experimento em que 0s animais
receberam CPT-11 ou PBS, por via intraperitonial, em seus respectivos grupos. O
peso dos animais foi avaliado a partir do 10° dia e, no 15° dia, os animais foram
eutanasiados para analise de sIgA, permeabilidade intestinal, histologia, EPO e MPO.
Apos inducao da mucosite foi observado no grupo Muc: perda de peso e diminuicao
do consumo alimentar, aumento da permeabilidade intestinal, e danos histol6gicos
caracteristicos da mucosite, aumento das enzimas MPO e EPO, como indicativos do
influxo de neutrdfilos e eosindfilos, respectivamente, e diminui¢do dos niveis de sigA.
O tratamento com LG no grupo (LG+Muc) nédo foi capaz de amenizar os danos
causados pelo tratamento quimioterapico. Na andlise de microbiota intestinal o
namero de enterobactérias foi maior no grupo LG+Muc quando comparado aos
demais. O uso preventivo do LG na mucosite intestinal induzida por irinotecano nao

foi capaz de reverter os efeitos colaterais oriundos do tratamento quimioterapico.

Palavras-chaves: probiético, Lactobacillus gasseri, mucosite, irinotecano, inflamacéo

intestinal.



ABSTRACT

Irinotecan Hydrochloride (CPT-11) is an antimetabolic drug widely used in the
therapy of several types of cancer, inhibiting DNA synthesis and suppressing the
proliferation of tumor cells. However, healthy cells with a high rate of cell division, such
as cells from the gastrointestinal tract (GIT) mucosa, are also affected. This
inflammation of the mucosa of the GIT is called mucositis. .Mucositis is an inflammation
of the gastrointestinal tract mucosa that is considered a side effect of cancer treatment.
Probiotics are used to reestablish the intestinal microbiota, decrease the inflammatory
process and side effects from gastrointestinal disorders. The aim of our work was to
evaluate the effect of using Lactobacillus gasseri (LG) on intestinal mucositis induced
by irinotecan in a murine animal model. The animals were divided into control (CTL),
LG control (LG), mucositis control (Muc) and mucositis treated with LG (LG+Muc). For
15 days, 40 female Balb/c mice received treatment by gavage, both LG and PBS in
their respective groups. The induction of mucositis occurred for 3 consecutive days
from the 10th day of the experiment in which the animals received irinotecan or PBS,
intraperitoneally, in their respective groups. The weight of the animals was evaluated
from the 10th day and on the 15th day the animals were euthanized for analysis of
slgA, intestinal permeability, histology, EPO and MPO. After mucositis induction, the
following was observed in the Muc group: weight loss and decreased food
consumption, increased intestinal permeability, as well as histological damage
characteristic of mucositis, increased MPO and EPO enzymes, as indicative of the
influx of neutrophils and eosinophils, respectively, and decrease in sIgA levels.
Treatment with LG (LG+Muc group) was not able to mitigate the damage caused by
chemotherapy. In the analysis of intestinal microbiota, the number of enterobacteria
was higher in the LG+Muc group when compared to the others. Preventive use of LG
in irinotecan-induced intestinal mucositis has not been able to reverse side effects from

chemotherapy.

Keywords: probiotic, Lactobacillus gasseri, mucositis, irinotecan, intestinal

inflammation.
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1. INTRODUCAO

O trato gastrointestinal (TGI) é constituido pela cavidade oral, faringe e tubo
digestivo que inclui esbfago, estdbmago, intestino delgado, célon e reto. Sua
constituicdo celular se da por células epiteliais e de mucosa (GARTNER; HIATT,
2007). Junto dos 6rgdos anexos (figado, pancreas e vesicula biliar) desempenha
funcdes como: digestdo, absorcao de nutrientes, producéo de hormonios reguladores
e atividade imune contra agentes nocivos (SOUTHCOTT et al., 2008). O TGI possui
alta capacidade de renovacao celular (turnover) que pode ser comprometida durante
o tratamento com radio- e quimioterapicos. Devido a essa alta taxa de replicacéo
celular da mucosa intestinal, esse 6rgdo é um dos mais acometidos durante o
tratamento quimioterapico, gerando, dentre outros problemas, a mucosite (PEDROSO
et al., 2015).

A mucosite esta associada ao uso de drogas citotéxicas no tratamento de
doencas, como o cancer, e se caracteriza por lesées inflamatorias que podem ou nao
levar & formacéo de Ulceras. Acomete todo o TGI, ou seja, da cavidade oral até o
anus. Na cavidade oral hd comprometimento que dificulta a degluticdo, com
consequente desnutricdo e desidratacdo. Outros sintomas relacionados a mucosite
intestinal estdo associados com nauseas, vémitos, diarreia, pirose, dor abdominal e
inflamacéo local. Em pacientes mais debilitados faz-se necessario a intervencao
hospitalar para recuperacdo do estado nutricional com dieta enteral ou parenteral
(GIBSON et al., 2013; SONIS, 2004). Essas medidas aumentam o0s gastos com 0
tratamento da mucosite e muitas vezes levam a suspensao do tratamento oncolégico
(MAIOLI et al., 2014; MARIA-AGGELIKI et al., 2009; SONIS, 2004).

Dentre os principais farmacos utilizados no tratamento quimioterapico esta o
cloridrato de irinotecano (CPT-11). Seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo da
enzina topoisomerase |, responsavel pela transcricdo e replicagdo do &cido
desoxirribonucleico (DNA). Sua acdo no intestino é bem conhecida: aumento da
apoptose nas criptas do jejuno e célon, bem como perda das vilosidades intestinais.
A diarreia, dentre os efeitos colaterais causados pela mucosite, aparece como 0
sintoma mais frequente (CHENG et al., 2018).

Atualmente ndo existem métodos curativos para o tratamento da mucosite, havendo
somente medidas paliativas que ajudam a diminuir os sintomas com consequente
melhoria da qualidade de vida dos pacientes (RATHE; SHEN; SANGILD, 2018).
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Recentemente os probiodticos tém sido apontados como estratégia terapéutica pra
tratamento da mucosite. Os probiéticos podem proporcionar inimeros beneficios ao
hospedeiro por meio da modulagdo de microbiota intestinal, imunomodulagao,
prevencdo de infeccdes, reducdo de alergias e atuarem contra micro-organismos
patogénicos (TURRONI et al., 2011; GOLDIN 1998). As linhagens mais utilizadas
como probidticos sdo bactérias do &cido latico (BAL), bifidobactérias e algumas
leveduras, como a Saccharomyces boulardii (VIEIRA et al., 2013).

Recentemente o Lactobacillus gasseri, pertencente ao grupo das BAL, tem sido
utilizado na industria de alimentos para, além da fermentacdo, promover efeito
probiético aos consumidores. Os estudos mostram que h& envolvimento deste micro-
organismo na prevencao da diarreia, alergias, doengas infecciosas, e também efeito
anti-obesidade (CARVALHO et al., 2017; DAMECENO et al., 2017; MIYAZAWA et al.,
2011)

Diante do exposto, acredita-se na importancia do uso dessa bactéria como
método profildtico ou até mesmo como atenuador da gravidade inflamatéria no

tratamento da mucosite intestinal causada pelo tratamento quimioterapico.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Componentes da barreira

O TGI e seus oOrgdos anexos (pancreas, figado e vesicular biliar) estdo
diretamente relacionados ao processo de digestdo, absorcdo, metabolismo como
também a excrecdo dos residuos da digestdo. A integridade da mucosa intestinal é
uma condicao favoravel para o bom estado de saude do ser humano. (MARIA-
AGGELIKI et al., 2009; SOUTHCOTT et al., 2008).

O intestino € composto por quatro tipos de camadas: mucosa, submucosa,
muscular e serosa. Ja a barreira intestinal € formada, além das camadas de célula do
intestino, por micro-organismos pertencentes a microbiota intestinal, muco e células
imunes que estdo aderidos & mucosa intestinal. Sendo assim, a barreira intestinal é
uma estrutura complexa cuja funcdo € separar o meio intraluminal dos micro-
organismos e suas toxinas. As células epiteliais presentes no intestino, mais
precisamente nas criptas de Lieberkihn, possuem r4pida renovacdo celular
(turnover), e se diferenciam em células multipotentes dando origem aos enterocitos,
células enteroenddcrinas, células caliciformes ou globosas e células de Paneth, como
na figura 1. A producao de muco pelas células caliciformes e os componentes imunes
pelas células de Paneth protegem o hospedeiro de micro-organismos e substancias
nocivas (BISCHOFF et al., 2014).

Figura 1. Estrutura quimica e fisica da barreira intestinal (BISCHOFF’eLaI., 2014).
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Outro tipo celular presente na mucosa intestinal sdo as células microfold

(células M). As células M séo capazes de reconhecer micro-organismos patogénicos
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ou antigenos e apresenta-los ao tecido linfatico associado ao intestino (GALT), via
foliculos linfoides (SAULS; BN; 2019).

Os enterdcitos presentes no epitélio intestinal sdo unidos por proteinas
denominadas de juncéo de ocluséo e sao constituidas pela ocludina, claudinas 1, 2 e
4 e estdo localizadas nas partes subapicais e lateralmente as membranas celulares,
0 que faz com que uma célula fique aderida a outra (HOWARTH; WANG, 2013).

As células de Paneth sdo responsaveis por secretarem células imunes, como
citocinas e imunoglobulinas (lisozima e fosfolipase), além de mediadores inflamatorios
e peptideos com acdo antimicrobiana. Estdo presentes nas criptas das células
epiteliais do colon conforme a figura 1 (ANDRADE et al., 2015; BISCHOFF et al.,
2014).

O conceito de barreira intestinal e permeabilidade intestinal (P1) sdo usados
muitas vezes como sindnimos, porém, devemos destacar que a Pl é uma
caracteristica dada a barreira intestinal. Alteracdes no bioma como, por exemplo, o
aumento no nimero de bactérias patogénicas em relacdo as benéficas — disbiose -,
alteracdo na camada de muco e presenca de danos no epitélio intestinal, sdo fatores
gue alteram o processo de Pl e favorecem o desenvolvimento de doencas como
doenca inflamatéria intestinal (Dll), diarreia, Diabetes Mellitus (DM), obesidade, alguns
tipos de cancer, neuropatologias e doencas autoimunes (GOMEZ-GUZMAN et al.,
2015; BISCHOFF et al., 2014; HOWARTH; WANG, 2013).

A integridade da barreira intestinal € reconhecida pela capacidade do epitélio
intestinal em separar as substancias da parte intraluminal. Assim, as substancias
essenciais ao funcionamento do corpo humano serdo absorvidas, via PIl, e
transportadas ao figado para serem metabolizadas (ANDRADE et al., 2015).

A manutencao da integridade epitelial e homeostase entre 0os micro-organismos
benéficos se faz através de um estilo de vida saudavel que abrange uma alimentacao
balanceada, fatores genéticos e pratica de atividade fisica. Além dos alimentos,
busca-se a inclusdo de micro-organismos com caracteristicas probibticas para
verificar a eficacia que estes podem ou nao oferecerem ao hospedeiro.

Alguns fatores como idade, localizacdo geografica, estilo de vida e género
(masculino e feminino) possuem relagédo direta com a diversidade da microbiota
intestinal, além da colonizacgé&o inicial que acontece nos primeiros dois anos de vida.

7

O habito alimentar é o componente mais importante nesta diversidade, pois €&
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responsavel pela manutencdo ou modulacdo da microbiota simbiética. Ainda ndo é
bem clara a maneira pela qual os componentes da dieta alteram a composicéo do
microbioma; entretanto, mais estudos estdo sendo feitos para explicar tal processo
(SUZUKI et al., 2017; BISCHOFF et al., 2014).

A simbiose € uma associacdo entre hospedeiro e 0S micro-organismos
pertencentes a microbiota intestinal em que ambos sé@o beneficiados. O hospedeiro
fornece o alimento e, em troca, recebe ndo s6 a prote¢do contra patdégenos e suas
substancias, como também compostos como os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) pelo processo de fermentacdo. Os AGCC mais conhecidos sao acetato,
butirato e propionato. Possuem func¢des diversas, mas, em sintese, fornecem energia
aos enterdcitos, modulam a resposta imune, protegem contra infec¢des, auxiliam no
metabolismo de nutrientes, entre outros (SUZUKI et al., 2017).

O transporte de nutrientes essenciais ao desenvolvimento humano por meio da
barreira intestinal sofrera alteracdo no sentido do fluxo quando houver mudanca da
pressao e gradiente osmatico, bem como eletroquimico. Aqueles nutrientes que
ultrapassarem a barreira serdo encaminhados para a parte intraluminal (limen e
subepitélio) e os que sao considerados hidrostaticos serdo excretados no bolo fecal
via movimentos peristalticos e da pressao hidrostéatica positiva. A direcdo em que sédo
feitos estes transportes no epitélio intestinal é altamente flexivel e depende tanto da
osmolaridade interna no limen quanto da composicdo do bolo fecal (BISCHOFF et
al., 2014).

O transporte desses nutrientes pode ser realizado de duas maneiras distintas.
O transcelular, realizado com moléculas hidrofobicas, e o paracelular, que ocorre entre
as juncdes localizadas entre as células e que sdo estimuladas em contato com
patdgenos como mostrado na figura 2. Considera-se normal a passagem de pequenas
quantidades de micro-organismos e suas endotoxinas (lipopolissacarideos — LPS),
entre as células pelo transporte paracelular, principalmente no figado, rins e baco.
Este processo € denominado translocacdo bacteriana (TB). Quando ha ruptura da
barreira intestinal tem-se aumento da Pl com TB e ativacao do sistema imune (Sl),
com producédo de mediadores inflamatorios que sinalizam e ativam células imunes

com desenvolvimento de processo inflamatorio e sepse. (ANDRADE et al., 2015)



20

Figura 2. Transporte celular com barreira intestinal em condi¢cées normais e
durante a injuria (ANDRADE et al., 2015).
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Quando o processo de TB ocorre com micro-organismos ndo patogénicos estes
se aderem a camada de muco e estimulam a tolerancia por meio da sintese de
interleucina (IL)-10 que ir4 diminuir a ativacdo de citocinas inflamatérias, como o
interferon gama (INF-y) e IL-12 (CARVALHO et al., 2017).

As causas de ruptura da barreira epitelial sdo multifatoriais, por exemplo:
consumo de bebida alcodlica, uso de drogas, infeccBes por virus, radioterapia e uso
de medicamentos, como 0s quimioterapicos. Os antineoplasicos levardo ao
desenvolvimento de danos & mucosa intestinal, pela inibicdo da replicacdo celular,
com mudanca na microbiota intestinal. Nesta etapa € possivel desenvolver a mucosite
(ANDRADE et al., 2015; BISCHOFF et al., 2014)

2.2 Microbiota intestinal e sistema imune

A microbiota intestinal é adquirida logo apds o nascimento por meio do parto
natural, aleitamento materno (KANG; YUN; PARK, 2010; MARIN et al., 2009), bem
como pelo parto cesareo. No parto cesareo o contato do bebé com o ambiente
hospitalar, como também com a pele da mée, contribui com o desenvolvimento da
microbiota. Esta microbiota é formada por um conjunto de micro-organismos que
vivem em homeostase no TGl e que estdo em simbiose com o hospedeiro

(KLAENHAMMER, 2012). Todos nés possuimos uma microbiota intestinal residente,
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isto &, praticamente ndo altera sua composicao qualitativa ao longo do tempo, assim
como também existe um conjunto de micro-organismos que séo transientes. Estes
micro-organismos transientes estao relacionados com infec¢do, contaminacéo, etc.
(VOLSTATOVA et al., 2016).

O leite materno e o processo de parto, natural ou cesareo, sédo os iniciadores
da microbiota intestinal em recém-nascidos. Desta forma, torna-se de grande
importéancia o aleitamento materno exclusivo nos primeiros seis meses de vida com o
intuito de prevenir doencas. Estima-se que seja possivel encontrar micro-organismos
na concentracdo de 1x10° UFC/mL. Entretanto, os estudos mencionam que a
diversidade microbiol6gica presente no leite materno é baixa, porém consideravel, e
isso interfere diretamente na composicdo da microbiota do infante. O aumento na
guantidade e qualidade desta colonizacdo no TGI ocorrera apds o inicio da dieta
complementar. As espécies variam entre: Staphylococcus, Streptococcus,
Micrococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus (MARTIN et al., 2005).

O transporte destes micro-organismos ocorre por meio das células dendriticas
(CD). Estas células atravessam o lumen intestinal, fazem a captacdo dos micro-
organismos e os transportam, via GALT, para os tecidos de mucosa periféricos como:
genital, respiratério, salivar, lacrimal e glandula mamaéaria, sendo a glandula mamaria
que ter4 a maior propor¢do dos micro-organismos transportados (MARTIN et al.,
2005).

No célon de um individuo adulto estdo presentes mais de 400 espécies
diferentes de micro-organismos incluindo Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus, entre outros, que sdo essenciais no metabolismo de
vitaminas (K e do complexo B), proteinas e demais componentes metabdlicos
(MARIA-AGGELIKI et al., 2009). Estes micro-organismos pertencentes a microbiota
intestinal além de promoverem protecdo a barreira epitelial, desenvolvem
componentes pertencentes ao sistema imunoldgico, produzem e secretam mucina por
meio da interacao feita com as células caliciformes (YAN et al., 2007), interferem na
diminuicdo da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o processo
inflamatorio (ABDULLAH; IDRIS; SAPARON, 2017), Induzem também apoptose por
meio da producao do fator de necrose tumoral (TNF) (DI LUCCIA et al., 2013).

A producéo de componentes imunoldgicos que séo estimulados por probiéticos

atuam na diminuicdo da ativacdo do sistema imune com reducdo do processo
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inflamatorio através da estimulacédo das proteinas transmembranas conhecidas como
receptores toll-like (TLR). Ao serem estimuladas estes TLR reconhecem diferentes
estruturas dos micro-organismos e ativam células imunes inatas do hospedeiro com a
producdo de peptideos antimicrobianos, defensinas, que atuam na morte celular por
meio da lise (AMIT-ROMACH et al., 2009). Os TLR estimulados pela microbiota atuam
na ativacao de CD e macréfagos com consequente producdo de IFN do tipo 1 pelos
leucécitos, que irdo arquitetar e liberar diversos mediadores — citocinas - contra o
agente invasor (WEISS et al., 2011). Desta forma, as CD possuem a capacidade de
distinguir os micro-organismos quanto a presenca ou ndo de sua patogenicidade por
meio do reconhecimento de proteinas presentes em suas células e, assim,
estabelecem uma resposta imunoldgica com intensidade especifica (HOWARTH,;
WANG, 2013).

WEISS et al. (2011) destacam que micro-organismos pertencentes a espécie
de Lactobacillus acidophillus induziram um aumento na produgéo de IFN, via CD, com
ativacdo de resposta the helper 1 (Thl) e expressdo de genes que estimularam a
producdo de IFN-y, bem como demais citocinas envolvidas na resposta imune inata
contra antigenos.

O tecido linfoide associado ao mesentério (MALT) est& localizado ao longo do
TGI e possui influéncia direta na composicéo da microbiota intestinal. Sendo assim, a
homeostase entre os micro-organismos no TGl é que determinara a ativacao ou nao
dos linfocitos B com diferenciacdo da cadeia pesada da IgA (LYCKE; BEMARK, 2017).

Dentre as varias linhagens de micro-organismos ndo habitantes do TGl as
bactérias filamentosas (Mucispirillum) sdo mais efetivas em auxiliar o epitélio intestinal
a sintetizar IgA. Esta imunoglobulina tera sua sintese aumentada por meio do estimulo
as placas de Peyer (PP). Os mecanismos nao estdo bem elucidados, porém, sabe-se
que células Th17 participam da ativacao de vias de citocinas pré e anti-inflamatorias
(IL-17, 21 e 22) e que a producao de IgA decorre tanto de células B como células T

helper que se diferenciam em IL-21, conforme a figura 3 (CONG; LI, 2018).
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Figura 3. Estimulo de producédo de IgA por contato com SBF no epitélio

intestinal via IL-21. (IgA = imunoglobulina do tipo A; SBF = bactérias filamentosas; pIgR =
ligacdo polimérica ao receptor Ig; commensals = bactérias comensais (CONG; LI, 2018).
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2.3 Tratamento oncoldgico

Além do processo cirdrgico, tanto a quimio quanto a radioterapia séo
procedimentos utilizados no tratamento oncoldgico. A radioterapia é um dos tipos de
tratamentos oferecidos a pacientes oncolégicos e, seja isolada ou em associacao a
quimioterapia, desempenha uma relacdo positiva no tratamento do cancer, em
especial na regido pélvica (retal, urologico e ginecoldgico). A diarreia € um dos efeitos
colaterais, e tanto a intensidade quanto a dosagem e fracdo de radiacdo recebida séo
fatores determinantes na durabilidade devido as alteracfes celulares. Estima-se que
aproximadamente 70% dos pacientes em tratamento de cancer pélvico terdo algum
processo inflamatoério na porcao entre ileo e célon e, 50% destes irdo desenvolver
algum tipo de inflamacéo crénica nesta mesma regido (MARIA-AGGELIKI et al.,
2009).

O processo quimio/radioterapico gera uma inflamac&o no tecido alvo com a
formacédo de danos vasculares e infiltrado de leucocitos, atrofia da superficie epitelial
e formacéo de abscessos. O dano na mucosa intestinal ndo € uni causal, mas, sim, a
relacdo de um conjunto de fatores como: apoptose (morte celular para estabelecer a
homeostase entre sintese e degradacédo), alteracdo da microbiota intestinal e do
tecido conjuntivo devido a dificuldade de regeneracdo epitelial. A alteracdo na

microbiota intestinal prejudica a motilidade em decorréncia da proliferagdo exacerbada
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de enterobactérias. Desta maneira, ocorre um aumento da Pl em funcéo da injaria
causada no epitélio com consequente TB (MARIA-AGGELIKI et al., 2009).

2.4 Cloridrato de Irinotecano (CPT-11)

Cloridrato de irinotecano, mais conhecido como Irinotecano, ou CPT-11, € um
derivado do composto camptotecina, solivel em agua e muito utilizado em tratamento
oncolodgico. A camptotecina foi inicialmente isolada em 1966 por Wall e Wani, a partir
da casca da arvore Camptotheca acuminata, que era denominada de arvore feliz
chinesa, durante uma investigacéo de varias espécies de plantas para isolamento de
novos esteroides. Na época a medicina tradicional chinesa a utilizava como um
remeédio natural contra o cancer, fato que foi constatado futuramente por testes em
modelos murinos de leucemia (MARTINO et al., 2017; WALL et al., 1966).

O mecanismo de acdo antitumoral do irinotecano ocorre devido a sua
capacidade de inibir a replicacdo do DNA pela inativacdo da enzima topoisomerase I,
por meio de sua formula metabolicamente ativa e toxica, 7-etil-10-hidroxicamptotecina
(SN-38). Esta enzima é responsavel pela quebra reversivel de partes da fita de DNA
para que ocorra o relaxamento da molécula com consequente transcricdo e
duplicacdo (FAKIHA et al., 2018; SEZER; USTA; CICIN, 2009). Além de inibir a
replicacdo de DNA, este farmaco € conhecido por causar efeito citotoxico via sua
forma metabolicamente ativa em que um dos sintomas mais frequentes é a diarreia.
O processo se inicia no figado, por meio da circulacdo enterohepatica, pela hidrélise
da forma ativa, SN-38, pela enzima carboxilesterase. Esta enzima tem a funcdo de
catalisar a reacdo com producdo de éster carboxilico e dgua. O SN-38 sera
metabolizado pela enzima UDP-glucuronosiltransferase (UGT) com a formacao do
metabdlito inativo, SN-38 glucuronidado (SN-38G). Este componente inativo sera
excretado para o TGl, pela bile. Bactérias presentes no TGl que expressam genes
produtores da enzima 3-glucuronidase irdo converter esta forma inativa em sua forma
ativa, SN-38, que causard danos a mucosa intestinal com consequente
desenvolvimento de diarreia (CHENG et al., 2018; FAKIHA et al., 2018).

O processo de diarreia por meio da utilizacdo do CPT-11 como agente
antitumoral se da por duas maneiras. A primeira conhecida como colinérgica
(estimulacédo excessiva da captacdo de acetilcolina com consequente dilatacado de

esfincteres ou relaxamento muscular), que atua pouco tempo apés a administracao
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do farmaco e tem a atropina como um efeito inibitério deste processo. A segunda,
também chamada de diarreia tardia ou hiperosmolar, ocorre por varios fatores como
modificacdo da motilidade intestinal e menor absorcéo de eletrdlitos e agua (SEZER;
USTA,; CICIN, 2009).

2.5 Mucosite

A mucosite € um efeito colateral que acomete de 50 a 80% dos pacientes em
tratamento oncoldgico (TOUCHEFEU et al., 2014; GIBSON et al., 2013). Este termo
foi criado na década de 80, sendo a mucosite conhecida como a complicacdo néo
hematolégica mais presente no tratamento oncoldgico (CHAVELI-LOPEZ; BAGAN-
SEBASTIAN, 2016). O inicio da mucosite se d& por meio de um processo inflamatério
no TGl com a formacao de lesées com intensidades diferenciadas causadas pelo
agente quimio ou radioterapico (MARIA-AGGELIKI et al., 2009). A apoptose dos
fibroblastos e demais tecidos endoteliais parece preceder as lesdes epiteliais. De
maneira simplificada, o dano as células epiteliais é resultante de uma desregulacao
da conformacéo celular com aumento na producédo de ROS e citocinas inflamatérias
que promovem a lesdo tecidual (CHAVELI-LOPEZ; BAGAN-SEBASTIAN, 2016). As
lesGes na mucosa intestinal iniciam com apoptose das criptas e posteriormente atrofia
das vilosidades, o que favorece a TB. A intensidade do processo inflamatério vai de
acordo com o tipo celular presente tanto na cavidade oral, como também no es6fago,
duodeno, jejuno e colon (MARIA-AGGELIKI et al., 2009; SOUTHCOTT et al., 2008).

As células com rapida proliferacdo sao as mais afetadas, ou seja, quanto maior
o0 numero de células produzidas em um menor espaco de tempo, maiores serao 0s
danos causados pelo tratamento (MARIA-AGGELIKI et al., 2009). Nos casos de
mucosite em que hé instauracdo de um processo inflamatério exacerbado, faz-se
necessario a suspensdo do tratamento quimio e/ou radioterapico para melhora da
condicao clinica do paciente (TOUCHEFEU et al., 2014). Desse modo, o tempo de
internacdo do paciente ser4 maior, 0 que pode vir a comprometer o tratamento
oncologico (GIBSON et al., 2013).

N&o se sabe ao certo se a mudanca na composi¢cdo da microbiota é a causa
ou a consequéncia deste processo inflamatorio no epitélio intestinal durante o
desenvolvimento da mucosite. Busca-se saber se esta inflamacéo ocorre por meio da

mudanca na composi¢do da microbiota durante o tratamento ou se a inflamacéo é a
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responsavel pela mudanca na composi¢cao destes micro-organismos (TOUCHEFEU
et al., 2014). TOUCHEFEU et. al., (2014)

A modificagdo da composicao da microbiota pode ser observada em relagéo ao
uso de CPT-11 como agente gquimioterapico em animais. Ha relatos de estudos
experimentais em que a mucosite intestinal foi induzida pelo farmaco com dose Unica
intraperitoneal (i.p). Encontrou-se aumento dos géneros Escherichia spp., Clostridium
spp., Enterococcus spp., Serratia spp. e Staphylococcus spp. no cdlon; enquanto
Bacillus spp. e Bifidobacterium spp. estavam diminuidos nas amostras de fezes
coletadas. Observou-se também que as bactérias dominantes no TGl sdo as
produtoras de B-glucuronidase, o que contribui para o desenvolvimento de diarreia e
conversédo da forma inativa do CPT-11 (SN-38G) em forma ativa (SN-38). Outro ponto
em destaque € que o numero de micro-organismos dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium continuam baixos no sétimo dia apos inducdo de mucosite
(TOUCHEFEU et al., 2014).

O diagnéstico da mucosite € observado com maior frequéncia na fase aguda
da doenca (SOUTHCOTT et al., 2008). As manifestacfes clinicas que aparecem sdo
dores nos locais em que ha ulceracdes, presenca de inchaco, vomitos e diarreia,
sendo esta Ultima a mais recorrente. Alguns fatores como a area do TGl exposta a
radiacdo, a quantidade e a intensidade da dose oferecida, bem como a técnica de
radiacdo e 0 uso concomitante de algum quimioterdpico estdo associados ao
desenvolvimento e a gravidade deste quadro de diarreia (MARIA-AGGELIKI et al.,
2009).

A fisiopatologia da mucosite € constituida de 5 etapas:

1) Inicio da producéo de ROS;

2) Fase inicial da inflamacé&o e consequentemente apoptose das células;

3) Amplificacdo da sinalizacdo de vias inflamatérias com aumento de

apoptose;

4) Formacao de ulcerac¢des no tecido epitelial e TB;

5) Inicio do processo de cicatrizacdo com proliferacdo celular apos remisséo

do uso do quimio ou radioterapico (SONIS, 2004).

N&o ha tratamento especifico para a mucosite; entretanto, o que se busca sao

medidas que possam diminuir o impacto da doenca nos pacientes em tratamento
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quimio e/ou radioterapico. Ha estudos que sugerem o uso de aminoacidos (glutamina,
arginina, triptofano e citrulina), AGCC (acetato, butirato e propionato), 6mega 3, acido
conjugado linoleico (ANDRADE et al., 2015), fibras (como prebidticos: inulina e
oligofrutose) e também os probidticos (Lactobacillus, Bifidobacterium e
Saccharomyces) (ANDRADE et al., 2015; MARIA-AGGELIKI et al., 2009)..

Guias recentes citam outros métodos no tratamento da mucosite induzida por
quimioterapico como o fator de crescimento de queratindcitos para manutencdo da
integridade epitelial, fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-B) para
modificacbes nos processos bioldgicos que favorecam a formacdo de matriz
extracelular, peptideos associados ao glucagon (GLP), em particular o GLP-2, e
fatores de crescimento derivados do leite bovino, em especial aqueles que estéo
presentes no colostro (RATHE; SHEN; SANGILD, 2018).

2.6 Probidticos

Probibticos sdo definidos como “micro-organismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Dentre os varios tipos de probidticos, destacam-se as
bactérias dos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus (SOUTHCOTT et
al., 2008) e leveduras como a Saccharomyces boulardii por promoverem uma melhora
na funcdo da barreira intestinal (MARIA-AGGELIKI et al., 2009), modulacdo da
resposta imune do individuo (ANDRADE et al., 2015), e na prevencéo e no tratamento
de determinados tipos de doencas como a diarreia induzida por rotavirus e DIl
(MOHAMMADI et al., 2018).

Outras caracteristicas dos probiéticos sdo descritas como: possuir resisténcia
ao suco biliar e a acidez no estdbmago e produzir componentes antimicrobianos como
bacteriocinas (OH et al., 2018). Promover protecdo ao hospedeiro contra micro-
organismos patogénicos, por meio da interacdo com as celulas produtoras de muco e
as secretoras de células do sistema imune, e apresentar viabilidade na producdo
industrial também estdo entre as caracteristicas dos micro-organismos com
propriedades probidticas (MOHAMMADI et al., 2018; MARIA-AGGELIKI et al., 2009).

Aléem dos beneficios promovidos pelos probidticos citados anteriormente,
observa-se resultados positivos no uso destes micro-organismos na perda de peso,

melhora de perfil glicémico, lipidico e da pressédo arterial (CROVESY et al., 2017,
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KANG; YUN; PARK, 2010), doencas alérgicas (SASHIHARA et al., 2007), intolerancia
a lactose, menor incidéncia de cancer de célon (KLAENHAMMER, 2012) e sintese de
vitaminas essenciais ao metabolismo humano como as do complexo B e K (EWE;
WAN-ABDULLAH; LIONG, 2010).

Os principais produtos industrializados contendo probidticos séo os alimentos
como leites fermentados, iogurtes e bebidas gaseificadas (MARIN et al., 2009).

2.6.1 Lactobacillus gasseri

As espécies do género Lactobacillus pertencem ao grupo de micro-organismos
mais importantes no TGl dos humanos e animais devido a sua facil adaptacao e
desenvolvimento simbidtico com o hospedeiro (KAWASE et al., 2011).

O L. gasseri pertence ao grupo de bactérias nao patogénicas, ndo esporuladas,
Gram-positivo (MOHAMMADI et al., 2018; CARVALHO et al., 2017), anaerébias
facultativas (CARVALHO et al., 2017) e habitantes naturais do TGl dos humanos tanto
em recém-nascidos quanto adultos. Esta presente também na cavidade oral, vaginal
e no estdbmago conferindo beneficios a saude do hospedeiro como atividade
antimicrobiana e probiotica (TADA et al., 2017), além de serem facilmente
encontradas na decomposicéo de vegetais e frutas (CARVALHO et al., 2017).

A temperatura ideal de crescimento do L. gasseri varia entre 35 a 38°C
(AZCARATE-PERIL et al., 2008). Possuem a habilidade de produzirem &cidos
organicos, acidos graxos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Ativam o sistema
imune com producédo de interleucinas, como a IL-10, e imunoglobulinas (KAWASE et
al., 2011), aumento de células natural killer (NK) e monécitos (MOHAMMADI et al.,
2018; KLAENHAMMER, 2012).

Até a década de 80 o Lactobacillus gasseri era classificado como L. acidophilus
devido a ndo s6 sua semelhanca morfolégica como também na utilizacdo de fontes
de carboidrato, prebiéticos, durante a fermentacdo. As inovacdes de extracdo de DNA
e sequenciamento genético possibilitou diferencia-los com consequente
reclassificacdo (AZCARATE-PERIL et al., 2008).

Dentre as atividades antimicrobianas, tem-se a produgao de gassericina A pelo
L. gasseri LA39 isolado de fezes de criancas (OH et al.,, 2018). Trata-se de um
peptideo antimicrobiano tolerante ao calor e pH (ARAKAWA et al., 2015) usado com
a finalidade de inibir o crescimento de linhagens patogénicas (TOBA; YOSHIOKA,
ITOH, 1991).
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KAWASE et al., (2011) relatam que o L. gasseri TMCO0356 isolado das fezes de
humanos saudaveis foi capaz de suprimir 0 aumento da sintese de IgE sérica em
modelo experimental e em humanos com rinite alérgica, bem como em japoneses
alérgicos a polen de cedro durante a estacéo de polinizagdo; porém, 0s mecanismos
pelos quais houve a supressao de IgE nao estéo claros.

Segundo FUJIMURA et al. (2006) ha estudos relacionados com o uso de L.
gasseri no tratamento de infecgcdo por Helicobacter pylori. Houve inibicdo do
crescimento da bactéria no estbmago e diminuicdo dos processos de ulceracfes e
gastrite crbnica, além de promover efeito protetor no desenvolvimento de cancer
gastrico.

A fixacdo do L. gasseri & mucosa intestinal ocorre por meio da sua capacidade
adesiva junto as fibronectinas celulares e plasmaticas, presentes no epitélio intestinal,
gue conferem permanéncia em longo prazo. O fator de agregacdo ou adesédo
molecular que auxilia na fixacdo epitelial € conhecido por ser uma proteina ligada a
camada celular, denominada de fatores de APF1. Esta mesma APF1 é responsével
pela exclusdo de linhagens patogénicas, como Campylobacter jejuni (ARAI et al.,
2016).

Dentre os varios trabalhos publicados relacionados ao uso do L. gasseri no
tratamento preventivo ou até mesmo curativo de varias doencas, nao foi encontrado
qualquer trabalho mostrando o efeito deste micro-organismo no tratamento preventivo

da mucosite intestinal induzida por irinotecano.



30

3. Justificativa

Uma vez que a mucosite é uma doenga que acomete grande parte ou a
totalidade dos pacientes em tratamento oncoldgico e estéa relacionada com alteracdes
da microbiota e danos patoldgicos relevantes no intestino ocasionando a suspensao
do tratamento com aumento da morbidade do individuo, estratégias terapéuticas
alternativas tornam-se de grande valia. Sendo assim, o Lactobacillus gasseri que ja
vem demonstrando ter papel importante como imunomodulador, principalmente pelo
auxilio na producédo de mucina que possui relacéo direta com a parte protetora da
mucosa intestinal, bem como menor ativacédo de células inflamatorias, torna-se, entao,
um forte candidato como estratégia bioterapéutica para a mucosite. Assim, uma vez
gue a mucosite leva a uma alteragcdo da microbiota intestinal (disbiose) e que a
suplementacdo da bactéria induz a uma melhor manutencéo da integridade epitelial,
estudar também os possiveis efeitos desse micro-organismo e sua contribuicdo na
regulacao da resposta inflamatéria e na manutencéo da integridade epitelial intestinal
em um contexto de resposta inflamatéria induzida na mucosite é de suma importancia.
Desta forma, a utilizacdo de bactérias, em especial o Lactobacillus gasseri, parece ser
de grande valia, uma vez que a manipulacdo da microbiota intestinal com consequente
melhora na resposta imune como também na integridade fisica das vilosidades
intestinais sdo estratégias relevantes que se apresentam atualmente como uma
importante e promissora forma de tratamento para diversas doencgas, incluindo a

mucosite.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo principal
Avaliar o efeito do tratamento com L. gasseri na mucosite intestinal induzida

por irinotecano em modelo experimental murino.

4.2 Objetivos especificos:
Verificar o efeito de L. gasseri na mucosite induzida, avaliando:
- Sintomas clinicos (diarreia, perda de peso e consumo de alimento);
- Parametros histolégicos (infiltrado inflamatério, destruicdo tecidual e escore
histolégico);
- Permeabilidade intestinal,
- Parametros microbiolégicos (analise de enterobactérias e BAL no conteudo fecal);
- Parametros imunologicos (infiltrado de neutrofilos e eosinéfilos nos tecidos

inflamados e niveis de sigA).
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Micro-organismo

O L. gasseri utilizado para este trabalho foi isolado do leite materno de méaes
atendidas em um hospital publico na cidade de Belo Horizonte, MG, Brasil
(DAMACENO et al., 2017). A cultura foi mantida a -80°C em caldo de Man, Rogosa &
Sharpe (MRS) (Difco, Sparks, USA), adicionado de 20% de glicerol esterilizado. A
ativacao foi feita em caldo MRS, a 37°C, por 24 horas, em estufa bacteriolégica. A
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC), UFC/mL, foi feita em agar MRS.
O micro-organismo cultivado foi centrifugado a 10.000 rota¢des por minuto (RPM),
com posterior descarte do sobrenadante e ressuspendido em 5 mL de PBS (tampé&o

fosfato salino) estéril para administracdo via gavagem aos animais.

5.2 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), fémeas, de seis a oito
semanas de idade, da linhagem Balb/c, no total de 40 animais provenientes do Centro
de Bioterismo (CEBIO) do ICB/UFMG. Para o experimento, os camundongos foram
mantidos em mini-isoladores de modelo ALE.MIL.01.03 (Alesco, Monte Mor, Brasil),
no biotério do Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG, nivel de biosseguranca 2
(NB2). Os animais receberam racdo sélida (Nuvital, Nuvilab, Curitiba, Brasil)
esterilizada por calor imido e agua filtrada ad libitum. Um ciclo diurno/noturno de 12
horas foi mantido no biotério, assim como ventilacdo forcada, umidade (60-80%) e
temperatura (22+1°C) também foram controladas. Os experimentos aqui realizados
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob o
namero 186/2012. (Anexo 1).

5.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos com 10 animais em
cada. Os grupos foram: controle tratado com PBS (CTL), controle tratado com L.
gasseri (LG), controle mucosite (Muc) e o grupo com mucosite tratado com L. gasseri
(LG+Muc). Do total de 40 animais, 20 foram usados para avaliagdo de EPO, MPO,
slgA, avaliacdo e contagem de Enterobactérias e BAL; os 20 restantes foram usados
para analise histolégica, classificacdo de escores histologicos e permeabilidade

intestinal.
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Os animais dos grupos CTL e Muc receberam 0,1 mL de PBS estéril por
gavagem, enquanto que os animais dos grupos LG e LG+Muc receberam 0,1 mL de
suspensdo com 10° UFC/mL de L. gasseri. A gavagem tanto de PBS quanto de
probidtico ocorreu durante os 15 dias de experimento, sendo que a inducdo de
mucosite ocorreu do 10° ao 12° dia de experimento nos grupos Muc e L-G+Muc. A
eutanasia ocorreu no 15° dia de experimento com deslocamento de cervical precedido

de anestesia geral.

5.4 Inducédo de mucosite

Para inducdo de mucosite utilizou-se o quimioterapico cloridrato de irinotecano
(CPT-11) (cloridrato de irinotecano, Evoterin®, EVOLABIS, Sao Paulo, SP, Brasil),
com 75 mg de CPT-11 por kg de peso corporeo por via intraperitoneal (i.p), nos dias
10,11 e 12 (PEDROSO et al., 2015).

5.5 Avaliacéo clinica dos animais e consumo de alimento

O peso dos animais foi mensurado a partir da indug¢éo de mucosite até o dia da
eutanasia, ou seja, do 10° ao 15° dia de experimento. A eutanasia ocorreu no 15° dia
de experimento por deslocamento cervical, sendo este procedimento precedido por
anestesia geral com solucéo de cetamina/xilazina (100 mg/kg cetamina e 10 mg/kg de
xilasina). O resultado foi expresso como média da porcentagem de ganho ou perda
de peso em relacdo ao peso do dia de inducédo a mucosite. A racao foi pesada todos
os dias apés a inducdo da doenca com o calculo do consumo de racéo por gaiola. Os

resultados foram expressos em consumo de ragéo (grama) por gaiola.

5.6 Determinacdo da permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal foi avaliada pela determinacéo da radioatividade no
sangue ap6s a administracdo oral de *®™Tc-acido dietilenoaminopentacético (DTPA).
No 5° dia apos a inducdo da mucosite, aliquotas de 0,1 mL de solucdo de DTPA
marcado com 18,5 MBq de °*™Tc¢ foram administradas, por gavagem, aos 20 animais
que seriam usados para histologia e escore histopatoldgico. Apés 4 horas da
administragéo, os 20 camundongos foram anestesiados i.p. com solugdo de xilazina
(10 mg/Kg) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg). Em seguida, 500 uL de sangue foram

coletados por puncéo axilar para determinacdo da radioatividade. Para os calculos do
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percentual de dose foi utilizado um padrédo de dose contendo o mesmo volume de
9MTc-DTPA administrado aos camundongos, de acordo com a seguinte férmula
conforme descrito por BASTOS et al., 2016:

% dose no sangue = cpm da dose padréo x 100

cpm da dose (padrao) administrada

cpm= contagem por minuto

5.7 Avaliacdo de enterobactérias e BAL pelo método dependente de cultivo
Amostras de fezes dos animais foram coletadas de maneira asséptica no dia
da eutanasia. Em seguida foram pesadas e acrescentado PBS estéril em uma diluicdo
inicial da ordem de 10. Logo apés foram realizadas diluicdes seriadas até a ordem
de 10%, que foram plaqueadas com aliquotas de 0,1mL pelo método de spread plate
nas placas de Agar MacConkey (Difco), para andalise de enterobactérias, e MRS para
BAL. ApGs o plagueamento, os meios foram incubados em estufa microbiologica a

37°C, por 24 horas e os resultados foram expressos em logio UFC/g.

5.8 Analises histopatol6gicas

Apés a eutandasia, amostras do jejuno e ileo foram retiradas, estendidas
sobre um papel filtro e abertas longitudinalmente no sentido distal para proximal.
Retirou-se o conteudo luminal e, em seguida, os tecidos foram lavados com PBS
estéril até a remocao completa do fluido intestinal. Logo apds, os papéis filtros foram
colocados sobre um reservatorio contendo fixador Bouin com 2% de acido acético.
Apoés fixacdo do Bouin, os papéis filtros com as amostras foram retirados do
reservatorio e os tecidos enrolados com a mucosa voltada para a parte interior, como
um “rocambole”, no sentido distal para proximal, amarrados com uma linha e
colocados em formol tamponado 4% por 24 horas. ApOs esse periodo, as amostras
foram transferidas para uma solu¢do contendo alcool 70% e encaminhadas para
coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliacdo histoldgica. As amostras de
jejuno e ileo de cinco animais de cada grupo foram processadas para inclusdo em
parafina e submetidos a microtomia para obtencéo de cortes histolégicos de 4 um de

espessura. As laminas foram coradas por HE.
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5.8.1 Coloracéao HE

Cortes de 4 pm dos 6rgaos de cada animal foram desparafinizados em dois
banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em solu¢des alcoodlicas de concentracdes
decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3 minutos cada, e hidratados em agua
corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados por Hematoxilina de
Harris por 50 segundos e lavados em &gua corrente durante 20 minutos sendo, em
seguida, corados por Eosina por 1 minuto e 30 segundos. Para finalizar, as laminas
foram desidratadas em concentragcdes crescentes de alcool e diafanizadas em xilol.
Os cortes histologicos foram montados com Entellan (Merck) e laminulas de vidro. As
laminas microscopicas foram avaliadas pela Prof. Dra. Camila Megale de Almeida
Leite (Departamento de Morfologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas/lUFMG), sendo as
lesGes de mucosa avaliadas e classificadas de acordo com a metodologia proposta
por SOARES et al., 2008.

5.8.2 Analise das laminas e fotodocumentacéao

Todas as laminas codificadas foram observadas e analisadas sequencialmente pela
Profa. Dra. Camila Leite, que ndo teve acesso aos cédigos. As amostras foram
decodificadas somente apGs o laudo ter sido emitido pela patologista. Imagens obtidas
ao microscépio Olympus BX51 (Olympus, Toquio, Japdo) foram transferidas por meio
de video-camera colorida Cool SNAP-Procf Color (Media Cybernetics, Bethesda,
EUA) para um sistema de video acoplado ao computador por meio do programa
Image-Pro Express versdo 4.0 para Windows (Media Cybernetics) para
documentacdo fotogréfica. Para as analises morfométricas do jejuno e ileo, foram
obtidas fotografias em aumento de 10X de modo a abranger a maior area possivel do

orgao.

5.9 Avaliacéo dos parametros imunolégicos
5.9.1 Medida da atividade de MPO

A avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) foi utilizada como
indice de recrutamento de neutréfilos nos tecidos. Sumariamente, fragmentos do
jejuno e ileo dos animais foram removidos e congelados em microtubos individuais a

-80°C. Ap6s o descongelamento, cada amostra de tecido foi homogeneizado em
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tampéo com pH 4,7 (0,1 M NacCl, 0,02 M NaH2P0O4.1H20, 0,015 M Na2-EDTA) (100
mg de tecido em 1,9 mL de tampdao), utilizando-se homogeneizador de tecidos (Ultra-
turrax IKA T10 basic) e centrifugado a 9.500 rpm (Eppendorf 5430 R, SaoPaulo, SP,
Brasil) por 15 minutos a 4°C em que o precipitado foi submetido a lise hipoténica (500
ML de solugado de NaCl 0,2% seguido de adicdo de igual volume de solucdo contendo
NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundos ap0s) para lise de hemacias. Apds nova
centrifugacéo, o precipitado foi ressuspendido em tampao NaH2PO4 0,05 M (pH 5,4)
contendo brometo dehexadeciltrimetilamoénio (HTAB) 0,5% (Sigma) e re-
homogeneizados. Aliquotas de 1 mL da suspenséo de cada amostra de tecido foram
transferidas para tubos de microcentrifugacao de 1,5 mL e submetidas a trés ciclos de
congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas amostras
foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 9.500 rpm. Os sobrenadantes foram
recolhidos e a atividade da MPO nos precipitados ressuspendidos foi calculada pela
medida das alteragcbes na densidade Optica (OD) a 450 nm utilizando
tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) (Sigma) e H202 (0,5 mM). A leitura foi feita em
leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc., USA) e os resultados

expressos como unidades relativas.

5.9.2 Medida da atividade de EPO

A atividade da enzima peroxidase eosinofilica (EPO) como quantidade relativa
de eosindfilos presentes no ileo e jejuno, foi avaliada por meio de testes enzimaticos
como descrito anteriormente por STRATH; WARREN; SANDERSON, (1985). Para
iISso, para cada 100 mg de tecido pesado, foi adicionado 1,9 mL de PBS (pH 7,2), em
seguida o tecido foi homogeneizado (Ultra-turrax IKA T10 basic) e centrifugado a
9.500 rpm (Eppendorf 5430 R, S&o Paulo, SP, Brasil) por 10 minutos e o sobrenadante
desprezado. O pellet foi submetido a lise hipoténica por adicdo de 500 pL de salina
0,2%, seguido pela adi¢do de 500 pL de salina 1,6%, suplementada com glicose 5%.
Em seguida, o material foi novamente centrifugado sob as mesmas condi¢oes
anteriormente utilizadas e o sobrenadante desprezado. O pellet foi ressuspendido em
1,9 mL de PBS (pH 7,4), contendo HTAB (Sigma) 0,5% para cada 100 mg de amostra.
Dessa solucao foi recolhida uma aliquota de 1mL e transferida para um microtubo de
1,5 mL, seguido de 3 ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio

liquido. Essa amostra foi centrifugada a 9.500 rpm por 15 minutos a 4°C. Utilizamos
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apenas o sobrenadante para quantificacdo da peroxidase. O ensaio foi realizado em
placas de 96 pocos, sendo que em cada pogo 75 pL de amostra ou branco (PBS/HTAB
0,5%) foi incubada com 75 pyL de substrato [1,5 mM de o-fenilenodiamina, (OPD,
Sigma) em tampéo Tris-HCI - 0,075 uyM pH 8,0 suplementado de H202 6,6 mM]. A
placa foi incubada a 20°C, no escuro, por aproximadamente 30 minutos e areacao
interrompida pela adigdo de 50 yL de H2SO4 1M. A leitura ocorreu em leitor de
microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc.) com filtro de 492 nm.

5.9.3 Dosagem de slgA

A determinacdo do nivel de slgA no fluido intestinal foi realizada pelo método de
ELISA. Apés o sacrificio dos animais, o intestino delgado foi removido pelo corte nas
juncdes gastroduodenal e ileocecal. O conteudo foi retirado, pesado e lavado com
PBS, pH 7,2, suplementado com inibidores de protease (1 yM de aprotinina; 25 yM
de leupeptina; 1 uM de pepstatina e 1 mM de PMSF), na proporgéao de 2,0 mL de PBS
para cada 500 mg do contetudo. Depois de centrifugado a 5.000 g, por 30 minutos, a
4°C, o sobrenadante foi recolhido e congelado a -80°C, para analises posteriores.
Para a determinacdo da slgA foi utilizado para o revestimento das microplacas
anticorpos anti-IgA (M-8769, SIGMA) de camundongos desenvolvidos em cabra, bem
como anticorpo conjugado a peroxidase anti-lgA de camundongo (A-4789, SIGMA). A
concentracdo de slgA total foi determinada utilizando um padrdo de IgA purificado
(0106-01, Southern Biotechnology Associates, Birmingham, USA). As leituras foram
realizadas, a 492 nm, em um leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, USA) e a concentracdo de sIgA foi dada em ug/g de fluido

intestinal.

5.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * desvio padrao e analisados
usando andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-teste de Tukey. Os gréaficos e
as analises estatisticas foram realizados no programa GraphPad Prism versao 6.00
para Windows (GraphPad Software, San Diego, USA) e consideradas significativas as
diferencas em que p< 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Consumo de racao e perda de peso

A mucosite é um efeito colateral causado pelo uso de drogas antineoplasicas
que consiste de um processo inflamatério na camada de mucosa do TGl com
desenvolvimento de ulceracdes, principalmente na cavidade oral, com consequente
diminui¢do do consumo alimentar, como também diarreia, dores abdominais, vomitos,
entre outros (BISCHOFF et al., 2014).

Neste trabalho observamos que apds 120 horas de inducdo de mucosite
intestinal por irinotecano, a média de consumo de racao (figura 4) e peso corporal
(figura 5) dos animais do grupo Muc diminuiram ao longo do tempo avaliado e com
diferenca estatistica tanto no consumo de ragéo (p>0,0001) quanto no peso (p>0,005)
guando comparado aos grupos CTL e LG. O grupo LG+Muc obteve resultados
semelhantes ao grupo Muc tanto no consumo de racao quanto na evolugcéo do peso
no mesmo periodo avaliado e com valores estatisticos iguais ao grupo Muc em relacéao
aos CTL e LG. Desta forma, estes resultados evidenciam que a bactéria ndo foi capaz

de prevenir a perda de peso nos animais com mucosite durante a inflamacao.

Figura 4. Avaliacdo do consumo de ra¢do dos animais ap6s ainducao de

mucosite.

Dados expressos em média + SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
entre os grupos. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com L. gasseri; Muc =
mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.
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Figura 5. Evolucédo do peso dos animais apés inducdo de mucosite.
Dados expressos em média =+ SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
entre os grupos. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com L. gasseri; Muc =
mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.
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Estes resultados corroboram aos trabalhos de LEVIT e colaboradores (2018),
BASTOS e colaboradores (2016) JUSTINO e colaboradores (2015) e MAIOLI e
colaboradores (2014), em que animais com mucosite induzida por 5-FU ou CPT-11
tanto no grupo com mucosite quanto no grupo tratado com probiético e com mucosite
induzida, também apresentaram uma perda de peso e baixo consumo de racao a partir
da inducdo da doenca. Ja os grupos CTL e LG mantiveram um comportamento
semelhante tanto no consumo de ra¢éo, quanto na avaliacdo do peso.

A perda de peso pode ser explicada pelo fato dos animais desenvolverem
diarreia tanto pela conversdo da forma inativa do CPT-11, SN-38G, em sua formula
ativa toxica, SN-38, por meio de bactérias do TGI produtoras de B-glucuronidase, que
irdo interferir na sintese de DNA dos enterécitos por meio da inibicdo da enzima
topoisomerase | levando a injuria no tecido, como pela diarreia hiperosmética em
funcdo da ndo absorcdo de agua e demais eletrélitos presentes no lumen intestinal
(CHENG et al., 2018; FAKIHA et al., 2018).

O néo turnover celular no TGI acarreta no desenvolvimento de um processo
inflamatorio com consequente diarreia. Desta forma, observa-se que os animais ficam
menos ativos, e, com isso, deixam de consumir racdo (CHAVELI-LOPEZ; BAGAN-
SEBASTIAN, 2016; MARIA-AGGELIKI et al., 2009; SONIS, 2004). Outra hipétese,
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porém nao analisada neste trabalho, seria o surgimento de lesdes na cavidade oral

dos animais que dificultaria o consumo de racdo (BISCHOFF et al., 2014).

6.2 Avaliac&o da permeabilidade intestinal

O processo inflamatério exacerbado no TGl em fungdo do uso do
quimioterapico promove um aumento da Pl por meio da ruptura na mucosa intestinal
com TB e possivel desenvolvimento de sepse (ANDRADE et al., 2015; BISCHOFF et
al., 2014; MAIOLI et al., 2014). Assim, quando avaliamos a PI foi observado que o
grupo Muc apresentou um valor maior em relagdo aos demais grupos e apresentou
diferenca estatistica apenas com o grupo LG (p<0,05) (figura 6). Desta forma,
observa-se que o uso do LG na mucosite ndo foi eficaz em manter a integridade

epitelial e evitar a inflamacg&o.

Figura 6. Permeabilidade intestinal 120h apés inducdo de mucosite.
Dados expressos em média + SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas
entre os grupos. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com L. gasseri; Muc =
mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.
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A PI foi avaliada pela contagem de DTPA marcado com %™Tc¢ no sangue dos
animais 120 horas ap6és inducdo de mucosite por CPT-11. Esta macromolécula, em
condicbes normais, dificilmente ultrapassaria a camada epitelial. Entretanto, na
presenca de um processo inflamatorio na mucosa intestinal teremos rupturas nas
juncdes laterais as células com passagem de micro-organismos para o compartimento
interno com consequente aumento de citocinas pré inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF e

INF-y) que vao promover um aumento na degradacao epitelial ANDRADE et al., 2015;
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BISCHOFF et al., 2014). Outro ponto a ser destacado é que o processo inflamatoério
ird modificar a composi¢cdo da microbiota intestinal, tendo os micro-organismos
patogénicos em maior quantidade, como também uma camada de muco mais espessa
na tentativa de evitar a TB (MARIA-AGGELIKI et al., 2009).

Nossos resultados foram contrarios aos de BASTOS e colaboradores (2016)
que utilizaram Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 como probiético e 0 mesmo
foi capaz de proteger o epitélio dos danos causados pelo quimioterapico. Entretanto,
foram semelhantes aos de MAIOLI e colaboradores (2014) em que o tratamento com
S. boulardii no grupo com mucosite induzida por 5-FU néo foi eficaz ha manutencéao
da integridade da mucosa intestinal. Tanto S. boulardii quanto L. gasseri sGo micro-
organismos com qualidades probidticas jA reconhecidas na literatura, porém estes
resultados nos mostram que nem todos eles exercem 0os mesmos efeitos esperados
na mucosite. O que se propde € que exista uma especificidade de linhagens para cada

tipo de tratamento.

6.3 Avaliacdo dos niveis de sigA

Mesmo na auséncia de foco inflamatério no TGI, a sintese de IgA € uma
condicdo normal devido a passagem de alguns micro-organismos pela mucosa com
ativacao de citocinas inflamatoérias (IL-18, IL-6, TNF e INF-y) (LYCKE; BEMARK, 2017,
BISCHOFF et al.,, 2014; HOWARTH; WANG, 2013). Desta forma, a IgA tem
importancia fundamental no combate a micro-organismos ou substancias que se
aderem ou ultrapassam a barreira intestinal. Esta imunoglobulina tem sua maior
producdo nos linfonodos presentes no TGI por meio do estimulo de troca da cadeia
pesada da célula B, que pertence ao GALT e MALT, para IgA. O estimulo ao
recrutamento pode ser comprometido pelo processo de degeneracdo tecidual
instalado nos enterdcitos (CARVALHO et al., 2017; BISCHOFF et al., 2014).

Sendo assim, podemos observar na figura 7 que a concentracdo de sIgA no
fluido intestinal foi expressiva em todos o0s grupos, porém, o grupo LG+Muc
apresentou diferenca quando comparado com grupo CTL (p<0,005). Estes resultados
séo contrarios aos de MAIOLI e colaboradores (2014) com indug&o de mucosite por
5-FU, em que o grupo com mucosite tratado com S. boulardii apresentou um aumento
dos niveis de slgA quando comparado aos grupos controle e mucosite, sem diferenca

estatistica. No trabalho de PEDROSO e colaboradores (2015) os resultados foram
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semelhantes ao nosso, ao passo que 0S animais convencionais do grupo controle
obtiveram producédo maior de sIgA quando comparado ao grupo com inducao de
mucosite por CPT-11 (p<0,05). Estes resultados demonstram que 0 processo de
degeneracéo nos enterécitos causado pela inflamacgéo no grupo LG+Muc interferiu na

sintese de IgA.

Figura 7. Dosagem de slgA intestinal ap6s inducdo de mucosite.

Dados expressos em média =+ SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
entre os grupos. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com L. gasseri; Muc =
mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.

2000 7

E b

£

@ 1500 7 a

o I c

< ¢
<< o -T—
o o 1000
0 3

(0]

° 5004

o

(o2}

2

0-
CTL LG Muc LG+Muc

6.4 Escore histolégico e analise histoldgica

Ao avaliamos os escores histoldgicos (figura 8) de jejuno e ileo para comprovar
os resultados das imagens (figura 9), fica mais uma vez evidente que o L. gasseri ndo
foi eficaz na manutencédo da integridade epitelial durante a mucosite. De acordo com
a classificacdo proposta para a avaliagdo morfologica presente no epitélio intestinal
em modelo de mucosite, observou-se que no jejuno o valor da média encontrado no
grupo LG+Muc esta entre 2 e 3, 0 que caracteriza vilosidades rombas e encurtadas,
infiltracdo de células inflamatérias na lamina propria (LP) e camada muscular, bem
como necrose de cripta. O valor encontrado foi diferente dos demais grupos e sem
diferenca estatistica. Este resultado é semelhante ao de WANG e colaboradores
(2013) quando utilizou Streptococcus thermophilus TH-4 em modelo de mucosite
induzida por doxorubicina. Ainda de acordo com o estudo citado, o grupo tratado com

probidtico e com mucosite induzida obteve escores relativamente menores e sem
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diferenca estatistica quando comparado ao grupo mucosite, e maiores quando

comparados aos grupos controles.

Figura 8. Escore histolégicos de jejuno e ileo apds inducdo de mucosite.

Jejuno (A) e ileo (B). Dados expressos em média + SEM (n=10). Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre os grupos. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com
L. gasseri; Muc = mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.
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Em relacdo ao escore histologico no ileo (figura 8B) o valor da média
encontrado no grupo LG+Muc esta entre 2 e 3 e com diferenca estatistica quando
comparado o grupo Muc (p<0,05), que obteve média de escore igual a 2. Este
resultado foi contrario ao de WANG e colaboradores (2013) que obteve média de
escore relativamente menor do grupo mucosite + tratamento quando comparado ao
grupo mucosite, porém, sem diferenca estatistica.

Para estes resultados a hipétese proposta é que em condi¢cdes normais de
sobrevivéncia, a concentracdo de micro-organismos seja maior na parte final do ileo
guando comparada ao jejuno. Desta forma, espera-se que durante o dano tecidual o
namero de patdégenos seja maior tanto em funcao da auséncia de competicdo com 0s
demais micro-organismos benéficos, como pela auséncia de compostos
antimicrobianos responséveis pela homeostase e ativacdo de citocinas anti-
inflamatorias. Com a disbiose é possivel que o0 processo inflamatorio intensifique
provocando maiores rupturas no tecido com consequente aumento da TB ou até

mesmo o proprio L. gasseri tenha participacdo na inflamagéo (BISCHOFF et al., 2014).
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Figura 9. Analise histologica do jejuno e ileo.

Os grupos controles estao representados pelas letras A, B (CTL), respectivamente e C, D (LG)
e 0s animais com mucosite estdo representados pelas letras E, F (Muc) e G,H (LG+Muc).
Vilosidades encurtadas e rombas (setas), infiltracao de células inflamatérias na lamina prépria
(cabecas de seta) e destruicdo da arquitetura das criptas (asterisco) estdo presentes nos
grupos mucosite (B). Barra = 50 uM, coloracdo HE. CTL = controle; LG = controle L. gasseri;
Mucosite = Muc; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.

Jejuno fleo
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6.5 Avaliacdo do infiltrado inflamatorio

Parte deste processo inflamatério pode ser observado pelos resultados
referentes aos encontrados na mensuracao da enzima EPO presente nos eosindfilos.
Trata-se de células pertencentes ao sistema imune e que estado presentes no sangue,
porém, parte delas estéo fixadas aos tecidos com a capacidade auxiliar no processo
inflamatdrio, seja ele por invasdo de micro-organismos patogénicos ou parasitas. E
uma das primeiras células a serem recrutadas na instalagdo da inflamacao.
Eosinofilos secretam enzimas, por endocitose, que destroem as células parasitas
guando em contato com a membrana do micro-organismo patogénico. Da mesma
forma que atuam na degradacdo de micro-organismos estranhos, estas mesmas
células sdo capazes de estimularem o processo inflamatério pela sintese de ROS,
prostaglandinas e leucotrienos, como também IL-1, IL-4 e TNF (SPENCER et al.,
2014).

Diante dos resultados obtidos pela andlise de EPO no jejuno, observamos na
figura 10A que o grupo LG+Muc obteve um valor menor da enzima quando comparada
ao grupo Muc e sem diferenca estatistica com os demais grupos. Estes resultados
foram contrarios aos de PEDROSO e colaboradores (2015) que submeteram
camundongos convencionais a mucosite e obtiveram valores maiores da enzima
quando comparado ao grupo controle e com diferenca estatistica entre eles (p<0,01).

Ja na avaliacdo de EPO no ileo (figura 10B), observamos o mesmo quadro do
jejuno, entretanto houve uma diferenca significativa em relacdo aos grupos mucosite,
gue apresentou uma relagcdo maior de enzimas EPO quando comparado ao grupo
CTL (p<0,05).

Outro marcador bioquimico quanto a infiltracao € a avaliacdo da enzima MPO,
presente nos neutrofilos. Os neutréfilos sdo células imunes de vida curta recrutados
logo na fase inicial da inflamacé&o via corrente sanguinea. Sua migracao ocorre por
diapedese e com passagem pela parte interna da célula até o local da inflamacéao.
Este fenébmeno é de fundamental importancia para a ativagdo da resposta imune inata
do hospedeiro contra patégenos ou inflamacéo tecidual. Estes mesmos neutroéfilos
possuem a capacidade de fagocitar micro-organismos estranhos, com consequente
morte celular, liberam proteases e fatores citotoxicos, promovem a remodelacédo do
tecido lesionado e regulam a ativacdo de citocinas pro-inflamatorias por meio da

secrecdo de moléculas imunomodulatérias. A destruicdo tecidual é o efeito colateral
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ocasionado pela liberacdo de enzimas dos neutrofilos no hospedeiro durante o
processo inflamatério (VOISIN; NOURSHARGH, 2018).

Figura 10. Infiltrado de eosindfilo (EPO) do jejuno e ileo ap6s indugéo de
mucosite.

Jejuno (A) e ileo (B). Dados expressos em média + SEM (n=10). Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com L. gasseri; Muc
= mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.
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Diante destas informacdes, a avaliagéo da atividade da enzima MPO no jejuno
(figura 11A) ndo apresentou relevancia estatistica entre os grupos. No ileo (figura 11B)
a situacao foi inversa: o grupo LG+Muc obteve um aumento expressivo em
comparacado a todos os demais grupos sendo o CTL e L.G com as menores
quantidades (p<0,05). O resultado encontrado no jejuno foi contrario ao de KATO e
colaboradores (2017) que utilizou Bifidobacterium bifidum G9-1 em modelo de
mucosite induzida por 5-FU em que o0 grupo com mucosite e tratamento obteve valores
maiores de MPO quando comparado aos demais grupos (p<0,05).

De maneira resumida, foi possivel observar que apesar de o L. gasseri ter
apresentado efeitos benéficos ao hospedeiro em diversas doencas e até mesmo no
tratamento da obesidade (MOHAMMADI et al., 2018; TADA et al., 2017), ele nao foi
capaz de proteger em modelo de mucosite intestinal. E possivel observar pela
contagem de enterobactérias (figura 12A) e BAL (figura 12B), 120 horas apos inducao
de mucosite, em meio MacConkey e MRS, respectivamente, que a contagem de
enterobactérias foi significativamente maior no grupo LG+Muc quando comparado
tanto com o grupo CTL (p<0,005), LG (p<0,05) e Muc (p<0,05). Ja na contagem de

BAL percebemos que os niveis foram relativamente diferentes entre 0s grupos;
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entretanto, pelas analises estatisticas, ndo foi observada nenhuma diferenca entre os

grupos pelo teste de multiplas comparacdes.

Figura 11. Infiltrado de neutrofilos (MPO)do jejuno e ileo apds inducao de
mucosite.
(A) jejuno e (B) ileo. Dados expressos em média + SEM (n=10). Letras diferentes indicam

diferencas estatisticas entre os grupos. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com
L. gasseri; Muc = mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.
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Figura 12. Avaliacdo de Enterobactérias (A) e BAL (B) no conteudo fecal
apos inducao de mucosite.

Dados expressos em média + SEM (n=10). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
entre os grupos. CTL = controle PBS; LG = grupo apenas tratado com L. gasseri; Muc =
mucosite; LG+Muc = grupo tratado com L. gasseri e mucosite induzida.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados quanto a administracdo de L. gasseri no
tratamento preventivo de mucosite induzida por irinotecano em modelo animal,
observamos que a bactéria ndo foi eficaz na manutencéo da integridade epitelial, e
nem em diminuir os efeitos colaterais oriundos do uso deste farmaco no tratamento

oncologico.
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