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RESUMO

O 5 fluourouracil (5FU) € um agente quimioterapico usado para o tratamento de diversos tipos
de cancer, o mecanismo de acao inespecifico deste farmaco leva o desenvolvimento de
efeitos colaterais, sendo a mucosite intestinal o mais prevalente. A modulagdo da microbiota
pode contribuir com a protecdo da barreira epitelial e homeostase intestinal, e o uso de
probiéticos tem sido estudado devido ao seu potencial terapéutico na mucosite. Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 demonstrou potencial probidtico tanto in vivo como in
vitro. O presente trabalho avaliou o potencial probiético da linhagem L. delbrueckii CIDCA 133,
na sua forma viavel, inativada por calor (paraprobiotico) e de seus produtos secretados
(posbidticos) em um modelo experimental de mucosite intestinal induzida por 5-FU.
Camundongos BALB/c foram divididos em 6 grupos (n=6), sendo eles: |-CLT (controle
negativo), Il- MUC (mucosite), lll- MUC+MRS (mucosite tratado com caldo MRS), IV-
MUC+CIDCA 133 VIAVEL (mucosite+probiético), V- MUC+CIDCA 133 INATIVADA POR
CALOR (mucosite+paraprobiotico), VI- MUC+SOBRENADANTE (mucosite+posbittico). Os
animais receberam, intragastricamente, 300 uL de: solugéo salina (grupos | e Il); meio MRS
(grupo 111); 10° UFC do probidtico (grupo 1V); 10°UFC do paraprobiotico (grupo V) e; 300 uL
do sobrenadante (posbiético) (grupo VI), durante 13 dias. Os grupos Il ao VI no 10° dia de
experimentacao receberam injecdo intraperitoneal (ip) de 5-FU (300 mg/kg). Os animais foram
eutanasiados, 72 horas apds a inducdo da inflamac&o. Os resultados demonstram que o
probidtico, paraprobiotico e posbiotico foram capazes de diminuir o infiltrado inflamatorio de
neutrofilos e expressao génica da citocina pro-inflamatéria IL12p40, além de, aumentar a
expressao génica relativa de Claudina (Cldn2). A suplementacdo com o probidtico e
paraprobidtico também foram capazes de regular negativamente a expressao génica relativa
de Tnf e positivamente a de 1110. No entanto, apenas a administracdo do probiético foi capaz
de diminuir o recrutamento de eosindfilos. Bem como, o paraprobidtico foi capaz diminuir a
expressao génica de lllb e prevenir 0 encurtamento das vilosidades. Com base nesses
resultados, o presente trabalho demonstrou que CIDCA 133 probiético, paraprobidtico e
posbidtico foram capazes de atenuar parcialmente os parametros inflamatérios e
histopatoldgicos da mucosite intestinal induzida pelo antineoplasico 5-FU, no entanto, novos
estudos devem ser conduzidos, visando elucidar os mecanismos relacionados aos efeitos
benéficos encontrados no presente trabalho.

Palavras-chave: Mucosite; 5-FU; probiético; paraprobiético; posbiético; Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133; imunomodulacéo; atividade anti-inflamatoria.
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ABSTRACT

The 5 fluourouracil (5FU) is a chemotherapeutic agent used for the treatment of several types
of cancer, the nonspecific mechanism of action of the drug leads to the development of side
effects, with intestinal mucositis being the most prevalent. Modulation of the microbiota may
contribute to the protection of the epithelial barrier and intestinal homeostasis, and the use of
probiotics has been studied due to its therapeutic potential in mucositis. Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 has demonstrated probiotic potential both in vivo and in
vitro. The present study evaluated the probiotic potential of the L. delbrueckii CIDCA 133 strain,
in its viable form, inactivated by heat (paraprobiotic) and its secreted products (postbiotics) in
an experimental model of 5-FU-induced intestinal mucositis. ~ For this, BALB/c mice
(n=6/group) were divided, as follows: I-CTL (negative control), [I-MUC (positive control), Ill-
MUC+MRS (culture medium control), IV-MUC+CIDCA 133 viable (probiotics), V- MUC+CIDCA
133 heat-inactivated (paraprobiotics), and VI- MUC+ SN CIDCA 133 viable (postbiotics). The
animals were treated by gavage with saline solution (group | and I1), MRS (group llI), CIDCA
133 viable 10° UFC/mL (group IV), CIDCA 133 heat-inactivated 10° CFU/mL (group V), and
SN of CIDCA 133 viable (group VI) for 13 days. Intestinal mucositis was induced in groups Il
to VI with a single intraperitoneal injection of 5-FU (300 mg/kg) at 10° day of experimentation
and was euthanized 72 hours later. The results demonstrate that probiotic, paraprobotic and
posbiotic were able to decrease the neutrophil inflammatory infiltrate and gene expression of
the pro-inflammatory cytokine 1112p40, in addition to increasing the relative gene expression
of Claudine (Cldn2). Supplementation with probiotics and paraprobotics were also able to
negatively regulate the relative gene expression of Tnf and positively that of 1110. However,
only the administration of probiotics was able to decrease the recruitment of eosinophils.
Similarly, only administration of probiotics was able to prevent increased inflammatory infiltrate
of eosinophils, and only paraprobiotics prevents the increase of 1l1b and the shortening of
villus. Based on these results, the present study demonstrated that CIDCA 133 probiotic,
paraprobiotic and postbiotic were able to partially attenuate the inflammatory and
histopathological parameters of the intestinal mucositis induces by antineoplastic 5-FU,
however, new studies should be conducted to elucidate the mechanisms related to the

beneficial effects found in the present study.

Key words: Mucositis; 5-FU; probiotic; paraprobotic; posbiotic; Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis CIDCA 133; immunomodulation; anti-inflammatory activity.
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1. APRESENTACAO

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Celular e Molecular
(LGCM) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), sob orientacdo do Professor Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo (LGCM —
UFMG) e coorientagéo das Profs. Dras. Pamela Del Carmem Mancha Agresti (FAMINAS-BH)
e Mariana Martins Drumond (CEFET-MG). Contou com o apoio financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e Fundacgédo de Amparo a Pesquisa
de Minas Gerais (FAPEMIG).

Este manuscrito apresenta uma introducao geral, seguida do primeiro capitulo, que
contém, um artigo de revisdo, o qual, aborda a administracdo dos diferentes “bidticos”
(probidticos, prebidticos, simbidticos, paraprobiéticos e posbiéticos) como alternativas
terapéuticas para amenizar os danos a mucosa intestinal induzidos pelo quimioterapico 5-FU.
Também discute os mecanismos de acdo desses compostos no trato gastrointestinal (TGI),
bem como sua relagédo com a microbiota. Essa revisdo foi publicada em 17 de setembro de
2020, na revista Frontiers in Microbiology (doi.org/10.3389/fmicb.2020.544490), fator de
Impacto 4,2.

O segundo capitulo apresenta a justificativa, motivada pelo impacto significativo da
mucosite intestinal na clinica médica e a escassez de tratamentos eficazes contra este efeito
colateral. Em seguida encontram-se 0s objetivos do trabalho, cujo principal foi avaliar o
potencial terapéutico da linhagem L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, probi6tico,
paraprobiético e posbiético ha mucosite intestinal induzida por 5-FU. Subsequente, encontra-
se a metodologia detalhada, bem como os resultados obtidos, seguidos da discusséo. Por
fim, a conclus@o e perspectiva do presente trabalho, seguindo-se as referéncias bibliograficas
utilizadas no manuscrito e, por fim, 0os anexos, nos quais, encontram-se as producbes

cientificas desenvolvidas e o curriculo lattes construido durante o mestrado.
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2. INTRODUCAO GERAL

Dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS, 2018) atestam que o céncer € a
segunda principal causa de morte em todo o mundo ficando apenas atrds das doencas
cardiovasculares (OMS, 2020). Apesar desta estatistica preocupante, o cancer, quando
diagnosticado precocemente, é passivel de tratamento tendo grandes chances de evoluir para
cura. O tratamento pode ser feito através do uso de quimioterapicos, radioterapia, cirurgia ou
transplante de medula 6ssea e a escolha da melhor forma de tratamento depende do tipo de
cancer e também do comprometimento fisico e imunolégico do paciente acometido pela
patologia (IARC, 2020; OMS, 2020).

A quimioterapia antineoplasica consiste no uso de drogas que destroem as células
inibindo seu crescimento, o que impede seu aumento em nUmero e consequentemente sua
disseminacdo (Guichard et al., 2017; Shields, 2017). O arsenal terapéutico mais utilizado
inclui: oxaliplatina, irinotecano, capecitabina, cisplatina, metotrexato, 5 fluorouracil (5-FU),
FOLFIRI (associacdo de 5-FU, irinotecano e leucovorina), entre outros (Nussbaumer et al.,
2011; Cassidy and Syed, 2017; Guichard et al., 2017).

O 5-FU tem sido usado principalmente no tratamento de diversos tipos avancados de
cancer colorretal, bem como cancer de cabeca e pesco¢co, mama, estbmago e alguns tipos
de cancer de pele (Longley et al., 2003; Martins and Wagner, 2013; Cassidy and Syed, 2017;
Guichard et al.,, 2017). Sua acao antineoplasica se baseia principalmente em seus trés
metabdlitos secundarios que causam danos as células em nivel genémico, culminando em
morte celular. Dentre esses metabolitos destaca-se o Fluorodeoxiuridina monofosfato
(FAUMP), que se liga a enzima timidilato sintase (TS), causando um desequilibrio no pool de
nucleotideos, que por sua vez diminui a concentracdo de desoxinucleotideos (dTTP e dATP),
nucleotideos estes essenciais para o reparo do DNA. O Fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP),
por sua vez se liga ao DNA inibindo a sua replicacdo e transcricdo, e, finalmente o 5
fluorouridina trifosfato (FUTP) que é capaz de se ligar ao RNA levando-o a perda de funcéo
(Longley et al., 2003; Sonis, 2004b; Miura et al., 2010).

No entanto, seu inespecifico mecanismo de agdo ocasiona uma série de efeitos
colaterais sendo a mucosite intestinal um dos efeitos mais prevalentes, acometendo entre 80-
100% dos pacientes tratados com altas doses do referido farmaco (Kim et al., 2015). Sendo,
portanto, um grave problema na clinica médica, uma vez que afeta a qualidade de vida dos
pacientes, influenciando diretamente na continuidade do tratamento oncolégico (Kim et al.,
2015).

A mucosite intestinal é caracterizada por uma lesao inflamatéria ulcerativa que

acomete todo o TGI, sendo a boca e o intestino delgado, os 6rgdos mais acometidos e assim,
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leva ao desenvolvimento de sintomas como diarreia, dor abdominal, sangramento, fadiga,
entre outros (Sonis, 2004b; Touchefeu et al., 2014; Kim et al., 2018).

Dentro desse contexto, ttm se buscado alternativas terapéuticas como forma de
amenizar, prevenir ou até mesmo tratar a mucosite intestinal. Entre essas alternativas
destacam-se os “bidticos” como alternativa promissora para a atenuacdo dos sintomas da
mucosite, para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem desse processo
inflamatoério. Os probidticos, em geral, apresentam propriedades anti-inflamatérias e
imunomoduladoras, e, quando consumidos, podem exercer seus efeitos benéficos no TGl
(Hemarajata and Versalovic, 2013a; Justino et al.,, 2015; Oh et al.,, 2017). Pesquisas
demonstram que além dos organismos vivos, organismos inativados, e posbidticos tém se
mostrado capazes de exercer acdo probibtica, apresentando, também, efeitos
imunomoduladores tanto no TGI, como em outros érgaos (Aguilar-Toala et al., 2018; Cuevas-
Gonzélez et al., 2020).

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 é uma cepa com potencial probiético
pertencentes a colecdo de culturas do Centro de Investigacdo e Desenvolvimento em
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA) da Universidade Nacional de La Plata (UNLP), La Plata,
Argentina. Foi isolada de lei cru de vaca, no qual, estudos in vitro mostram que, CIDCA 133
apresenta resisténcia a altas concentracdes de acido e sais biliares, critério importante para
a selecdo de microrganismos para formulacdo probiotica (KOCIUBINSKI et al., 1999),
apresentou antagonismo ao crescimento de diversos microrganismos patogénicos como
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, ambos envolvidos no processo de deterioracdo
de alimentos (KOCIUBINSKI et al., 1996, 1999). J4 a co-incubacao de CIDCA 133 com células
eucarioticas infectadas com Bacillus cereus e Citrobacter rodentium, reduziu os niveis da
citocina IL8, com aumento dos niveis de TNF (Rolny et al., 2016a), bem como aumentaram a
fagocitose e a atividade antimicrobiana das células infectadas (Hugo et al., 2017). Os estudos
in vivo mostram que o leite fermentado por CIDCA 133 é capaz de atenuar os sintomas da
mucosite intestinal induzida pelo antineoplasico 5-FU, através da recuperacao da arquitetura
do epitélio, prevencdo da degeneragcdo das células caliciformes, reducdo do infiltrado de
células polimorfonucleares, com redugéo da secrec¢éo de IgA e aumento da permeabilidade
intestinal (De Jesus et al., 2019).

Nesse contexto, com intuito de compreender melhor o mecanismo de acao de CIDCA
133 relatada em sua forma viavel, como também, encontrar uma alternativa terapéutica que
apresente vantagens em seguranca ao administrado em individuos imunocomprometidos,
como ha mucosite intestinal, este trabalho se prop6s a avaliar o efeito terapéutico de L.
delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, na sua forma viavel, inativada por calor e de seus

metabdlitos secretados em modelo murino de mucosite intestinal induzida por 5 fluorouracil.
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1. Revisdo: Probiotics, prebiotics, synbiotics, and paraprobiotics as a
therapeutic alternative for Intestinal Mucositis.

Esse capitulo apresenta uma revisdo sobre o uso de probibticos, prebidticos,
simbidticos, paraprobi6ticos e posbi6ticos no tratamento da mucosite intestinal. Na reviséo da
literatura encontram-se tépicos descritivos sobre 0 mecanismo de acao do 5-FU no TGl e seus
efeitos sobre a microbiota intestinal. Além disso, descrevem-se os conceitos de cada um dos
biéticos citados, seguidos do mecanismo de agdo e atuacdo na prevencdo da mucosite
intestinal. Por fim, apresenta um compilado de trabalhos envolvendo esses bibticos no
tratamento da mucosite intestinal. O artigo foi publicado em 17 de setembro de 2020, na
revista Frontiers in Microbiology (doi.org/10.3389/fmicb.2020.544490), fator de impacto 4.2.
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Intestinal mucositis, a cytotoxic side effect of the antineoplastic drug S-flucrouracl (5-
FU), is characterized by ulceration, inflammation, diarrhea, and intense abdominal pain,
making it an important issue for clinical medicine. Given the seriousnass of the problem,
therapeutic alternatives have been sought as a means to ameliorate, prevent, and treat
this condition. Among the alternatives available to address this side effect of treatment
with 5-FLI, the most promising has been the use of probiotics, prebiotics, synbictics,
and paraprobictics. This review addresses the administration of these “biotics” as a
therapeutic alternative for intestinal mucositis caused by 5-FU. It describes the effects
and benefits related to their use as well as their potential for patient care.

Keywords: lactic acid bacteria, chemotherapy, intestinal inflammation, treatment, mucosite

INTRODUCTION

Cancer is a disease characterized by uncontrolled proliferation of cells with cellular differentiation
properties, having the capacity to invade tissues and organs and spread to other regions of the body,
causing metastases (World Health Organization [WHO], 2018). This disease is the second leading
cause of death globally, according to the World Health Organization, accounting for an estimated
9.6 million deaths in 2018; lung (1.76 million deaths), colorectal (862,000 deaths), stomach (783,000
deaths), liver {782,000 deaths), and breast cancer {627,000 deaths) are the most common types and
have the highest mortality rates { World Health Organization [WHO], 2018).

Despite the high incidence and mortality rates, when identified early, cancer is a potentially
curable and treatable disease. Treatment may be done through surgery, chemotherapy,
radiotherapy, or bone marrow transplantation, depending on the type of cancer. degree of tumor
aggressiveness, as well as the patient’s physical and immunological status. It is often necessary
to combine more than one type of treatment to achieve satisfactory results (World Health
Organization [WHO], 2018).

Antineoplastic chemotherapy consists of the use of drugs that destroy cancer cells, inhibit
their growth, and prevent their spread by targeting DNA or critical processes involved in cell
division (Guichard et al., 2017; Shields, 2017). The traditional chemotherapeutics are dassified
according to their mechanisms of action, including antimetabolites, microtubule-targeting agents,
topoisomerases, and antibiotics (Shields, 2017). The therapeutic arsenal mostly used in the
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treatment of neoplasms include oxaliplatin, irinotecan,
capecitabine, cisplatin, methotrexate, 5-fluorouracil (5-FU),
and FOLFIRI (an association of 5-fluorouracil, irinotecan, and
leucovorin), among others (Nussbaumer et al.. 201 1; Cassidy and
Syed, 2017; Guichard et al., 2017).

The medication 5-FU is  highlighted among the
chemotherapeutic alternatives and has been mainly used in
the treatment of advanced types of cancer, such as colorectal
cancer, as well as malignant head and neck cancer, breast,
stomach, and some skin cancers {Longley et al., 2003; Martins
and Wagner, 2013% Cassidy and Syed, 2017; Guichard et al,
2017). This drug is an analog of uracil and thymine (Figure 1),
which is metabolized in the liver, producing many metabolites.
One of them binds to and inhibits the enzyme thymidylate
synthase and, consequently, ends up interfering with DNA
synthesis and cell division (see the Mechanism of Action of
5-FU section). On the other hand, this drug can act by the
incorporation of its metabolites into the DNA and/or RNA
of these cells (Sonis, 2004), which impedes their normal
functioning and induces apoptosis (Longley et al, 2003;
Miura et al., 2010).

However, 5-FU's non-specific mechanism of action results in
side effects such as nausea, cardiotoxicity, leukopenia, alopecia,
myelosuppression, diarrhea, and oral and intestinal mucositis
(Duncan and Grant, 2003; Soveri et al, 2014; Thomas et al.,
2016; Cinausero et al, 2017). Intestinal mucositis is the most
prevalent side effect of 5-FU therapy (50-80% of reported cases)
and one of the main limiting factors for continuing treatment
(Kim et al., 2015).

Mucositis is an inflammation of the gastrointestinal tract
(GIT), with symptoms that include diarrhea, abdominal pain,
bleeding, fatigue, malnutrition, electrolyte imbalance, and
infections, causing complications that may be life threatening
(Sonis, 2004; Touchefeu et al., 2014 Kim 5. et al, 2018). The
cytotoxic effects of 5-FU in the GIT cells are a severe problem for
oncological therapeutics, as they decrease the patient’s ability to
tolerate treatment, affecting the quality of life, directly influencing
the success of therapy (Jamali et al,, 2018).

‘Within this context, therapeutic alternatives have been sought
as 2 means to prevent or ameliorate intestinal mucositis. Among
these alternatives, the most promising are the use of probiotics
[“live microorganisms which when administered in adequate
amounts confer a health benefit on the host” (FAO/WHO,
2001)], prebiotics [“a substrate that is selectively utilized by host
microorganisms conferring a health benefit” (Gibson et al., 2017)],
synbiotics ["a mixture of probiotics and implantation of live
microbial dietary supplements in the GIT, by selectively stimulating
the growth and/or activating the metabolism of one or a limited
number of health-promoting bacteria, and thus improving host
welfare” (Gibson and Roberfroid, 1995)], paraprobiotics, and
postbiotics, which can be defined as non-viable microorganisms,
cell fractions or cell metabolites, bacteriocins, organic acids, and
enzymes (Rad et al,, 2020).

In this review, we address the evidence for the suitability
of probiotics, prebiotics, synbiotics, and paraprobiotics as a
therapeutic alternative for intestinal mucositis caused by the
antineoplastic drug 5-FU.

MECHANISM OF ACTION OF 5-FU

The drug 5-FU is an antimetabolite analogous to uracil, which
differs by the substitution of a hydrogen atom with fluorine
at the fifth position of the uracil molecule. Developed in
the 19505 and introduced in cancer therapy to inhibit cell
division and proliferation of cancer cells, this substance is
amonyg the class of antineoplastic drugs with a vast spectrum
of action in oncological practice, being widely used for the
treatment of a variety of tumors (Thomas et al, 2016
Kato et al,, 2017).

To control the abnormal proliferation of cancer cells, 5-
FU enters into the cells through facilitated transport, which is
the same mechanism involved in its intracellular conversion
into active metabolites [fluorodeoxyuridine monophosphate
(FAUMP), fluorodeoxyuridine triphosphate (FAUTP), and 5-
fluorouridine triphosphate (FUTP)]. These metabolites may
exhibit three different mechanisms of action: {1} FAUMP inhibits
the activity of the enzyme thymidylate synthase causing an
imbalance in the pool of nucleotides, consequently decreasing
the concentration of the deoxynucleotides dTTP and dATR
essential for DNA repair; (2) FAUTP binds to the DNA structure,
inhibiting its synthesis, blocking cell division; and (3) FUTP can
be incorporated into RMA, damaging it, leading to functional loss
and cell death (Longley et al., 2003; Zhang et al., 2008; Miura et al.,
2010; Figure 2).

Clinical evidence of patients undergoing oncologic therapy
with 5-FU shows that the effects of this chemotherapy vary
among users. From 20 to 40% of the patients treated with the
standard dose of this drug (10-15 mg/kg body weight, for 3-
4 days intravenously) develop some degree of mucositis, and
about 80-100% of the patients treated with high doses (350-
500 mg/kg body weight) develop GIT problems (Crombie and
Longo, 2016; Cinausero et al., 2017).

EFFECTS OF 5-FU ON THE
GASTROINTESTINAL TRACT

In addition to having a digestive and nutrient absorption
role, the GIT mucosa acts as a physical and immunological
barrier, having the ability to defend the body against potentially
harmful agents that can trigger inflammatory responses in
the intestine {Salvo Romero et al, 2015 Konig et al.
2016). The intestinal barrier is categorized according to
the various levels of protection, as well as the location
and nature of its cellular and extracellular components
(Vancamelbeke and Vermeire, 2017). These include mainly the
mucus layer associated with the commensal microbiota of the gut,
antimicrobial peptide and immunoglobulin A (IgA) secretion,
the monolayer of specialized epithelial cells (enterocytes, Paneth
cells, goblet cells, stem cells, and enteroendocrine cells),
and the lamina propria, a specialized connective tissue in
which innate and adaptive immune cells reside, such as T
cells, B cells, dendritic cells (DCs), macrophages, neutrophils,
eosinophils, and the newly discovered innate lymphoid cells
(ILCs) (Vancamelbeke and Vermeire, 2017).
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Although the intestinal barrier plays an essential role in
the body’s homeostasis, it is susceptible to 5-FU oncologic
therapy (Yu, 2013). The intestinal mucositis caused by 5-FU
mainly affects the small intestine (duodenum, jejunum. and
ileum}, characterized by inflammation, loss of intestinal structure
and functionality, villous atrophy, goblet and Paneth cell
degeneration, reduction in mucin secretion, increased intestinal
permeability, cell death, polymorphonuclear cell infiltration,
and increased production of proinflammatory cytokines, such

as interleukin-1p (IL-1p), IL-6, and tumor necrosis factor-o
(TMF-), mucosal tissue exposed to infection, and alteration
of the intestinal microbiota composition (Chang et al., 2012;
Lee, 2014).

The pathology of mucositis can be divided into five phases
(initiation, response to primary damage, signal amplification,
ulceration, and healing) (Sonis, 2004; Figure 3). The initiation
phase occurs when the intestinal mucosa is exposed to 5-
FU, which promotes DNA/RNA damage, either because it
binds directly to these biomolecules or through the oxidative
stress caused by reactive oxygen species (ROS) production.
These factors induce tissue damage (Sonis, 2004; Villa and
Sonis, 2015 Cereda et al, 2018), which activates several
signal transduction pathways, such as nuclear factor kB (NE-
kfi) pathway signaling This situation leads to the induction
of various inflimmatory mediators, such as IL-8, TNF-o.
cyclooxygenase-2 enzyme (COX-2), IL-6, and IL-1f, among
others, that are responsible for mucosal toxicity (Sonis, 2004;
Cinausero et al., 2017).

The recruitment of these proinflammatory cytokines acts
indirectly on signal amplification (amplification phase) via a
positive feedback mechanism, activating pathways that increase
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FIGURE 2 | 5-FU's metabalites and their molecular tarpets. 5-FU is intracelularly metabalized into flucrodecyuridine monophosphate [FAUMP), which binds to the
enzyme thymidylste synthetase, resulting in decressed production of JTTF and dATP and blocking call repsir; or into fluorodeosyunidine triphosphate ([FdUTH) and
binds to the DMA, inhibiting duplcation and transcription; or into 5-flucrournidine triphosphate (FUTF) and binds to ANA, lesding to & loss of function. Al three
metaboftes causa damage o the cel on a genomic level, culminating in cell death.
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FIGURE 3 | The five phases of 5-FU-induced intestina mucositis: The initiation phase occurs when the intesti i first d to the taxicity of 5-FU,
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proinflammatory cytokine production (TNF-a, IL-1f, and 1L-6),
as well as oxidative stress. The increase in the production of these
factors initiates a cascade of reactions that leads to the activation
of matrix metalloproteinases, resulting in tissue damage or an
increase in TNF-a production, exacerbating the initial lesion
(Sonis, 2004).

The progressive destruction of the mucosa culminates in an
ulceration phase, which occurs when loss of integrity and function
of the epithelium occurs. At this stage, there are symptomatic
lesions that, apart from being prone to pathogenic bacterial
colonization, stimulate the activation and infiltration of defense
cells, including macrophages, neutrophils, and eosinophils, in the
intestinal mucosa. These cells increase the production of oxidant
compounds, resulting in an increase in the depth of intestinal
ulcers, consequently increasing bacterial translocation (Villa and
Sonis, 2015; Cinausero et al,, 2017; Cereda et al,, 2018).

Finally, the healing phase is characterized by cell proliferation
and differentiation. This phase occurs, on average, 3-4 days after

the last chemotherapy treatment, leading to restoration of the
mucosa (Sonis, 2004; Villa and Sonis, 2015).

EFFECTS OF 5-FU ON INTESTINAL
MICROBIOTA

In addition to causing structural damage to the intestinal
epithelium, the mucositis caused by chemotherapeutic agents
has a crucial influence on the intestinal microbiota (van Vliet
et al, 2010). The GIT has a complex ecological population,
constituted by more than a thousand different species of
microorgani their distribution varies along the
GIT (Mowat and Agace, 2014; Rajilic-Stojanovi¢ and de
Vos, 2014); low concentrations and bacterial diversity (up
to 10° CFU/ml) are found in the upper GIT (stomach,
duodenum, jejunum, and proximal ileum) (Walter and Ley,
2011). A larger number of bacteria (10°-10' CFU/ml) reside
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in the lower compartments of the GIT (distal ileum and colon),
which constitutes, to date, the habitat with the highest known
microbial density (Mowat and Agace, 2014; Jandhyala et al,
2015; Thursby and Juge, 2017). Due to the low oxygen tension
in the colon, the most prevalent bacterial groups consist of
anaerobic species, such a Clostridia, Enterobacteria, Enterococcus,
Bacteroides, Bifidobacteria, Fusobacteria, Lactobacilli, Peptococci,
Peptostrepiococci, Prevotellaceae, Roseburia, Ruminococci, and
Verrucomicrobia {Simon and Gorbach, 1982; Bickhed etal., 2005
Mowat and Agace, 2014).

The intestinal microbiota acts through several mechanisms
to maintain the homeostasis of the organism, living in mutuality
with the host, benefiting from the nutrient-rich environment
offered by the organism and, in exchange, performing
innumerable beneficial functions, including elimination of
pathogens, production of vitamins and short-chain fatty acids
(SCFA), as well as modulation of the enteric and systemic
immune systems (Lane et al, 2017; Thursby and Juge, 2017).
However, when this mutualism becomes unbalanced, the
intestinal microbiota can contribute to the onset of infectious
diseases, chronic inflammation, and autoimmune diseases
(de Oliveira et al, 2017).

The commensal microbiota, such as Bifidobacterium infantis
and Bacteroides thetaiotaomicron, have been shown to decrease
NE-kB activation, decreasing levels of endotoxins and of
plasma proinflammatory cytokines (Stringer et al, 2009).
Studies have demonstrated that treatment with 5-FU alters
the relative abundance of several genera of the intestinal
microbiota, such as Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus,
Bacteroides, Staphylococcus,  Streptococcus, and  Escherichia
(Stringer et al, 2009). Thus, disrupted homeostasis of the
intestinal microbiota can affect the mucosal immune system
due to an imbalance between the production of pro- and anti-
inflammatory mediators, resulting in intestinal inflimmation
{Autenrieth and Baumgart, 2017; Holleran et al., 2017).

Given the possibility that intestinal mucositis is closely related
to intestinal microbiota dysbiosis (von Baltzingslowen et al,
2003; Yu, 2018), probiotic microorganisms have been presented
as an alternative treatment due to their beneficial properties in
the GIT. Given these characteristics, several studies have shown
that probiotics can be an effective therapeutic alternative for the
reduction of antineoplastic-induced intestinal mucositis.

PROBIOTICS

In order, to be considered a probiotic and be able to exert
health benefits for the host, microorganisms must have some
specific attributes, such as being capable of remaining viable
during transport and storage, and tolerating the low pH of the
gastric lumen and the action of bile, and pancreatic and intestinal
secretions. Many probiotics are able to colonize the GIT and
stimulate the immune system {Wang M. et al., 2016; Mokoena,
2017). Furthermore, resistance to antibiotics in probiotic strains
should be analyzed in order to assess their safety, as well
as the level and the source of this resistance (Zhang et al,
2018). Intrinsic resistance is unlikely to spread horizontally
between bacteria (Mathur and Singh, 2005), while acquired

resistance could be transferred to other organisms, including
pathogens, representing a potential risk to the health of the
host (van Reenen and Dicks, 2011). The most well-studied and
characterized probiotics belong to the lactic acid bacteria (LAR)
group. However, other microorganisms also present probiotic
properties, such as some Saccharomyces spp., and bacteria of the
genera Bifidobacterium and Faecalibacterium (Pot et al, 2013;
Bastos et al., 2016; Chang et al,, 2019).

LAB mainly include the genera Lactobaciilus, Lewconostoc,
Lactococcus, Pediococcus, and Strepfococcus, among others, and
constitute a group of Gram-positive microorganisms, anaerobic
or aerotolerant, non-spore forming, resistant to low pH, and able
to produce lactic acid as the final product of the fermentation
of carbohydrates (Wang Y. et al, 2016 Mokoena, 2017; Plavec
and Berlec, 2019). Furthermore, these bacteria have been used
for a long time in several industrial processes for the production
of fermented foods, such as cheese, yogurts, etc. (Soccol
et al, 2010), and they frequently present probiotic properties.
Additionally, these organisms have been explored for protein
heterology production and as live delivery systems for gene
and biotherapeutic vaccines, with potential applications for the
treatment and prevention of various pathological conditions,
in both human and veterinary medicine (Carvalho et al,
2017; Gomes-Santos et al, 2017; LeCureux and Dean, 2018;
Kuczkowska et al., 2019).

MECHANISMS OF ACTION OF
PROBIOTICS

Studies have shown that benefits for human health are attributed
to consumption of probiotics, mainly for GIT diseases (Fedorak
et al, 2015 Acurcio et al, 2017), though also for other
diseases, including osteoporosis (Collins et al, 2018), cancer
(Zaharuddin et al., 2019), obesity and type 2 diabetes (Saez-
Lara et al, 2015 Wang et al, 2017; Hsiech et al, 2018),
depression (Wallace et al., 2020}, and atopic dermatitis (Rather
et al, 2016). In this context, the main mechanisms of action
described for these microorganisms in the host incude: (i)
colonization and regulation of a dysbiotic intestinal microbiota
(5hi et al, 2017); (i) protection of the epithelial barrier by
maintaining tight junction integrity (Blackwood et al., 2017); (i)
induction of mucin production (Aliakbarpour et al., 2012) and
B-cell-secreting IgA, which are important defense mechanisms
necessary to maintain epithelial integrity and to protect
the intestine from the external environment; (iv) increasing
adherence to the intestinal mucosa and inhibiting of concomitant
pathogen adherence based on competition for available nutrients
and sites of mucosal adhesion (Collado et al., 2010; Monteagudo-
Mera et al, 2019); (v} competitive exclusion of pathogenic
micreorganisms, such as Staphylococcus aurews and Salmonella
typhimurium (Halder et al, 2017; Plaza-Diaz et al, 2017); (vi)
production of antimicrobial substances such as acetic and lactic
acids, and bacteriocins, which have strong inhibitory effects
against Gram-negative bacteria and have been considered as the
main antimicrobial compounds produced by probiotics against
pathogens (Alakomi et al, 2000; De Keersmaecker et al., 2006;
Makras et al., 2006; Bermudez-Brito et al., 2012; Mokoena, 2017;
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Gaspar et al, 2018; Castilho et al, 2019} (vii) production
and secretion of metabolites of SCFAs with anti-inflammatory
properties, such as acetate, propionate, and butyrate, which exert
beneficial effects on intestinal and immune cells, being important
compounds for cell proliferation, cell differentiation, and gene
expression, and they are signaling molecules of immunological
pathways; butyrate is the primary energy source of colonocytes,
and it has an epithelial barrier function; SCFAs can also induce
expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10, inhibiting
inflammatory responses (Parada Venegas et al, 2019); (viii)
inhibition of the activation of the NF-«B signaling pathway
(Kaci et al, 2011; Gao et al, 2015); (ix) interaction with
the gut-brain axis via the production of metabolites such as
y-aminobutyric acid (GABA) (Kim N. et al, 2018); and (x)
modulation of the host’s innate and/or adaptive immune system
responses through interaction with epithelial cells, dendritic cells,
monocytes, macrophages, and lymphocytes (Azad et al,, 2018).

In addition, probiotics can act by inducing host autophagy to
attenuate oxidative stress-induced intestine injury (Wu et al,
2019; Figure 4).

Thus, due to the numerous possible pathways in which
probiotics could be involved, their study as therapeutics of
various diseases, especially those related to the GIT, is of
particular importance.

EFFECTS OF PROBIOTICS ON
INTESTINAL MUCOSITIS

The proposed mechanisms of action for the beneficial effects
of probiotic microorganisms in diseases affecting the GIT
are diverse, heterogeneous, strain specific. and depend on
the quantity of probiotics used (Plaza-Diaz et al, 2017).
Since the immunomodulatory and anti-inflammatory effects

FIGURE 4 | Protiotic

of action. Probiotk

secrefion; st of beta
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after they reach the ntestines, promote beneficial effects 1o the host by various mechanisms. These ndude
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reported for LAB, as well as other probiotics, are strain
dependent, it is necessary to identify and characterize species
and strains with probiotic potential and investigate their effects
on different targets or diseases (Plaza-Diaz et al., 2017). Table 1

intestinal mucositis.

presents the main findings for the effects of probiotics on

In this context, studies conducted in wifro using Caco-
2 cells (Fang et al, 2014) and in wive with rats and mice

TABLE 1 | Efiects of probiotics, prebiotics, syniotics. and parsprobiotics in intestinel mucositis.

Effects of intestinal mucositis

Probiotics strain
Lactobacilus scidophius

Lactobacils acidophius Ad

Lsctobacilus casal varnety samnosus

Bifdobactanum bifioum GO-1

Azsociation: (L. acidophius, [
paracassl, L. thamnosus, and B lechs)
Azsociation: Whey proten solate, to
skim mils fermented by [ cassi and

[ scfobacilus delbrwecky subsp. oz
CIDCA 133

Saccharomyces boularol

Fructoalignsaccheride (FOS)

Simbiofora®

Paraprobiotics
L rhamnosus inactivated by heat

Inhibited nuciear factor kB (MF-«ff) (NF-<B) pativway signaling

Regulsted levels of the proinflammatory cytokines: ffumor necrosis factor- (TNF-a),
interieukin-1p (L-1p), and the C-¥-C motif chemaokine fgand (CXCL)]

Reversed gastromtesting dysmaotility, increased gestric emptying and ntestinal transit
Stimulated the owerexpression of mudn genss (MUCZ and MUCSAT)

Reduced mysloparoxidase (MPO) activity

Reduced expression of pminflammstony oytokine IL-1p

Reduced production of proinflammatary cytokines (TNF-a, IL-18, IFN-y, IL-10, and IL-B).
Aftenuated the loss of goblet cels, decreased Frmicutes and increased Bacteroidetes
Reduced the frequency of darhea

Restored vilus'crypt ratio

Attenusted histopathologcal alieration, with decresse cal infilrste in crypts:

Regulsted intestinal microbiota (decresse Armicutes end ncesse Bactemidetes
sbundance]

RAeduced the concentrations of proinflammatory cytokines TNF-a and IL-1f and MPO
actiity

Reduced diarhea and interrupd weight loss.

Improved the histologic paremeters, ameliorsting mucosal damege

Reduced Thi and ThiT cals, and increased CD4 + CO25 + Foxpd + Trege response
Reduced neutrophi infitiration, proinflemmatory cytokines (TMF-z, IL-4, and IL-8], and
imtestingl permesbilty

Restored of the intestinal epithelium architecture

Prevented epithaial mjury in intestinal muccatis, with an increasa in the vilusforypt ratic
RAeduced the malondadehyde (MDO&), MPO, TNF-z, and IL-6 levals

Increasad ghiathione [GHS] levels in the ducdenum and jgunum seclions
Ameliorated histological scores and prevented villus shoriening

RAeduced weight loss and degeneration of gobilet cells

Prevented body mass loss

Inhibited length reduction of the ntestine causad by 5-fuorouredd (5-FU)
Restored histopathological damege

Reduced nflammatory parameters: neutrophil, ecsinophil, leukooyte infitrate reduction, and

immunoglobuiin A (igh) sscretion

Reduced intestinal pameabifty

Reduced cals spoptosis and inflammatony factors (nitrite concantration, nectrophil nfilrate
TNF-o, IL-15 cytokines, and GXCL-1 chemaoking)

Improved the intesting functions such as gastric emptying, gestrointestinal ransi,
sheomption, and imesting permeasbiity

Modulgted the expression of TLR2, TLR4, MyDBB, NF-«B extrecelluilsr signal, regulsted

kinase 1/2 [EFK 1/2), phospho-p38 MAPK, phospho-c-Jun N-terminal kinass {phoapo-JNK)

in jejunumyileun and in Caco? calls

Reduced MPO activity in jejunum section
Decreasad inflammatony inflirate and preserved intesting epithelium
Attenuated weight loss and incressed catalase levels

Aftenuated weight loss

Improved histology of the mteatinal mucosa and presanved epithelial srchitecturs
Reduced ecdnophil infitrate

Decreasad intestingl permeskhility

Increasad the production of esracelluler fectors, such as SCFA (aoetate and butyrate)

Prevented the expression of chamoattractant protein 1 MPC-1)
Reguisted the expression of TNF-z, IL-12

Justino et al., 2015

Ohetd, 2047

Yeung et &, 2045;
Chang et al., 2018

Keio et al, 2017

Mietal, 2047

Tangetal., 2047

Cuareama et al, 2010

Cordero et &, 2018

De Jeaus et al, 2040

Justino et al, 2015, 2020

Smith et &l., 2008;
Galdino et al., 2018

Trindade et &, 2018

Fang et al, 2014
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have demonstrated strain-dependent effects of probiotics for
the prevention/treatment of experimental mucositis induced
by 5-FU, proving to be an effective therapeutic alternative
for the treatment of this disease. Thus, they could be used
in parallel with chemotherapy to promote the attenuation
of gastrointestinal toxicity caused by cancer drugs, which is
promising for improving the quality of life of patients undergoing
chemotherapy treatment (Mi et al,, 2017; Chang et al., 2018).

Lactobacillus acidophilus can decrease intestinal damage
caused by 5-FU (applied at a dose of 450 mghkg) by
inhibiting the signaling of the NF-«B pathway, reducing levels
of proinflammatory cytokines, such as TNF-u, IL-18, and
the C-X-C motif chemokine ligand 1 (CXCL-1); reversion in
gastrointestinal dysmeotility and increased gastric emptying and
intestinal transit were observed (Justino et al, 2015). This
probiotic was able to reduce inflammation and normalize bowel
function in mice (Justino et al, 2015). Additionally, Oh et al
(2017) demonstrated that L. acidophilus A4 decreased the
severity of intestinal mucositis induced by 5-FU (150 mg/kg)
by stimulating overexpression of mucin genes (MUC2 and
MUCSAC), reducing myeloperoxidase (MPO) activity, and
inhibiting expression of proinflammatory cytokines, such as IL-
1@, in mice (Oh et al., 2017).

Lactobacillus casei variety rhamnosus (Ler35, Antibiophilus®,
France) reduced the production of proinflammatory cytokines
(TMF-o, IL-1p, IFN-y, and IL-6), attenuated the loss of goblet
cells, reduced the frequency of diarrhea, and restored the
villus/crypt ratio, demonstrating an anti-inflammatory effect on
tissue damage caused in the intestinal mucosa by administering
5-FU (30 mg/'kg) for 5 days (Yeung et al., 2015). The protective
effect of Lords (1 = 107 CFU) was also demonstrated in
a colorectal cancer model; Balb/c mice were treated with a
chemotherapeutic association called FOLFOX (30 mg/kg of 5-
FU; 10 mg/kg of leucovorin, and 1 mg'kg of oxaliplatin) during
5 days (Chang et al., 2018). Lcr35 treatment was able to attenuate
intestinal mucosa damage through regulation of the expression
of proinflammatory cytokines (IL-18, IL-6, TNF-@, and IL-
10} induced by FOLFOX in the jejunum segment and also
affected the gut microbiota composition, decreasing Firmicutes
and increasing Bacteroidetes abundance (Chang et al, 2018).
Thus, Ler35 is a promising therapeutic strategy for the prevention
or management of chemotherapy-induced intestinal mucositis
(Chang et al,, 2018).

A component in the intestinal microbiota, Bifidobacterium
bifidum G9-1 (BBG9-1), has been widely used as a treatment
for diarrhea and constipation, as well as for intestinal mucositis
induced by 5-FU (50 mg/kg/6 days) (Kato et al, 2017). This
probiotic can reduce diarrhea and interrupt weight loss, as
well as being able to attenuate villus shortening and goblet cell
degeneration. It can decrease inflammatory infiltrate in crypt
cells, reduce MPO activity, reduce TNF-z and IL-1p levels,
and also regulate the intestinal microbiota (decrease Firmicutes
and increase Bacteroidetes abundance), demonstrating its ability
to reduce the severity of 5-FU-induced intestinal mucositis
(Kato et al,, 2017).

Mi et al (2017) demonstrated that B. infantis
{1 = 10° CFU/11 days) administration, in a synergic colorectal

cancer treatment model with 5-FU (75 mg/kg/3 days) and
oxaliplatin (8 mg/kg/3 days), was able to reduce the deleterious
effects to the intestinal mucosa induced by chemotherapy. This
probiotic improved the histology parameters, ameliorating
the mucosal damage by decreasing Thl and Thi7 cells,
and increasing the CD4T CD25T Foxp3™ Tregs response
(Mi et al., 2017).

A combination of probiotic strains also demonstrated
effectiveness in the reduction of intestinal damage induced
by 5-FU chemotherapy. DM#1 mixture (B. breve DM8310,
L. acidophilus DM8302, L. casei DMB8I21, and Streptococcus
thermophillus DM&309) administration improved the restoration
of the epithelial architecture, reduced neutrophil infiltration,
reduced proinflammatory cytokines (TNF-u, IL-4, IL-6), and
decreased intestinal permeability in mice treated with 5-FU
(30 mg'kg/s days) (Tang et al., 2017). Another study using a
probiotic mix (L. acidophilus, L. paracasei, L rhamunosus, and
B. lactis) showed that the mixture was able to prevent epithelial
injury in intestinal mucositis induced by 5-FU (450 mg/kg), with
an increase in the villus/crypt ratio and reduced malondialdehyde
(MDA), MPO, TNF-u, and IL-6 levels in all small intestinal
segments (duodenum, jejunum, and ileum) (Quaresma et al.,
2019). In addition, administration of the probiotic mix resulted
in an increase in glutathione (GSH) levels in the duodenum and
jejunum sections and attenuated the delay in gastric emptying
(Quaresma et al., 2019).

The therapeutic effects of probiotics also have been
demonstrated for fermented products, which can be consumed
by cancer patients. Milk fermented by Lactobacillus delbrueckii
CIDCA 133 (7.5 = 107 CFU) attenuated the damage caused to the
intestinal mucosa by 5-FU (300 mg/kg), both in the recovery of
the architecture of the epithelium, including prevention of goblet
cell degeneration, and reduction of the polymorphonuclear cell
infiltrate, with reduced IgA secretion and intestinal permeability
(De Jesus et al., 2019).

A mulberry leaf extract fermented by L. acidophilus A4
strain stimulated overexpression of mucin genes (MUC2 and
MUC5AC), promoted reduction of MPO, inhibited expression
of proinflammatory cytokines, such as IL-1f, and reduced the
loss of intestinal barrier function generated by 5-FU (150 mg/kg)
administration (Oh et al., 2017).

The role of whey protein isolate (WPI) added to skim
milk fermented by Laciobacillus casei BL23 (L. casei BL23)
or by Propionibacterium  frendenreichii  CIRM-BIA138
(P. freudenreichii 138) was studied in a 5-FU-induced mucositis
mouse model (Cordeiro et al., 2018). Milk fermented by both
bacteria was sufficient to reduce weight loss, reduce histological
scores, and prevent villus shortening and degeneration of goblet
cells. WPI addition to fermented milk improved the effects of
these probiotics, compared to when they were administrated
alone (Cordeiro et al., 2018).

In addition to bacteria, yeasts can also have a beneficial
effect on gastrointestinal mucositis. In this context, Porto et al.
(2019) showed the effect of Saccharomyces cerevisiie UFMG
A-905 alone or after enrichment with selenium, for intestinal
mucositis treatment. This probiotic composition was able to
preserve intestinal architecture and reduce nitrite concentration,
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lipid peroxidation, intestinal permeability, and inflaimmatory
parameters, protecting mice against pathological consequences
caused by 5-FU administration (Porto et al, 2019).

The probiotic, thermophilic, non-pathogenic  yeast,
Saccharomyces boulardii, was also tested for intestinal mucositis
treatment; the histopathological changes caused by 5-FU were
significantly reduced, including cell apoptosis and inflaimmatory
parameters (nitrite concentration, neutrophil infiltrate, TNF-a
and IL-1p cytokines, and CXCL-1 chemokine). This probiotic
organism also improved the intestinal functions, such as gastric
emptying, gastrointestinal transit, absorption, and intestinal
permeability (Justino et al, 2015).

The effects of S bowlardii were evaluated by in vitro {Caco-
2 cells treated with 1 mM 5-FU/24 h) and in wivo assays
[Swiss mice treated with S. boulardii (1 = 10° CFU/kg/3 days),
mucositis induction by 5-FU (450 mg/kg)] (Justino et al., 2020).
5. boulardii was able to modulate TLR2, TLR4, MyD&8, NF-
kB, ERK1/2, phospho-p38, phospho-INK, TNF-u, IL-1§, and
CXCL-1 expression, in these two different experimental models.

Based on the above studies, probiotics could be an
effective therapeutic alternative for attenuating, preventing, and
treating 5-FU-induced intestinal mucositis, although clinical
studies will be required to test their safeness and usefulness
for treatment.

PREBIOTICS, SYNBIOTICS,
PARAPROEIOTICS, AND POSTBIOTICS

The use of probiotics to treat intestinal mucositis is widely
reported; however, research has also demonstrated the
importance of fiber consumption to improve their benefit
for the intestinal microbiota. These fibers are used by the
microbiota organisms during the fermentation process, resulting
in the production of various compounds, such as SCFAs, which
are able to modulate the function of immune cells in the intestine,
showing mainly anti-inflammatory effects (Tan et al., 2014; Luu
and Visekruna, 2019).

To classify dietary fibers as prebiotic, it is necessary to
satisfy six basic criteria: (i) they must be resistant to gastric
acidity, hydrolysis by mammalian enzymes, and gastrointestinal
absorption, (ii} they should not be digested in the upper
gastrointestinal tract, (iii) they should be fermented in the colon
by beneficial bacteria, (iv) they should be beneficial to the hosts
health, (v) they should stimulate the growth of probiotics, and
{vi) they should withstand food processing conditions while
remaining unchanged (Wang, 2009; Markowiak and Slizewska,
2017; Cerdd et al., 2019).

Prebiotics may be added to food or may be obtained through
consumption of natural products, such as fruit, vegetables,
cereals, and other edible plant products in which carbohydrate
availability is high (Markowiak and Slizewska, 2017). A wide
variety of compounds have the potential to be cassified as
prebiotics. Most are non-digestible oligosaccharides extracted
from plants, including fructooligosaccharide (FOS) (Chomme
et al, 2003), galactooligosaccharide (GOS) (Ziegler et al.,
2007), mannanoligosaccharide (MOS), and xylooligosaccharide

(XOS5) (Playne and Crittenden, 2002}, oligofructose, and inulin
{Roberfroid, 2007).

Prebiotic compounds stimulate growth, activating metabolism
and promoting protection of bacteria that are beneficial to the
host organism (e.g.. saccharolytic bacteria, Bifidobacterium, and
Lactobacillus). Prebiotic fermentation by indigenous microbiota
can modulate the composition and the function of these
microorganisms (Gibson and Roberfroid, 1995 Slavin, 2013;
Davani-Davari et al., 2019). Furthermore, prebiotic fermentation
can benefit the host through production of some compounds,
such as SCFAs and lactic acid, produced by Bifidobacterium and
Lactobacillus spp., which cause a reduction in the intestinal pH,
inhibiting the development of gastrointestinal pathogens (Gibson
and Wang, 1994; Bovee-Oudenhoven et al, 2003; Amani Denj
et al., 2015). Prebiotics are also able to exert beneficial effects
via mucin production by providing fermentable compounds
that contribute to a lower incidence of bacterial translocation
(Satchithanandam et al., 1990; Schley and Field, 2002).

Another mechanism proposed for prebiotics is their
interaction with carbohydrate receptors (mannose, fucose
and C-type lectin receptors, and galectins) on immune
cells [phagocytes, natural killer (NK) cells, DCs]. The
production of metabolites (eg, folate and riboflavin,
vitamins, and SCFAs) during their fermentation by gut
micrebiota showcases antimicrobial activity and maintains a
healthy gut barrier (Hosono et al, 2003; Roller et al, 2004;
Furusawa et al., 2013% Comstock et al., 2014; Levit et al,, 2018;
Enam and Mansell, 2019).

As prebiotics stimulate probiotic action, the synbiotic
concept was created to overcome difficulties faced by
probiotics in the GIT. demonstrating that this association
(prebiotics + probiotics) intensifies their individual beneficial
effects (Markowiak and Slizewska, 2017).

Information on prebiotic stimulation of known probiotic
strains leads to the choice of the ideal microorganism-substrate
synbiotic pairs; the consumption of appropriately selected
probiotics and prebiotics can increase the beneficial effects of
each. Synbiotics have beneficial synergistic effects, greater than
those observed for individual administration of prebiotics and
probiotics (Geier et al., 2006).

The main criteria for synbiotic formulation should be a
selection of appropriate probiotic and prebiotic pairs; the
prebiotic should selectively stimulate the growth of probiotic
microorganisms, having a beneficial effect on health, with no
or limited stimulation of other microorganisms. The main
probiotic species and prebiotics used in synbiotic formulations
include, respectively, Lactobacillus spp., Bifidobacieria spp.
S boulardii, and B. coagulans, and FOS, GOS8, and XOS.
The health benefits from the administration of synbiotics
to humans include: (i) increased levels of lactobacilli and
bifidobacteria and balanced gut microbiota, (il) improvement
of immunomodulating ability, (iif) prevention of bacterial
translocation; and (iv) improvement of liver function and
reduction of incidence of nosocomial infections in surgical
patients (Pandey et al., 2015 Markowiak and Slizewska,
2017). Evidence shows that physical and chemical changes
in the colon and intestinal microbiota caused by synbiotic
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consumption, such as increased production of SCFAs and an
increase in antitumor or antimutagenic compounds, can provide
protection against rectal colon cancer, as they result in an
improved immune response due to changes in the microbiota
(Machado et al., 2014).

The studies listed above show the advantages of using
live organisms; however, despite the fact that probiotics
have proven benefits for the health of the host, current
research emphasizes that the living organisms are not necessary
for probiotic action; their different components, such as
carbohydrates, proteins, lipids, vitamins, organic acids, cell wall
components, and other complex molecules. generated after
cell death. also have health benefits (Cuevas-Gonzilez et al.,
2020). The administration of non-viable organisms and their
secreted products can present advantages in safety, reducing
the possibility of infection and microbial translocation, which
have been reported after the administration of probiotics to
immunocompromised individuals (Aguilar-Toald et al. 2018;
Cuevas-Gonzdlez et al, 2020).

In this context, the terms “paraprobiotics™ and “posthiotics™
have been defined to refer to inactivated organisms and their
metabolites. The difference between them is that paraprobiotics,
also known as “non-viable probiotics” refer to inactivated cells,
while postbiotics refer to soluble factors, which can be products
(or metabolic byproducts) secreted by viable bacteria or released
after their lysis (Cuevas-Gonzilez et al, 2020). It is already
possible to find products on the market that contain inactivated
bacteria (e.g. Lactéol Fort® from PUMC Pharmaceutical Co., Ltd.
and Fermenti Lattici Tindalizzati® from Frau, AF United Spa)
(Taverniti and Guglielmetti, 2011).

Microorganisms can be inactivated through ultrasound (Ojha
et al, 2016), high temperatures (Chuang et al. 2007), UV
radiation (Lopez et al, 2008}, and other options. However,
it is necessary to evaluate some details to choose the best
inactivation method, as well as to evaluate the effects on microbial
structure and components (Ananta and Knorr, 2009 Taverniti
and Guglielmetti, 2011).

The mechanism of action of paraprobiotics is not yet fully
understood, but it is known that they are capable of acting in
immunomodulation (Adams, 2010). L. rhamnosus GG (LGG),
inactivated by UV radiation (Lopez et al., 2008) or heat killed (Li
et al., 2009}, has shown interesting results. UV-inactivated LGG
is as effective as living LGG in downregulating the IL-8 response
in Caco-2 cells; IL-8 is a proinflammatory chemokine released by
intestinal cells (Lopez et al, 2008). Heat-killed LGG was tested
in an infant rat model with LPS-induced inflammation and both
live and inactivated strains administered enterally (10* CFU/kg);
both were able to decrease proinflaimmatory mediators induced
by LPS and to positively regulate anti-inflammatory mediators in
the liver, plasma, and lung (Li et al., 2009).

The strains L. acidophilus A2, L. gasseri A5, and L. salivarius
A6 inactivated by heat, in an in vitro experiment, were both
able (at 10° CFU/ml) to stimulate splenocyte and dendritic
cell proliferation and production of 1L-10, 1L-12-p70, and IFN-
y. Likewise, L. salivarius was able to activate splenocytes and
dendritic cells in mice to induce T cells toward a Thl immune
response. It was concluded that heat-inactivated bacteria can

play an important role in modulating the immune response
(Chuang et al., 2007).

A comparison was made of the in vitro potential of viable
L. rhamnosus, the same bacteria inactivated by heat and the
culture supernatant, for inducing the synthesis of cytokines by
macrophages. Viable and heat-inactivated L. rhammnosus were
able to induce the production of TNF-a, IL-6, and IL-10,
demonstrating a capability to exert an immunoregulatory effect
on macrophages (Jorjao et al., 2015).

Posthiotics is another term that emerged after it was found
that not only live probiotic bacteria are capable of promoting
health benefits. Postbiotics comprise all products obtained
from the metabolic processes of live bacteria or released after
bacterial lysis, with biological benefits for the host (Tsilingiri and
Rescigno, 2013). These products incude cell surface proteins
(surface-layer proteins), cell-free supernatants (CFS), cell lysates,
bacteriocins, enzymes such as glutathione peroxidase (GPx)
and superoxide dismutase (SOD), peptides, teichoic acids,
exopolysaccharides, B-group vitamins, secreted polysaccharides,
organic acids (lactate), and SCFAs (acetate, propionate, and
butyrate) (Tsilingiri and Rescigno, 2013).

Postbiotic mechanisms of action have not been fully
elucidated; nonetheless, there is evidence that they promote
antioxidant (Xu et al, 2011; Xing et al, 2015) and
antiproliferative effects (Escamilla et al, 2012%; Chuah et al,
2019), stimulating  antipathogenic,  immunomodulatory,
and anti-inflammatory proprieties (Wang et al, 2018
Gao et al.,, 2019).

PREBIOTICS, SYNBIOTICS, AND
PARAPROBIOTICS IN INTESTINAL
MUCOSITIS

A few studies describe the action of prebiotics (Figare 5A),
synbiotics (Figure 5B), and paraprobiotics (Figare 5C) on
intestinal mucositis. Table 1 presents the main findings of their
effects in intestinal mucositis. FOS supplement (3 and &%)
was administered to evaluate the effect on 5-FU (150 mg/kg)-
induced intestinal mucositis in a murine model (Smith et al,
2008; Galdino et al, 2018). FOS was able to reduce MPO
activity in a jejunum section. This was the only parameter
that showed a significant reduction (Smith et al. 2008). In
addition, beneficial effects of FOS (6%) administration in an
experimental model of intestinal mucositis induced by 5-FU
(300 mg/kg) were observed (Galdino et al, 2018). There was
a decrease in inflimmatory infiltrate, partial preservation of
the intestinal epithelium, attenuation in body weight loss, and
increased catalase levels, showing that supplementation with FOS
could be an important adjuvant for the prevention and treatment
of intestinal mucositis (Galdino et al,, 2018).

Regarding the effects of synbiotics on intestinal mucositis, a
commercial product called Simbioflora® , which is a synbiotic
compound composed of 55 g of FOS plus four probiotic
strains, L. paracasei, L. thamnosus, L. acidophilus, and B. lactis,
was evaluated (Trindade et al, 2018). This synbiotic was
able to attenuate weight loss, decrease intestinal permeability,
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reduce eosinophil infiltrate, and also improve the histology
of the intestinal mucosa, with preservation of the epithelial
architecture, when compared to the administration of the
isolated prebiotics (Trindade et al, 2018). In addition, it
was found that this synbiotic increases the production of
extracellular factors, such as SCFAs (acetate and butyrate), which
could contribute to the observed immunomodulating activity
(Trindade et al,, 2018).

The effects of paraprobiotics on mucositis were demonstrated
by Fang et al (2014). To examine the immunomodulatory
properties of L. rhamnosus, the bacteria were inactivated
by heat and evaluated in an in vifro model of intestinal
mucositis using Caco-2 cells (Fang et al, 2014). This
revealed that heat does not affect the cell integrity of this
bacterial species, maintaining its rod-shaped structure
intact, considerably reducing the expression of monocyte
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chemoattractant  protein 1 (MCP-1), and regulating the
expression of TNF-a and IL-12. The same results were
obtained with live bacteria, revealing that this bacterial
species conserved intact probiotic properties after heat
inactivation, making it a promising candidate for further
studies (Fang et al., 2014).

In a study of the postbiotic effect on 5-FU-induced intestinal
mucositis, Prisciandaro et al. (2011} found that Escherichia coli
Nissle 1917 (EcN) supernatant partially protected the mouse
intestine from 5-FU damage (150 mg'kg) (Prisciandaro et al.,
2011). It was observed that this posthiotic was able to help
avoid histological damage (villus height and crypt depth) and
prevented a decrease in acidic mucin-producing goblet cells.
Another study showed that oral butyrate supplementation
{9 mM) was able to reduce the damage to the intestinal
mucosa caused by this antineoplastic agent (200 mgfkg).
Reduction in histological damage, ulceration, and amelioration
in intestinal permeability were observed. The gene expression
of the tight junction protein Z0-1 (zonulin) was increased,
and proinflammatory cytokines, such as TNF-x and IL-6, were
reduced (Ferreira et al., 2012).

The supernatant of mulberry leaf extract fermented by
L. acidophilus A4 was able to reduce gene expression of
proinflammatory  cytokines 1L-18  and myeloperoxidase
(MPO), and stimulate overexpression of mucin genes
(MUC2 and MUCSAC), thus reducing the severity of
intestinal mucositis induced by 5-FU (150 mg/kg) (Oh et al,
2017).  Additionally, Lactobacillus plantarum  supernatant
inhibited the expression of the specific markers CD44,
CD133, CD166, and ALDH1 of 5-FU-resistant colorectal
cancer cells (CRC) (HT-29 and HCT116) (An and Ha,
2016). The combination therapy of this postbiotic and 5-
FU induced an anticancer mechanism by inactivating the
Wnt/p-catenin  signaling of chemoresistant CRC cells and
led to cell death by inducing caspase-3 activity. These results
suggest that probiotic secretory substances can regulate cell
proliferation in colorectal cancer and may be a therapeutic
alternative for treating chemoresistant colorectal cancer
{Anand Ha, 2016).

To date, there have been few rigorous investigations
examining the effect of prebiotics on 5-FU-induced
intestinal mucositis. Knowing its potential in the intestinal
mucosa, their supplementation with probiotics may be an
attractive therapeutic alternative to ameliorate symptoms
caused by mucositis, as well as other diseases involving
the GIT.

Despite the significant impact of mucositis and advances
in research to understand this pathology, existing therapies
are mainly limited to clinical management of symptoms,
aiming at electrolyte replacement, oral rehydration, and
the use of adjuvant agents, such as loperamide octreotide,
sucralfate enemas, sulfasalazine, and hyperbaric oxygen, to
reduce fluid loss and decrease intestinal motility and diarrhea
associated with mucositis, which are important debilitating
symptoms (Van Sebille et al, 2015 Ribeiro et al., 2016).
Given that it is necessary to find more effective therapeutic
alternatives to combat intestinal mucositis, the “biotics™ are
strong candidates.

FINAL CONSIDERATIONS

The antineoplastic drug 5-FU is an essential and useful option for
cancer treatment; however, its side effects, especially mucositis,
can complicate treatment continuity and may lead to death.
Effective measures to combat these symptoms, improving the
quality of life of cancer patients, are crucially needed.

The probiotics have been investigated in various studies
because of their beneficial properties for the GIT, including
attenuation of dysbiosis. Several probiotic bacteria studied in
intestinal mucositis murine models were able to attenuate
and prevent intestinal histological damage, and also decrease
weight loss and proinflammatory cytokine secretions, proving
to be quite efficient in ameliorating the side effects to the
intestine caused by 5-FU.

Though they can improve the health of the host,
administration of viable microorganisms to immunosuppressed
individuals still leads to controversial clinical findings.
Paraprobiotics could be an effective alternative to address
this concern, since microbial cells are dead or imactivated.
thus avoiding risks associated with their administration to
immunocompromised individuals.

Prebiotics are also described in the literature for their
regulatory ability, acting to modify the commensal microbiota
to a beneficial state. However, there are a few studies evaluating
their potential for helping avoid intestinal mucositis. The existing
studies demonstrate that prebiotics, when associated with a
probiotic, are more efficient than when they are used separately,
attenuating the symptoms of mucositis and improving to almost
normal status the histology of the GIT.

Therefore, probiotics, prebiotics, synbiotics, paraprobiotics,
and postbiotics may be useful alternatives for the treatment of
intestinal mucositis induced by 5-FU. However, further studies
are needed to elucidate all of the mechanisms of action of these
bacteria and prebiotics to evolve into human clinical trials.
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1. JUSTIFICATIVA

O 5-FU é um dos agentes quimioterapicos essenciais para o tratamento de diversos
tipos de cancer. Porém, o mecanismo de acéo deste farmaco é inespecifico, gerando varios
efeitos toxicos principalmente sobre as células do TGI (Longley et al., 2003; Martins e Wagner,
2013; Cassidy e Syed, 2017; Guichard et al., 2017), sendo a mucosite intestinal um dos efeitos
colaterais mais prevalentes (cerca de 50 - 80% dos casos notificados) (Kim et al., 2015).

A mucosite intestinal caracteriza-se por uma lesdo inflamatéria ulcerativa que acomete
principalmente o intestino delgado e leva o paciente a apresentar sintomas como diarreia, dor
abdominal, sangramento, fadiga, desnutricdo, desequilibrio eletrolitico e, nos casos mais
graves, infecgcbes com complicacdes que podem ser fatais (Sonis, 2004b; Touchefeu et al.,
2014; Kim et al., 2018). Dessa forma, trata-se de um grave problema na clinica médica, e
atualmente as terapias existentes sao limitadas ao manejo clinico dos sintomas (Van Sebille
et al., 2015; Ribeiro et al., 2016).

O uso prohiéticos vém sendo amplamente explorados como alternativas terapéuticas
para a mucosite intestinal, devido as propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras que
exercem no TGI. Espécies do género Lactobacillus tém sido bem caracterizadas na literatura
devido a capacidade de atenuar os danos inflamatérios intestinais ocasionados pelo
antineoplasico 5-FU (Hemarajata e Versalovic, 2013b; Justino et al., 2015; Oh et al., 2017a).
No entanto, ha uma resisténcia da cinica médica no uso de microrganismos Vvivos em
individuos imunocomprometidos, como na mucosite intestinal, as pesquisas atuais enfatizam
gue a viabilidade de um microrganismo ndo € necessaria para sua acao probidtica e que seus
diferentes compostos (carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas, acidos organicos, como
também, componentes da parede celular), bem como, sua forma inativada, também trazem
beneficios a saude (Cuevas-Gonzalez et al., 2020). Desta forma, a administracdo de
microrganismos nado-viaveis, e de seus produtos secretados, podem apresentar vantagens
em termos de seguranga para 0s pacientes (Taverniti e Guglielmetti, 2011; Aguilar-Toala et
al., 2018; Cuevas-Gonzélez et al., 2020).

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 é uma nova linhagem com potencial
probidtico, cujo, suas propriedades terapéuticas tém sido reportadas tanto in vitro (Kociubinski
et al., 1996, 1999; Hugo et al., 2008; Rolny et al., 2016a; Hugo et al., 2017), quanto in vivo
(De Jesus et al., 2019). No entanto, ndo ha relatos na literatura se esta cepa, apos ser
inativada por calor, ou se seus produtos secretados sdo capazes de conferir 0s mesmos
efeitos imunomodulatorios e anti-inflamatérios atribuidos a linhagem viavel. Assim, o presente
trabalho se propds a avaliar o efeito terapéutico de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, na
sua forma viavel, inativada por calor e de seus metabolitos secretados em modelo murino de

mucosite intestinal induzida por 5 fluorouracil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da administracdo de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, viavel

(probidtico), inativado pelo calor (paraprobiotico) e seu sobrenadante (posbiético) em modelo
5  murino de mucosite intestinal induzida pelo antineoplasico 5-FU.

2.2 Objetivos Especificos
— Avaliar o efeito de CIDCA 133 probidtico, paraprobiético e posbiético sobre os

parametros clinicos.

10 — Avaliar o efeito de CIDCA 133 probiotico, paraprobidtico e posbiético sobre os
parametros histol6gicos, das alteracdes morfometricas do epitélio intestinal, secrecao

de muco e proteinas das juncdes firmes.

— Avaliar o impacto do tratamento de CIDCA 133 probiotico, paraprobiético e posbidtico
nos parametros imunolégicos, mediante a dosagem de infiltrado inflamatério, e

15 expressao génica de citocinas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Linhagem bacteriana e padronizacdo da curva de crescimento.
Neste trabalho, utilizou-se a linhagem probidtica L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133

(CIDCA 133) pertencentes a colegdo de culturas do Centro de Investigagdo e
Desenvolvimento em Criotecnologia de Alimentos (CIDCA) da Universidade Nacional de La
Plata (UNLP), La Plata, Argentina. A identificagdo da linhagem foi confirmada por
espectrometria de massa (MALDI TOF) e sequenciamento. CIDCA 133 foi mantida a -80°C
em caldo MRS [de Mann-Rogosa-Sharp (Kasvi, Italia)], com 15% de glicerol (Sigma- Aldrich)
como crioprotetor.

Foram realizadas curvas de crescimento com intuito de estabelecer uma relacéo entre
a densidade o6ptica (DO), que reflete o crescimento bacteriano, € o nimero de unidades
formadoras de colénias (UFC), para assim, determinar o penultimo ponto da fase exponencial
de crescimento da referida linhagem para posterior confeccdo das doses que foram
administradas aos animais dos diferentes grupos experimentais. Para tanto, 50 uL da cultura
congelada foram ativados em 15 mL de caldo MRS (Kasvi, ltalia), a 37°C em estufa
bacteriologica, sem agitacao, durante 16 horas, em condi¢cdes de microaerobiose.

Transcorrido esse tempo, procedeu-se a medicdo da absorbancia da cultura crescida,
a uma DO de soonm, € posteriormente foi realizado um segundo inéculo, a partir deste primeiro,
em duplicatas biologicas, sendo a absorbancia inicial de 0,04 (DO soonm) €m 50 mL de meio

MRS (Kasvi, Italia), de acordo com a seguinte formula:

Formula 1: Férmula para calculo da densidade optica inicial de CIDCA 133 para confecgao
das doses (DO gsoonm).

Volume do pré indculo a ser DOsoorm 0,04 x volume final
adicionado =

DOag0nm OVEMMight

Apoés esta diluicdo, a cultura foi incubada novamente nas condi¢cdes anteriormente
descritas e a curva foi acompanhada durante as primeiras 10 horas de crescimento. Durante
esse periodo, a absorbancia (DOsoonm) da cultura foi medida em um espectrofotébmetro digital
faixa 325-1000 NM - 722G. A cada hora uma aliquota de 100 pL foi retirada e foram realizadas
diluicdes seriadas (10! a 107), com plagueamento de 100 yL das mesmas, em duplicata, em
placas de Petri com MRS-agar (1,5%) (Kasvi, Italia), e incubadas em estufa microbiolégica a
37°C, por 48 horas. Transcorrido este tempo foi realizada a contagem das colbnias de cada
uma das placas e, em seguida, realizado o calculo do nimero de Unidades Formadoras de

Colbnias (UFC/mL), de acordo com a férmula a seguir:


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/trisbase121147786111?lang=en&region=US
https://e-labcommerce.com/espectrofotometro-digital-320-1000nm
https://e-labcommerce.com/espectrofotometro-digital-320-1000nm
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Formula 2: Férmula para o célculo do nimero de unidade formadora de colénias (UFC/mL)
de CIDCA 133.

N® de colbnias contadas x fator de diluig&o
UFC =

Volume (mL) plaqueado
3.2 Preparacao de doses

As doses de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, para administracdo oral, foram
confeccionadas da seguinte forma: 50 pL da cultura de CIDCA 133 previamente ativada em
caldo MRS foram inoculados em 15 mL do mesmo e crescidos a 37°C, sem agitacdo e em
ambiente de microaerobiose, em que, o Falcon foi totalmente cheio e a cultura teve o minimo
de oxigénio para seu crescimento, por 16 horas. Decorrido esse tempo, um novo indculo foi
feito diluindo-se o pré-inoculo em 100 mL de MRS na proporcdo de 1:20. Assim que a
absorbéancia de 1,6 (DOsoonm), referente ao pendltimo ponto da fase exponencial da curva de
crescimento, foi atingida, a cultura celular foi centrifugada a 1520 g por 15 min, a 4°C. O
sobrenadante foi separado e o pellet lavado duas vezes em PBS 0,1 estéril [(0,006M de NaCl,
0,001 M de KCI, 0,0003 M de Na;HPO4, 0,0006 M de KH.PO4- Synth) e quantidade suficiente
(g.s.p) de &gua destilada para o volume final de 450 mL]. O precipitado final foi ressuspendido
em PBS (0,1 M) estéril de maneira que cada 1 mL fosse equivalente a 10° UFC e foram
imediatamente mantidos em ultra freezer a -80°C, até o momento da administracdo aos
animais.

Para testar a viabilidade das doses de CIDCA 133, a cada dia, 100 pyL das doses
armazenadas em -80 °C foram plagueadas, em duplicata, em placas MRS-agar e incubadas
em estufa microbiolégica a 37°C, por 48 horas.

Para a inativacdo de CIDCA 133, ap0s a bactéria ter atingido o Gltimo ponto da fase
exponencial, o sobrenadante da cultura foi descartado e o pellet foi autoclavado a 121°C por
15min, e, em seguida, armazenado em ultra freezer a -80°C, até o momento da sua utilizacao.
Para comprovar o processo de inativacdo de CIDCA 133, 100 pL deste pellet foram
plagueados em MRS-4gar, e as placas foram entdo incubadas em estufa bacterioldgica, a
37°C por 48 horas.

3.3 Preparo do sobrenadante (SN) de CIDCA 133
O sobrenadante de CIDCA 133 foi preparado seguindo o protocolo descrito por

Prisciandaro et al. (2012). Brevemente, 50 uL da cultura estoque de CIDCA 133 foram
crescidos em 15 mL de meio MRS estéril, por 16 horas a 37°C, sem agitacdo e em condicdes
de microaerobiose. Apds esse periodo, foi realizado um in6culo diluindo-se o pré in6culo em
100 mL de MRS (Kasvi, Italia) na proporcdo de 1:20. Assim que a absorbancia atingiu 1,6
(DOsoonm), 0 Volume foi centrifugado a 1520 g por 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido,

0 pH aferido em PHmetro de bancada PH 0-14 110V Kasvi, e a solucéo foi tamponada com
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solucdo de Tris base 1 M (Sigma-Aldrich) (6 g de Tris-base q.s.p para 50 mL de &gua) até
atingir o pH de 7,2. Posteriormente, a solugdo foi filtrada com filtro 0,22 ym (Kasvi) e
concentrada com Vivaspin molecular weight cut-off (MWCO) 10,000 Kilodalton (kDa) (Sinapse
Biotecnologia) por 30 min a 2370 g e, apo6s esse periodo, o concentrado foi aliquotado (2 mL)
em microtubos e armazenado em ultra freezer a -80°C, até o momento da utilizacao.

Para confirmacdo da esterilidade do sobrenadante tratado, 100 uL do mesmo foram
dispensados em placas de Petri MRS agar e incubados a 37°C durante 48 horas.

3.4 Animais e Manejo
Foram utilizados camundongos BALB/c, machos (25-30g), com 6 semanas de idade,

obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) ICB, UFMG. Os animais foram mantidos em mini
isoladores em condicdes controladas de temperatura (21 + 2 °C) e fotoperiodo (12h claro/12h
escuro), com alimentagdo e agua ad libitum até o término do experimento. Os protocolos
experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes aprovadas pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (Protocolo 112/2020), o qual encontra-se em

anexo.

3.5 Delineamento experimental
Os camundongos foram divididos aleatoriamente em seis grupos experimentais (n=6)

sendo eles: |- CTL (controle negativo), lI- MUC (mucosite), lll- MUC+MRS (mucosite tratado
com caldo MRS) IV- MUC+CIDCA 133 VIAVEL (mucosite+probiético) V- MUC+CIDCA 133
INATIVADA PELO CALOR (mucosite+paraprobiético), VI- MUC+SOBRENADANTE DE
CIDCA 133 VIAVEL (mucosite+posbidtico). Os grupos experimentais e seus respectivos
tratamentos estao descritos na Tabela 1.

A mucosite intestinal foi induzida conforme protocolo descrito por Carvalho et al.,
(2017) (Figura 1), e, para tanto, os animais dos grupos Il a VIl receberam, no 10° dia do
experimento, injecéo intraperitoneal (i.p.), contendo 300 mg/kg de 5-FU (Fauldfluor®, Libbs,
S&o Paulo, Brasil). Os animais do grupo | receberam inje¢do i.p. com mesmo volume de
solucéo salina. No dia 14° do experimento, os animais foram anestesiados com 10 mg/kg de
Xilazina (cloridato de xilazina, Syntec) e 100 mg/kg de Cetamina (cloridato de cetamina,
Syntec) (i.p.), e eutanasiados por aprofundamento anestésico, seguido de descolamento
cervical, conforme aprovado pela CEUA. Apds a evisceracdo, as carcagas foram

armazenadas a -20 ° C para posterior incineragao.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/trisbase121147786111?lang=en&region=US
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Tabela 1. Grupos experimentais, tratamentos realizados e concentracdo do farmaco 5-FU
administrado em animais de diferentes grupos experimentais.

GRUPOS TRATAMENTO INDUCAO (i.p)
EXPERIMENTAIS (Gavagem 0,3 mL) (5-FU = 300 mg/kg)

CTL (controle negativo) Salina 0,9 % Salina 0,9 %
MUC (mucosite) Salina 0,9 % 5-FU
MRS (mucosite tratado MRS 5-FU
com caldo MRS)
MUC + CIDCA 133 viavel CIDCA 133 viavel (10° 5-FU
(mucosite + probidtico) UFC/mL)
MUC + CIDCA 133 CIDCA 133 inativada pelo 5-FU
INATIVADA POR VALOR calor (10° UFC/mL)
(mucosite + paraprobidtico)
MUC + SOBRENADANTE SN* CIDCA 133 viavel 5-FU

DE CIDCA 133 VIAVEL
(mucosite +posbiotico)

* SN = sobrenadante

Tratamento por gavagem com Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133,
probidtico, paraprobidtico (10° UFC) e postbiotico.

T 0ds | [ Wda |
Inicio d Induca -
nicio do : uggo Eutanasia

tratamento - mucosite

P

Figura 1. Desenho experimental do modelo de mucosite intestinal induzido por 5-FU.
Os animais receberam, via gavagem, solucdo salina e tratamentos conforme especificados
na tabela 1, durante 14 dias. No 10° dia de experimentacdo foram administrados 300 mg/kg
de 5-FU (ou solucdo salina) por via. ip. Os animais foram eutanasiados no 14° dia por
aprofundamento anestésico seguido de deslocamento cervical.

3.6 Parametros analisados
3.6.1 Analise do consumo alimentar, hidrico e perda de peso

Os consumos alimentar e hidrico foram avaliados diariamente por meio da diferenca
entre o peso da racao e o volume de liquido ofertados e a sobra deles, 24 horas ap0s a oferta.
Os animais e a ragdo foram pesados diariamente em balanca semi-analitica (FEH Series
digital - 220g x 0,001 g), sempre no mesmo horario. O peso diario dos animais foi expresso
em porcentagem (%) da variac@o de peso em relagéo ao peso inicial.

3.6.2 Analises histopatolégica e morfométrica
As andlises histopatolégica e morfométrica foram realizadas de acordo com o

protocolo pré estabelecido por Ferraris e Vinnakota (1995). O segmento intestinal

correspondente ao ileo distal (20% da longitude intestinal) foi isolado, estendido com a
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camada serosa em contato com papel filtro e seccionado longitudinalmente a partir da borda
anti-mesentérica. O conteudo luminal foi lavado com PBS (0,1M) até a remog¢&o completa dos
fluidos. A &rea seccionada foi enrolada no sentindo da porcédo distal para a proximal,
acondicionada em cassetes histolégicos e transferida para solu¢ao de formol 4% tamponado
[0,03 M de NaH:PO. (Sigma-Aldrich), 0,04 M de Na;HPO. (Sigma-Aldrich), 100 mL
formaldeido (Nox) 37% a 40%, q.s.p para 1000 mL de 4gua destilada], até o processamento
das amostras.

O material foi submetido as técnicas histoldgicas de rotina e analisado por meio da
classificacdo histopatoldgica, sob microscopia 6ptica. O escore histolégico de cada lamina foi
determinado por um patologista, por meio de um estudo duplo cego, utilizando o método
previamente descrito por Soares et al. (2008) (Tabela 2). Cada lamina foi pontuada pelo
patologista variando de escore de 0 para amostras sem danos (normal) a escore de 3 para
amostras que revelaram dano grave.

Por fim, 10 campos histolégicos da seccao ileal de cada animal foram capturados
aleatoriamente com o auxilio de um microscépio 6ptico (Olympus BX41; objetiva 40x)
acoplado ao sistema de aquisi¢cao de imagens (Software Spot Basic verséo 3.4.5). As imagens
foram analisadas utilizando o software ImageJ (versao 1.51j8), de forma a se medir a altura

de 20 vilosidades e a profundidade de 20 criptas.

Tabela 2. Parametros semiquantitativos para determinacao dos escores histopatolégicos do
ileo relacionados a progressdo dos danos ocasionados pela mucosite intestinal induzida por
5-FU seguindo o protocolo previamente descrito por Soares et al. (2008).

Escore Achados microscépicos

0 Achados histoldgicos normais.

Mucosa: vilos encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de
1 células inflamatérias, vacuolizacdo e edema.

Muscular: sem alteracbes

2 Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas.
Intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizacdo e edema.
Muscular: sem alteracbes

3 Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas,
intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizacéo e edema.
Muscular: edema, vacuolizacao e infiltrado de neutrofilos.

3.6.3 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

Para determinar o indice de neutréfilos no intestino delgado, foi mesurada a atividade
da enzima mieloperoxidase, conforme descrito por Souza et al. (2000). Brevemente,
fragmentos do ileo distal dos animais foram coletados, pesados e armazenados em ultra

freezer, a -80°C. Apés o descongelamento, pesaram-se 100 mg de tecido e a este fragmento
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foi adicionado um volume de 1,9 mL de solucdo tampdo BUFFER 1 gelado [0,01 M de NacCl
(Synth); 0,02 M de NasPO4 (Sigma-Aldrich); 0,04 M de NaH2P0O4.1H20 (Sigma-Aldrich); 0,015
M de Na;EDTA (Sigma-Aldrich); pH 4,7] e homogeneizado utilizando macerador Marconi
(modelo MA 102/MINI). Este macerado foi centrifugado a 4°C por 15 minutos a 9500 g. Apés
a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi submetido a lise hipoténica
das hemécias, adicionando 0,2% de NaCl (Synth) gelado e 1,6% de NaCl suplementado com
glicose 5% (Synth) na propor¢do de 1,5 mL/100 mg de tecido. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas novamente a 4°C por 15 minutos, a 9500 g. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi ressuspendido com tampéao contendo 6,9 g/L NaH,PQO41H,0O
(Sigma-Aldrich); Hexadecyltrimethylammonium Bromide (HTAB) 0,5% (Sigma-Aldrich), (pH
5,4), na propor¢édo de 1,9 mL/100 mg de tecido e homogeneizadas a temperatura ambiente.
Sucessivamente, aliquotas de 1 mL da suspensao foram transferidas para microtubos, e
procedeu-se a 3 ciclos de congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido. Apds este
processo, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 9500 g e o sobrenadante
foi coletado para o ensaio enzimatico.

Para realizagdo do ensaio enzimatico, adicionou-se 25 pL do sobrenadante coletado
e 25 yL do substrato TMB 1,6 mM [3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich)], previamente
diluido em 3,845 mg/mL de dimetilsulféxido (DMSO) (Synth) em placas de 96 poc¢os (Nunc-
Immuno, MaxiSorp). Posteriormente, as amostras foram incubadas a 37°C, por 5 min. Em
seguida, foram adicionados 100 uyL de H>0,0,002% (Sigma-Aldrich) a cada poco, e incubados
a 37°C por 5 min. Logo apés, foram adicionados 100 L de H,SO,4 a 1M (Sigma-Aldrich), para
interrupcdo da reacgdo. Entdo, a absorbancia foi medida através de espectrofotometria, em
comprimento de onda de 450 nm, utilizando um leitor de microplacas (Bio-Rad modelo 450,
Bio-Rad 42 Laboratories, Hercules, CA, USA), sendo os resultados plotados em unidade de

enzima por miligrama de tecido (U/mg).

3.6.4 Atividade da enzima Peroxidase Eosinofilica (EPO)

Para determinar o indice de eosindfilos no intestino delgado, foi mesurada a atividade
da enzima peroxidase eosinofilica, conforme descrito por Strath e Sanderson (1985). Para
isso, a cada 100 mg de ileo foram adicionados 1,9 mL de PBS 0,5M. Em seguida, a mistura
foi homogeneizada e centrifugada a 4°C a 9500 g por 10 min. O sobrenadante foi desprezado
e o precipitado foi submetido & lise hipoténica pela adicdo das solu¢gdes de NaCl 0,2% e de
NaCl 1,6% (Sigma-Aldrich) suplementada com glicose 5% (Synth) na propor¢gdo de 500
ML/100 mg de tecido. Logo apds a lise, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas
sob as mesmas condigfes anteriormente relatadas e o sobrenadante foi desprezado. O
precipitado foi ressuspendido com HTAB 0,5%(Sigma-Aldrich) diluido em 100 mL de PBS (pH

7,4) na proporcao de 1,9 mL/100 mg de tecido. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para um
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microtubo e procedeu-se a 3 ciclos de congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido.
Em seguida as amostras foram centrifugadas a 4°C, por 15 min, a 9500 g e o sobrenadante
foi coletado para o ensaio enzimatico.

Em uma placa de 96 pocos (Nunc-lImmuno, MaxiSorp) foram adicionados 75 pL de
cada amostra. Em seguida, foram adicionados 75 yL do cromoégeno O-fenilenediamina
diidrocloreto a 1,5 mM (OPD) (Sigma-Aldrich) diluido em tamp&o Tris-HCl a 0,075 mM (pH
8,0) (Sigma-Aldrich) acrescidos de H,O, a 6,6 mM (Vetec). A placa foi incubada na auséncia
de luz, a 20°C, por 30 min. e a reacéo foi interrompida com o acréscimo de 50 uL de H,SO4 a
1M (Vetec). A absorbancia foi medida por espectrofotometria, em comprimento de onda de
492 nm, utilizando um leitor de microplacas (Bio-Rad modelo 450, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), sendo os resultados plotados em unidade relativa da enzima por
miligrama de tecido (U/mg).

3.6.5 Analise da expresséo génica relativa
Ap6s a eutanasia, fragmentos de 2 cm de tecido ileal foram coletadas e
acondicionadas em microtubos contendo 150 uL de solucdo de RNA later (ThermoFisher), e

armazenados a -20 °C. Posteriormente, o tecido foi submetido as seguintes etapas:

3.6.5.1 Extracdo do RNA e sintese do cDNA

O RNA total da porcao ileal foi obtido através da extracdo com o reagente TRIzol
(Ludwig Biotec), seguindo as recomendactes do fabricante. Para isto, em um microtubo de 2
mL, foram adicionados 10 mg de beads magnéticas (Sigma-Aldrich) e 500 uL de TRIzol. Em
seguida, aproximadamente 20 mg de tecido ileal foram acondicionados nesses microtubos, e
homogeneizados utilizando o aparelho Precellys (Cryolys®) sendo realizados 2 ciclos de 4340
g X 24 segundos. Ap6s a homogeneizacdo, as amostras foram incubadas por 10 min a
temperatura ambiente, e a elas adicionaram-se 100 pyL de cloroférmio (Sigma-Aldrich) e
agitou-se vagarosamente por 30 segundos e, logo apds, centrifugou-se a 16060 g por 15 min,
a 4°C. A fase superior, transparente, foi transferida para um microtubo contendo 250 uL de
isopropanol (Vetec) gelado e centrifugado a 16060 g, a 4°C, por 10 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 uL de etanol 70% gelado, e as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos, sob as mesmas condi¢des, esse processo de descarte
do sobrenadante e adigdo de 500 uL de etanol 70% gelado foi repetido por mais 3 vezes e
entdo, o pellet foi seco em temperatura ambiente por 15 min e ressuspendido em 50 yL de
agua DEPC (Diethyl pyrocarbonate - Sigma-Aldrich). A qualidade e quantidade do RNA foram
avaliados em gel de agarose 1,5% (Kasvi-Italia) e através de espectrofotometria [NanoDrop®

2000 no comprimento de onda 260/280 (Thermo Scientific)], respectivamente.
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Em seguida, as amostras de RNA foram purificadas utilizando a enzima DNAse |
(Invitrogen) (1 pL de DNAse Buffer 10X; 1 pL de DNAse |, RNAse Free; 1ug de RNA Total;
Agua Nuclease Free g.s.p. 10 pL).

Para sintese do cDNA, a DNAse | anteriormente adicionada as amostras foi inativada
a 37° C por 30 min e o cDNA foi gerado a partir de 2ug do RNA seguindo as recomendacdes
do kit Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher).

3.6.5.2 PCR quantitativa (qPCR)

O cDNA sintetizado foi amplificado por gPCR, utilizando primers especificos listados
na tabela 3. A PCR quantitativa foi realizada no aparelho Applied Biosystems 7900HT Fast
Real Time PCR System usando o PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (ThermoFisher) nas
seguintes condigdes: 50 °C por 2 min, 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60 °C
por 1 min. A expresséo de genes alvos foi analisada utilizando o método relativo 222t descrito

por Livak e Schmittgen (2001), e foi normalizada usando os genes -actina (Actb) e GADPH

15 (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) como referéncias endégenas.

Foram mensuradas as expressodes relativas das citocinas pré-inflamatérias (116, Il
12p40, Tnf e ll1b) e anti-inflamatéria (1110).

Para avaliar integridade da barreira intestinal dos animais procedeu-se a analise da

expressao génica das proteinas das junc¢ées firmes, Claudinas (Cldnl, Cldn2), Zonulin, F11r

20 e daglicoproteina Muc2 envolvida na funcao de barreira epitelial utilizando primers especificos
(Tabela 3).

Tabela 3: Sequéncia de primers utilizados para o ensaio da RT- gPCR

Gene Primer Foward Primer Reverse Referéncia
Actb GCTGAGAGGGAAATCGTGCGTG CCAGGGAGGAAGAGGATGCGG Volynets et al.,(2016)
GAPDH TCACCACCATGGAGAAGGC GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA Giulietti et al.,(2001)
16 GAGGATACCACTCCCAACAGACC  AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA  Giulietti et al.,(2001)
112p40 GGAAGCACGGCAGCAGAATA AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG | Giulietti et al., (2001)
1110 GGTTGCCAAGCCTTATCGGA ACCTGCTCCACTGCCTTGCT Giulietti et al., (2001)
l11b CTCCATGAGCTTTGTACAAGG TGCTGATGTACCAGTTGGGG Song et al., (2013)
Tnf ACGTGGAACTGGCAGAAGAG CTCCTCCACTTGGTGGTTTG Song et al., (2013)
Cldn1 TCCTTGCTGAATCTGAACA AGCCATCCACATCTTCTG Volynets et al., (2016)
Cldn2 GTCATCGCCCATCAGAAGAT ACTGTTGGACAGGGAACCAG Volynets et al., (2016)
Zonulin CCACCTCTGTCCAGCTCTTC CACCGGAGTGATGGTTTTCT Volynets et al., (2016)
F1ir CACCTTCTCATCCAGTGGCATC CTCCACAGCATCCATGTGTGC Volynets et al., (2016)
Muc 2 GATGGCACCTACCTCGTTGT GTCCTGGCACTTGTTGGAAT Volynets et al., (2016)
25

3.7 Andlises estatisticas
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Para avaliar a normalidade da distribui¢do dos dados, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk.
Dados com a distribuicdo normal (paramétricos) foram avaliados pelo teste ANOVA, e pds-
teste Tukey. Os dados que apresentavam distribuicdo ndo-normal (ndo-paramétricos) foram
submetidos a andlise de variancia nao-paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do
pos-teste de multiplas comparacdes de Dunns. A comparacgdo entre 0 consumo alimentar e
hidrico antes e ap0s a indugéo da mucosite foi feita utilizando o teste T. Todos os dados foram
analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 7.0, sendo considerados valores

estatisticamente significativos aqueles com p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Relacédo entre a curva de crescimento de CIDCA 133 e numero de unidades
formadoras de coldnias (UFC)
Com o intuito de estabelecer uma relagédo entre DO e UFC, avaliou-se o crescimento

da cultura bacteriana, de hora em hora, por um periodo de 10 horas. A cada hora foi feita a
medi¢cdo da absorbancia na DOsoonm € plaqueamento, apos diluicdo seriada, para assim,
realizar a contagem das UFCs. Verificou-se que o ultimo ponto da fase logaritmica de
crescimento iniciou-se na 72 hora de crescimento (Figura 2) nas condigbes previamente
descritas (item 3.1). Nestas condicdes, obteve-se o nimero de 1,3 x 10° UFC/mL. No entanto,
para confeccdo das doses utilizamos o penultimo ponto da fase exponencial DO goonm 1,6 (1,2
x 10° UFC/mL).

No que diz respeito a avaliagdo da viabilidade das bactérias apés o processo de
congelamento, demonstrou-se que a linhagem permaneceu na concentragao de 10° UFC/mL

por até 4 dias em —80°C.

1,87
1,84
1,77 1,82
\ 4,6 x 10°
4,4 x 10° UFC/ mL
UFC/ mL 4,6 x 10°
1,38 1,3 x 10° UFC/ mL
1,2 x 10° UFC/ mL
1,5 x 10° UFC/ mL
1,11 UFC/ mL
2,6 x 108
UFC/ mL
0,68
2,2 x 107
! 9,5 x 10°8
UFC/ mL
0,04 2,2 x 106
UFC/ mL
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 2: Curva de crescimento e nimero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL)
de CIDCA 133. A absorbancia (DOeoonm) inicial € de 0,04. As medi¢bes de absorbancia e
plaqueamento foram realizadas de hora em hora por um periodo de 10 horas.

20 4.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, nas trés variantes

25

testadas nédo influenciam nos consumos hidrico e alimentar dos animais com
mucosite intestinal
Observou-se que antes da indugdo da mucosite, os animais de todos 0s grupos

experimentais consumiram, em média, a mesma quantidade de racdo por dia, ndo havendo,
portanto, diferenca significativa entre os grupos neste periodo do experimento (figura 3A).
Apbs a indugéo da mucosite, o grupo MUC apresentou reducéo no consumo de racéo (2,49 +

0,15 g) quando comparado ao controle negativo (CTL) (3,99 + 0,10 g) que manteve sua
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ingestdo alimentar semelhante ao periodo inicial do experimento. Observou-se também que
os tratamentos com MRS (1,75 + 0,50 g), Probidtico (2,04 + 0,40 g), paraprobiético (1,83 +
0,38 g) e posbhidtico (2,46 + 0,22 g) ndo foram capazes de influenciar (p>0,05) o consumo
alimentar dos animais, quando estes foram comparados ao grupo MUC (Figura 3 B). Da
mesma forma, ndo houve diferenca entre todos os grupos quando se avaliou consumo total

durante os 14 dias de experimentacgéo (p>0,05) (Figura 3 C e D).
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Figura 3: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probidtico,
paraprobiético e posbidtico na variagao do consumo alimentar antes e apds a inducao
da mucosite. A inducdo da mucosite foi realizada no 10° dia, os animais do grupo controle
(CTL) receberam salina 0,9%, e os animais do restante dos grupos experimentais receberam
5-FU (300 mg/kg) por via intraperitoneal, foram alimentados com racdo ad libitum e tratados
por gavagem com CIDCA 133 (probiotico, paraprobiotico e poshiotico) (n=6). Os simbolos
**** indicam diferenca estatistica calculada usando o teste T (two-tailed, p< 0,05).

Referente ao consumo hidrico foi possivel observar que o0s animais dos grupos
experimentais consumiram em média o mesmo volume por dia, ndo havendo, portanto,
diferenca significativa entre eles (p<0,05) (Figura 4 A). Contudo, apos a indugdo da mucosite
0s grupos MUC e MRS (2,04 + 0,16 mL e 2,33 = 0,57 mL, respectivamente) reduziram o
consumo hidrico, quando comparado com o grupo controle CTL (4,05 + 0,82 mL) (p< 0,05),
conforme esperado. Os tratamentos com probidtico (1,72 + 0,09 mL), paraprobiético (2,39 +
0,67 mL) e posbiotico (1,75 + 0,66 mL) ndo foram capazes de reverter a diminuicdo do
consumo hidrico apos a inducdo da mucosite intestinal, sendo os resultados encontrados,
semelhantes aos do grupo MUC (p>0,05) (Figura 4B e D). Também néo foi possivel observar
gualquer diferenga no consumo hidrico total entre os grupos experimentais durante os 14 dias

de experimentacéo (p>0,05) (Figura 4 C).
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- Antes da Inducdo da mucosite
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Figura 4: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probiético,
paraprobidtico e posbiodtico na variagcdo do consumo hidrico, antes e ap6s a inducao
da mucosite. Foram ofertados 45 mL de 4gua diaria aos animais, e eles foram tratados com
CIDCA 133 (probiético, paraprobiotico e posbiético) administrado via gavagem (300 uL) (n=6).
os simbolos *, *** **** indicam diferencas estatisticas calculadas usando o teste T (two-tailed,
p< 0,05).

4.3 Administracdo oral de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 nas trés
variantes testadas néo foi capaz de reduzir a perda de peso dos animais com
mucosite intestinal

Nao foram observadas variagcdes do peso corporal entre os animais dos grupos

experimentais até a indu¢do da mucosite. Contudo, apds a inducdo da doenca, 0s grupos
experimentais, MUC (-2,77 + 0,61 g), MRS (-2,38 + 0,35 @), probiético (-2,96 + 0,51 @),
paraprobiético (-2,36 + 0,35 g) e posbiéticos (-2,45 + 0,69 g) comecaram a exibir perdas do
peso corporal ao se comparar com o grupo CTL (1,81 = 0,35 g). Ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos experimentais quando este parametro foi avaliado (p >0,05), e

todos os grupos se diferiram ao grupo CTL (p <0,05) (Figuras 5 A e B).
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Variagcdo de peso (%)

Figura 5: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probiético,
paraprobidtico e posbidtico na variacdo de perda de peso corporal dos animais.
Variacdo da massa corporal (A) ** indica diferenca estatistica (p<0,05) do grupo CTL em
comparacao aos demais grupos experimentais, e # indica diferenca estatistica do grupo MUC
com 0 grupo probittico (p<0,05) pelo teste Two ANOVA seguido pelo pés-teste de
comparacGes multiplas de Tukey. Perda de peso dos grupos experimentais (B). A perda de
peso foi avaliada por one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparagdes multiplas de
Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.

4.4 Administracao oral de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 nas trés variantes
testadas ndo influencia no comprimento intestinal.
Para este experimento o comprimento intestinal de cada animal foi medido usando

uma régua (cm), e, ndo houve diferenca significativa entre todos 0s grupos experimentais
(Fig.6), CTL (55 £ 2,49 cm), MUC (54 £ 2,48 cm), MRS (52 + 2,36 cm), probiotico (49 + 2,36
cm), paraprobiético (51 + 2,50 cm) e posbidtico (49 + 3,48 cm) (p>0,05).

60

50 7

40 9

309

20 9

10

Comprimento intestinal (cm)

Figura 6: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probiético,
paraprobidtico e posbhiético no comprimento intestinal dos animais com mucosite
intestinal: Comprimento intestinal medido em cm, nenhuma diferenca estatistica (p<0,05)
pelo teste Two ANOVA seguido pelo pos-teste de comparac¢des multiplas de Tukey.
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4.5 Probiético, paraprobiotico e posbidticos de L. delbrueckii subsp. lactis
CIDCA 133 foram capazes de prevenir o aumento do infiltrado de neutréfilos em
animais com mucosite intestinal

O infiltrado inflamat6rio foi avaliado por meio da atividade das enzimas

mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofilica (EPO) no lisado celular da regiéo ileal. Os
animais do grupo controle positivo, que receberam apenas administragéo i.p. de 5-FU tiveram
os infiltrados de neutrdfilos e eosindfilos (0,18 + 0,04 U/mg para MPO; 1,05 + 0,17 U/mg para
EPO) aumentados, como esperado, ao se comparar com o grupo CTL, (0,04 £ 0,03 U/mg para
MPO; 0,30 = 0,29 U/mg para EPO) (Figuras 6A e B). O grupo que recebeu apenas MRS
(controle positivo) néo foi capaz de prevenir o aumento do infiltrado inflamatério de neutrofilos
e eosindfilos (0,19 + 0,05 U/mg para MPO; 1,09 + 0,24 U/mg para EPO) (Figura 6A e B), como
também era esperado, diferentemente dos tratamentos: Probiotico (0,09 + 0,04 U/mg),
paraprobiético (0,03 + 0,01 U/mg) e posbidtico (0,05 +0,01 U/mg) que foram capazes de
prevenir o aumento da atividade da enzima mieloperoxidase com valores estatisticamente
semelhantes ao do grupo CTL (0,04 + 0,03 U/mg) (p<0,05) (Figura 6 A). Com relacdo ao
infiltrado de eosin6filos, apenas o grupo tratamento probiético (0,30 + 0,17 U/mg) foi capaz de
prevenir o seu aumento, observando-se valores semelhantes aos do CTL (0,30 £ 0,30 U/mg)
(p> 0,05) (Figura 6B).

(U/mg)
L
(U/mg)

M PO
EPO
Y

Figura 7: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probiético,
paraprobidtico e posbidtico no infiltrado inflamatério no ileo: Atividade de MPO (A) e
EPO (B) no ileo de animais inflamados com 5-FU (300 mg/kg) (MUC, MRS, probiético,
paraprobiético e posbiético) ou salina 0,9% (CTL) por via intraperitoneal (n=6). Letras
diferentes em A e B indicam diferenca significativa por ANOVA seguido pelo pds-teste de
Tukey (p<0,05).
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4.6 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 probiético, paraprobidtico
e poshidético foram capazes de prevenir o aumento da expressédo génica relativa
das citocinas pro-inflamatérias (Tnf e 1112p40), e a diminuicdo desta expressao
paraall10

As expressdes génicas relativas das citocinas pro-inflamatérias (Tnf, 111b, 1112p40 e

[16) e anti-inflamatdria (1110), foram mensuradas apds 72 horas da administracdo do agente
quimiotergpico 5-FU. Andlise da expressdo relativa das citocinas pro-inflamatérias
demonstram um aumento importante nos animais do grupo MUC: 1112p40 (2,38 + 0,67), ll1b
(2,84 £0,70), Tnf (3,77 £0,97) e 116 (3,44 + 0,99), ao contrario dos valores exibidos no grupo
CTL: 1112p40 (1,06 + 0,37), ll1b (0,71+ 0,56), Tnf (1,07 + 0,73) e 116 (0,68 £ 0,19) (p<0,05)
(figura 7 A-E). O tratamento com o probidtico foi capaz de suprimir o aumento de: 1112p40
(0,90 £ 0,48), Tnf (0,81 + 0,61) ndo diferindo significativamente do grupo CTL (p>0,05)
(Figuras 7 A e C). No entanto, qguando avaliada a expresséo génica relativa da 116 (2,38 £
0,60), o probiético ndo foi capaz de diferir significativamente tanto com o grupo CTL (0,68 *
0,19) quanto com o grupo MUC (3,44 £ 0,9) (p>0,05) (Figura 7 D). por outro lado, o tratamento
com o paraprobidtico foi capaz de prevenir o aumento de: 1112p40 (0,48 + 0,24), ll1b (1,38 +
0,75) e Tnf (1,0 £ 0,96) com valores estatisticamente semelhantes ao grupo CTL (p>0,05).
Foi possivel observar que os niveis da citocina anti-inflamatéria 1110 diminuiram nos
animais do grupo MUC (0,25 £ 0,17) e MRS (0,42 + 0,21), apds a administracdo do 5-FU, em
relacdo ao grupo CTL (1,58 + 0,40) (p<0,05) (Figura 7 E). Os tratamentos com probibético e
paraprobidtico foram capazes prevenir a diminuicdo da expresséao de 1110 (1,06 £ 0,72 e 1,08

+ 0,46 respectivamente) (Figura 7 E).
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Figura 8: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probidtico,
paraprobidtico e posbidtico nas expressdes génicas relativas dos genes 1112 (A), Il1b
(B), Tnf (C), 1I6 (D) e 1110 (E) no ileo dos animais, 72 horas apds a administracao de 5-
FU. (n=6). Letras diferentes indicam diferenca significativa por ANOVA, seguido pelo pds-teste
de Tukey (p<0,05).

4.7 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 probidtico, paraprobioético
e poshidtico ndo foram capazes de prevenir a diminuicdo da expressao génica
relativa dos genes codificadores das proteinas das junc¢des firmes

Foram mensuradas as expressfes génicas relativas dos genes codificadores das

proteinas das junc¢des firmes (Cldn1, Cldn2, Zonulina e F11r). Os resultados demonstram que
houve uma supressao génica importante destas proteinas nos grupos MUC e MRS: Cld1 (0,51
+ 0,24 e 0,46 £ 0,29) Cld2 (0,39 + 0,25 e 0,51 + 0,31), Zonulina (0,81 + 0,39 € 0,73 + 0,46) e
F11r (0,41 + 0,20 e 0,38 + 0,30), respectivamente, conforme esperado devido ao processo
inflamatorio gerado pelo farmaco, ao contrario dos valores exibidos no grupo CTL: Cld1 (2,41
+1,25), Cld2 (1,41 + 0,49), Zonulina (2,70 + 1,81) e F11r (1,28 + 0,42) (p<0,05) (Figura 8 A-
D). Os tratamentos com probiético, paraprobiético e posbiéticos (1,2 +0,24; 1,33 +0,15e 1,07
+ 0,36, respectivamente) foram capazes de prevenir a diminuicdo da expressao relativa de
Cld2 (Figura 8 B) a niveis semelhantes ao do grupo CTL (1,41 + 0,49) (p>0,05) (Figura 8 D).

Adicionalmente, o posbiético também foi capaz de prevenir a diminuicdo da expressao
génica de Zonulina (1,85 + 0,96) com resultados semelhantes aos do grupo CTL (2,70 +1,81)
(p>0,05) (Figura 8 C). Embora estes sejam resultados relevantes, nenhum dos tratamentos
avaliados foi capaz de influenciar a expressao génica relativa de Cld1 (0,48 + 0,30 probidtico;
0,75 0,22 paraprobiotico; 0,96 + 0,44 posbidtico) e F11r (0,45 + 0,24 probidtico; 0,26 + 0,35
paraprobiético e 0,42 + 0,30 posbidtico) (Figuras 8 A e D).
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Figura 9: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probiético,
paraprobidtico e posbiético na andlise da expressédo génica relativa dos genes
codificadores das proteinas das juncdes firmes. Cld1 (A); Cld2 (B); Zonulina (C) e F11r
(D). Letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre os grupos experimentais por
ANOVA seguido pelo p6s-teste de Tukey (p<0,05) (n=6).

4.8 Administracao oral de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 paraprobiético
e posbidtico amenizou os parametros morfométricos da mucosite intestinal
O grupo controle (CTL) apresentou escore histolégico do ileo variando entre 0 e 1 (0,33

+ 0,51), indicando achados morfolégicos normais, com um discreto infiltrado inflamatério em
alguns animais (Figura 9). Os animais do grupo MUC (2,66 + 0,51), que receberam apenas o
5-FU e o grupo que recebeu apenas com MRS (2,33 £0,51) (controles positivos) apresentaram
graves lesbes no ileo, com alteracdo da arquitetura da mucosa intestinal, apresentando
escores histolégicos variando entre 2 e 3, como esperado, devido a inflamagéo gerada pelo
guimioterapico. Os tratamentos com probidtico (1,33 + 0,51), paraprobidtico (1,51 + 054) e

posbidtico (1,51 + 0,54) apresentaram escore histolégico variando de 1 e 2, mas, mesmo
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assim ndo sendo capazes de apresentar diferengas significativas tanto com o grupo CTL (0,33
+ 0,51) quanto do grupo MUC (2,66 + 0,51) (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 10: Efeito da administragdo por gavagem de CIDCA 133, probiético,
paraprobidtico e poshiotico no escore histologico de animais com mucosite intestinal
induzida por 5-FU. Animais que receberam 5-FU (300 mg/kg) (MUC, MRS, probidtico,
paraprobiético e posbiotico) ou salina 0,9% (CTL) por via intraperitoneal (n=6). Letras
diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de
multiplas comparacdes de Dunns (p< 0,05) (n=6).

No que se refere a altura das vilosidades, os grupos tratados com paraprobiotico (423,7
+ 64,7 um) e com o posbioticos (396,4 + 62,5 um) foram capazes de prevenir o dano profundo
da arquitetura intestinal diferindo-se significativamente do grupo MUC (270,0 = 54,0 mm)
(p<0,05) (Figura 10 B). No entanto, apenas o grupo tratado com o posbidtico (1,508 + 0,33
um) foi capaz de aumentar a relacdo da altura das vilosidades/profundidade das criptas
guando comparado ao grupo MUC (1,063 + 0,180 um) (p<0,05) (Figura 10 D). Quando
avaliada a profundidade das criptas, todos os grupos apresentaram resultados semelhantes
(p>0,05) CTL (207,00 + 65,08 um), MUC (321,00 + 69,10 um), MRS (345,00 + 68,64 um),
probidtico (314,00 + 26,04 um), paraprobidtico (288,00 + 53,51) e posbidtico (303,00 + 68,13
pum) (Figura 10 C).
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Figura 10: Analises histolégica e morfométrica do ileo dos animais com mucosite
intestinal induzida por 5-FU e tratados probiético, paraprobiético e posbiotico. Achados
histologicos (A) laminas coradas com hematoxilina-eosina (HE) aumento de 20x, comprimento
das vilosidades (B), profundidade das criptas (C) razédo comprimento das vilosidades e
profundidades das criptas (D). Letras diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de multiplas comparagées de Dunns (p< 0,05) (n=6).

A administracdo de 5-FU reduziu a expressao génica relativa de Muc2 (0,42 + 0,09),
gene codificante da glicoproteina relacionada a secre¢cdo de mucina 2, um dos principais
componentes do muco intestinal, produzidos pelas células caliciformes. Os grupos tratados
com probidtico (0,77 £ 0,20), paraprobiotico (0,64 + 0,15) e posbiotico (0,69 + 0,28) ndo foram
capazes de diferir significativamente tanto do grupo MUC (0,42 £ 0,09) quanto do grupo CTL

(1,29 £0,17) (p>0,05) (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da administracdo por gavagem de CIDCA 133, probiético,
paraprobidtico e posbidtico na expressdo génica relativa de Muc?2. Letras diferentes
indicam diferenca significativa pelos testes de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de
multiplas comparacdes de Dunns (p< 0,05) (n=6).
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5. DISCUSSAO

As terapias existentes para a mucosite intestinal sdo limitadas ao manejo clinico dos
sintomas, nao existindo medidas eficazes para seu controle e prevencgao (Van Sebille et al.,
2015; Ribeiro et al., 2016; Yeung et al., 2020). Desse modo, a necessidade de alternativas
terapéuticas para prevenir, amenizar ou até mesmo tratar os sintomas dos efeitos colaterais
gerados por quimioterapicos, fica evidente, melhorando assim, a qualidade de vida dos
pacientes oncologicos.

Este trabalho baseou-se nos relatos da literatura que demonstram que a administracéo
dos bidticos (probidticos, paraprobiéticos e posbioticos), tanto em estratégias de tratamento
como de prevencdo poderiam ser uma alternativa terapéutica a mucosite intestinal. Estudos
prévios, in vitro (Kociubinski et al., 1996, 1999; Hugo et al., 2010; Rolny et al., 2016a),
mostraram o0 potencial probiético de CIDCA 133 o qual foi corroborado, in vivo, via
administracéo do leite fermentado por esta linhagem em modelo murino de mucosite intestinal
induzida por 5-FU (De Jesus et al., 2019).

Contudo, sabe-se que nem todos os beneficios clinicos estdo diretamente
relacionados a viabilidade das bactérias. Desta forma, o sobrenadante dos probiéticos, como
também a inativacao dos mesmos, seja por calor (Matsuzaki and Chin, 2000; Kamilya et al.,
2015), por radiacéo (Kamiya, 2006), ou por sonicacao (Shin et al., 2010) tem demonstrado ser
capazes de realizar funces benéficas semelhantes, ou até superiores a da sua forma viavel.
Estas versdes apresentam menos frisco a saude, sobretudo em individuos
imunocomprometidos (Prisciandaro et al., 2011a; Taverniti and Guglielmetti, 2011; Aguilar-
Toala et al., 2018).

Deste modo, objetivou-se investigar, além da forma probidtica desta bactéria, as
formas paraprobiética e posbidtica em modelo murino de mucosite intestinal induzida por 5-
FU, enfatizando a inexisténcia na literatura, de estudos in vivo com esta abordagem,
utilizando-se a linhagem L. delbrueckii CIDCA 133.

Na fase ulcerativa da doencga, a diminuigéo do apetite, que influencia na perda de peso
corpéreo (Sonis, 2004a; De Jesus et al., 2019; Gan et al., 2020), torna-se relevante para
avaliacdo do estado geral dos pacientes. Nossos resultados mostraram que camundongos
Balb/c ap6s a indugdo da mucosite, apresentaram diminuigdes significativas do consumo
hidrico, alimentar e, consequentemente, perda de peso corpéreo e, 0s trés tratamentos
propostos no presente estudo nao diminuiram essa perda de peso dos animais, e ndo
promoveram a melhora do apetite. De maneira semelhante, De Jesus et al. (2019),
observaram perda de peso significativa em animais com mucosite intestinal, e o leite
fermentado por CIDCA 133 também nao foi capaz de maodificar a ingestdo de leite e alimento
nos animais. No entanto, o tratamento foi capaz de prevenir a perda de peso corporal, e de

acordo com os relatos do autores, esse efeito foi devido a capacidade probidtica dessa
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bactéria sobre comprimento do intestino, correlacionando-o a uma maior absorcdo de
nutrientes (De Jesus et al., 2019). Da mesma forma, corroborando com nossos achados,
Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 (10° UFC/ mL) enriquecida com selénio n&o
promoveu a diminuicdo da perda de peso, e nem a melhora no consumo hidrico e alimentar
dos animais com mucosite intestinal (Porto et al., 2019), diferentemente do observado no
trabalho de Justino et al. (2014), onde o probidtico Saccharomyces boulardii em doses
maiores (10'° UFC/Kg) foi capaz de reverter a perda de peso em animais com mucosite
intestinal induzida por 5-FU. Da mesma forma o sobrenadante de Escherichia coli Nissle 1917
Lactobacillus fermentum (Limosilactobacillus fermentum) BR11 também n&o influenciaram a
perda de peso e o consumo alimentar, nos animais com mucosite intestinal (Prisciandaro et
al., 2011b).

Diante do processo inflamatério desencadeado pela doenca, o recrutamento de
neutrofilos torna-se importante de forma a combater possiveis infeccoes, por meio da
liberacdo da enzima MPO (Kolaczkowska e Kubes, 2013), como também de eosindfilos, os
guais potencializam reag6es inflamatorias no local da inflamacao por meio de liberacao de um
arsenal de mediadores quimicos (citocinas), tais como, interleucina (1l12, 14, 15 e 1110
(Lampinen et al., 2004; Rothenberg e Hogan, 2006; Vieira et al., 2009; Woodruff et al., 2011).
Diante disto, as atividades enzimaticas destas duas enzimas (MPO e EPQ), utilizadas como
marcadores bioquimicos, permitem avaliar de forma indireta o recrutamento destes leucécitos.

No presente estudo, ambos os indicadores foram avaliados, e os resultados sugerem
gue apos a inducdo da mucosite houve um aumento importante no infiltrado de eosindfilos e
neutréfilos no ileo dos animais em relacdo ao grupo saudavel. No entanto, o aumento da
atividade enzimética, de ambos os marcadores bioquimicos, foi prevenido apds administracao
de CIDCA 133 probiético e esses achados sao consistentes com 0s obtidos por De Jesus et
al. (2019). Em contrapartida, CIDCA 133 paraprobiotico e posbidtico somente foram capazes
de prevenir o recrutamento dos neutrofilos. Esses resultados sdo consistentes com outros
trabalhos, que de maneira semelhante, observaram efeitos benéficos de diferentes linhagens
de microrganismos como, S. boulardii (Justino et al., 2014), Bifidobacterium bifidum G9-1
(Kato et al., 2017) e o sobrenadante de E. coli Nissle 1917 (Prisciandaro et al., 2011a) e L.
fermentum (Smith et al., 2008) na diminui¢&o do infiltrado inflamatario.

Nossos resultados, comparados com os estudos relatados acima, sugerem que a acao
de CIDCA 133 na reducéo do infiltrado inflamatorio pode estar relacionada com a capacidade
deste probidtico em reduzir o recrutamento de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que
gera uma diminuicdo tanto do dano tecidual quanto da migracdo de neutroéfilos para o local
afetado, reduzindo assim a gravidade geral da mucosite (Sonis et al., 2004). Verificou-se que

7

essa mesma propriedade € mantida apdés a inativagdo da linhagem bem como no seu
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sobrenadante. No entanto, ndo foi possivel obter resultados semelhantes no que concerne ao
recrutamento de eosindfilos.

Ainda que a presenca de eosinofilos esteja relacionada com a piora do prognéstico da
mucosite (Lampinen et al., 2004), alguns estudos indicam que os eosindfilos sdo componentes
proeminentes da mucosa gastrointestinal na homeostase, e mediante a estimulos
inflamatorios agudos, como a mucosite, eles podem ser capazes de interagir com bactérias
exdégenas, como 0s probiéticos ou seus componentes, de forma a contribuir com a resolucao
de uma inflamacé&o gastrointestinal local (Nussbaum et al., 2013; Rosenberg et al., 2016).

Diante disso, sugerimos que esse resultado ocorre devido mecanismo de acao
diferentes no controle da inflamacéo, na qual, CIDCA 133 probiético pode atuar na prevencéo
do aumento da expressdo da eotaxina na mucosa intestinal, o0 que consequentemente leva
uma diminui¢do no recrutamento de eosinéfilos melhorando o prognostico da doenga (Rankin
et al., 2000), sendo necessarios outros experimentos para confirmagao desta hipétese. Por
outro lado, seus componentes paraprobidtico e posbidtico interagem com os eosinéfilos, de
forma a aumentar seu recrutamento para resolver a inflamacao local, essa hipétese corrobora
com o estudo desenvolvido por Kvarnhammar et al,(2011), os autores mostraram, que
eosinofilos humanos podem ser ativados diretamente, através dos antagonistas NOD 1 e NOD
2 que sao receptores citoplasmaticos para fragmentos peptidoglicanos bacterianos
(Kvarnhammar et al., 2011).

Por outro lado, confirmando a hip6tese de mecanismo de acao diferentes entre células
viaveis, inativadas e seus componentes, Lopez et al. (2008), ao avaliaram a linhagem
probidtica Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) viva e inativada por ultravioleta (UV) na
diminuicdo da producéo de interleucina 8 (118) em células Caco-2. Observaram que LGG vivo
e inativado foram igualmente eficazes na modulacéo da resposta inflamatéria diminuindo 118,
por meio da inibicdo da translocacéo da proteina do fator nuclear de NF-Kb. No entanto, essa
modulacdo seguiu mecanismos diferentes, LGG inativado diminuiu a producao de 118 através
da inibicdo da expressédo génica do inibidor ubiquitinado-kB (Ub-IkB), ao contrario de LGG
vivo que também diminui I8 sem alterar os niveis de expresséo génica deste inibidor (Lopez
et al., 2008).

A exposicédo a farmacos antineoplasicos, como o 5-FU, causa danos diretos ao DNA
celular, o que gera lesao celular e morte epitelial e, consequentemente, aumenta ROS (Sonis,
2004b; Logan et al., 2007), sendo que o maior dano tecidual envolve a estimulagdo de
macréfagos, produzindo uma cascata de eventos inflamatorios como a ativacéo do fator de
transcricdo NF-kB , favorecendo a expressao génica de 1l11b (Dinarello, 2011), como também
das sinteses das citocinas pro-inflamatérias, Tnf, 116 e 1112. Citocinas responsaveis pelas
vérias fases da mucosite intestinal e sua regulacdo positiva causa lesfées na mucosa

provocando danos adicionais aos tecidos (Sonis, 2004b; Logan et al., 2007).
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Neste estudo, apds 72 horas da indugdo da mucosite observou-se aumento importante
na expressao génica relativa das citocinas pro-inflamatorias Il1b, 116, 1112 e Tnf. Nossos
achados sao consistentes com os estudos conduzidos por Chang et al. (2018) e Barroso et
al. (2021) que também demonstraram aumento importante destas citocinas na mucosite
intestinal induzida pelo uso de quimioterapico 5-FU. O aumento destas moléculas, na mucosa,
ocorre devido a promocao da apoptose (Sonis, 2004b; Logan et al., 2008). Assim, este
estimulo precoce leva a atrofia do epitélio, fazendo com que os pacientes desenvolvam o0s
sintomas caracteristicos da mucosite intestinal (Sonis, 2004b; Soares et al., 2008; Yeung et
al., 2015). Os trés tratamentos avaliados (probiético, paraprobiotico e postbidtico) foram
capazes de prevenir o aumento tanto de 1112 como de Tnf, 0 que torna estes tratamentos
condizentes com a atividade anti-inflamatodria descrita deste probiético. A citocina Tnf, em
altas concentrac6es, pode gerar danos no epitélio e, consequentemente, prejudicar a funcao
da barreira epitelial ao alterar a estrutura e a funcao das proteinas da juncdes firmes
aumentando, assim, a permeabilidade intestinal, possibilitando a passagem de bactérias
patogénicas do limen intestinal ao organismo hospedeiro (Schmitz et al., 1999; Turner, 2006).
Bem como, a citocina 1112 é um fator patogénico critico na inflamacéo intestinal (Eftychi et al.,
2019).

Em contrapartida, apenas CIDCA 133 inativada por calor conseguiu impedir 0 aumento
de ll1b, com niveis semelhantes aos dos animais ndo inflamados. A importancia desse achado
se deve ao papel significativo de ll1b na funcdo da barreira intestinal, através do aumento da
permeabilidade, regulando negativamente a expressdo génica das proteinas das juncbes
firmes (Al-Sadi e Ma, 2007; Kanarek et al., 2014)

Assim, os importantes achados neste trabalho, no que refere a diminuicdo da
expressao génica de Tnf e 1112, nos trés tratamentos, somado a diminuicdo da expresséo da
citocina pro-inflamatoria 1l1b por parte do paraprobidtico sustentam o beneficio, além da
seguranca que 0s paraprobidticos e posbidtico oferecem ao hospedeiro. Estes achados
apoiam o relatado por De Marco et al. (2018) no seu estudo in vitro utilizando células epiteliais
do intestino humano e macréfagos estimulados com LPS para avaliar o potencial anti-
inflamatério dos metabolitos de determinadas cepas probidticas. No referido trabalho mostrou-
se que os metabdlitos de e Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei) foram capazes de
regular negativamente a secre¢do de Tnf e impedir a ativagdo de Il1b induzida por LPS (De
Marco et al, 2018). Do mesmo modo que o0s probidticos Lacticaseibacillus casei
(Lactobacillus casei variedade rhamnosus), associada com Bifidobacterium bifidum e S.
boulardii foram capazes de reduzir a expresséao génica relativa de ll1b e Tnf em camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU (Yeung et al., 2015; Porto et al., 2019).

Outra citocina de destaque no processo inflamatorio € a 1110, que apresenta agéo

imunorreguladora sendo responsavel por manter a homeostase do intestino, bem como,
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contribuir para a diminuicdo da intensidade da resposta inflamatdéria, ao regular negativamente
a producédo de citocinas pro-inflamatérias no local do dano tecidual (Rubtsov et al., 2008).
Estudos mostram que 1110 também é capaz de atenuar a expressdo génica de Tnf (Clarke et
al., 1998). Dada a importancia desta citocina no processo inflamatdério, nosso estudo revelou
gue os tratamentos com probidtico e paraprobiotico, foram capazes de aumentar a expresséo
génica relativa de 1110.

O epitélio intestinal atua como uma barreira seletiva entre o ambiente externo e o
interno e as proteinas das juncdes firmes atuam como guardides desta barreira epitelial, uma
vez que impedem a passagem de substancias nociva. Dentre essas proteinas destacam-se a
Zonulina, Claudina, Ocludina e F11r (Song et al., 2013; Otani et al., 2019). A expressao das
proteinas das jungbes firmes (cldnl, cldn2, zonulina e F11r) estudadas neste trabalho
mostraram significativa diminuicdo nos animais que receberam 5-FU e esses achados
corroboram com o estudo conduzido por Barroso et al. (2021) que também observaram
diminuicao significativa na expressao génica relativa das mesmas proteinas, revelando assim,
a importancia das mesmas na manutencéo de barreira epitelial. O 5-FU pode aumentar a
permeabilidade da barreira epitelial por meio da regulacdo negativa das proteinas das juncdes
firmes. Assim, o aumento da expressao génica de Cldn2 observada nos trés tratamentos
propostos, somado ao aumento da expressao génica de zonulina pela acdo dos postboticos,
sdo achados promissores para uma possivel reducdo da permeabilidade intestinal gerada
pela mucosite. Embora estes achados se apresentem como satisfatorios, talvez a dose
administrada nesse experimento (10° UFC/mL) n&o tenha sido suficiente para evitar o
aumento desse parametro, sendo necessarios mais estudos envolvendo a permeabilidade
intestinal para explorar os resultados encontrados.

Como consequéncia das alteracdes inflamatdrias induzidas pelo quimioterapico, na
fase de ulceracdo, também ocorrem alteracdes morfoldgicas, extensamente documentadas,
na arquitetura do epitélio (Sonis, 2004b; Carvalho et al., 2017a; De Jesus et al., 2019; Porto
et al., 2019). Os resultados das analises morfométricas realizadas no ileo dos animais
reforcam os resultados encontrados pelos métodos qualitativos. O grupo que recebeu 5-FU
(i.p.) gavados com solugéo salina, como também o grupo controle que recebeu meio MRS
(ambos controles positivos), apresentaram perda grave da arquitetura da mucosa ileal,
evidenciando, assim a inflamacéo intestinal dos animais. Desse modo, a suplementacdo do
probidtico, paraprobiético e posbidtico conseguiu reduzir parcialmente o escore histologico,
demonstrando potencial na preservacdo da arquitetura epitelial. Aléem destes beneficios o
paraprobibtico e posbiético mostraram-se capazes de prevenir a redugdo do tamanho das
vilosidades de forma mais eficaz do que o probiético. Esses achados corroboram com o
estudo conduzido por Prisciandaro et al., (2011b), que demonstraram que o sobrenadante de

E. coli Nissle 1917 e L. fermentum BR11 foram capazes de reduzir o escore histologico da
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mucosite e melhorar a morfologia intestinal (Prisciandaro et al., 2011b), destacando, mais uma
vez, o efeito benéfico sobre a inflamacdo ndo s6 do probiético como também dos para e
postbidticos.

Outro efeito observado na mucosite intestinal é reducdo da expressao génica de Muc
2, responséavel pela producdo de mucina 2. As mucinas sdo secretadas pelas células
caliciformes que criam uma camada de muco que protege o epitélio contra a penetracédo de
bactérias. A mucina 2 € considerada o principal componente do muco intestinal, assim quanto
maior numero dessas células, maior a protecéo epitelial (Oh et al., 2017b; Li et al., 2018). No
presente estudo, a suplementacdo com o probiotico, paraprobiético e o posbidtico de
CIDCA133, néo diferiu significativamente do grupo saudavel e do grupo doente quanto a este
parametro, visto que, seus niveis expressos ndo foram suficientes para gerar uma resposta
significativamente distinta entre 0os grupos experimentais. Em outros estudos, como Barroso
et al. (2021), foi observada que apds administracdo do 5-FU, uma reducdo acentuada da
producdo de mucina, e a linhagem recombinante de CIDCA 133 (pExu:hsp65) foi capaz de
aumentar a expressao génica relativa de Muc 2. Do mesmo modo, extrato de folha de amora
fermentado pelo probiotico Lactobacillus acidophilus A4 regulou positivamente a expresséo
génica de muc2 a valores semelhantes ao grupo saudavel em ratos com mucosite intestinal
induzida por 5-FU (Oh et al., 2017b).

De acordo com dados literarios, além dos danos estruturais ao epitélio, o tratamento
com o quimioterapico tem efeito negativo ha composicao da microbiota intestinal, que esta
diretamente relacionado com o desenvolvimento e a gravidade da mucosite, devido a
capacidade de certos microrganismos em liberara metabdlitos téxicos ativos presentes no
guimioterapico exacerbando a lesao tecidual (Stringer et al., 2009). Apesar disso, a presenca
de bactérias comensais residentes podem oferecer protecdo ao individuo contra o
desenvolvimento da inflamacéo, através da atuacao sobre: i) influenciado no processo
inflamatérios e modulando o estresse oxidativo, ii) influenciando na permeabilidade intestinal,
(iii) influenciando na camada de muco, na resisténcia a estimulos nocivos e no reparo tecidual
(van Vliet et al., 2010). A capacidade dos probiéticos e seus componentes secretados em
modular a microbiota intestinal vém ganhando destague como um promissor tratamento para
a mucosite intestinal.

Segundo Stringer et al., (2009) a diarreia induzida pelo quimioterapico irinotecano pode
estar associada a presenca de algumas bactérias, em especial E-coli produtora de -
glucuronidase que desempenha um papel essencial a toxicidade intestinal do farmaco
(Stringer et al., 2009). Por outro lado, as linhagens probi6ticas Bifidobacterium bifidum G9-1
(BBG9-1) e Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei variedade rhamnosus) foram
capazes de modular a microbiota intestinal em animais com mucosite intestinal induzida por

5-FU (diminuindo o filo firmicutes e aumentando bacteroidetes) (Kato et al., 2017; Chang et
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al., 2018b). Baseados nesses achados e outros da literatura, os probiéticos mostram
capacidade de modular a microbiota desequilibrada, aumentando a populacdo de bactérias
benéficas, regulando a funcdo de barreira do epitélio intestinal, exercer efeitos
imunomodulatorios e anti-inflamatérios através da inibicdo de producdo de citocinas por
regulacéo negativa da via NF-kB (van Vliet et al., 2010; Azad et al., 2018).

Desse modo, baseados em dados da literatura, sugerimos que os efeitos
imunomoduladores e anti-inflamatoérios de CIDCA 133 viavel, inativada e seu sobrenadante,
observados neste estudo, pode ser devido a interacdo de componente secretados com as
células epiteliais intestinais, modulando o sistema imunolégico através da regulacéo negativa
da via de transcricdo NK-kB inibindo a expressao génica de diversos genes responsaveis pelo
inicio da lesdo da mucosa, tais como, citocinas pro-inflamatérias (Tnf, 1112 e 1l1b) e
aumentando a anti-inflamatéria 1110, e modulando a microbiota intestinal (Sonis, 2004b), é de
conhecimento cientifico que as bactérias viaveis e seus componentes sdo capazes de regular
a producao de citocinas pro-inflamatorias através da modulacdo da microbiota (Kim et al.,
2007; van Vliet et al., 2010; Azad et al., 2018).

Mediante as informacBes apresentadas, observamos que o0s trés tratamentos
propostos neste estudo foram capazes de melhorar alguns parametros da mucosite intestinal
induzida pelo 5-FU. Acredita-se que os resultados diferentes dos tratamentos encontrados,
pode ser explicado pelo fato da existéncia de diferen¢cas no mecanismo de acdo e na via de
sinalizacdo quando diferentes resultados sédo produzidos por células viaveis e inativadas e,
do mesmo modo, quando ambas as células (viaveis e mortas) apresentam o mesmo resultado,
podendo ser devido a existéncia de mecanismos de acdo subjacentes diferentes (Lopez et
al., 2008; Taverniti and Guglielmetti, 2011), em alternativa, o tratamento térmico também pode
ser eficaz para aumentar a atividade imunomoduladora de CIDCA 133, conforme ja relatado
em estudos envolvendo paraprobioticos (FUJIKI et al., 2012).

A adesdo as células da mucosa intestinal € o primeiro mecanismo que as bactérias
probidticas utilizam para modular o sistema imunol6gico, o epitélio intestinal é conhecido por
ter diversas adequacfes protetoras especializadas, como as jungdes firmes, que dificulta o
contato direto de bactérias as células epiteliais (Nagler-Anderson, 2001), Desse modo,
sugerimos que CIDCA 133 inativada, e suas proteinas secretadas tem mais facilidade em
passar por essa camada protetora de muco estimulando as células epiteliais mais
diretamente, com isso h4 uma reducdo do processo inflamatério e estresse oxidativo,
ocasionando uma reducdo da permeabilidade intestinal através da regulagéo das proteinas
das juncdes firmes, desse modo, prevenindo o dano tecidual, exercendo os efeitos protetores
mais eficientes no encurtamento das vilosidades conforme relatados neste estudo. Contudo,

€ necessario a conducao de novos estudos avaliando a alteracdo da microbiota com intuito
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de confirma a capacidade de modulacio de CIDCA, e compreender os mecanismos de agoes
dos paraprobidticos e posbiético na mucosite intestinal.
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6. CONCLUSAO

A administracao de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 probiético, paraprobiotico e
posbidtico sdo capazes de preservar parcialmente os danos causados a mucosa intestinal em
decorréncia do uso do quimioterapico 5-FU. Ainda assim, o paraprobiético exerceu um efeito
protetor melhor na mucosite intestinal, 0 que apresenta diversas vantagens em relacédo aos
microrganismos vivos, principalmente no quesito segurancga, posicionando-se como uma
estratégia terapéutica promissora para a protecdo do epitélio e a homeostase intestinal,

podendo atender diversos tipos de pacientes, principalmente os imunocomprometidos.
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7. PERSPECTIVA

Sugere-se a conduc¢éo de novos estudos, tais como:

— Estudo da secrec¢éo de metabdlitos e proteinas de superficies do paraprobiotico, para
elucidar a presenca de compostos que possam estar relacionados com alguns dos
efeitos observados no presente trabalho.

— Coloracao PAS para quantificar muco e células caliciformes.

— Microbiota dependente de cultivo para quantificar Bactérias do acido lacticos (BAL) e

enterobactérias.
— Expressao génica relativa das quimiocinas CXCL1 e Eoxatina.

— lgAintestinal.
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9.3.1 Capitulos de livro
9.3.1.1 Publicado como primeira autora

Batista VL, da Silva TF, de Jesus LCL, Tapia-Costa AP, Drumond MM, Azevedo V,
Mancha-Agresti P. Lactic Acid Bacteria as Delivery Vehicle for Therapeutics Applications.
Methods Mol Biol. 2021; 2183:447-459. doi: 10.1007/978-1-0716-0795-4_24. PMID:
32959259.

Descricao: Capitulo desenvolvido em conjunto com os membros do laboratério de
genética celular e molecular (LGCM), como primeira autoria, participei de toda a estrutura,
escrita e corre¢bes do capitulo com o auxilio dos outros autores, a escrita deste capitulo
possibilitou um maior entendimento das aplicacbes das bactérias do acido lactico como
veiculo de entrega, que faz parte de uma das linhas de pesquisa do laboratdrio.

= Chapter 24

Lactic Acid Bacteria as Delivery Vehicle for Therapeutics
Applications

Viviane Lima Batista, Tales Fernando da Silva, Luis Claudio Lima
de Jesus, Ana Paula Tapia-Costa, Mariana Martins Drumond,
Vasco Azevedo, and Pamela Mancha-Agresti

Abstract

Lactic acid bacrena comprise a large group of Gram- positive organisms capable of converting sugar into
lactic acid. They have been studicd due to their therapeutic potential on the mucosal surface. Among the
species, Lactococens lacesis is consadered the madel bacterium and it has been explored as an importam
vehicle for providing therapeutic molecules and antigens in the mucosa. They can be genctically engincered
to produce a varicry of molecules as well as deliver beterologous DNA and protein. DNA vaccines consist of
the administration of a bacrenal plasmid under the conrol of a cukaryotc promoter encoding the antigen
of interest. The resulting proteins are capable of simulatng the immune system, becoming a promising
technigue for immunization against a varicty of tumon and infection discases and having several advantages
compared to conventional nuckeic acid delivery methods (such as bioballistic delivery, dectroporation, and
intramuscular administration)

Key words lLactic acid bacteria, DNA vacance, DNA dehlivery, Mucosal administration, Tactococons
lactis

1 Introduction

Lacuc acid bacteria (LLAB) comprises a large group of gram-positive
and nonsporulating microorganisms with fermentative propertecs,
having the capacity to convert sugar into lactic acid. The majority of
LAB have a “Generally Recognized as Safe™ ( GRAS ) status accord-
ing to the United Stares Food and Drug Administation ( US FDA),
mecting the criteria to be considered safe for human
consumption [ 1 ].

LAB has been imensively studied duce to their potential thera-
pecutic cffects on mucosal surfaces and can also be genctically engi-
ncered to efficentdy produce a large varicty of molecules cither for
the dcelivery of DNA or heterologous protcins [ 2-5]. In this con-
text, among the various speces of LAB, Tacrococcus lactis is

Biaine A Pfeiiar and Andrew Hill (ads ). Vaccine Dalivery Technology- Methods and Protocals. Mathods in Molacutar Biology.
vol. 2183, htps/idoi.org/ 10.1007/978-1-07 16-0795-4_24_ © Springer Sciance > Business Madia_ 1L1.C. part of Springer Nature 2021
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9.3.1.2 Publicado como co-autora

(PDF) The Gastrointestinal Disease to the Microbiota Treatment: From the Present to
the future (researchgate.net).

Descricao: Capitulo desenvolvido em conjunto com os membros do laboratério de
genética celular e molecular (LGCM), como co-autora, participei da escrita e corre¢cdes do
capitulo em conjunto com os demais autores, este capitulo esta relacionado com o tema desta
dissertacdo, trabalhando as doencas do trato gastrointestinal, microbiota e os principais
tratamentos.

Chapter 2

The Gastrointestinal Disease to the
Microbiota Treatment: From the Present
to the Future

Fernanda Alvarenga Lima®, Luis Clandie Lima de Jesus®, Fiviane Lima Batista®, Laisa Macedo Iavares', Rafael As-

sis’, Mariana Martins Dyumond™?, Vasce Azevedo’, Pamela Mancha-Agresti®

!Laboratorio de Genética Celular e Molecular (LGCM), Institute de Ciéncias Biologicas, Departamento de Biologia
Geral, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizente, Minas Gerais, Brazil.

“Centro Federal de Educagdo Tecnologica de Minas Gerais (CEFETMG), Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Belo
Horizonte, Minas (Gerais, Brazil.

‘Correspondence to: Pamela Mancha-Agresti, Laboratérie de Genética Celular e Molecular (LGCM), Instituto de
Ciéncias Biologicas, Departamento de Biclogia Geral, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Hori-
zonte, Minas Gerais, Brazil.

Email: p.mancha.agresiii@gmail com

1. Introduction

Chronic diseases, especially the inflammatory ones, share several characteristics to each
other In this chapter we will first discuss the main charactenistics of mmflammatory bowel
diseases. afterwards the Metabolic Syndrome and associated diseases and. finally, intestinal
mucositis that although 1s not a disease itlself. produces an inflammatory process with serious
problems related to the discontinuation of cancer treatment. Second, we will discuss the effects
of probiotics on the control, prevention or attenuation of the symptoms of these diseases
and, finally, we will discuss about the changes that these diseases cause in the microbiota,
emphasizing the methods and results of the researches involving the microbiota and the next
steps of scientific research to elucidate the mechanisms involved in the control of inflammatory
processes through its manipulation.
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MICROBIOTA INTESTINAL E OS50

Tales Femando da Silva’', Viviane Lima Batista’, Mina Dias Coelho-Rocha', Mariana
Martins Drumond ™3, Pamela Mancha-Agresti’ e Vasco Azevedo'?,

1. Programa de pds-graduacdo em Genética, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
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2. Departamento de Genética, Ecologia e Evolucdo, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.

3. Centro Federal de Educacdo Tecnoldgica de Minas Gerais — CEFET-MG

1. INTRODUCAO

A influéncia da microbiota intestinal no tecido dsseo tem sido estudada em uma
variedade de modelos experimentais, como animais desprovidos de microbiota
(Germ-free), em animais nos quais foram administrados antibidticos ou probidticos
para alterar a microbiota e em humanos. Embora os resultados na experimentacao
animal sejam conflitantes, atualmente a microbiota intestinal € considerada o principal
regulador da densidade mineral Ossea, especialmente devido a sua importante
participagdo no sistema imune (1).

A interacd&o entre a microbiota intestinal e o sistema imunologico desempenha
papel de fundamental importdncia na maturacdo do mesmo. especificamente durante
os periodos iniciais pds-natal além de ter papel essencial na resposta a antigenos
proprics bem como na modulacdo do sistema imunoldgico durante toda vida do
hospedeiro. Outro importante fato a ser destacado € que a desregulac o da microbiota
pode levar ao desenvolvimento de diferentes doencas imunologicas, tais como: §)
alergias, i) autoimunidade e §¥) doencas inflamatdrias. Pesquisas recentes tém
revelado que a auséncia total da microbiota intestinal influencia negativamente a
formacdo e o funcionamento de drgdos linfoides como baco e linfonodos
mesentéricos, levando a uma menor producdo de células TCD4* e de imunoglobulina
A(lgAa) (2)-

Desta forma, sugere-se que tanto a composicao da microbiota intestinal quanto
a sua manipulacdo pode alterar a saude ossea por meio da alteracao/distarbio na
absorcao de calcio, por exemplo, ou tamb&m na producao de serotonina pelo intestino
(Figura 1).
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Probiotics, Prebiotics, Synbiotics,
and Paraprobiotics as a Therapeutic
Alternative for Intestinal Mucositis

Viviane Lima Batista®™, Tales Fernando da Silva®™, Luis Claudio Lima de Jesus1,

Nina Dias Coelho-Rocha’, Fermanda Alvarenga Lima Bamoso?, Laisa Macedo Tavares',
Vasco Arevedo’, Pamela Mancha-Agresti'=* and Mariana Martins Drumond?.5%

' Labovardvio de Gandtica Celar @ Molecwlar (LECM), Departamento de Biologia Gaal, instifuio de Cisncias Biokogicas,
Universidade Fedaral de Minas Gomis (UFMG). Balo Horzonte. Brazil ¥ Facuidsde de Minas, FAMINAS-BH, Bofo Horizonts,
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Intestinal mucositis, a oytotoxic side effect of the antineoplastic drug 5-flucrouracil (5-
FU, is characterized by ulceration, inflammation. diarrhea, and intense abdominal pain,
making it an important issue for clinical medicine. Given the seriousness of the problem,
therapeutic alternatives have been sought as a means to ameliorate, prevent, and treat
this condition. Among the alternatives available to address this side effect of treabtment
with 5-FU, the most promising has been the use of probiotics, prebiotics, synbiotics,
and paraprobictics. This review addresses the administration of these “biotics™ as a
therapeutic alternative for intestinal mucositis caused by 5-FU. It describes the effects
and benefits related to their use as well as their potential for patient care.

Keywords: lactic acid bacteria, chemotherapy, intestinal inflammation, trestment, mucosite

INTRODUCTION

Cancer is a disease characterized by uncontrolled proliferation of cells with cellular differentiation
properties, having the capacity to invade tissues and organs and spread to other regions of the body.
causing metastases (World Health Organization [WHO]. 2018). This disease is the second leading
cause of death globally. according to the World Health Organization. accounting for an estimated
9.6 million deaths in 2018; lung (1.76 million deaths), colorectal (862,000 deaths), stomach (783.000
deaths), liver (782,000 deaths), and breast cancer (627,000 deaths) are the most common types and
have the highest mortality rates {World Health Organization [WHO], 2018).

Despite the high incidence and mortality rates. when identified early. cancer is a potentially
curable and treatable disease. Treatment may be done through surgery, chemotherapy.
radiotherapy. or bone marrow transplantation. depending on the type of cancer. degree of tumor
aggressiveness, as well as the patient’s physical and immunological status. It is often necessary
to combine more than one type of treatment to achieve satisfactory results (World Health
Organization [WHO]., 2018).
ineoplastic chemotherapy consists of the use of drugs that destroy cancer cells, inhibit
their growth, and prevent their spread by tar ng DMNA or critical processes imvolved in cell
division (Guichard et al. 2017; Shields. 2017} The traditional chemotherapeutics are classified
according to their mechanisms of action. including antimetabolites, microtubule-targeting agents.
topoisomerases, and antibiotics (Shields, 2017). The therapeutic arsenal mostly used in the
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Vector Development Timeline for
Mucosal Vaccination and Treatment
of Disease Using Lactococcus lactis
and Design Approaches of Next
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Camila Prosperi de Castro'Z, Mariana M. Drumond ™=, Viviane L. Bafista’,
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I actococous iacfis has besn used historically in fermentation and food preservation
processaes as it is considered safe for human consumpiion (GRAS —Generaly
Recognized As Safe). Nowadays, in addition to its wide use in the food industry, L. actis
has been used as a bioreactor for the production of molecules of madical interast, as
weell as wvectors for DNA delivery. These applications are possible due to the development
of promising genetic tools over the past few decades. such as gene expression, protein
targeting systems, and vaccine plasmids. Thus, this review presents some of these
genetic tools and thair evolution, which allow us to envision new biotechnological and
therapeutic uses of L. lactis. Constitutive and inductive expression systems will be
discussad, many of wihich hawve been used successiully for heterologous production of
different proteins, tested on animal models. In addition, advances in the construction of
new plasmids to be used as potential DMNA vaccines, delivered by this microorganism,
will also be viewead. Finally., we will focus on the scene of gene expression systems
known as “food-grade systems” based on inducing compounds and safe sslection
markers, which sliminate the need for the use of compounds harmful o humans or
animal health and potential future prospects for their applications

Keywords: lactic acid bacteria, recombinant L lsctis, expression systems, DNA vaccine, foed grade wectors

Lactococcus lactis: THE MODEL LACTIC ACID BACTERIA

Lactic acid bacteria (LAB) constitute a diverse group of Gram-positive microorganisms.
including species of genera Lactobacillus, Lactococous, Streptococcus, Pediococous Lerconostoc, and
Oenococcus, which, among other shared characteristics, have the capacity to convert sugars into
lactic acid (Makarova and Koonin, 2007). Because they have long been used in fermentation and
food preservation processes, most of these bacteria are considered safe for human consumption,
possessing the GRAS (Generally Recognized As Safe) status (van de Guchte et al., 2006). Among
the representatives of this group, L. lacfis is the best characterized species and figures as the
model organism for its study. This, in turn, is due not only to its evident economic importance.
but also to the fact that this bacterium is a microorganism of easy manipulation and has its
genome sequenced. A great number of genetic tools have been developed. Thus, L. lactis has
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Novel Strategies for Efficient
Production and Delivery of Live
Biotherapeutics and
Biotechnological Uses of
Lactococcus lactis: The Lactic Acid
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Laiza M. Tavares!, Luis C. L. de Jesus1, Tales F. da Silva', Fernanda A. L. Barroso!,
Viviane L. Batista!, Nina D. Coelho-Rocha’, Vasco Azrevedo?, Mariana M. Drumond =+
and Pamela Mancha-Agrestit.s*

' | sbovatory of Cellulsr and Moleculsr Ganefics, Federal University of Minas Gerais, Balo Hovironte, Brazil, ® Deapartsmento
de Ciéncizs Bioldgicas, Centro Federal de Educscfo Tecnoldgica de Minas GomE, Balo Horionfte, Brazi, 7 FAMINAS - B,
Belo Horizonte, Brazil

Lactic acid bacteria (LAB) are traditionally used in fermentation and food preservation
processes and are recognized as safe for consumption. Recently, they have attracted
attention due to their health-promoting properties; many species are already widely
used as probiotics for treatment or prevention of various medical conditions, including
inflammatory bowel diseases, infections, and autoimmune disorders. Some LAB,
especially Lactococous factis, have been engineered as live vehicles for delivery of
DA vaccines and for production of therapeutic biomolecules. Here, we summarize
work on engineering of LAB, with emphasis on the model LAB, L. laciis. We review the
various expression systems for the production of heterologous proteins in Lactococcous
spp. and its use as a live delivery systemn of DNA vaccines and for expression of
bictherapeutics using the eukaryotic cell machinery. We have included examples of
molecules produced by these expression platforms and their application in clinical
disorders. We also present the CRISPR-Cas approach as a novel methodology for the
development and optimization of food-grade expression of useful substances, and detail
methods to improve DMNA delivery by LAB to the gastrointestinal tract. Finally, we discuss
perspectives for the development of medical applications of recombinant LABs involving
animal model studies and human clinical trials, and we touch on the main safety issues
that need to be taken into account so that bicengineered versions of these generally
recognized as safe organisms will be considered acceptable for medical use.

Keywords: Lactococcus lactiz, genetic engineering, bictherapeutic molecules, mucosal immunity, safe for
consumption
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Abstract: 5 Fluorouracil (5-FU) is an antineoplastic drug that causes, as a side effect, intestinal mu-
cositis, acute inflammation in the small bowel. The Heat Shock Protein (Hsp) are highly expressed in
inflammatory conditions, developing an important rele in immune modulation. Thus, they are poten-
tial candidates for the treatment of inflaimmatory diseases. In the mucositis mouse model, the present
study aimed to evahaate the beneficial effect of oral administration of milk fermented by Lacfobaallus
defbruedcii CIDMC A 133 (pExukspd5), a recombinant strain. This approach showed increased levels of
slgA in the intestinal fluid, reducing inflammatory infiltrate and intestinal permeability. Additionally;
the histological score was improved. Protection was associated with a reduction in the gene expression
of pro-inflammatory oytokines such as Tnf 1I6, 1112, and 11k, and an increase in 1110, Muc2, and
claudin 1 (Cldnl) and 2 (Cldn2) gene expression in ileum tssue. These findings are corroborated with
the increased number of goblet cells, the electronic microscopy images, and the reduction of intestinal
permeability. The administration of milk fermented by this recombinant probiotic strain was also able
to reverse the high levels of gene expression of Tlrs caused by the 5FU. Thus, the fCIDCA 133:Hsp6e5s
strain was revealed to be a promising preventive strategy for small bowel inflasmmation.

Keywords: recombinant probiotics; DMA delivery; intestinal mucositis; inflammation; techne tium-
“om; bacterial translocation; gene expression

1. Introduction

Radio- and chemotherapy and the combination of both are widely used for cancer
treatment.  5Fluorouracil I:'S—F'U:I is ome of the main Chn_'n'iot]'h_'rzl]_‘n_'uﬁc drugs used to
treat several types of cancer. This drug is responsible for several adverse effects, such as
mucositis, an inflaimmatory process that affects the entine digestive tract, causing abdominal
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EY 3
B

pitagoras

FACULDADE

Declaramos para os devidos fins, que §
ministrou a palestra intitulada “O Merca abe
Geneticista” no Ciclo de Palestras do Dia do B|ologo reallzado no

curso de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade Pitagoras de Belo
Horizonte, em 03 de setembro de 2019.

[ S

Prof. Geraldo Eustaquio Valente Padilha
Coordenador do curso de Ciéncias Bioldgicas
Faculdade Pitagoras — Belo Horizonte

pitagoras
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15022021 Curriculo Lattes
ﬁcwwhl.-lm
Viviane Lima Batista
Ermberagn pars aceisar esie OV btip: [ flathes oo brf FT95468800 2458455
Uives avtsalives dn cuishouin e 150007001
Resumo informado pelo autor
Possud graduacio em Ciéncas biokdgicas pela Faculdade Pitdgoras de Belo Hodeonte (2015-2018). Al & aluna de do Programa de Pds GraduagBo em

Gendtica da UFMG, stuando no Laboratdro de Gendtica Celular & Molerular [LGCM), com defesa prevista para margo de 2021, Podsul experidncia na drea de Baologia
Molecular, Gendbica de microrganismos, Imunologia & Biologia Celular, atuando nos seguintes temas: Biologia molecular e Biotecnologia, desemvolviments de vadnas
giiias, utilizacho bistecnokigica & beraplutica de Bactéras Lacices & estudo de Prabid oM e Posiaul experifnda como professona de nivel superion

& bécnico,

{Tetn informasde pebo sutsr)

MNome civil

Dados pessoais

Fillagia
Hacolmsnio

Cartsirs de
Identidade

CFF

Wiviane Lima Balisty

Jose Carics Babista = Blisne Lima Vieir Batish
30061555 - RibeirSio das neves/MG - Brasl

MG 1TSEEL18 s3p mg - WG - 30TU20

126.113.855-08

mwm

recidenalal

Engisrsgo
profieeional

Engisrsgo
sletrinioo

-:.nmmpnm - Filbeirio das Meves
33393250, MG - Brazd

E-mall para contaty ; viviane Jima bafisiaghomal .com

Formacdo académica/titulacio

208

2016 -20ME

Mesirado em Frograma de- Mﬂ%ma
Liniversidade Federal de bMinas Genis,

Thulo: Avall mmmmmmmelmwu:rmnmm
merinas de o Intestinal.

Cororientador: PAMELA MAMCHA AGREETI
Eolsista doja)- Coomlenacio de Aperfeipoamento de Pessoal de Mivel Superior
Graduaclo em 67305 - Dmﬁdbﬂm Eachameado - H.

Formacdo complementar

2018 -2018

2018 -2018

2018 -20M8

2018 -2ME

Em;hmmmummm BEPEI'III‘AIIJ:EDFUNAM {Carga horfiria BOh).
Federal de hinas Genls, UFMG, Beio

Curso oe curta duraclio em BIOTECNOLOGIA
¥rofon Eduracional de Beio Horzonte, KROTON, Seio Horzonte, Braesl

Curso de curia duraclio em QUALIDADE DE WIDW.
Krofon Eduradional de Beio Horizonte, KROTON, Seio Horzonte, Brarsl

MMWHHWKWEW
Kroton Edwacionsl o Horzonte, KROTON, Beio Horzonte, Brasl

mﬂmmmmE FESHOLOGAA HURAARA.

Krofon Eduracional de Beio Horizonte, KROTON, Seio Horzonte, Braesl

Exienzio universEiria em imemiational Miesfing - LA 208 - Bact- Inflam,
Federal de Minzs Gerals, UFMG, Belo Hordmone, Brasl

https: s cnpg. bricviattesweb/pkg_impev.trata 17
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2018 - 2018

2018 - 2018

2018 - 2018

2T - 2017

2T -20M7

208 - 2018

28 - 2018

2016 - 2016

2016 - 2016

2016 - 2016

2012 - 2012

90

Curriculo Lattes.

Curso de curts duracio em RAs ndo codfoantes. (Camga Fornas 4hi.
Universicaoe Federal de WMinas Gemis, UFWG, Beio Horzonte, Brasl

Gurso de curta curaplo em GENETICA FORENSE. {Garom horvte
Universidage Sederl oe hnas Gemils, UFWG, Seio Honzons,

Extensio universiana sm GENETICA.
Krofon Eduracionsl de Beio Horironte, KROTON, Beio Horzonte, Brasl

Curzo de curta auracio em OFICINA DE ALINHAMENTO PARA ENFRENTAMENTD DA FEBRE

EECRETARIA DE EETADC DE SAUDE DE MINAS GERAIE, EEE, Bras!l

mummndnmnsammmnmanemmmﬁﬁmm
hordria: 248

EEDREFW[EEETMDDEMEEMM EEE, Brasll

Extens o universiana em INGLES. (Carga horana: 50N
CENTRO ACADEMICD DE CIENCIAS EOCIAE, CACSH, Brast

Extens o universkara em CURED DE EXTENSAD: PERITOE E PERICIAS. (G horrin: 10m).
INETITUTD GALENG, T0, Erast

Extans o universiana sm BIDLOGLA MARINHA (Carga horarac 30N).
IR ambiental, IRV, Brasi|

Ewter=fo nmmw Carga Forana 35h)
BRASILERA [E A DIETANCIA, ABED, Brast|
Extenz o universiana om NOGOEE BASIGAS SOBRE ANIMAIE PECONHENTOS. (Gargs horarna: 2n).
FACULDADE FITAGORAE DE BELD HORZONTE. FAF, Bzl
APRENDIZ INDUSTFSAL DE PROCESS0S ADMINISTRATIVOE. - (CGanga hordri: 200h)

FACULDADE DE TECROLOGLA SENAl 0E BELD HORIZOMNTE, EENA, Brasll
Eclsista doia PIPE SISTEMAS DE TUBULAGOES

Atuacdo profissional

1. Univercidade Federal de Minac Gerals - UFEG

Winaulg
Instttunional

2020 - 2029

2018 - Atual
2018 - 2018

2T -20M7

2T - 2018

Vinoua: Colsborador , Enquatramenic fandonal: Estagio em docénda , Caa horwrix B, Regime: Parcl
Cudras 2
Experidincia adquirida como docente. Lecioned sob supenisio dos professonss Or. Vasoo
Azmyedo & Dra. Fameis Mancha Agrest sulzs de Gendlics pam o Curss e g sl
‘Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerals. (dscipiina Genédo = Evol &0h |
wmmm.wmu:m.mm:u.mmﬂmm
Vincuo: Bolsista , Enquadramenic uncionak: INIGAGAD CENTIFICA., Carnga horaa: 20, Regime:
E‘lﬂm

Custrs
Belsista g2 In nﬂnmmmummmm&ﬁommmmm
:ll:\u'p lactis CIDCA133 emmodeio de mucoshe intesinal iInduzido peio anfineopidsion -

Vinoua: VOLLINTARIC , Enquadramenss funcionat INICIAGAD CIENTIFICA , Carga horaria: 20, Regime:

Dustrs. 3

Inicaglo cienl VOILNENS OO GNESE £ GEnSIa molscuar £ 0e Micorgan sTo. Linhas de
Peasguiza: axpressio de probeines am sistemes heberfiogos, dessmabimenin de wacinas glnices,
utizm o boternoisgica = templuticn de Bacterias LACIRS & Probiosos.

Vinouor Bolksists | Enquadsmento funciona INICIAGAD CENTIFICA. | Carga moranta: 20, Regime:

Dedicacio svcusha

Oustrs :

bosists o | oenfica CHPY vinciads 30 pojets (LACKDCT LS. BOs MG 1353 coma welouio oe
Mycobackerium

enfrega de um piasmiden vadnalferapeution codficando a ndrinrrpa‘&
DETSpECIES DA O REmEs & ESCEmse MMteks £m modsios animals.

atreigadec

07/2048 - Atual Fresquisa = Dessnvoiviments, instiutn de Citncias Bioidgicas, Deparntaments de Siclogia Geral

Linhas de perguisa
Amwmmummmmmusmem
infestingl INDUTCD DD SROREn0ASD S-Rucuracl

082017 -072018 Fesquisa & Desenvoivimento, instiuin de Clindas Binldgicas, Departamenin de Siclopla Geral

Linhas g perus

Laciocoorys lachs MG 1383 como veiculo de entrega de um a
proiEing hEpOE o MyTnbacienum e m:mammmmm
modelos animals.

2. teomiaria da Ectado de Eadde - Govemno de Minas - SET%I0

Winaulo
Instttunional

2Me-2018

Vincuior: Bolsista , Enquadramento funcional: Estagianc nio cbrigattnio , Cama horara: 20, Regime:
Parcial

Cuiras informagiies:

Trabaihou com dosnas epldemickdgicas no estade de Mines Gerals, 0om 0 programa da Leishrmanioss:
‘iegumeniar, Leishmanlose viscerl Febne macuioss braslieira & ackdentes por animais pegonhenins,
‘erde Snfase com o confrole amblental, controle epideioidgico, acompan hamenio no SNAN, lberacio
ummmmmmem controle & prevenglo, analse da
mmummmmmoﬂmu&nxummm

2. FACULDADE PITAGORAZ DE BELD HORIZDNTE - FAP

ttps: fanaws.cnpg. bricvlatteswebipkg_impev.irata



91

15022021 Cumiculo Lattes
Vingulg
Instttucional
2018 - 2018 Vinouo Volunirio , Enguadmmenio fundonal: Montor | Carga hordria- 4, Regime: Parcial
‘Outras
MonRors 03 disciping CHnCiss mMOoRCUISnS & ceuar
4. Hocpial da Balsla - FBG
Wingulg
Instttucional
2013 -2016  Vinouo CLT, ENquadramantn Sunconal: RECEFCIONISTA., Canga homra: 0, Regime: Intsgral
Cudras
RecEplionista N3 unidade ge Do stendiento Upa ACizo de Menszes Caizady em
Riberdc oas neves, cujs as ungles SEETE o0 SUE Mo, SUkanco & monhorands
ransferincias e Infemagies de pacienies, aendmenio: cadasio no sisiera.
6. PO MED $ERVICDE LTDA! 3DLUMED 3ERVICOE LTDA - P2
Wingulg
Instttucional
2014 - 2016 Vinouo CLT | Enguadramento funcional: SECRETARIA , Carga hordriac 40, Segire: infegral
Cuiras
Earretana da coordenaclo medica na Unidade de pronio Alendimentn Lpa Acrizio de Menezes, cujo as
SR ASSESSORT Mdedica as
do fum & da equipe, folha de ponin dos planfonistas, siaborar resposia 4 documenins oficials e
a0 pabiico = [ o= =
8. PIFE 3I2TEMAL TUBULARES LTDA - FIFE
Winoulo
Instttucional
B2 - 2042 Vinouo Solsisty , EnguadaEnto funcional APRENDIZ EM FROCEES0S ADMINIETRATIVOE , Caga
horra: 20, Regime: Farial
‘Cuiras
APRENDIZ PROCESEDE ADMMNISTRATIVOE VINCULADD A BILEA DA FACULDADE SEMA
Linkac d& pecquiks
1. Awaiiaglio do 2%k protetor oe Laciobad us cebrueckl subsp. s CIDGATIS emmodeio de mucosie
Intestinal Induzico peio antineopiisicn S-Fuomouradl.
2 Lacinonoous lacts MG 353 coma veltuio de entrega de U plasmioed vacraltenaps uion Doarioando 2
[BriEINa NEpES O MyCOOSCIETLIM |SDTE [ATTACSVAS DA 0 TAtaEnD 43 asciamos mUspa BT
modeios ankmais.
Areas de atuacdo
1. Esoga Geral
2. GendSca de microrganismos
3. Einiogia Moleruiar
4. GentSca Moeruiar & de Miooomganismos
6. Viglsnca amblentsl
@. Epidemiciogia
Idiomas
Ingids Compresnce . Fala . Escreve Rxm Lo Bam
Ecpanhod Compreende Bern |, Fala Pouro , Escreve Powco , L Rasnanweimente:
Frangds Compresnde Rasnaveimenis | Fals Poucs , Escreve Pouco , L Powcs
Fortuguds Compreenc: Bem, Fal Bem , Esoewe Bem, L8 Bem
Prémios e titulos

20198 Honorabis mengon 2 nd plaos for he poster, UFMG - Assodatsd Insmatonsl Lsboriory mesting LA}
2019 Methor rsbalo nea da gendtica, 712 Reunlo Anual da SEFC

2018 Co muom RsievAnca Acadbmica X000 SELANA DE INCIAGAD CIENTIFICA, UMVERS IDADE
FEDERAL DE MINAS GERAIS

201% Grande prémic ponos) Fibsino machacs X0 SEMANA DE INICIAGAD CENTIFICA,
UNNVERSIDADE. DE MINAS GERAE

2018 m%mnﬂwpﬂmmt o "Gene Time .o | o
UNNERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAE

2018 MENGAD HONRDEA HA XXVI| SEMANA DE MICHGAS CIENTISICA FRPS, UNIVESEIDADE
FEDERAL DE MINAS GERAIS

2018 RELEVANCIA ACADEMICA K| EEMANA DE INICIAGAD CIENTIFICA, UNIVEREIDADE FEDERAL DE
MBIAS GERAS

20M7  Medhor plster IV simpdsio de microbioiogla, UNWVEREIDADE FEDERAL DE MINAS GERME

https:ifwaews cnpg bricvlatteswebipkg_impov trata
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Produgds kibilografioa

Artigos completos publicados em periddicos

EE2Amm0E0, FERNANDA ALVARENGA, LIMA; D= JESUE, Luls BLN.IJ}DLH\,EEWI‘RD,

CAMILA FROESERT, BATISTA. VIVIANE LIMA; FERREIRA, ENIC. FERNANDEE, RENATA SALGADC,
DEE.-\HRDE ANDRE LUIS BRAMCO; LECIERE, EGRPHIE YWETTE; ATEVEDD, VASCO;

REST], FAMELA; DRURONE, MARLANA MARTMS
ruuurm:lmuumupamrmas:.nmuum and the Disorganization of Se:
Infesiinal Muoosa in a Mouse Moded of Muoosis. Mooonganisms. | w8, p 0T -, 2.

EE | TAUARES, LAISA L; O JESUS, LLleII: L; DA SILAA, TALES F; BARROED, FE’I.NM\.\L.;
BATIETA, VIVIANE L; COELMO-ROCHA, MNA D.; AZEVEDO, VASCO; DRUMOND, MARIANA,
MANCHA-AGREET, PAMELA
mmmmmmmmﬁmwmwmw
Lactooomus lactis: Ackl Bacterium Model FROMTIERE IN ESOENGINEERING AND
ESOTECHMOLOGY. A .1 -, 2000

I eamaTa, VIVIAKE LIMA; DA SILUA, TALES FERMANDD; DE JEEUS, LUIS CLALIDID LIRS,
COELHC-ROCHA, Nina Dias .m.mmumm LAEA MACEDD;
ATEVEDO, VAECD! MANCHA-AGREST], FAMELA; DRLIMOND, MARLANA MARTI
Probiofics, Frebiotics, mmmuammhiﬂlulm:
Frontiers In Mcrsbioiogy, BED, v.14, 1 -, 2000,

mmmwm DRLIMOND, MARLANA M. BATISTA, VIVIANE L NUNES,
; MANCHA-AGSREET], PAMELA; AZEVEDD, VAECD

Veror Development Timedne for Mucosal Vaocimation and Treatment of Disease Uising Lacdomonus ks

and Design Approaches of Next Generafion Food Grade Flasmids. Frontiers. in I.luubldowm A,

P.1205 -, 208,

Capitulos de Ivros publicados

BATIETA, WVIANE LIMA; DA BI04, TALES FERMANDC; JEEUS Luls Claudio Lima de; TAPIA-COETA,
A P DRUMOND, MARLANA M AZEVEDC, V., MACHA- AGREETI
memummmmthvﬂmmmmnudtMMmmm
‘Vehide tor Therapewufics Applcations 248, 2020, w2183, p. 447459
mm&mummquﬂmmummmmmmnm
LNE\MMEWW FAFAEL ASEES | MARIANA. MARTING DRIUIOND | WABCO AZTEVEDD |
FALIELA MANCHA -AGRE

mmnmhmmwmnmmmmn:m
Oasimintesinal Dissase fo the Microbiots Treaiment: From the Present bo the Futune 2 ed LAS VEGAE:
Open Aooess eBooks, XHS, w2, p. 133

Trabalhos publicados em anals de eventos jresumo)

VIVIAME LIMA BATIZTA

ANMALE OF INFLAMMA IV — 2018 In: INFLAMMA IV — 3018, XHS, beto hortzonis

A FUNCTIONAL EVALUATION OF A RECOMBINANT LINEAGE OF Lactoocoous laotic MIGHZEY
DELIVERING THE VACCINE PLAEMID PEXL:hepds: FERSPECTIVES FOR COLITIE IN A MURINE
MODEL. | 2018

NIMA DA mmﬂ:mmm CAMILA PROEFERI DE CASTRO;
Luts CIaudio ILms de Jezus; WTVIANE LIEA BATI
AMMALE OF INFLAMMA W — 2048 &1 Inc Fifth hBIm Eymposium on Inflammatony Diseases, 2018,

beia orizonie.
EMCAFEULATED LACTOCOCCUE LACTIE A% AN ALTERMATIVE TO IMPROAVE DMA WACCINES
DELIVERY IH BASTROINTE3TINAL TRAGCT. , 2018. p.30-

BATIETA, ¥ L; DEJEEUS, LC. L COELHO-ROCHA, MO CARVALHD, A LIWA, F; SANTOS,
Epenter Siva | MARTING, Fiaviano dos Sanios ; FERREIRA, Enio; Renata Saigadc Femandes; DE
mmmmwmnmu FROEFERI, T Mancha Agrest, F; AZEVEDC,

chzl:hpn:lrnchlmmem recomibinants aciobaciius defbueck ) subsp lacs CIDCA 133
IPEXUHEPES) em modeio de mucosie intesinal nduzido peio anfineopiasion S-Auorourd I W
EMMPOEID DE MICROSIOLOGIA DA UFRG, 2MHB, beio Horfzonie.

REZUMO V 3MPOSI0 DE MICROEIOLOGIA DA UFMG. , 2012

mmu JESUE,Luis Ciaudho Lima o CARVAHD, Andrs; SANTOE, Epencer Siha |
MARTINE, Flaviano dos Sanios ; FERRERA, Enio; SALGADD, Renata ; [Em Aradire: Luls
m MEMLWHMU&WWHMM

FMM'E}HLKWLMWMUESKIGDMI!]HPBLETDMTHE
CHEMOTHERAPY- INTESTINAL MUCDEITES IN BALEYC MICE I TARGETING
MICROSIOTA, 2HE, PORTUGAL.
&ih World Congrecs o Tangsting Miorobkota Towanss Clinioal Revolution. Poro, Portugal:
Inb=mational Sockety of Microbiots, 2012 w5

ANDRE DE CARWALHT; Luls Ciudio Lima de Jesws; VIVIANE LIS BEATETA; NINA DIAS COELHD

RICCHA ; Spencer Siva Eanins; Flaviano dos Sanfos martines vaes.&m-amm
Eaigadn Femandes; Anart Luis Brmnco de Bamos: MARIANA, MARTINE DRUMOND ; FAMELA MANCHA
-AGRESTI; AZEWVEDO

INFLARMBA [V — 2118 In: ANNALS OF INFLAMMA IV — 2018 148, 2MME, BELD HORZONTE.
THERAFEUTIC EFFECT OF Lactobaolluc deiLrusckll 3UBEF. LACTIE CIDCA 131 OH 5-FU-
INDUCED INTEETINAL MUCDEME..., 2018,

NUNEE; ANDRE DE CARNALHO, Luls Claudlo Lima de Jesus; NINA DIAS COBLHD ROCHA |
mLﬂAM‘IB‘I’A,MAM‘\NM\mﬂ MARLANA MARTINE DRUMOND ; AZEVEDD,

INFL.mW H‘BHSTWYCFTHEMCHCFTHEGNE-W TRACT OF
LACTOCDOCUS LACTIE AND LACTOBACILLUES CASEl THROUGEH THE EXPRESEION OF TWO
RECOMENANT EQFF AND MCHERRY PROTEINS ENCODED BY THE VECTOR PENU, 2M2, BELO

HOREZONTE.

STUDY OF THE LOCATION OF THE GASTROINTESTINAL TRACT OF LACTOCOCCUS LACTIEE
ANHD LACTOEACILLUE CASE] THROUGH THE EXPREEBON OF TWD RECOMBINANT EGFF AND
MCHERRY PROTEME ENCODED BY THE VECTOR PEXLL , 20198,

ﬁ'mELﬂAmﬂﬂ. Luts Claucio Lims de Jezus; NINA DIAE COSLHD ROCHA | ANDRE DE

CARNALIHD, FERNANDA ALVARENGA
Mns:&mFmra Renala Saigado Femandes; Andne Henrigue barbosa de carvalino;

MARTINE DRUMOND ; CAMILA FROSPER! DE CASTRO: PAMELA MANCHA -AGRESTLE AZEVEDD, W
Huzm:emummmm:rmdummmmnmm;mwu:nmm
Conference, 2018, Beio Hortzonie:

mmmmmm L2018 wi.

HNINA DLAS EX:H.HOHW—H ILiEs Cludio Lima de Jesus; VIVIANE LIMA BATI3TA; ANDRE DE
LIMA BARROS0, MARLANA MARTING DRUMIND ; PAMELA
mmsnmsm

hittps:fwwws cnpg. bricviattesweab/pkg_impev.trata
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The Therapeuic effect of Laciobaclius debrueck] subsplachs CIDCA 133 on infesinal mucostes In:
Gene Time conference 2018, 208, bels Hortonie
Racuma Genes Tims Confsrenos 2012, 20M8.

Luwis Cliudio Lima de Jesus; VIVIANE LIMA BATIETA; ANDRE DE CARVALHD, HH\EIF\SCX)E.HD
ROCHA ; FERMNANDA ALWARENGA, LIS BARROED; Spencer SIva Banios; Flavisno dos Samios
lmmz&bFerr:lra Rerata Saigado Femandes; André Luis Branoo de Bamos; MARLANA MARTING
DIRLIGAOMND ; ~AGREETL VASCO AZEVEDD:
wmuﬂkmwmmmmmDMﬂam%mm
Intestinal rucositls In- Gene time Conference 2018, 208

Regurmn Gens time Conferanos 2018, 2015,

de Canvalho, A H 8; DE JESUE, LT L BATIATA, W. L COELHO-ROCHA, HD; SANTCSE, Epencer
Efiva ; NUNES, AMANDA; FERREIRA, Enko; DRUMORND, MARLANA M.; DEL"-’E'I'H.DM
PEi.I MANCHA-AGREE" ¢ AZEWEDD, VASCD
EFFECT OF WILD TYPE AND RECOMEINANTE LACTOSACILUS DELERUECKI
EUBEFLACTE CIDCA 133 ON SFUHNDUCE INTEETINAL MUCCEITIS In: XHE nfemational Congress
of Genetics, 2015, Foz do lpusgu.
miE Congrecx. of » 2ME.

COELHO-RIOCHA, ND; DEJEEUS, L. L, BATIZTA, W L CARVALHD, A LIMA, F; FROSPERL, T,
MACHA- AGREETE DRUMOND, MARIANA ML, AZEVEDC, WASCO
WACINA DE DNA ENTREGUE POR Lactocoorus lacts COMD PROMIESCR METCDD
PROFILATICOTERAPEUTICO CONTRA ESTREFTOCOOOEE EM PERES It V SIMPOSIC DE
MICROSICLOGEA DA UFIAG, 2012, beio Horzonte.
REZUMO V SIMPO2I0 DE MICROBIOLOGIA DA UFMG. , 2018,

COELHCFROCHA, NLD; MACHA- AGRESTI; DRUMMOND, M. ML; BATISTA, V. L; DE JESUS, LC. L:

FROSFER], C ATEVEDD, W

AMALESE FUMCIONAL DO VETOR PENU CODIRICANDD A ORF D0 GENE REPORTER M-CHERRT,

UILTILIZAMOO SACTERIAS LATICAS COMO VEICULD DE ENTREGA In: IV SEIMPASIO DE
ICLOMGLA Dk LIFAAG, 2017, beio Horizonte.

CADERND DE RESUMO IV SIMPO2I0 DE MICROBIOLOGIA DA UFME. , 2097

E.iﬂm\'LROD—L‘\NDGDE.EMLCLH‘DBER:IC Mancha Agrestl, P; DRIUMOND,

MARLANA W AZEVEDD,
m:mhﬁnmltnmmmﬂmmwmmmsm
MFTODACIE™ Apme B CMU S MaTHers UEIESTas Ura INRagam de Dacisns [ACECa Come Veuo
cameador I I SIMPOSID DE MICROBICLCGLA DA UFMG, 20T, belo Horzonie.

WV 3INPDIID DE MICOREBIOLOGEA D& UFMG. . 2T,

Apresentagio oe frabalnn & pakesira

M.

16.

WIVIAMKE LIMA BATIZTA
mmmmmmmmmlmmm {Confersncls ou
paiesta Apresentacio de Trabaho)

AESIS, A DE JESUS, LC. L BATIETA, V. L.
wmumnmmmnmmmutpmmsmﬂmmm
MODELD DE COLITE INDURIDA FOR D33, I015. | Bimpdsio Apresentagio de

ﬁP«INADMﬂ COELHD ROCHA ; MARIANA MARTING DRUMIND ; Luls Cliudio Lima de Jesus;
VIVIAME

ADMMIZTRACAD ORAL DE LACTOBACILLLE DELBRUECHE CIDCA 133 CARREANDD O
FLASMIDED VACINAL PEXUHEPSE PREVINE A MUCOEITE INTESTIHAL EM BODELD MURIND,

2018, {Congresso, Apresentacic de Trabaho)
TAVARES, L M.; BATIZTA, V.

=A330CIAGAC mum:m DE LACTOCOCTUE LACTIE NCDO 2118
CARREANDO pExu p &2 E n¥let Seo p &2 REDUZ 08 3INTCMAS DA COLITE INTEETIMAL EM
MODELD MURING 2013, (Simpé o de Trabaiho)

EILVA, T F; DE JESUS, LC. L; MADURERA, \; ASS1S, R S0UZA, E 5 5, FAZ, 1 COBLHO-
ROCHA, Nina Dlas; BATISTA, ¥ L

“EXPRESSAD DE MCHERRY EM ENTEROCITOS DEPEI:-(EFOIADIIMII‘H.NHDGML-IIA
GEPA RECOMEMANTE L LACTIS M3 1383 [FEXU MCHERRY], 3013, (Simpisio Apr=sentagio de
Trataina)

BATISTA, V. L
LACTOEACILLUS DELBRUECK! SUBEF LACTIS CIDCA 133 (pExu HEP BE ATENUA & MUCDIITE
INTESTINAL INDUZIDA PEL O ANTINECPLARICD & FU, 2013, (Simpésio Apreseningio de Trabaha)
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9.5 Identificacdo de L. delbrueckii CIDCA 133 por MALDI- TOF biotyper e
sequenciamento do genoma completo.

11182019 Bruker Daltonik MALDI Biotyper Resultados

Bruker Daltonik MALDI Biotyper
RESULTADOS BE%R

) i ) Score Provavel Score
Analito Analito ID Organismo Value Organismo Value
ES : :
Lactobacillus Lactobacillus
( “’“”}’ (A CIDCAILS3 delbrueckii delbrueckii

Interpretacio dos escores

Escore Descricio Simbolo Cor
2.300 ... 3.000 (+++) | verde
2.000 ... 2.299 (++) | verde
1.700 ... 1.999 | Provavel identificagio de género (+)  Amarelo
0.000 ... 1.699 (-) Vermelho
5 Figura 1: Identificacdo de CIDCA 133 por MADI-TOF biotyper. O programa classificou

esta cepa como a pertencente a espécies de L. delbrueckii.

A sequéncia total do genoma de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 foi feito pelo
nosso grupo de pesquisa, usando a plataforma HiSeq 2500 (lllumina, San diego, Ca, EUA),
10 bibliotecas de extremidades emparelhadas (2x 150b.p). As ORFs de codificacdo de proteinas
foram anotadas automaticamente usando o procaryotic genome annotation popelina (PGAP)
do NCBI. As sequéncias do genoma e do plasmideo foram depositadas no National Center
for Biotechnology (NCBI) (Namero de acesso: CP065513 e CP065514, respectivamente).

15
9.6 Analise das proteinas do sobrenadante de CIDCA 133
As analises das proteinas secretadas pelo sobrenadante de CIDCA 133, foi realizada
pelo nosso grupo de pesquisa, em um projeto paralelo, no qual, o artigo foi submetido para
publicacéo e o esbogo encontra-se abaixo.
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Abstract: Lactobacillus delbrueckl subsp. lactis CIDCA 133 (CIDCA 133) has been reported as a po-
tential probiotic strain, presenting immunomodulatory properties. This study investigated the
possible genes and melecular mechanism inveolved with a probiotic profile of CIDCA 133 through a
genomic approach associated with ix vifre and in mive analysis. Genomic analysis corroborates the
species identification carried out by the classical microbiclogical method. Phenotypic assays
demonstrated that CIDCA 133 could lead to survival to acid, osmotic, and thermal stressors. Be-
sides, this strain plays antibacterial activity against Salmomells Typhimurium and presents im-
munostimulatory properties capable of up-regulating anti-inflammateory cytokines 110 and TgfbI
gene expression through inhibition of NfkbI gene expression. These reported effects can be associ-
ated with secreted, membrane/exposad to the surface and cytoplasmic proteins, and bacterioc-
ins-encoding genes predicted in silico. Furthermore, these findings describe the genes and the pos-
sible mechanisms used by CIDCA 133 to produce their beneficial host effects and highlight its use
as a probiotic microorganism.

Keywords: Genomic characterization; phylogenomic; probiotic; Lactobacillus delbruechis; acid and
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A metodologia do trabalho foi feita usando o software SurfG+, os resultados obtidos,
mostram que CIDCA 133 usado neste estudo, possui 1606 proteinas citoplasmatica, 312
proteinas de membrana, 156 de superficies proteicas expostas (PSE) e 58 secretadas (dados

aceitos para publicacao).

Outro resultado obtido da analise foi a interacdo da proteina de CIDCA 133 com a
proteina humana pelo programa InterSPPI, no qual, previram 74 interacdes. (Figura 2 e Tabela
1), sendo que, a subunidade p105 do fator nuclear NF-kB, foi a proteina humana com mais
interacdo com CIDCA. Do mesmo modo, uma proteina de superficie celular a PrtB, se
sobressaiu e foi a proteina com interagdo mais frequente.
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Figura 1: Mapeamento da rede de interacao proteina-proteina para a via de sinalizacéo
KEGG TLR / NF-kB. Os nos do circulo vermelho representam proteinas de bactérias e os nés
do circulo azul representam proteinas humanas. As associacbes mais fortes sao
representadas com linhas de cores diferentes. Pontuacao de interacéo: 0,97 (linha amarela),
0,98 (linha verde), 0,99 (linha roxa), 1,0 (linha vermelha).

Tabela 1: InterSPPI humano e a interacdo da proteina de CIDCA 133

HUMAN ID
TLR4
TLR4
TLR4
IRAK4
IRAK4
IRAK4
IRAK4
IRAK1
TRAF6
TRAF6
TAB2
TAB2
TAB2
TAK1
TAK1
TAK1
IKKB
IKKB
IKKB

BACTERIA ID
Gp58
PrtB
Tmp
Gp58
PrtB
Gp58
PrtB
PrtB
Gp58
PrtB
Gp58
PrtB
Tmp
Gp58
PrtB
Tmp
Gp58
PrtB
Tmp

Prediction score
0.9779299847792998
0.9840566873339238
0.9781132075471698
0.9766081871345029
0.9802793755135579
0.9766081871345029
0.9802793755135579

0.980440097799511
0.9781132075471698
0.9802631578947368
0.9800332778702163
0.9854227405247813
0.9802631578947368
0.9785884218873909
0.9849624060150376
0.9784449576597383
0.9800332778702163
0.9855212355212355

0.979903536977492



NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NEKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1

CwiS
SLAP
Gp58
MucB
GtfB
Pbp2
DUF1002
DppE
Cam$S
MalF
Endo
LytR
MreC
OppA
DacA
Hp4
MucB
DppE
OppA
UgpB
PrtB
OppA
OppA
LtaS
PbplA
OppA
BmpA
HtrA
yciB
yciB
Smc
LytR
OppA
YhcR
LytR
OppA
PstS1
Tmp
DUF4767
Hp9
MmpL
LtaS
Pbp2

0.9846889952153111
0.9802143446001649
1.0
0.9848484848484849
1.0
1.0
0.9765223771093177
1.0
0.9851190476190477
0.9840085287846482
0.9842243645924628
0.9803117309269893
0.9783950617283951
0.9844789356984479
0.9843587069864442
0.9855212355212355
0.998109640831758
1.0
0.9913473423980222
0.9854932301740812
1.0
0.9955089820359282
0.9944055944055944
0.9967213114754099
0.9982668977469671
0.9968652037617555
0.9791833466773419
0.9932885906040269
0.9779635258358662
0.9841269841269841
1.0
0.9840085287846482
1.0
0.9981981981981982
0.9912826899128269
1.0
0.9779635258358662
1.0
0.9847182425978988
0.9895591647331786
0.9982238010657194
1.0
1.0
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NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
NFKB1
RELA
RELA
NFKBIA

YfhO
PDZ-Lon
GluB
ZnuA
GInP
HTH_25
PbplA
PbplA
DUF2207
Gp58
PrtB
PrtB

1.0
0.9787066246056783
0.979315831344471
0.9780966767371602
0.9853211009174312
0.9801652892561984
0.9967159277504105
0.9802793755135579
0.9944979367262724
0.9783783783783784
0.9786392405063291
0.980440097799511
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