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RESUMO 
 
O 5 fluourouracil (5FU) é um agente quimioterápico usado para o tratamento de diversos tipos 

de câncer, o mecanismo de ação inespecífico deste fármaco leva o desenvolvimento de 

efeitos colaterais, sendo a mucosite intestinal o mais prevalente. A modulação da microbiota 5 

pode contribuir com a proteção da barreira epitelial e homeostase intestinal, e o uso de 

probióticos tem sido estudado devido ao seu potencial terapêutico na mucosite. Lactobacillus 

delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 demonstrou potencial probiótico tanto in vivo como in 

vitro. O presente trabalho avaliou o potencial probiótico da linhagem L. delbrueckii CIDCA 133, 

na sua forma viável, inativada por calor (paraprobiotico) e de seus produtos secretados 10 

(posbióticos) em um modelo experimental de mucosite intestinal induzida por 5-FU. 

Camundongos BALB/c foram divididos em 6 grupos (n=6), sendo eles: I-CLT (controle 

negativo), II- MUC (mucosite), III- MUC+MRS (mucosite tratado com caldo MRS), IV- 

MUC+CIDCA 133 VIÁVEL (mucosite+probiótico), V- MUC+CIDCA 133 INATIVADA POR 

CALOR (mucosite+paraprobiótico), VI- MUC+SOBRENADANTE (mucosite+posbiótico). Os 15 

animais receberam, intragastricamente, 300 μL de: solução salina (grupos I e II); meio MRS 

(grupo III); 109 UFC do probiótico (grupo IV); 109 UFC do paraprobiótico (grupo V) e; 300 μL 

do sobrenadante (posbiótico) (grupo VI), durante 13 dias. Os grupos II ao VI no 10° dia de 

experimentação receberam injeção intraperitoneal (ip) de 5-FU (300 mg/kg). Os animais foram 

eutanasiados, 72 horas após a indução da inflamação. Os resultados demonstram que o 20 

probiótico, paraprobiótico e posbiótico foram capazes de diminuir o infiltrado inflamatório de 

neutrófilos e expressão gênica da citocina pro-inflamatória IL12p40, além de, aumentar a 

expressão gênica relativa de Claudina (Cldn2). A suplementação com o probiótico e 

paraprobiótico também foram capazes de regular negativamente a expressão gênica relativa 

de Tnf e positivamente a de ll10. No entanto, apenas a administração do probiótico foi capaz 25 

de diminuir o recrutamento de eosinófilos. Bem como, o paraprobiótico foi capaz diminuir a 

expressão gênica de ll1b e prevenir o encurtamento das vilosidades. Com base nesses 

resultados, o presente trabalho demonstrou que CIDCA 133 probiótico, paraprobiótico e 

posbiótico foram capazes de atenuar parcialmente os parâmetros inflamatórios e 

histopatológicos da mucosite intestinal induzida pelo antineoplásico 5-FU, no entanto, novos 30 

estudos devem ser conduzidos, visando elucidar os mecanismos relacionados aos efeitos 

benéficos encontrados no presente trabalho. 

Palavras-chave: Mucosite; 5-FU; probiótico; paraprobiótico; posbiótico; Lactobacillus 
delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133; imunomodulação; atividade anti-inflamatória.
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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 5 

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 10 

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), II-MUC (positive control), III-

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 I and II), MRS (group III), CIDCA 15 

133 viable 109 UFC/mL (group IV), CIDCA 133 heat-inactivated 109 CFU/mL (group V), and 

SN of CIDCA 133 viable (group VI) for 13 days. Intestinal mucositis was induced in groups II 

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 20 

the pro-inflammatory cytokine Il12p40, 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 ll10. 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 25 

of eosinophils, and only paraprobiotics prevents the increase of Il1b 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 30 

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. APRESENTAÇÃO 

 
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética Celular e Molecular 

(LGCM) do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG), sob orientação do Professor Dr. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo (LGCM – 5 

UFMG) e coorientação 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 Científico e Tecnológico (CNPq), Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) e Fundação de Amparo à Pesquisa 

de Minas Gerais (FAPEMIG). 10 

Este manuscrito apresenta uma introdução geral, seguida do primeiro capítulo, que 

contém, um artigo de revisão, o qual, aborda a administração dos diferentes “bióticos” 

(probióticos, prebióticos, simbióticos, paraprobióticos e posbióticos) como alternativas 

terapêuticas para amenizar os danos à mucosa intestinal induzidos pelo quimioterápico 5-FU. 

Também discute os mecanismos de ação desses compostos no trato gastrointestinal (TGI), 15 

bem como sua relação com a microbiota. Essa revisão 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 capítulo apresenta a justificativa, motivada pelo impacto significativo da 

mucosite intestinal na clínica médica e a escassez de tratamentos eficazes contra este efeito 20 

colateral. Em seguida encontram-se os objetivos do trabalho, cujo principal foi avaliar o 

potencial terapêutico da linhagem L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, probiótico, 

paraprobiótico e posbiótico na mucosite intestinal induzida por 5-FU. Subsequente, encontra-

se a metodologia detalhada, bem como os resultados obtidos, seguidos da discussão. Por 

fim, a conclusão e perspectiva do presente trabalho, seguindo-se as referências bibliográficas 25 

utilizadas no manuscrito e, por fim, os anexos, nos quais, encontram-se as produções 

científicas desenvolvidas e o currículo lattes construído durante o mestrado. 

  

https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.544490
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2. INTRODUÇÃO GERAL  

 

Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS, 2018) atestam que o câncer é a 

segunda principal causa de morte em todo o mundo ficando apenas atrás das doenças 

cardiovasculares (OMS, 2020). Apesar desta estatística preocupante, o câncer, quando 5 

diagnosticado precocemente, é passível de tratamento tendo grandes chances de evoluir para 

cura. O tratamento pode ser feito através do uso de quimioterápicos, radioterapia, cirurgia ou 

transplante de medula óssea e a escolha da melhor forma de tratamento depende do tipo de 

câncer e também do comprometimento físico e imunológico do paciente acometido pela 

patologia (IARC, 2020; OMS, 2020). 10 

A quimioterapia antineoplásica consiste no uso de drogas que destroem as células 

inibindo seu crescimento, o que impede seu aumento em número e consequentemente sua 

disseminação (Guichard et al., 2017; Shields, 2017). O arsenal terapêutico mais utilizado 

inclui: oxaliplatina, irinotecano, capecitabina, cisplatina, metotrexato, 5 fluorouracil (5-FU), 

FOLFIRI (associação de 5-FU, irinotecano e leucovorina), entre outros (Nussbaumer et al., 15 

2011; Cassidy and Syed, 2017; Guichard et al., 2017). 

O 5-FU tem sido usado principalmente no tratamento de diversos tipos avançados de 

câncer colorretal, bem como câncer de cabeça e pescoço, mama, estômago e alguns tipos 

de câncer de pele (Longley et al., 2003; Martins and Wagner, 2013; Cassidy and Syed, 2017; 

Guichard et al., 2017). Sua ação antineoplásica se baseia principalmente em seus três 20 

metabólitos secundários que causam danos às células em nível genômico, culminando em 

morte celular. Dentre esses metabólitos destaca-se o Fluorodeoxiuridina monofosfato 

(FdUMP), que se liga à enzima timidilato sintase (TS), causando um desequilíbrio no pool de 

nucleotídeos, que por sua vez diminui a concentração de desoxinucleotídeos (dTTP e dATP), 

nucleotídeos estes essenciais para o reparo do DNA. O Fluorodeoxiuridina trifosfato (FdUTP), 25 

por sua vez se liga ao DNA inibindo a sua replicação e transcrição, e, finalmente o 5 

fluorouridina trifosfato (FUTP) que é capaz de se ligar ao RNA levando-o à perda de função 

(Longley et al., 2003; Sonis, 2004b; Miura et al., 2010).  

No entanto, seu inespecífico mecanismo de ação ocasiona uma série de efeitos 

colaterais sendo a mucosite intestinal um dos efeitos mais prevalentes, acometendo entre 80-30 

100% dos pacientes tratados com altas doses do referido fármaco (Kim et al., 2015). Sendo, 

portanto, um grave problema na clínica médica, uma vez que afeta a qualidade de vida dos 

pacientes, influenciando diretamente na continuidade do tratamento oncológico (Kim et al., 

2015). 

A mucosite intestinal é caracterizada por uma lesão inflamatória ulcerativa que 35 

acomete todo o TGI, sendo a boca e o intestino delgado, os órgãos 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, têm se buscado alternativas terapêuticas como forma de 

amenizar, prevenir ou até mesmo tratar a mucosite intestinal. Entre essas alternativas 

destacam-se os “bióticos” como alternativa promissora para a atenuação dos sintomas da 5 

mucosite, para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem desse processo 

inflamatório. Os probióticos, em geral, apresentam propriedades anti-inflamatórias e 

imunomoduladoras, e, quando consumidos, podem exercer seus efeitos benéficos no TGI 

(Hemarajata and Versalovic, 2013a; Justino et al., 2015; Oh et al., 2017). Pesquisas 

demonstram que além dos organismos vivos, organismos inativados, e posbióticos têm se 10 

mostrado capazes de exercer ação probiótica, apresentando, também, efeitos 

imunomoduladores tanto no TGI, como em outros órgãos (Aguilar-Toalá et al., 2018; Cuevas-

González et al., 2020). 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 é uma cepa com potencial probiótico 

pertencentes a coleção de culturas do Centro de Investigação e Desenvolvimento em 15 

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 resistência a altas concentrações de ácido e sais biliares, critério importante para 

a seleção de microrganismos para formulação probiótica (KOCIUBINSKI et al., 1999), 

apresentou antagonismo ao crescimento de diversos microrganismos patogênicos como 20 

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, ambos envolvidos no processo de deterioração 

de alimentos (KOCIUBINSKI et al., 1996, 1999). Já a co-incubação de CIDCA 133 com células 

eucarióticas infectadas com Bacillus cereus e Citrobacter rodentium, reduziu os níveis da 

citocina IL8, com aumento dos níveis de TNF (Rolny et al., 2016a), bem como aumentaram a 

fagocitose e a atividade antimicrobiana das células infectadas (Hugo et al., 2017). Os estudos 25 

in vivo mostram que o leite fermentado por CIDCA 133 é capaz de atenuar os sintomas da 

mucosite intestinal induzida pelo antineoplásico 5-FU, através da recuperação da arquitetura 

do epitélio, prevenção da degeneração das células caliciformes,  redução do infiltrado de 

células polimorfonucleares, com redução da secreção de IgA e aumento da permeabilidade 

intestinal (De Jesus et al., 2019). 30 

Nesse contexto, com intuito de compreender melhor o mecanismo de ação de CIDCA 

133 relatada em sua forma viável, como também, encontrar uma alternativa terapêutica que 

apresente vantagens em segurança ao administrado em indivíduos imunocomprometidos, 

como na mucosite intestinal, este trabalho se propôs a avaliar o efeito terapêutico de L. 

delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, na sua forma viável, inativada por calor e de seus 35 

metabólitos secretados em modelo murino de mucosite intestinal induzida por 5 fluorouracil.   
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1. Revisão: Probiotics, prebiotics, synbiotics, and paraprobiotics as a 

therapeutic alternative for Intestinal Mucositis. 

 
Esse capítulo apresenta uma revisão sobre o uso de probióticos, prebióticos, 

simbióticos, paraprobióticos e posbióticos no tratamento da mucosite intestinal. Na revisão da 5 

literatura encontram-se tópicos descritivos sobre o mecanismo de ação do 5-FU no TGI e seus 

efeitos sobre a microbiota intestinal. Além disso, descrevem-se os conceitos de cada um dos 

bióticos citados, seguidos do mecanismo de ação e atuação na prevenção da mucosite 

intestinal. Por fim, apresenta um compilado de trabalhos envolvendo esses bióticos no 

tratamento da mucosite intestinal. O artigo foi publicado em 17 de setembro de 2020, na 10 

revista Frontiers in Microbiology (doi.org/10.3389/fmicb.2020.544490), fator de impacto 4.2.   

https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.544490
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1. JUSTIFICATIVA  

 
O 5-FU é um dos agentes quimioterápicos essenciais para o tratamento de diversos 

tipos de câncer. Porém, o mecanismo de ação deste fármaco é inespecífico, gerando vários 

efeitos tóxicos principalmente sobre as células do TGI (Longley et al., 2003; Martins e Wagner, 5 

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 lesão inflamatória ulcerativa que acomete 

principalmente o intestino delgado e leva o paciente a apresentar sintomas como diarreia, dor 

abdominal, sangramento, fadiga, desnutrição, desequilíbrio eletrolítico e, nos casos mais 10 

graves, infecções com complicações que podem ser fatais (Sonis, 2004b; Touchefeu et al., 

2014; Kim et al., 2018). Dessa forma, trata-se de um grave problema na clínica médica, e 

atualmente as terapias existentes são limitadas ao manejo clínico dos sintomas (Van Sebille 

et al., 2015; Ribeiro et al., 2016). 

O uso probióticos vêm sendo amplamente explorados como alternativas terapêuticas 15 

para a mucosite intestinal, devido às propriedades anti-inflamatórias e imunomoduladoras que 

exercem no TGI. Espécies do gênero Lactobacillus têm sido bem caracterizadas na literatura 

devido a capacidade de atenuar os danos inflamatórios intestinais ocasionados pelo 

antineoplásico 5-FU (Hemarajata e Versalovic, 2013b; Justino et al., 2015; Oh et al., 2017a). 

No entanto, há uma resistência da cínica médica no uso de microrganismos vivos em 20 

indivíduos imunocomprometidos, como na mucosite intestinal, as pesquisas atuais enfatizam 

que a viabilidade de um microrganismo não é necessária para sua ação probiótica e que seus 

diferentes compostos (carboidratos, proteínas, lipídios, vitaminas, ácidos orgânicos, como 

também, componentes da parede celular), bem como, sua forma inativada, também trazem 

benefícios à saúde (Cuevas-González et al., 2020). Desta forma, a administração de 25 

microrganismos não-viáveis, e de seus produtos secretados, podem apresentar vantagens 

em termos de segurança para os pacientes (Taverniti e Guglielmetti, 2011; Aguilar-Toalá et 

al., 2018; Cuevas-González et al., 2020). 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 é uma nova linhagem com potencial 

probiótico, cujo, suas propriedades terapêuticas têm sido reportadas tanto in vitro (Kociubinski 30 

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, não há relatos na literatura se esta cepa, após ser 

inativada por calor, ou se seus produtos secretados são capazes de conferir os mesmos 

efeitos imunomodulatorios e anti-inflamatórios atribuídos à linhagem viável. Assim, o presente 

trabalho se propôs a avaliar o efeito terapêutico de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, na 35 

sua forma viável, inativada por calor e de seus metabólitos 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 administração de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, viável 

(probiótico), inativado pelo calor (paraprobiótico) e seu sobrenadante (posbiótico) em modelo 

murino de mucosite intestinal induzida pelo antineoplásico 5-FU. 5 

 

2.2 Objetivos Específicos 

− Avaliar o efeito de CIDCA 133 probiótico, paraprobiótico e posbiótico sobre os 

parâmetros clínicos.  

− Avaliar o efeito de CIDCA 133 probiótico, paraprobiótico e posbiótico sobre os 10 

parâmetros histológicos, das alterações morfometricas do epitélio intestinal, secreção 

de muco e proteínas das junções firmes. 

− Avaliar o impacto do tratamento de CIDCA 133 probiótico, paraprobiótico e posbiótico 

nos parâmetros imunológicos, mediante a dosagem de infiltrado inflamatório, e 

expressão gênica de citocinas.  15 
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3. METODOLOGIA  

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

(CIDCA 133) pertencentes a coleção de culturas do Centro de Investigação e 

Desenvolvimento em Criotecnologia de Alimentos (CIDCA) da Universidade Nacional de La 5 

Plata (UNLP), La Plata, Argentina. A identificação 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, Itália)], com 15% de glicerol (Sigma- Aldrich) 

como crioprotetor.  

Foram realizadas curvas de crescimento com intuito de estabelecer uma relação entre 10 

a densidade óptica (DO), que reflete o crescimento bacteriano, e o número de unidades 

formadoras de colônias (UFC), para assim, determinar o penúltimo ponto da fase exponencial 

de crescimento da referida linhagem para posterior confecção das doses que foram 

administradas aos animais dos diferentes grupos experimentais. Para tanto, 50 μL da cultura 

congelada foram ativados em 15 mL de caldo MRS (Kasvi, Itália), a 37°C em estufa 15 

bacteriológica, sem agitação, durante 16 horas, em condições de microaerobiose. 

Transcorrido esse tempo, procedeu-se à medição da absorbância da cultura crescida, 

a uma DO de 600nm, e posteriormente foi realizado um segundo inóculo, a partir deste primeiro, 

em duplicatas biológicas, sendo a absorbância inicial de 0,04 (DO 600nm) em 50 mL de meio 

MRS (Kasvi, Itália), de acordo com a seguinte fórmula: 20 

 
Fórmula 1:  Fórmula para cálculo da densidade óptica inicial de CIDCA 133 para confecção 
das doses (DO 600nm). 

 

Após esta diluição, a cultura foi incubada novamente nas condições anteriormente 25 

descritas e a curva foi acompanhada durante as primeiras 10 horas de crescimento. Durante 

esse período, a absorbância (DO600nm) da cultura foi medida em um espectrofotômetro digital 

faixa 325-1000 NM - 722G. A cada hora uma alíquota de 100 μL foi retirada e foram realizadas 

diluições seriadas (10-1 a 10-7), com plaqueamento de 100 μL das mesmas, em duplicata, em 

placas de Petri com MRS-ágar (1,5%) (Kasvi, Itália), e incubadas em estufa microbiológica a 30 

37°C, por 48 horas. Transcorrido este tempo foi realizada a contagem das colônias de cada 

uma das placas e, em seguida, realizado o cálculo do número de Unidades Formadoras de 

Colônias (UFC/mL), de acordo com a fórmula a seguir:  

 

 35 

 

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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Fórmula 2: Fórmula para o cálculo do número de unidade formadora de colônias (UFC/mL) 
de CIDCA 133. 

 

3.2 Preparação de doses  
As doses de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133, para administração oral, foram 5 

confeccionadas da seguinte forma: 50 μL da cultura de CIDCA 133 previamente ativada em 

caldo MRS foram inoculados em 15 mL do mesmo e crescidos a 37°C, sem agitação e em 

ambiente de microaerobiose, em que, o Falcon foi totalmente cheio e a cultura teve o mínimo 

de oxigênio para seu crescimento, por 16 horas. Decorrido esse tempo, um novo inóculo foi 

feito diluindo-se o pré-inoculo em 100 mL de MRS na proporção de 1:20. Assim que a 10 

absorbância de 1,6 (DO600nm), referente ao penúltimo 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 KCl, 0,0003 M de Na2HPO4, 0,0006 M de KH2PO4- Synth) e quantidade suficiente 

(q.s.p) de água destilada para o volume final de 450 mL]. O precipitado final foi ressuspendido 15 

em PBS (0,1 M) estéril de maneira que cada 1 mL fosse equivalente a 109 UFC e foram 

imediatamente mantidos em ultra freezer a -80°C, até o momento da administração aos 

animais. 

 Para testar a viabilidade das doses de CIDCA 133, a cada dia, 100 μL das doses 

armazenadas em -80 °C foram plaqueadas, em duplicata, em placas MRS-ágar e incubadas 20 

em estufa microbiológica a 37°C, por 48 horas.  

Para a inativação de CIDCA 133, após a bactéria ter atingido o último ponto da fase 

exponencial, o sobrenadante da cultura foi descartado e o pellet foi autoclavado a 121°C por 

15 min, e, em seguida, armazenado em ultra freezer a -80°C, até o momento da sua utilização. 

Para comprovar o processo de inativação de CIDCA 133, 100 μL deste pellet foram 25 

plaqueados em MRS-ágar, e as placas foram então incubadas em estufa bacteriológica, 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 30 

Prisciandaro et al. (2012). Brevemente, 50 μL da cultura estoque de CIDCA 133 foram 

crescidos em 15 mL de meio MRS estéril, por 16 horas a 37°C, sem agitação e em condições 

de microaerobiose. Após esse período, foi realizado um inóculo diluindo-se o pré inóculo em 

100 mL de MRS (Kasvi, Itália) na proporção de 1:20. Assim que a absorbância atingiu 1,6 

(DO600nm), o volume foi centrifugado a 1520 g por 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido, 35 

o pH aferido em PHmetro de bancada PH 0-14 110V Kasvi, e a solução foi tamponada com 
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solução de Tris base 1 M (Sigma-Aldrich) (6 g de Tris-base q.s.p para 50 mL de água) até 

atingir o pH de 7,2. Posteriormente, a solução foi filtrada com filtro 0,22 μm (Kasvi) e 

concentrada com Vivaspin molecular weight cut-off (MWCO) 10,000 Kilodalton (kDa) (Sinapse 

Biotecnologia) por 30 min a 2370 g e, após esse período, o concentrado foi aliquotado (2 mL) 

em microtubos e armazenado em ultra freezer a -80°C, até o momento da utilização. 5 

Para confirmação da esterilidade do sobrenadante tratado, 100 µL do mesmo foram 

dispensados em placas de Petri MRS ágar 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, 10 

obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) ICB, UFMG. Os animais foram mantidos em mini 

isoladores em condições controladas de temperatura (21 ± 2 ºC) e fotoperíodo (12h claro/12h 

escuro), com alimentação e água ad libitum até o término do experimento. Os protocolos 

experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes aprovadas pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (Protocolo 112/2020), o qual encontra-se em 15 

anexo. 

 

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

sendo eles: I- CTL (controle negativo), II- MUC (mucosite), III- MUC+MRS (mucosite tratado 20 

com caldo MRS) IV- MUC+CIDCA 133 VIÁVEL (mucosite+probiótico) V- MUC+CIDCA 133 

INATIVADA PELO CALOR (mucosite+paraprobiótico), VI- MUC+SOBRENADANTE DE 

CIDCA 133 VIÁVEL (mucosite+posbiótico). Os grupos experimentais e seus respectivos 

tratamentos estão descritos na Tabela 1.  

A mucosite intestinal foi induzida conforme protocolo descrito por Carvalho et al., 25 

(2017) (Figura 1), e, para tanto, os animais dos grupos II a VIII receberam, no 10º dia do 

experimento, injeção intraperitoneal (i.p.), contendo 300 mg/kg de 5-FU (Fauldfluor®, Libbs, 

São Paulo, Brasil). Os animais do grupo I receberam injeção i.p. com mesmo volume de 

solução salina. No dia 14º 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, 30 

Syntec) (i.p.), e eutanasiados por aprofundamento anestésico, seguido de descolamento 

cervical, conforme aprovado pela CEUA. Após a evisceração, as carcaças foram 

armazenadas a -20 º C para posterior incineração. 

 

 35 

 

 

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

GRUPOS 
EXPERIMENTAIS 

TRATAMENTO  
(Gavagem 0,3 mL) 

INDUÇÃO (i.p) 
(5-FU = 300 mg/kg) 

CTL (controle negativo) Salina 0,9 %                            Salina 0,9 %  
MUC (mucosite) Salina 0,9 % 5-FU  
MRS (mucosite tratado 
com caldo MRS) 

MRS  5-FU  

MUC + CIDCA 133 viável 
(mucosite + probiótico) 

CIDCA 133 viável (109 

UFC/mL)  
5-FU  

MUC + CIDCA 133 
INATIVADA POR VALOR 
(mucosite + paraprobiótico) 

CIDCA 133 inativada pelo 
calor (109 UFC/mL)  

5-FU  

MUC + SOBRENADANTE 
DE CIDCA 133 VIÁVEL 
(mucosite +posbiótico) 

SN* CIDCA 133 viável  5-FU  

 
  * SN = sobrenadante 
 

 
 10 

Figura 1. Desenho experimental do modelo de mucosite intestinal induzido por 5-FU. 
Os animais receberam, via gavagem, solução salina e tratamentos conforme especificados 
na tabela 1, durante 14 dias. No 10º dia de experimentação foram administrados 300 mg/kg 
de 5-FU (ou solução salina) por via. ip. Os animais foram eutanasiados no 14º dia por 
aprofundamento anestésico seguido de deslocamento cervical. 15 
 

3.6 Parâmetros analisados 
3.6.1 Análise do consumo alimentar, hídrico e perda de peso  

Os consumos alimentar e hídrico foram avaliados diariamente por meio da diferença 

entre o peso da ração e o volume de líquido ofertados e a sobra deles, 24 horas após a oferta. 20 

Os animais e a ração foram pesados diariamente em balança semi-analítica (FEH Series 

digital - 220g x 0,001 g), sempre no mesmo horário. O peso diário dos animais foi expresso 

em porcentagem (%) da variação de peso em relação ao peso inicial. 

3.6.2 Análises histopatológica e morfométrica 
As análises histopatológica e morfométrica foram realizadas de acordo com o 25 

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

correspondente ao íleo 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 conteúdo luminal foi lavado com PBS (0,1M) até a remoção completa dos 

fluidos. A área seccionada foi enrolada no sentindo da porção distal para a proximal, 

acondicionada em cassetes histológicos e transferida para solução de formol 4% tamponado 

[0,03 M de NaH2PO4 (Sigma-Aldrich), 0,04 M de Na2HPO4 (Sigma-Aldrich), 100 mL 5 

formaldeído (Nox) 37% a 40%, q.s.p para 1000 mL de água destilada], até o processamento 

das amostras.  

O material foi submetido às técnicas histológicas de rotina e analisado por meio da 

classificação histopatológica, sob microscopia óptica. O escore histológico de cada lâmina foi 

determinado por um patologista, por meio de um estudo duplo cego, utilizando o método 10 

previamente descrito por Soares et al. (2008) (Tabela 2). Cada lâmina 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 histológicos da secção ileal de cada animal foram capturados 

aleatoriamente com o auxílio de um microscópio óptico (Olympus BX41; objetiva 40x) 15 

acoplado ao sistema de aquisição de imagens (Software Spot Basic versão 3.4.5). As imagens 

foram analisadas utilizando o software ImageJ (versão 1.51j8), de forma a se medir a altura 

de 20 vilosidades e a profundidade de 20 criptas. 

 

Tabela 2. Parâmetros semiquantitativos para determinação dos escores histopatológicos do 20 
íleo relacionados à progressão dos danos ocasionados pela mucosite intestinal induzida por 
5-FU seguindo o protocolo previamente descrito por Soares et al. (2008). 
 

Escore Achados microscópicos 

0 Achados histológicos normais.  

 

1 

Mucosa: vilos encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de 

células inflamatórias, vacuolização e edema.                                                                                      

Muscular: sem alterações 

2 Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas. 
Intenso infiltrado inflamatório, vacuolização e edema.                                                                            
Muscular: sem alterações 

3 Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, 
intenso infiltrado inflamatório, vacuolização e edema.                                                                                 
Muscular: edema, vacuolização e infiltrado de neutrófilos. 

 
3.6.3 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) 25 

Para determinar o índice de neutrófilos no intestino delgado, foi mesurada a atividade 

da enzima mieloperoxidase, conforme descrito por Souza et al. (2000). Brevemente, 

fragmentos do íleo distal dos animais foram coletados, pesados e armazenados em ultra 

freezer, a -80°C. Após o descongelamento, pesaram-se 100 mg de tecido e a este fragmento 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/trisbase121147786111?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/trisbase121147786111?lang=en&region=US
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foi adicionado um volume de 1,9 mL de solução tampão BUFFER 1 gelado [0,01 M de NaCl 

(Synth); 0,02 M de Na3PO4 (Sigma-Aldrich); 0,04 M de NaH2PO4.1H2O (Sigma-Aldrich); 0,015 

M de Na2EDTA (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. Após 

a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi submetido à lise hipotônica 5 

das hemácias, adicionando 0,2% de NaCl (Synth) gelado e 1,6% de NaCl suplementado com 

glicose 5% (Synth) na proporção 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 tampão contendo 6,9 g/L NaH2PO4.1H2O 

(Sigma-Aldrich); Hexadecyltrimethylammonium Bromide (HTAB) 0,5% (Sigma-Aldrich), (pH 10 

5,4), na proporção de 1,9 mL/100 mg de tecido e homogeneizadas à temperatura ambiente. 

Sucessivamente, alíquotas de 1 mL da suspensão foram transferidas para microtubos, e 

procedeu-se a 3 ciclos de congelamento/descongelamento em nitrogênio líquido. Após este 

processo, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 9500 g e o sobrenadante 

foi coletado para o ensaio enzimático. 15 

Para realização do ensaio enzimático, adicionou-se 25 μL do sobrenadante coletado 

e 25 μL do substrato TMB 1,6 mM [3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich)], previamente 

diluído em 3,845 mg/mL de dimetilsulfóxido (DMSO) (Synth) em placas de 96 poços (Nunc-

Immuno, MaxiSorp). Posteriormente, as amostras foram incubadas a 37°C, por 5 min. Em 

seguida, foram adicionados 100 μL de H2O2 0,002% (Sigma-Aldrich) a cada poço, e incubados 20 

à 37°C por 5 min. Logo após, foram adicionados 100 μL de H2SO4 a 1M (Sigma-Aldrich), para 

interrupção da reação. Então, a absorbância 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). 25 

 

3.6.4 Atividade da enzima Peroxidase Eosinofílica (EPO) 

Para determinar o índice de eosinófilos no intestino delgado, foi mesurada a atividade 

da enzima peroxidase eosinofílica, conforme descrito por Strath e Sanderson (1985). Para 

isso, a cada 100 mg de íleo foram adicionados 1,9 mL de PBS 0,5M. Em seguida, a mistura 30 

foi homogeneizada e centrifugada a 4°C a 9500 g por 10 min. O sobrenadante foi desprezado 

e o precipitado foi submetido à lise hipotônica pela adição das soluções de NaCl 0,2% e de 

NaCl 1,6% (Sigma-Aldrich) suplementada com glicose 5% (Synth) na proporção de 500 

μL/100 mg de tecido. Logo após a lise, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas 

sob as mesmas condições anteriormente relatadas e o sobrenadante foi desprezado. O 35 

precipitado foi ressuspendido com HTAB 0,5%(Sigma-Aldrich) diluído em 100 mL de PBS (pH 

7,4) na proporção de 1,9 mL/100 mg de tecido. Uma alíquota de 1 mL foi transferida para um 
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microtubo e procedeu-se a 3 ciclos de congelamento/descongelamento em nitrogênio líquido. 

Em seguida as amostras foram centrifugadas a 4°C, por 15 min, a 9500 g e o sobrenadante 

foi coletado para o ensaio enzimático. 

Em uma placa de 96 poços (Nunc-Immuno, MaxiSorp) foram adicionados 75 μL de 

cada amostra. Em seguida, foram adicionados 75 μL do cromógeno O-fenilenediamina 5 

diidrocloreto a 1,5 mM (OPD) (Sigma-Aldrich) diluído em tampão Tris-HCl a 0,075 mM (pH 

8,0) (Sigma-Aldrich) acrescidos de H2O2 a 6,6 mM (Vetec). A placa foi incubada na ausência 

de luz, a 20°C, por 30 min. e a reação foi interrompida com o acréscimo de 50 μL de H2SO4 a 

1M (Vetec). A absorbância foi medida por espectrofotometria, em comprimento de onda de 

492 nm, utilizando um leitor de microplacas (Bio-Rad modelo 450, Bio-Rad Laboratories, 10 

Hercules, CA, USA), sendo os resultados plotados em unidade relativa da enzima por 

miligrama de tecido (U/mg). 

 

3.6.5 Análise da expressão gênica relativa 

Após a eutanásia, fragmentos de 2 cm de tecido ileal foram coletadas e 15 

acondicionadas em microtubos contendo 150 µL de solução de RNA later (ThermoFisher), e 

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

 

3.6.5.1 Extração do RNA e síntese do cDNA 

O RNA total da porção íleal foi obtido através da extração com o reagente TRIzol 20 

(Ludwig Biotec), seguindo as recomendações do fabricante. Para isto, em um microtubo de 2 

mL, foram adicionados 10 mg de beads magnéticas (Sigma-Aldrich) e 500 μL 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. Após a homogeneização, as amostras foram incubadas por 10 min a 25 

temperatura ambiente, e a elas adicionaram-se 100 μL de clorofórmio (Sigma-Aldrich) e 

agitou-se vagarosamente por 30 segundos e, logo após, centrifugou-se à 16060 g por 15 min, 

a 4°C. A fase superior, transparente, foi transferida para um microtubo contendo 250 μL 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 μL de etanol 70% gelado, e as amostras 30 

foram centrifugadas por 10 minutos, sob as mesmas condições, esse processo de descarte 

do sobrenadante e adição de 500 μL de etanol 70% gelado foi repetido por mais 3 vezes  e 

então, o pellet foi seco em temperatura ambiente por 15 min e ressuspendido em 50 μL de 

água 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® 35 

2000 no comprimento de onda 260/280 (Thermo Scientific)], respectivamente.  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/diethylpyrocarbonate16214160947811
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Em seguida, as amostras de RNA foram purificadas utilizando a enzima DNAse I 

(Invitrogen) (1 µL de DNAse Buffer 10X; 1 µL de DNAse I, RNAse Free; 1µg de RNA Total; 

Água Nuclease Free q.s.p. 10 µL). 

 Para síntese do cDNA, a DNAse I anteriormente adicionada às amostras foi inativada 

a 37° C por 30 min e o cDNA foi gerado a partir de 2µg do RNA seguindo as recomendações 5 

do kit Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher).  

 

3.6.5.2 PCR quantitativa (qPCR) 

O cDNA sintetizado foi amplificado por qPCR, utilizando primers específicos listados 

na tabela 3. A PCR quantitativa foi realizada no aparelho Applied Biosystems 7900HT Fast 10 

Real Time PCR System usando o PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (ThermoFisher) nas 

seguintes condições: 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 expressão de genes alvos foi analisada utilizando o método relativo 2-ΔΔCt descrito 

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

(Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) como referências endógenas. 15 

Foram mensuradas as expressões relativas das citocinas pró-inflamatórias (Il6, Il 

12p40, Tnf e Il1b) e anti-inflamatória (Il10). 

Para avaliar integridade da barreira intestinal dos animais procedeu-se à análise da 

expressão gênica das proteínas das junções firmes, Claudinas (Cldn1, Cldn2), Zonulin, F11r 

e da glicoproteína Muc2 envolvida na função de barreira epitelial utilizando primers específicos 20 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3: Sequência de primers utilizados para o ensaio da RT- qPCR 
 

 Gene Primer Foward Primer Reverse Referência 

Actb GCTGAGAGGGAAATCGTGCGTG CCAGGGAGGAAGAGGATGCGG Volynets et al.,(2016) 

GAPDH TCACCACCATGGAGAAGGC  
 

GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA  
 

Giulietti et al.,(2001) 

Il6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA Giulietti et al.,(2001) 

Il12p40 GGAAGCACGGCAGCAGAATA AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG Giulietti et al., (2001) 

Il10 GGTTGCCAAGCCTTATCGGA ACCTGCTCCACTGCCTTGCT Giulietti et al., (2001) 

Il1b 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) 

F11r CACCTTCTCATCCAGTGGCATC CTCCACAGCATCCATGTGTGC Volynets et al., (2016) 

Muc 2 GATGGCACCTACCTCGTTGT  GTCCTGGCACTTGTTGGAAT  Volynets et al., (2016) 

 25 

3.7 Análises estatísticas  
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Para avaliar a normalidade da distribuição dos dados, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. 

Dados com a distribuição normal (paramétricos) foram avaliados pelo teste ANOVA, e pós-

teste Tukey. Os dados que apresentavam distribuição não-normal (não-paramétricos) foram 

submetidos à análise de variância não-paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do 

pós-teste de múltiplas comparações de Dunns. A comparação entre o consumo alimentar e 5 

hídrico antes e após a indução 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 Relação entre a curva de crescimento de CIDCA 133 e número de unidades 
formadoras de colônias (UFC) 

Com o intuito de estabelecer uma relação entre DO e UFC, avaliou-se o crescimento 

da cultura bacteriana, de hora em hora, por um período de 10 horas. A cada hora foi feita a 5 

medição da absorbância na DO600nm e plaqueamento, após diluição seriada, para assim, 

realizar a contagem das UFCs. Verificou-se que o último ponto da fase logarítmica de 

crescimento iniciou-se na 7ª hora de crescimento (Figura 2) nas condições previamente 

descritas (item 3.1). Nestas condições, obteve-se o número de 1,3 x 109 UFC/mL. No entanto, 

para confecção das doses utilizamos o penúltimo ponto da fase exponencial DO 600nm 1,6 (1,2 10 

x 109 UFC/mL). 

No que diz respeito à avaliação da viabilidade das bactérias após o processo de 

congelamento, demonstrou-se que a linhagem permaneceu na concentração de 109 UFC/mL 

por até 4 dias em –80°C. 

 15 

Figura 2: Curva de crescimento e número de unidades formadoras de colônia (UFC/mL) 
de CIDCA 133. A absorbância (DO600nm) inicial é de 0,04. As medições de absorbância e 
plaqueamento foram realizadas de hora em hora por um período de 10 horas. 
 

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

testadas não influenciam nos consumos hídrico e alimentar dos animais com 
mucosite intestinal 

Observou-se que antes da indução da mucosite, os animais de todos os grupos 

experimentais consumiram, em média, a mesma quantidade de ração por dia, não havendo, 

portanto, diferença significativa entre os grupos neste período do experimento (figura 3A). 25 

Após a indução da mucosite, o grupo MUC apresentou redução no consumo de ração (2,49 ± 

0,15 g) quando comparado ao controle negativo (CTL) (3,99 ± 0,10 g) que manteve sua 
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ingestão alimentar semelhante ao período inicial do experimento. Observou-se também que 

os tratamentos com MRS (1,75 ± 0,50 g), Probiótico (2,04 ± 0,40 g), paraprobiótico (1,83 ± 

0,38 g) e posbiótico (2,46 ± 0,22 g) não 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, não houve diferença entre todos os grupos quando se avaliou consumo total 5 

durante os 14 dias de experimentação (p>0,05) (Figura 3 C e D).  
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Figura 3: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico na variação do consumo alimentar antes e após a indução 10 
da mucosite. A indução 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 ração ad libitum e tratados 
por gavagem com CIDCA 133 (probiótico, paraprobiótico e posbiótico) (n=6). Os símbolos 
**** indicam diferença estatística calculada usando o teste T (two-tailed, p< 0,05). 15 
 

Referente ao consumo hídrico foi possível observar que os animais dos grupos 

experimentais consumiram em média o mesmo volume por dia, não havendo, portanto, 

diferença significativa entre eles (p<0,05) (Figura 4 A). Contudo, após a indução da mucosite 

os grupos MUC e MRS (2,04 ± 0,16 mL e 2,33 ± 0,57 mL, respectivamente) reduziram o 20 

consumo hídrico, quando comparado com o grupo controle CTL (4,05 ± 0,82 mL) (p< 0,05), 

conforme esperado. Os tratamentos com probiótico (1,72 ± 0,09 mL), paraprobiótico (2,39 ± 

0,67 mL) e posbiótico (1,75 ± 0,66 mL) não foram capazes de reverter a diminuição do 

consumo hídrico após a indução da mucosite intestinal, sendo os resultados encontrados, 

semelhantes aos do grupo MUC (p>0,05) (Figura 4B e D). Também não foi possível observar 25 

qualquer diferença no consumo hídrico total entre os grupos experimentais durante os 14 dias 

de experimentação (p>0,05) (Figura 4 C). 
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Figura 4: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico na variação do consumo hídrico, antes e após a indução 
da mucosite. Foram ofertados 45 mL de água diária aos animais, e eles foram tratados com 
CIDCA 133 (probiótico, paraprobiótico e posbiótico) administrado via gavagem (300 µL) (n=6). 5 
os símbolos *, ***, **** indicam diferenças estatísticas calculadas usando o teste T (two-tailed, 
p< 0,05). 
 

4.3 Administração oral de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 nas três 
variantes testadas não foi capaz de reduzir a perda de peso dos animais com 10 

mucosite intestinal 
Não foram observadas variações do peso corporal entre os animais dos grupos 

experimentais até a indução da mucosite. Contudo, após a indução da doença, os grupos 

experimentais, MUC (-2,77 ± 0,61 g), MRS (-2,38 ± 0,35 g), probiótico (-2,96 ± 0,51 g), 

paraprobiótico (-2,36 ± 0,35 g) e posbióticos (-2,45 ± 0,69 g) começaram a exibir perdas do 15 

peso corporal ao se comparar com o grupo CTL (1,81 ± 0,35 g). Não houve diferença 

significativa entre os grupos experimentais quando este parâmetro 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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Figura 5: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico na variação de perda de peso corporal dos animais. 
Variação da massa corporal (A) ** indica diferença estatística (p<0,05) do grupo CTL em 
comparação aos demais grupos experimentais, e # indica diferença estatística do grupo MUC 
com o grupo probiótico (p<0,05) pelo teste Two ANOVA seguido pelo pós-teste de 5 
comparações múltiplas de Tukey. Perda de peso dos grupos experimentais (B). A perda de 
peso foi avaliada por one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de comparações múltiplas de 
Tukey. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) entre os grupos. 

 

4.4 Administração oral de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 nas três variantes 10 
testadas não influencia no comprimento intestinal. 

Para este experimento o comprimento intestinal de cada animal foi medido usando 

uma régua (cm), e, não houve diferença significativa entre todos os grupos experimentais 

(Fig.6), CTL (55 ± 2,49 cm), MUC (54 ± 2,48 cm), MRS (52 ± 2,36 cm), probiótico (49 ± 2,36 

cm), paraprobiótico (51 ± 2,50 cm) e posbiótico (49 ± 3,48 cm) (p>0,05). 15 
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Figura 6: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico no comprimento intestinal dos animais com mucosite 
intestinal: Comprimento intestinal medido em cm, nenhuma diferença estatística (p<0,05) 
pelo teste Two ANOVA seguido pelo pós-teste de comparações múltiplas de Tukey. 20 
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4.5 Probiótico, paraprobiótico e posbióticos de L. delbrueckii subsp. lactis 
CIDCA 133 foram capazes de prevenir o aumento do infiltrado de neutrófilos em 
animais com mucosite intestinal 

O infiltrado inflamatório foi avaliado por meio da atividade das enzimas 

mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofílica (EPO) no lisado celular da região ileal. Os 5 

animais do grupo controle positivo, que receberam apenas administração i.p. de 5-FU tiveram 

os infiltrados de neutrófilos e eosinófilos (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) não foi capaz de prevenir o aumento do infiltrado inflamatório de neutrófilos 10 

e eosinófilos (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: Probiótico (0,09 ± 0,04 U/mg), 

paraprobiótico (0,03 ± 0,01 U/mg) e posbiótico (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 relação ao 15 

infiltrado de eosinófilos, apenas o grupo tratamento probiótico (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). 
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Figura 7: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico no infiltrado inflamatório no íleo: Atividade de MPO (A) e 
EPO (B) no íleo de animais inflamados com 5-FU (300 mg/kg) (MUC, MRS, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico) ou salina 0,9% (CTL) por via intraperitoneal (n=6).  Letras 25 
diferentes em A e B indicam diferença significativa por ANOVA seguido pelo pós-teste de 
Tukey (p<0,05). 
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4.6 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 probiótico, paraprobiótico 
e posbiótico foram capazes de prevenir o aumento da expressão gênica relativa 
das citocinas pro-inflamatórias (Tnf e Il12p40), e a diminuição desta expressão 
para a Il10 

As expressões gênicas relativas das citocinas pro-inflamatórias (Tnf, Il1b, Il12p40 e 5 

Il6) e anti-inflamatória (Il10), foram mensuradas após 72 horas da administração do agente 

quimioterápico 5-FU. Análise da expressão relativa das citocinas pro-inflamatórias 

demonstram um aumento importante nos animais do grupo MUC: Il12p40 (2,38 ± 0,67), Il1b 

(2,84 ± 0,70), Tnf (3,77 ± 0,97) e Il6 (3,44 ± 0,99), ao contrário dos valores exibidos no grupo 

CTL: Il12p40 (1,06 ± 0,37), Il1b (0,71± 0,56), Tnf (1,07 ± 0,73) e Il6 (0,68 ± 0,19) (p<0,05) 10 

(figura 7 A-E). O tratamento com o probiótico foi capaz de suprimir o aumento de: Il12p40 

(0,90 ± 0,48), Tnf (0,81 ± 0,61) não diferindo significativamente do grupo CTL (p>0,05) 

(Figuras 7 A e C). No entanto, quando avaliada a expressão gênica relativa da Il6 (2,38 ± 

0,60), o probiótico não 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 15 

com o paraprobiótico foi capaz de prevenir o aumento de: Il12p40 (0,48 ± 0,24), Il1b (1,38 ± 

0,75) e Tnf (1,0 ± 0,96) com valores estatisticamente semelhantes ao grupo CTL (p>0,05).  

Foi possível observar que os níveis da citocina anti-inflamatória Il10 diminuíram nos 

animais do grupo MUC (0,25 ± 0,17) e MRS (0,42 ± 0,21), após a administração do 5-FU, em 

relação ao grupo CTL (1,58 ± 0,40) (p<0,05) (Figura 7 E). Os tratamentos com probiótico e 20 

paraprobiótico foram capazes prevenir a diminuição da expressão de Il10 (1,06 ± 0,72 e 1,08 

± 0,46 respectivamente) (Figura 7 E).  
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Figura 8: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico nas expressões gênicas relativas dos genes Il12 (A), Il1b 
(B), Tnf (C), Il6 (D) e Il10 (E) no íleo dos animais, 72 horas após a administração de 5-
FU. (n=6). Letras diferentes indicam diferença significativa por ANOVA, seguido pelo pós-teste 
de Tukey (p<0,05). 5 
 

4.7 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 probiótico, paraprobiótico 
e posbiótico não foram capazes de prevenir a diminuição da expressão gênica 
relativa dos genes codificadores das proteínas das junções firmes 

Foram mensuradas as expressões gênicas relativas dos genes codificadores das 10 

proteínas das junções firmes (Cldn1, Cldn2, Zonulina e F11r). Os resultados demonstram que 

houve uma supressão gênica importante destas proteínas 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 e 0,73 ± 0,46) e 

F11r (0,41 ± 0,20 e 0,38 ± 0,30), respectivamente, conforme esperado devido ao processo 

inflamatório gerado pelo fármaco, ao contrário dos valores exibidos no grupo CTL: Cld1 (2,41 15 

± 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 probiótico, paraprobiótico e posbióticos (1,2 ± 0,24; 1,33 ± 0,15 e 1,07 

± 0,36, respectivamente) foram capazes de prevenir a diminuição da expressão relativa de 

Cld2 (Figura 8 B) a níveis semelhantes ao do grupo CTL (1,41 ± 0,49) (p>0,05) (Figura 8 D). 

Adicionalmente, o posbiótico também foi capaz de prevenir a diminuição da expressão 20 

gênica 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 expressão gênica relativa de Cld1 (0,48 ± 0,30 probiótico; 

0,75 ±0,22 paraprobiótico; 0,96 ± 0,44 posbiótico) e F11r (0,45 ± 0,24 probiótico; 0,26 ± 0,35 

paraprobiótico e 0,42 ± 0,30 posbiótico) (Figuras 8 A e D). 25 
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Figura 9: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico na análise da expressão gênica relativa dos genes 
codificadores das proteínas das junções firmes. Cld1 (A); Cld2 (B); Zonulina (C) e F11r 
(D). Letras diferentes indicam que há diferença significativa entre os grupos experimentais por 5 
ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey (p<0,05) (n=6). 

 
4.8 Administração oral de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 paraprobiótico 
e posbiótico amenizou os parâmetros morfométricos da mucosite intestinal 

O grupo controle (CTL) apresentou escore histológico do íleo variando entre 0 e 1 (0,33 10 

± 0,51), indicando achados morfológicos normais, com um discreto infiltrado inflamatório 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 lesões no íleo, com alteração da arquitetura da mucosa intestinal, apresentando 

escores histológicos variando entre 2 e 3, como esperado, devido à inflamação gerada pelo 15 

quimioterápico. Os tratamentos com probiótico (1,33 ± 0,51), paraprobiótico (1,51 ± 054) e 

posbiótico (1,51 ± 0,54) apresentaram escore histológico variando de 1 e 2, mas, mesmo 
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assim não sendo capazes de apresentar diferenças 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 administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico no escore histológico de animais com mucosite intestinal 5 
induzida por 5-FU. Animais que receberam 5-FU (300 mg/kg) (MUC, MRS, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico) ou salina 0,9% (CTL) por via intraperitoneal (n=6). Letras 
diferentes indicam diferença significativa pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de 
múltiplas comparações de Dunns (p< 0,05) (n=6). 

 10 
No que se refere à altura das vilosidades, os grupos tratados com paraprobiótico (423,7 

± 64,7 µm) e com o posbióticos (396,4 ± 62,5 µm) 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 posbiótico (1,508 ± 0,33 

µm) foi capaz de aumentar a relação da altura das vilosidades/profundidade das criptas 15 

quando comparado ao grupo MUC (1,063 ± 0,180 µm) (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 µm), MUC (321,00 ± 69,10 µm), MRS (345,00 ± 68,64 µm), 

probiótico (314,00 ± 26,04 µm), paraprobiótico (288,00 ± 53,51) e posbiótico (303,00 ± 68,13 

µm) (Figura 10 C). 20 
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Figura 10: Análises histológica e morfométrica do íleo dos animais com mucosite 
intestinal induzida por 5-FU e tratados probiótico, paraprobiótico e posbiótico. Achados 
histológicos (A) lâminas coradas com hematoxilina-eosina (HE) aumento de 20x, comprimento 5 
das vilosidades (B), profundidade das criptas (C) razão comprimento das vilosidades e 
profundidades das criptas (D). Letras diferentes indicam diferença significativa pelo teste de 
Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de múltiplas comparações de Dunns (p< 0,05) (n=6). 

 
A administração de 5-FU reduziu a expressão gênica relativa de Muc2 (0,42 ± 0,09), 10 

gene codificante da glicoproteína relacionada à secreção de mucina 2, um dos principais 

componentes do muco intestinal, produzidos pelas células caliciformes. Os grupos tratados 

com probiótico (0,77 ± 0,20), paraprobiótico (0,64 ± 0,15) e posbiótico (0,69 ± 0,28) não 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). 15 

A) 
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Figura 11: Efeito da administração por gavagem de CIDCA 133, probiótico, 
paraprobiótico e posbiótico na expressão gênica relativa de Muc2. Letras diferentes 
indicam diferença significativa pelos testes de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de 
múltiplas comparações de Dunns (p< 0,05) (n=6). 5 
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5. DISCUSSÃO  

As terapias existentes para a mucosite intestinal são limitadas ao manejo clinico dos 

sintomas, não existindo medidas eficazes para seu controle e prevenção (Van Sebille et al., 

2015; Ribeiro et al., 2016; Yeung et al., 2020). Desse modo, a necessidade de alternativas 

terapêuticas para prevenir, amenizar ou até mesmo tratar os sintomas dos efeitos colaterais 5 

gerados por quimioterápicos, fica evidente, melhorando assim, a qualidade de vida dos 

pacientes oncológicos. 

Este trabalho baseou-se nos relatos da literatura que demonstram que a administração 

dos bióticos (probióticos, paraprobióticos e posbióticos), tanto em estratégias de tratamento 

como de prevenção poderiam ser uma alternativa terapêutica à mucosite intestinal. Estudos 10 

prévios, in vitro (Kociubinski et al., 1996, 1999; Hugo et al., 2010; Rolny et al., 2016a), 

mostraram o potencial probiótico de CIDCA 133 o qual foi corroborado, in vivo, via 

administração 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 benefícios clínicos estão diretamente 15 

relacionados à viabilidade das bactérias. Desta forma, o sobrenadante dos probióticos, como 

também a inativação dos mesmos, seja por calor (Matsuzaki and Chin, 2000; Kamilya et al., 

2015), por radiação (Kamiya, 2006), ou por sonicação (Shin et al., 2010) tem demonstrado ser 

capazes de realizar funções benéficas semelhantes, ou até superiores à da sua forma viável. 

Estas versões apresentam menos risco a saúde, sobretudo em indivíduos 20 

imunocomprometidos (Prisciandaro et al., 2011a; Taverniti and Guglielmetti, 2011; Aguilar-

Toalá et al., 2018). 

Deste modo, objetivou-se investigar, além da forma probiótica desta bactéria, as 

formas paraprobiótica e posbiótica em modelo murino de mucosite intestinal induzida por 5-

FU, enfatizando a inexistência na literatura, de estudos in vivo com esta abordagem, 25 

utilizando-se a linhagem L. delbrueckii CIDCA 133. 

Na fase ulcerativa da doença, a diminuição do apetite, que influencia na perda de peso 

corpóreo (Sonis, 2004a; De Jesus et al., 2019; Gan et al., 2020), torna-se relevante para 

avaliação do estado geral dos pacientes. Nossos resultados mostraram que camundongos 

Balb/c após a indução da mucosite, apresentaram diminuições significativas do consumo 30 

hídrico, alimentar e, consequentemente, perda de peso corpóreo e, os três tratamentos 

propostos no presente estudo não diminuíram essa perda de peso dos animais, e não 

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 não foi capaz de modificar a ingestão de leite e alimento 35 

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 probiótica dessa 
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bactéria sobre comprimento do intestino, correlacionando-o a uma maior absorção de 

nutrientes (De Jesus et al., 2019). Da mesma forma, corroborando com nossos achados, 

Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905 (109 UFC/ mL) enriquecida com selênio não 

promoveu a diminuição da perda de peso, e nem a melhora no consumo hídrico e alimentar 

dos animais com mucosite intestinal (Porto et al., 2019), diferentemente do observado no 5 

trabalho de Justino et al. (2014), onde o probiótico Saccharomyces boulardii em doses 

maiores (1010 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 não influenciaram a 

perda de peso e o consumo alimentar, nos animais com mucosite intestinal (Prisciandaro et 10 

al., 2011b).  

Diante do processo inflamatório desencadeado pela doença, o recrutamento de 

neutrófilos torna-se importante de forma a combater possíveis infecções, por meio da 

liberação da enzima MPO (Kolaczkowska e Kubes, 2013), como também de eosinófilos, os 

quais potencializam reações inflamatórias no local da inflamação por meio de liberação de um 15 

arsenal de mediadores químicos (citocinas), tais como, interleucina (Il12, Il4, Il5 e Il10 

(Lampinen et al., 2004; Rothenberg e Hogan, 2006; Vieira et al., 2009; Woodruff et al., 2011). 

Diante disto, as atividades enzimáticas destas duas enzimas (MPO e EPO), utilizadas como 

marcadores bioquímicos, permitem avaliar de forma indireta o recrutamento destes leucócitos.  

No presente estudo, ambos os indicadores foram avaliados, e os resultados sugerem 20 

que após a indução da mucosite houve um aumento importante no infiltrado de eosinófilos e 

neutrófilos no íleo dos animais em relação ao grupo saudável. No entanto, o aumento da 

atividade enzimática, de ambos os marcadores bioquímicos, foi prevenido após administração 

de CIDCA 133 probiótico e esses achados são consistentes com os obtidos por De Jesus et 

al. (2019). Em contrapartida, CIDCA 133 paraprobiótico e posbiótico somente foram capazes 25 

de prevenir o recrutamento dos neutrófilos. Esses resultados são 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 diminuição do infiltrado inflamatório. 30 

Nossos resultados, comparados com os estudos relatados acima, sugerem que a ação 

de CIDCA 133 na redução do infiltrado inflamatório pode estar relacionada com a capacidade 

deste probiótico em reduzir o recrutamento de espécies reativas de oxigênio (ROS), o que 

gera uma diminuição tanto do dano tecidual quanto da migração de neutrófilos para o local 

afetado, reduzindo assim a gravidade geral da mucosite (Sonis et al., 2004). Verificou-se que 35 

essa mesma propriedade é mantida após a inativação da linhagem bem como no seu 
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sobrenadante. No entanto, não foi possível obter resultados semelhantes no que concerne ao 

recrutamento de eosinófilos. 

Ainda que a presença de eosinófilos esteja relacionada com a piora do prognóstico da 

mucosite (Lampinen et al., 2004), alguns estudos indicam que os eosinófilos são componentes 

proeminentes da mucosa gastrointestinal na homeostase, e mediante a estímulos 5 

inflamatórios agudos, como a mucosite, eles podem ser capazes de interagir com bactérias 

exógenas, como os probióticos ou seus componentes, de forma a contribuir com a resolução 

de uma inflamação gastrointestinal local (Nussbaum et al., 2013; Rosenberg et al., 2016).  

Diante disso, sugerimos que esse resultado ocorre devido mecanismo de ação 

diferentes no controle da inflamação, na qual, CIDCA 133 probiótico pode atuar na prevenção 10 

do aumento da expressão da eotaxina na mucosa intestinal, o que consequentemente leva 

uma diminuição no recrutamento de eosinófilos melhorando o prognostico da doença (Rankin 

et al., 2000), sendo necessários outros experimentos para confirmação desta hipótese. Por 

outro lado, seus componentes paraprobiótico e posbiótico interagem com os eosinófilos, de 

forma a aumentar seu recrutamento para resolver a inflamação local, essa hipótese corrobora 15 

com o estudo desenvolvido por Kvarnhammar et al,(2011), os autores mostraram, que  

eosinófilos humanos podem ser ativados diretamente, através dos antagonistas NOD 1 e NOD 

2 que são receptores citoplasmáticos para fragmentos peptidoglicanos bacterianos 

(Kvarnhammar et al., 2011). 

Por outro lado, confirmando a hipótese de mecanismo de ação diferentes entre células 20 

viáveis, inativadas e seus componentes,  Lopez et al. (2008),  ao avaliaram a linhagem 

probiótica Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) viva e inativada por ultravioleta (UV) na 

diminuição da produção de interleucina 8 (Il8) em células Caco-2. Observaram que LGG vivo 

e inativado foram igualmente eficazes na modulação da resposta inflamatória diminuindo Il8, 

por meio da inibição da translocação da proteína do fator nuclear de NF-Κb. No entanto, essa 25 

modulação seguiu mecanismos diferentes, LGG inativado diminuiu a produção de Il8 através 

da inibição da expressão gênica do inibidor ubiquitinado-κB (Ub-IκB), ao contrário de LGG 

vivo que também diminui Il8 sem alterar os níveis de expressão gênica deste inibidor (Lopez 

et al., 2008). 

A exposição a fármacos antineoplásicos, como o 5-FU, causa danos diretos ao DNA 30 

celular, o que gera lesão celular e morte epitelial e, consequentemente, aumenta ROS (Sonis, 

2004b; Logan et al., 2007), sendo que o maior dano tecidual envolve a estimulação de 

macrófagos, produzindo uma cascata de eventos inflamatórios como a ativação do fator de 

transcrição NF-κB , favorecendo a expressão gênica de Il1b (Dinarello, 2011), como também 

das sínteses das citocinas pro-inflamatórias, Tnf, Il6 e Il12. Citocinas responsáveis pelas 35 

várias fases da mucosite intestinal e sua regulação positiva causa lesões na mucosa 

provocando danos adicionais aos tecidos (Sonis, 2004b; Logan et al., 2007). 
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Neste estudo, após 72 horas da indução da mucosite observou-se aumento importante 

na expressão gênica relativa das citocinas pro-inflamatórias Il1b, Il6, Il12 e Tnf. Nossos 

achados são 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 quimioterápico 5-FU. O aumento destas moléculas, na mucosa, 5 

ocorre devido à promoção da apoptose (Sonis, 2004b; Logan et al., 2008). Assim, este 

estimulo precoce leva à atrofia do epitélio, fazendo com que os pacientes desenvolvam os 

sintomas característicos da mucosite intestinal (Sonis, 2004b; Soares et al., 2008; Yeung et 

al., 2015). Os três tratamentos avaliados (probiótico, paraprobiótico e postbiótico) foram 

capazes de prevenir o aumento tanto de Il12 como de Tnf, o que torna estes tratamentos 10 

condizentes com a atividade anti-inflamatória descrita deste probiótico. A citocina Tnf, em 

altas concentrações, pode gerar danos no epitélio e, consequentemente, prejudicar a função 

da barreira epitelial ao alterar a estrutura e a função das proteínas da junções firmes 

aumentando, assim, a permeabilidade intestinal, possibilitando a passagem de bactérias 

patogênicas do lúmen intestinal ao organismo hospedeiro (Schmitz et al., 1999; Turner, 2006). 15 

Bem como, a citocina Il12 é um fator patogênico crítico na inflamação intestinal (Eftychi et al., 

2019). 

Em contrapartida, apenas CIDCA 133 inativada por calor conseguiu impedir o aumento 

de Il1b, com níveis semelhantes aos dos animais não inflamados. A importância desse achado 

se deve ao papel significativo de Il1b na  função da barreira intestinal, através do aumento da 20 

permeabilidade, regulando negativamente a expressão gênica das proteínas das junções 

firmes (Al-Sadi e Ma, 2007; Kanarek et al., 2014) 

Assim, os importantes achados neste trabalho, no que refere a diminuição da 

expressão gênica de Tnf e Il12, nos três tratamentos, somado à diminuição da expressão da 

citocina pro-inflamatória Il1b por parte do paraprobiótico sustentam o benefício, além da 25 

segurança que os paraprobióticos e posbiótico 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 macrófagos estimulados com LPS para avaliar o potencial anti-

inflamatório dos metabolitos de determinadas cepas probióticas. No referido trabalho mostrou-

se que os metabólitos de e  Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei) foram capazes de 30 

regular negativamente a secreção de Tnf e impedir a ativação de Il1b induzida por LPS (De 

Marco et al., 2018). Do mesmo modo que os probióticos Lacticaseibacillus casei  

(Lactobacillus casei variedade rhamnosus), associada com Bifidobacterium bifidum e S. 

boulardii foram capazes de reduzir a expressão gênica relativa de Il1b e Tnf em camundongos 

com mucosite intestinal induzida por 5-FU (Yeung et al., 2015; Porto et al., 2019). 35 

Outra citocina de destaque no processo inflamatório é a Il10, que apresenta ação 

imunorreguladora sendo responsável por manter a homeostase do intestino, bem como, 
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contribuir para a diminuição da intensidade da resposta inflamatória, ao regular negativamente 

a produção de citocinas pro-inflamatórias no local do dano tecidual (Rubtsov et al., 2008). 

Estudos mostram que Il10 também é capaz de atenuar a expressão gênica de Tnf (Clarke et 

al., 1998). Dada a importância desta citocina no processo inflamatório, nosso estudo revelou 

que os tratamentos com probiótico e paraprobiótico, foram capazes de aumentar a expressão 5 

gênica relativa de Il10.  

O epitélio intestinal atua como uma barreira seletiva entre o ambiente externo e o 

interno e as proteínas das junções firmes atuam como guardiões desta barreira epitelial, uma 

vez que impedem a passagem de substâncias nociva. Dentre essas proteínas destacam-se a 

Zonulina, Claudina, Ocludina e F11r (Song et al., 2013; Otani et al., 2019). A expressão das 10 

proteínas das junções firmes (cldn1, cldn2, zonulina e F11r) estudadas neste trabalho 

mostraram significativa diminuição nos animais que receberam 5-FU e esses achados 

corroboram com o estudo conduzido por Barroso et al. (2021) que também observaram 

diminuição significativa na expressão gênica relativa das mesmas proteínas, revelando assim, 

a importância das mesmas na manutenção de barreira epitelial. O 5-FU pode aumentar a 15 

permeabilidade da barreira epitelial por meio da regulação negativa das proteínas das junções 

firmes. Assim, o aumento da expressão gênica de Cldn2 observada nos três tratamentos 

propostos, somado ao aumento da expressão gênica de zonulina pela ação dos postbóticos, 

são achados promissores para uma possível redução da permeabilidade intestinal gerada 

pela mucosite. Embora estes achados se apresentem como satisfatórios, talvez a dose 20 

administrada nesse experimento (109 UFC/mL) não tenha sido suficiente para evitar o 

aumento desse parâmetro, sendo necessários mais estudos envolvendo a permeabilidade 

intestinal para explorar os resultados encontrados.  

Como consequência das alterações inflamatórias induzidas pelo quimioterápico, na 

fase de ulceração, também ocorrem alterações morfológicas, extensamente documentadas, 25 

na arquitetura do epitélio (Sonis, 2004b; Carvalho et al., 2017a; De Jesus et al., 2019; Porto 

et al., 2019). Os resultados das análises morfométricas realizadas no íleo dos animais 

reforçam os resultados encontrados pelos métodos qualitativos. O grupo que recebeu 5-FU 

(i.p.) gavados com solução salina, como também o grupo controle que recebeu meio MRS 

(ambos controles positivos), apresentaram perda grave da arquitetura da mucosa ileal, 30 

evidenciando, assim a inflamação intestinal dos animais. Desse modo, a suplementação do 

probiótico, paraprobiótico e posbiótico conseguiu reduzir parcialmente o escore histológico, 

demonstrando potencial na preservação da arquitetura epitelial. Além destes benefícios o 

paraprobiótico e posbiótico mostraram-se capazes de prevenir a redução do tamanho das 

vilosidades de forma mais eficaz do que o probiótico. Esses achados corroboram com o 35 

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 histológico da 
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mucosite e melhorar a morfologia intestinal (Prisciandaro et al., 2011b), destacando, mais uma 

vez, o efeito benéfico sobre a inflamação não só do probiótico como também dos para e 

postbióticos.  

Outro efeito observado na mucosite intestinal é redução da expressão gênica de Muc 

2, responsável pela produção de mucina 2. As mucinas são secretadas pelas células 5 

caliciformes que criam uma camada de muco que protege o epitélio contra a penetração de 

bactérias. A mucina 2 é considerada o principal componente do muco intestinal, assim quanto 

maior número dessas células, maior a proteção epitelial (Oh et al., 2017b; Li et al., 2018). No 

presente estudo, a suplementação com o probiótico, paraprobiótico e o posbiótico de 

CIDCA133, não diferiu significativamente do grupo saudável e do grupo doente quanto a este 10 

parâmetro, visto que, seus níveis expressos não foram suficientes para gerar uma resposta 

significativamente distinta entre os grupos experimentais. Em outros estudos, como Barroso 

et al. (2021), foi observada que após administração do 5-FU, uma redução acentuada da 

produção de mucina, e a linhagem recombinante de CIDCA 133 (pExu:hsp65) foi capaz de 

aumentar a expressão gênica relativa de Muc 2. Do mesmo modo, extrato de folha de amora 15 

fermentado pelo probiótico Lactobacillus acidophilus A4 regulou positivamente a expressão 

gênica de muc2 a valores semelhantes ao grupo saudável em ratos com mucosite intestinal 

induzida por 5-FU (Oh et al., 2017b). 

De acordo com dados literários, além dos danos estruturais ao epitélio, o tratamento 

com o quimioterápico tem efeito negativo na composição da microbiota intestinal, que está 20 

diretamente relacionado com o desenvolvimento e a gravidade da mucosite, devido a 

capacidade de certos microrganismos em liberara metabólitos tóxicos ativos presentes no 

quimioterápico exacerbando a lesão tecidual (Stringer et al., 2009). Apesar disso, a presença 

de bactérias comensais residentes podem oferecer proteção ao indivíduo contra o 

desenvolvimento da inflamação, através da atuação sobre:  i) influenciado no processo 25 

inflamatórios e modulando o estresse oxidativo, ii) influenciando na permeabilidade intestinal, 

(iii) influenciando na camada de muco, na resistência a estímulos nocivos e no reparo tecidual 

(van Vliet et al., 2010). A capacidade dos probióticos e seus componentes secretados em 

modular a microbiota intestinal vêm ganhando destaque como um promissor tratamento para 

a mucosite intestinal. 30 

 Segundo Stringer et al., (2009) a diarreia induzida pelo quimioterápico irinotecano pode 

estar associada a presença de algumas bactérias, em especial E-coli produtora de β-

glucuronidase  que desempenha um papel essencial a toxicidade intestinal do fármaco 

(Stringer et al., 2009). Por outro lado, as linhagens probióticas Bifidobacterium bifidum G9-1 

(BBG9-1) e Lacticaseibacillus casei (Lactobacillus casei variedade rhamnosus)  foram 35 

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 probióticos mostram 

capacidade de modular a microbiota desequilibrada, aumentando a população de bactérias 

benéficas, regulando a função de barreira do epitélio intestinal, exercer efeitos 

imunomodulatorios e anti-inflamatórios através da inibição de produção de citocinas por 

regulação negativa da via NF-kB (van Vliet et al., 2010; Azad et al., 2018). 5 

 Desse modo, baseados em dados da literatura, sugerimos que os efeitos 

imunomoduladores e anti-inflamatórios de CIDCA 133 viável, inativada e seu sobrenadante, 

observados neste estudo, pode ser devido a interação de componente secretados com as 

células epiteliais intestinais, modulando o sistema imunológico através da regulação negativa 

da via de transcrição NK-kB inibindo a expressão gênica de diversos genes responsáveis pelo 10 

início da lesão da mucosa, tais como, citocinas pro-inflamatórias (Tnf, Il12 e Il1b) e 

aumentando a anti-inflamatória ll10, e modulando a microbiota intestinal (Sonis, 2004b), é de 

conhecimento cientifico que as bactérias viáveis e seus componentes são capazes de regular 

a produção de citocinas pro-inflamatórias através da modulação da microbiota (Kim et al., 

2007; van Vliet et al., 2010; Azad et al., 2018).  15 

Mediante as informações apresentadas, observamos que os três tratamentos 

propostos neste estudo foram capazes de melhorar alguns parâmetros da mucosite intestinal 

induzida pelo 5-FU. Acredita-se que os resultados diferentes dos tratamentos encontrados, 

pode ser explicado pelo fato da existência de diferenças no mecanismo de ação e na via de 

sinalização quando diferentes resultados são produzidos por células viáveis e inativadas e, 20 

do mesmo modo, quando ambas as células (viáveis e mortas) apresentam o mesmo resultado, 

podendo ser devido à existência de mecanismos de ação 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 já relatado 

em estudos envolvendo paraprobioticos (FUJIKI et al., 2012).  25 

A adesão às células da mucosa intestinal é o primeiro mecanismo que as bactérias 

probióticas utilizam para modular o sistema imunológico, o epitélio intestinal é conhecido por 

ter diversas adequações protetoras especializadas, como as junções firmes, que dificulta o 

contato direto de bactérias as células epiteliais (Nagler-Anderson, 2001), Desse modo, 

sugerimos que CIDCA 133 inativada, e suas proteínas secretadas tem mais facilidade em 30 

passar por essa camada protetora de muco estimulando as células epiteliais mais 

diretamente, com isso há uma redução do processo inflamatório e estresse oxidativo, 

ocasionando uma redução  da permeabilidade intestinal através da regulação das proteínas 

das junções firmes, desse modo, prevenindo o dano tecidual, exercendo os efeitos protetores 

mais eficientes no encurtamento das vilosidades conforme relatados neste estudo. Contudo, 35 

é necessário a condução de novos estudos avaliando a alteração da microbiota com intuito 
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de confirma a capacidade de modulação de CIDCA, e compreender os mecanismos de ações 

dos paraprobióticos e posbiótico na mucosite intestinal. 
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6. CONCLUSÃO  

A administração de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 probiótico, paraprobiótico e 

posbiótico são capazes de preservar parcialmente os danos causados à mucosa intestinal em 

decorrência do uso do quimioterápico 5-FU. Ainda assim, o paraprobiótico exerceu um efeito 

protetor melhor na mucosite intestinal, o que apresenta diversas vantagens em relação aos 5 

microrganismos vivos, principalmente no quesito segurança, posicionando-se como uma 

estratégia terapêutica promissora para a proteção do epitélio e a homeostase intestinal, 

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

Sugere-se a condução de novos estudos, tais como: 

− Estudo da secreção de metabólitos e proteínas de superfícies do paraprobiótico, para 

elucidar a presença de compostos que possam estar relacionados com alguns dos 

efeitos observados no presente trabalho. 5 

− Coloração PAS para quantificar muco e células caliciformes. 

− Microbiota dependente de cultivo para quantificar Bactérias do ácido lácticos (BAL) e 

enterobactérias. 

− Expressão gênica relativa das quimiocinas CXCL1 e Eoxatina. 

− IgA intestinal. 10 
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9.5 Identificação de L. delbrueckii CIDCA 133 por MALDI- TOF biotyper e 
sequenciamento do genoma completo.  

 
  

Figura 1: Identificação de CIDCA 133 por MADI-TOF biotyper. O programa classificou 5 
esta cepa como a pertencente a espécies de L. delbrueckii. 

 
A sequência total do genoma de L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 foi feito pelo 

nosso grupo de pesquisa, usando a plataforma HiSeq 2500 (Illumina, San diego, Ca, EUA), 
bibliotecas de extremidades emparelhadas (2x 150b.p). As ORFs de codificação de proteínas 10 
foram anotadas automaticamente usando o procaryotic genome annotation popelina (PGAP) 
do NCBI. As sequências do genoma e do plasmídeo foram depositadas no National Center 
for Biotechnology (NCBI) (Número de acesso: CP065513 e CP065514, respectivamente). 

 
 15 

9.6 Análise das proteínas do sobrenadante de CIDCA 133 
As análises das proteínas secretadas pelo sobrenadante de CIDCA 133, foi realizada 

pelo nosso grupo de pesquisa, em um projeto paralelo, no qual, o artigo foi submetido para 
publicação e o esboço encontra-se abaixo. 
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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 proteínas citoplasmática, 312 
proteínas de membrana, 156 de superfícies proteícas expostas (PSE) e 58 secretadas (dados 5 
aceitos para publicação). 

Outro resultado obtido da análise foi a interação da proteína de CIDCA 133 com a 
proteína humana pelo programa InterSPPI, no qual, previram 74 interações. (Figura 2 e Tabela 
1), sendo que, a subunidade p105 do fator nuclear NF-kB, foi a proteína humana com mais 
interação com CIDCA. Do mesmo modo, uma proteína de superfície celular a PrtB, se 10 
sobressaiu e foi a proteína com interação mais frequente.  
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Figura 1: Mapeamento da rede de interação proteína-proteína para a via de sinalização 

KEGG TLR / NF-κB. Os nós do círculo vermelho representam proteínas de bactérias e os nós 
do círculo azul representam proteínas humanas. As associações mais fortes são 
representadas com linhas de cores diferentes. Pontuação de interação: 0,97 (linha amarela), 5 
0,98 (linha verde), 0,99 (linha roxa), 1,0 (linha vermelha). 

 
Tabela 1: InterSPPI humano e a interação da proteína de CIDCA 133 

HUMAN ID BACTERIA ID Prediction score 

TLR4 Gp58 0.9779299847792998 

TLR4 PrtB 0.9840566873339238 

TLR4 Tmp 0.9781132075471698 

IRAK4 Gp58 0.9766081871345029 

IRAK4 PrtB 0.9802793755135579 

IRAK4 Gp58 0.9766081871345029 

IRAK4 PrtB 0.9802793755135579 

IRAK1 PrtB 0.980440097799511 

TRAF6 Gp58 0.9781132075471698 

TRAF6 PrtB 0.9802631578947368 

TAB2 Gp58 0.9800332778702163 

TAB2 PrtB 0.9854227405247813 

TAB2 Tmp 0.9802631578947368 

TAK1 Gp58 0.9785884218873909 

TAK1 PrtB 0.9849624060150376 

TAK1 Tmp 0.9784449576597383 

IKKB Gp58 0.9800332778702163 

IKKB PrtB 0.9855212355212355 

IKKB Tmp 0.979903536977492 
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NFKB1 CwlS 0.9846889952153111 

NFKB1 SLAP 0.9802143446001649 

NFKB1 Gp58 1.0      

NFKB1 MucB 0.9848484848484849 

NFKB1 GtfB 1.0     

NFKB1 Pbp2 1.0      

NFKB1 DUF1002  0.9765223771093177 

NFKB1 DppE 1.0     

NFKB1 CamS 0.9851190476190477 

NFKB1 MalF 0.9840085287846482 

NFKB1 Endo 0.9842243645924628 

NFKB1 LytR  0.9803117309269893 

NFKB1 MreC 0.9783950617283951 

NFKB1 OppA 0.9844789356984479 

NFKB1 DacA 0.9843587069864442 

NFKB1 Hp4 0.9855212355212355 

NFKB1 MucB  0.998109640831758 

NFKB1 DppE  1.0      

NFKB1 OppA 0.9913473423980222 

NFKB1 UgpB 0.9854932301740812 

NFKB1 PrtB 1.0     

NFKB1 OppA  0.9955089820359282 

NFKB1 OppA  0.9944055944055944 

NFKB1 LtaS 0.9967213114754099 

NFKB1 Pbp1A 0.9982668977469671 

NFKB1 OppA 0.9968652037617555 

NFKB1 BmpA 0.9791833466773419 

NFKB1 HtrA 0.9932885906040269 

NFKB1 yciB  0.9779635258358662 

NFKB1 yciB  0.9841269841269841 

NFKB1 Smc 1.0      

NFKB1 LytR  0.9840085287846482 

NFKB1 OppA 1.0     

NFKB1 YhcR 0.9981981981981982 

NFKB1 LytR 0.9912826899128269 

NFKB1 OppA  1.0      

NFKB1 PstS1  0.9779635258358662 

NFKB1 Tmp 1.0      

NFKB1 DUF4767  0.9847182425978988 

NFKB1 Hp9 0.9895591647331786 

NFKB1 MmpL 0.9982238010657194 

NFKB1 LtaS 1.0      

NFKB1 Pbp2 1.0     
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NFKB1 YfhO 1.0     

NFKB1 PDZ-Lon 0.9787066246056783 

NFKB1 GluB 0.979315831344471 

NFKB1 ZnuA 0.9780966767371602 

NFKB1 GlnP 0.9853211009174312 

NFKB1 HTH_25 0.9801652892561984 

NFKB1 Pbp1A 0.9967159277504105 

NFKB1 Pbp1A 0.9802793755135579 

NFKB1 DUF2207  0.9944979367262724 

RELA Gp58 0.9783783783783784 

RELA PrtB 0.9786392405063291 

NFKBIA PrtB 0.980440097799511 

 


