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RESUMO

A mucosite gastrointestinal € uma das principais e mais graves consequéncias
ocasionadas pela terapia antineoplasica, levando o paciente a debilitacdo ou até
mesmo ao Obito, muitas vezes sendo necessaria a interrup¢do do tratamento
quimioterapico. Apesar da frequéncia e importancia clinica, ainda ndo existe um
tratamento efetivo contra a mucosite. Mesmo com avangos na pesquisa, sua
patobiologia ainda ndo estad totalmente elucidada; porém, sabe-se que a
microbiota indigena esta envolvida no seu desenvolvimento. Um dos aspectos da
mucosite causada por quimioterapicos, como o 5-fluorouracil (5-FU), é a mudanca
da microbiota intestinal e, alguns estudos mostram que a microbiota alterada leva
ao agravamento da doenca. Dessa forma, vé-se a importancia dos probioticos,
gue podem servir de terapia adjuvante na mucosite, por modular a microbiota e a
resposta imune. O objetivo desse trabalho foi avaliar se a administragdo do
probiético Lactobacillus casei DN114001 protegeria camundongos contra a
mucosite induzida por 5-FU. NOs investigamos o tratamento com a bactéria,
administrada de forma preventiva/curativa, avaliando: perda de peso e consumo
de alimentos, permeabilidade intestinal, presenca de infiltrados de neutrdfilos e
eosinofilos e niveis de slgA, além de parametros patolégicos no nivel histologico e
a quantidade de enterobactérias. Os resultados mostraram que, no nivel
histoldgico, a bactéria proporcionou uma discreta protecdo a mucosa intestinal,
apresentando uma leve diminuicdo da permeabilidade intestinal, e do nivel de
enterobactérias; porém esses resultados ndo foram estatisticamente diferentes. A
bactéria ndo preveniu a diminui¢cdo dos niveis de sIgA e a contagem de células
caliciformes, nem o encurtamento das vilosidades intestinais, além de néo ter
prevenido o aumento de infiltrados de células inflamatérias, e a diminuicdo do
consumo de alimentos, demonstrando ter um efeito muito discreto sobre alguns
aspectos da mucosite. Concluiu-se, portanto, que L. casei DN114001 nao protege

0s animais contra a mucosite induzida por 5-FU.

Palavras-chave: Mucosite, 5-FU, inflamagé&o intestinal, probiético, Lactobacillus

casei.
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ABSTRACT

The gastrointestinal mucositis is one of the major and most serious consequences
of antineoplastic therapy, leading the patient to debilitation or even death, often
requiring the interruption of chemotherapy. Despite the frequency and clinical
importance, there is still no effective treatment against mucositis. Even with
advances in research, its pathobiology has not yet been fully elucidated; however,
it is known that the indigenous microbiota is involved in its development. One
aspect of mucositis caused by, such as 5-fluorouracil (5-FU), is the change in the
intestinal microbiota, and some studies show that the altered microbiota leads to
the worsening of the disease. Thus, it's clear the importance of probiotics, which
may serve as adjuvant therapy for mucositis, by modulating the microbiota and the
iImmune response. The aim of this study was to evaluate whether administration of
the probiotic Lactobacillus casei DN114001, would protect mice against 5-FU
induced mucositis. We investigated the treatment with the bacteria, administered
in a preventive / curative way, evaluating: weight loss and food consumption,
intestinal permeability, presence of neutrophil and eosinophil infiltrates and sigA
levels, as well as pathological parameters at the histological level and the amount
of enterobacteria. The results showed that, at the histological level, the bacteria
provided a slight protection to the intestinal mucosa, presenting a slight decrease
in intestinal permeability, and the in level of enterobacteria; however these results
were not statistically different. The bacteria did not prevent the decrease of sigA
levels and goblet cell counts, nor the shortening of the intestinal villi. Likewise, it
did not prevent an increase in inflammatory cell infiltrates, nor a decrease in food
consumption, demonstrating to have a very discrete effect on some aspects of
mucositis. It was therefore concluded, that L. casei DN114001 does not protect the

animals against 5-FU induced mucositis.

Keywords: Mucositis, 5-FU, intestinal inflammation, probiotics, Lactobacillus

casei.
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1. INTRODUCAO

1.1. O trato gastrointestinal
1.1.1. Mucosa intestinal

O trato gastrointestinal (TGI), no qual fazem parte 6rgdos complexos que
integram varios processos fisioldgicos, se estende da boca até o anus. A maior
parte dos seus componentes apresentam caracteristicas em comum, como o fato
de serem, de um modo geral, tubos ocos compostos por um lamen circundado por
uma parede formada por quatro camadas distintas: mucosa, Submucosa,
muscular e serosa (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Como um dos principais 6rgédos do TGI, o intestino desempenha funcdes
importantes para a saude do organismo, tais como digestao e absorcédo de macro
e micronutrientes e producdo de importantes hormonios reguladores. Funciona
ainda como 6rgao imune e exerce funcdo de barreira contra agentes nocivos
(DUNCAN & GRANT, 2003). A camada mucosa do intestino desempenha varias
funcdes, dentre elas, a de protecao, lubrificacdo e transporte do contetdo luminal
e revestimento do epitélio (FORSTNER et al., 1995).

Estudos demonstram que alteragcdes ontogénicas na composi¢do do muco
intestinal estdo correlacionadas com mudancas continuas na microbiota indigena,
e com a maturacdo das funcdes imunoldgicas (NEUTRA & FORSTNER, 1987;
DEPLANCKE et al., 2000). Grandes quantidades de antigenos passam pelo
intestino diariamente, tornando a mucosa intestinal o principal sitio de contato
entre linfocitos e antigenos em todo o corpo. Além disso, aproximadamente 100
trilnGes de bactérias estdo associadas ao TGI. Esta rica comunidade microbiana
intestinal, conhecida como microbiota, tem co-evoluido em um relacionamento
simbidtico, com a mucosa intestinal humana, de tal modo que a microbiota
indigena se tornou essencial para a homeostase intestinal (HOOPER &
MACPHERSON, 2010; HOOPER et al., 2012).

1.1.2. Microbiota intestinal

Logo ap0s o nascimento, o intestino, até entdo estéril, comega a ser
colonizado pelas bactérias da mae e do meio ambiente. Escherichia coli,
Clostridium e Streptococcus sdo os primeiros a colonizar o TGl e, com a

amamentacao, surgem as bifidobactérias e os lactobacilos. Logo em seguida,

12
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aparecem o0s géneros Bacteroides, Eubacterium e Peptococcus (BOURLIOUX et
al.,, 2006). Dessa maneira, o0 individuo desenvolve sua propria colecdo
heterogénea de bactérias no TGl (TOIVANEN et al., 2001). Sender e
colaboradores (2016) demonstraram em estudos, que a proporcdo de micro-
organismos presentes no corpo humano é de 1:1, sendo o numero de micro-
organismos muito préximo ao numero de células do corpo, pelo fato de a maior
quantidade de micro-organismos presentes no hospedeiro se concentrar no
intestino, contrastando com outras areas do corpo humano que possuem baixa ou
guase nenhuma concentragdo de comunidades microbianas.

Essa comunidade é composta por micro-organismos comensais e
simbidticos, em sua maioria, bactérias, mas também fungos, Archaea e virus
(ARUMUGAM et al.,, 2011). Individuos apresentam composicbes bacterianas
distintas, devido a genética e caracteristicas individuais, mas fatores ambientais,
tais como modo de nascimento, habitos alimentares e o local onde vive, também
influenciam essa microbiota, o0 que resulta numa grande variabilidade intra e
interindividual (PENDERS et al., 2006; HUTTENHOWER et al., 2012).

Devido a essa grande variedade de micro-organismos no TGI, é
proporcionado ao individuo hospedeiro recursos nao codificados pelo genoma
humano (SALZMAN et al.,, 2007), fornecendo uma diversidade de atividades
bioquimicas e metabdlicas que complementam e melhoram a fisiologia do
hospedeiro, como a producdo de acidos graxos de cadeia curta e vitaminas (K e
do complexo B) (SOMMER & BACKHED, 2013). Desse modo, os beneficios
dessa microbiota podem ser relacionados a nutricdo, protecdo e desenvolvimento
imunoldégico do individuo (BEVINS & SALZMAN, 2011).

Bactérias comensais tém um importante papel na homeostase e também
um efeito protetor da integridade intestinal (Figura 1). Suas interacbes com 0s
receptores Toll-like (TLRs) e subsequente ativacdo da via NF-«xB (Fator Nuclear
kappa B), garantem o desenvolvimento de uma resposta imune inata. Essa
sinalizacdo, além de contribuir para o controle da homeostase intestinal, mantém
a funcdo de barreira, promovendo a reparacdo e regeneracdao do tecido,
protegendo o intestino de possiveis danos, que podem ser causados por varios
fatores, inclusive por doencas no TGl (RAKOFF-NAHOUM et al., 2004; CARIO,
2008; STRINGER, 2013). Estudos ja comprovaram que animais isentos de

germes (IG), ao contrario dos convencionais (CV), possuem um sistema imune

13
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pouco desenvolvido, demonstrando problemas, por exemplo, na evolugéo e
maturacdo de foliculos linfoides isolados, na producdo de anticorpos,
apresentando poucos nédulos mesentéricos linfaticos e placas de Peyer (PP)
reduzidas, demonstrando, dessa forma, a grande importancia dessa estreita
relacdo da microbiota, hospedeiro e sistema imune (FALK et al., 1998;
MACPHERSON & HARRIS, 2004; BOUSKRA et al., 2008).

Microbiota intestinal

Mucosa
do célon —l— / [

Jungoes de
oclusdo

Epitélio

oo

Células
imunoldgicas

Figura 1: Acbes protetoras da microbiota na mucosa intestinal. Fonte: TOUCHEFEU et al.
(2014). (Adaptado).

Estudos também demonstraram que o intestino de animais IG, em
comparacdo ao dos CV (figura 2), possui menos células caliciformes e uma
camada mucosa mais fina (SHARMA et a.l,1995), além de uma menor
diferenciacdo de células B em células plasméticas produtoras de IgA
(Imunoglobulina do tipo A), que sdo sensiveis a, por exemplo, proteina flagelina ,
presente em grande parte da microbiota intestinal (UEMATSU et al., 2008).
Exemplos como esses demonstram a importancia de manter a integridade da
camada mucosa, para que seja mantido o equilibrio intestinal. A ativacdo do
sistema imune do hospedeiro, por meio do contato com a microbiota, deve estar
perfeitamente regulada para que seja uma relacdo benéfica e ndo desenvolva
doencas como consequéncias de inflamacées crénicas (SOMMER & BACKHED,
2013).

14
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Figura 2: Maturagdo do TGI por meio da microbiota. Fonte: SOMMER & BACKHED, 2013.
(Adaptado).

1.2. Mucosite gastrointestinal

A mucosite gastrointestinal se caracteriza pela inflamacdo e perda da
barreira celular do trato digestivo, sendo um dos efeitos colaterais mais frequentes
em pacientes submetidos a quimio e/ou radioterapia. Devido a gravidade da
doenca, esta se torna um fator limitante na terapia contra o cancer, justificando
interrupcdes ou reducbes no tratamento, levando a um aumento da taxa de
morbidade/mortalidade dos pacientes (GIBSON & KEEFE, 2006; FERREIRA et
al., 2012).

A mucosite gastrointestinal ocorre em aproximadamente 40% de pacientes
apos doses padrao de quimioterapia, e em até 100% dos pacientes submetidos a
doses elevadas de quimio e radioterapia (ELTING et al., 2003; ELTING et al.,
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2007), e esta associada a muitos sintomas como ulceragdo, dor abdominal,
distensdo abdominal, nauseas, vomitos e diarreia (GIBSON & KEEFE, 2006).

De acordo com Sonis (2004), a mucosite € um processo que se desenvolve
em cinco fases: iniciacdo, resposta primaria ao dano, amplificacdo de sinais,
ulceracéo e cicatrizacao (Figura 3). A fase de iniciagdo € quando a quimioterapia
e/ou radioterapia tem inicio e agride as células epiteliais e as do tecido conjuntivo,
pelo fato de causar dano ao acido desoxirribonucleico (DNA), por inibicdo da
topoisomerase e sintese de timidilato. Pode acontecer, também, alteracées no
acido ribonucleico (RNA) levando a formagédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), diminuindo a renovacgdo celular e afetando, em particular, o epitélio e
vasos sanguineos. Na resposta primaria ao dano (fase IlI) ocorre a ativacao de
NF-kB, aumentando a regulacdo da transcricdo da ciclo-oxigenase-2 (COX2) e
induzindo a expressdo de mais de 200 genes, entre eles genes associados as
citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina
(IL)-1B e IL-6. Essas citocinas estimulam enzimas pré-apoptoticas (familia BCL2),
alterando, assim, os mecanismos de crescimento e diferenciacéo celular, e dando
inicio aos danos teciduais. A fase Il é o resultado da ativa¢éo e da autorregulacao
das citocinas proé-inflamatérias, que provocam danos ao epitélio, endotélio e
fibroblastos. No estagio ulcerativo (fase IV), com a perda da integridade da
mucosa e consequentes lesbes no tecido epitelial, pode ocorrer com mais
facilidade, a colonizacdo de patdgenos no epitélio, podendo induzir uma
bacteremia ou sepse em doentes neutropénicos. Na fase V, denominada
cicatrizacdo, quando cessado o0 estimulo provocado pelo tratamento
guimioterapico/radioterapico, sinais provindo da matriz extracelular e
mesénquima, induzem as células epiteliais a divisdo, migracdo e diferenciacao,
permitindo a recuperacdo da mucosa.

No modelo acima, proposto por Sonis (2004), apesar de muito
esclarecedor, nao fica claro o papel da microbiota simbidtica presente no TGI,
principalmente no intestino, no desenvolvimento da inflamacéo. Nesse modelo, a
microbiota simbionte estaria envolvida apenas na fase de ulceracao, elucidando
as infec¢des causadas por micro-organismos patdogenos e a necessidade do uso
de antibiéticos nesse estagio. Contudo, estudos mostram que a microbiota pode
ter outros papéis relevantes para a patobiologia da doenca (BRANDI et al., 2006;
PEDROSO et al., 2015).
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Figura 3: Diagrama que mostra as alteragbes clinicas que ocorrem durante o
desenvolvimento da mucosite. Cinco fases sédo mostradas: 1- Iniciagdo; 2- Regulagéo positiva e
geracdo de mensagem; 3- Sinalizacdo e amplificacdo; 4- Ulceracdo; 5- Cura. Fonte: PEDROSO
(2015) modificado.

Em estudos realizados por Pedroso e colaboradores (2015), é
demonstrada a estreita relacdo entre a microbiota e o desenvolvimento da
doenca, quando foi observado no intestino de camundongos CV tratados com
irinotecano (quimioterapico), caracteristicas como, a destruicdo do epitélio,
diminuicdo do tamanho das vilosidades, aumento da permeabilidade intestinal,
infiltracdo de células inflamatérias e alta desorganizacdo de células epiteliais,
estavam evidentes; e ao observar o intestino de camundongos IG, submetidos ao
mesmo tratamento, ndo houve alteracfes intestinais. Além disso, em
camundongos IG convencionalizados e tratados com irinotecano, pode ser
observado um aumento no dano intestinal semelhante ao dano ocorrido em
camundongos CV, reforcando a hipotese de que a microbiota intestinal participa

diretamente das alteracdes histopatologicas induzidas pelo quimioterapico.
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Diversos estudos demonstram que o0 uso de quimioterapicos como o 5-
fluorouracil (5-FU) e o irinotecano, promovem a modificacdo da microbiota
intestinal em camundogos, estando esses associados ao aumento da taxa de
Escherichia spp., Clostridium spp., Enterococcus spp. e Staphylococcus spp., por
exemplo, e reducdo na taxa de Bacillus spp. e Bifidobacterium spp. (VON
BULTZINGSLOWEN et al.,, 2003; IMAOKA et al., 2004; TOUCHEFEU et al.,
2014). Essa modificacdo da microbiota intestinal, com a reducéo de populacdes
microbianas indigenas, parece de alguma forma influenciar no agravamento da
mucosite, exacerbando o processo inflamatério.

Van vliet e colaboradores (2010) descreveram cinco processos (Figura 4),
dentre varios, nos quais, a microbiota comensal pode influenciar efetivamente
amenizando os sintomas do desenvolvimento da mucosite. Segundo eles a
microbiota estaria envolvida 1) na evolugdo de processos inflamatoérios e também
na modulacdo do estresse oxidativo, pois algumas bactérias ao secretarem
alguns produtos, influenciam reduzindo os niveis de NF-xB e a producdo de
citocinas inflamatorias; 2) na permeabilidade intestinal, uma vez que os micro-
organismos agem melhorando a viabilidade celular e a barreira epitelial; 3)
aumentando e favorecendo a formacédo da camada de muco; 4) influenciando a
resisténcia e reparacdo do epitélio, secretando substancias, como por exemplo o
butirato, que estimula o aumento do transito celular, induzindo maiores reparos a
danos de diversas causas; e por ultimo 5) influenciando a producéo e liberacao de
moléculas efetoras do sistema imune, regulando, por exemplo, a expressao de
slgA (Imunoglobulina A secretéria), que por sua vez conduz a composicdo de

micro-organismos no intestino.
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Figura 4. A microbiota comensal influencia o desenvolvimento da mucosite. 1) evolu¢éo de
processos inflamatérios e modulacdo do estresse oxidativo; 2) permeabilidade intestinal; 3)
formacgdo da camada de muco; 4) resisténcia e reparagdo do epitélio; 5) producao e liberagdo de
moléculas efetoras do sistema imune. VAN VLIET et al., 2010 (Adaptado).
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A dificuldade do acesso a lesdo, sendo possivel apenas por meios
invasivos como endoscopia digestiva com bidpsia, justifica a escassez de
informacdo sobre a mucosite intestinal e as hipéteses tém sido baseadas em
dados de estudos com animais (FIJLSTRA et al., 2011). Descobrir e entender os
mecanismos exatos envolvidos poderia auxiliar na escolha do tratamento,
permitindo, assim, uma interrupcdo do desenvolvimento da mucosite antes da
ocorréncia dos sinais e sintomas, como a ulceracéo. Seu tratamento eficaz pode
levar a uma melhoria da qualidade de vida do paciente, durante e apés o
tratamento quimioterapico, possibilitando uma maior probabilidade de cura do

cancer.

1.2.2. 5-Fluorouracil
A quimioterapia é um tratamento muito utilizado para tratar tumores
malignos, e pode causar alteragdes no TGI, afetando os pacientes, principalmente

aqueles que recebem altas doses de quimioterapicos. (DE VITA, 1997; KEEFE,
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2004). Sintomas como dor abdominal, diarreia, azia, inchaco, surgem apos o
inicio dos tratamentos e sao causados pelo dano extensivo causado pelo uso de
quimioterapicos (TAKASUNA et al., 1996; DUNCAN & GRANT, 2003; KEEFE,
2004).

O 5-fluororacil € um antineoplasico muito utilizado no tratamento contra
cancer de mama, TGI, ovarios, cabeca e pescoco. E um anéalogo estrutural da
uracila, e em seu mecanismo de acao, o 5-fluorouracil (5-FU) bloqueia a sintese
do DNA e RNA, culminando na apoptose das células cancerosas, mas também
das células de tecidos sadios com alta taxa de divisdo celular (DE VITA, 1997;
LONGLEY et al., 2003; GRIVICICH et al., 2012). Como consequéncia, observa-se
a producdo de ROS, promocdo do estresse oxidativo, ativacdo de fatores de
transcricdo e aumento da producdo de citocinas inflamatérias (SONIS & FEY,
2002; LONGLEY et al., 2003). Dessa maneira, o TGI é particularmente afetado
pela terapia oncolégica, devido a sua elevada taxa de renovacgdo celular (alta taxa
de divisdo celular) realizada pelas células estaminais localizadas nas zonas
proliferativas entre as criptas e glandulas, no intestino delgado (DEKANEY et al.,
2012).

Um dos indicadores de danos intestinais nos pacientes que se submetem
ao tratamento quimioterapico, e uma das caracteristicas da mucosite € o0 aumento
da permeabilidade intestinal (BLIJLEVENS et al., 2000). Esse aumento da
permeabilidade devido a perda da barreira intestinal, provoca a passagem de
micro-organismos viaveis, ou ndo, assim como seus produtos, como o LPS
(lipopolissacarideo), do limen intestinal para os nddulos linfaticos mesentéricos e,
possivelmente, para outros 6rgaos, como figado e baco, evento conhecido como
translocacdo bacteriana (TB) (KATOULI et al., 2009; FOUTS et al.,, 2012). A
presenca de citocinas inflamatérias [TNF-a, IL-6 e interferon (IFN)-y] e &xido
nitrico (NO) na mucosa intestinal parece ser um dos fatores responsaveis por
desencadear essas alteracdes (BALZAN et al., 2007; LI et al., 2008; RAPIN &
WIERNSPERGER, 2010).

1.2.3. Mucosite intestinal e os tratamentos
Apesar da alta incidéncia nos pacientes em tratamento quimioterapico, e de
sua importancia clinica, ainda ndo ha um tratamento efetivo para a mucosite, e

varias estratégias, como analgesia, antibioticoterapia e nutricdo parenteral total,
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sao utilizadas para amenizar e neutralizar os efeitos adversos da mucosite em
pacientes (SONIS, 1998; FILICKO et al., 2003; KEEFE & GIBSON, 2007). No
entanto, a modulacdo do tratamento quimioterapico (uso de doses mais baixas ou
intervalos de recuperacdo longos entre as doses) continua a ser 0 meio mais
eficaz para limitar a progressao e instalagdo das lesdes intestinais. Contudo,
ocorre a reducdo da eficacia da terapia antineoplasica, podendo células
cancerosas sobreviver ou recuperar, particularmente quando a total ablacdo da
terapia € necessaria. Medidas paliativas para prevenir ou melhorar a mucosite
sao, dessa forma, muito buscadas (SYMONDS, 1998; FILICKO et al., 2003).

Com a perda da barreira intestinal e consequente aumento da
permeabilidade intestinal o risco da ocorréncia de infec¢cdes € aumentado, sendo
a antibioticoterapia muito comum em pacientes com mucosite, além de muitas
vezes necessitar de adjuntos nutricionais, incluindo a substituicdo de fluidos,
dietas liquidas por nutricdo parenteral total, elevando, dessa forma, ainda mais os
gastos financeiros com os pacientes (ELTING et al., 2003; ELTING et al., 2007).

Além de aumentar o risco de infec¢des, como conhecido, a quimioterapia
altera o microbioma intestinal, levando o intestino a uma disbiose (STRINGER et
al., 2007) e como citado por Bevins & Salzman (2011), a microbiota intestinal traz
inumeros beneficios, ndo s6 para o bom funcionamento do intestino, mas para o
organismo em sua totalidade. Como os probidticos agem fornecendo micro-
organismos ao intestino, numa tentativa de normalizar a microbiota intestinal,
portanto, € razoavel sugerir que o0s probidticos possam ser eficazes na melhoria
da mucosite (WHITFORD et al., 2009).

1.3. Probioticos

Os probidticos sdo definidos pela organizacdo mundial da saude (OMS)
como “micro-organismos vivos que conferem beneficios a satde humana, quando
administrados em quantidades adequadas” (FAO/WHO, 2002). Os probidticos sao
utilizados em trés grandes grupos comerciais: preparacdes farmacéuticas e
produtos lacteos, sendo os produtos lacteos o0 mais representativo deles,
constituido por iogurtes, leites fermentados, queijos e sorvetes, nos quais se
utilizam frequentemente culturas iniciadoras de lactobacilos ou bifidobactérias
como aditivo ou suplemento (TIMMERMAN et al., 2004; SAAD, 2006).
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Nas ultimas décadas, diversos estudos tém demonstrado a capacidade de
linhagens probidticas em desenvolver um efeito protetor em seu hospedeiro,
conferindo atividades benéficas, tais como: modulacdo da microbiota intestinal,
imunomodulacéo, reducéo de alergias, alivio de gastroenterite aguda, reducdo da
intolerdncia a lactose e reducdo da inflamacao intestinal. Contribuem também
para a nutricdo do hospedeiro, atuam contra micro-organismos patogénicos e
influenciam na proliferacdo de células intestinais (GOLDIN 1998; SAXELIN et al.,
2005; TURRONI et al., 2011).

Alguns autores também tém mostrado que os probidticos tém influencia na
melhoria do quadro de vérias doencas gastrointestinais, como doenca inflamatoria
intestinal, sindrome do colon irritavel e diarreia associada ao uso de antibioticos,
principalmente aquelas em que a microbiota indigena esta modificada levando ao
aumento de patdgenos. A mucosite € uma dessas doencas em que a microbiota
parece desempenhar uma funcéo importante em seu desenvolvimento, uma vez
gque essa doenca parece estar também relacionada com a modificacdo da
microbiota indigena (BRANDI et al., 2006; GIBSON, 2009; PEDROSO et al.,
2015).

Os principais micro-organismos utilizados como probiéticos sao as
bactérias do &cido latico (BAL), como o Lactobacillus, as bifidobactérias e
algumas leveduras, como a Saccharomyces boulardii (VIEIRA et al., 2013). Em
especial, as BAL, as quais o género Lactobacillus faz parte, sdo capazes de
exercer um papel importante na manutencdo da saude e na prevencdo de
infecgbes (REID et al., 2003; KLAENHAMMER et al., 2005). Dentre as espécies
de lactobacilos conhecidos como probidticos é possivel destacar Lactobacillus
casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus reuteri por serem utilizados no
tratamento e prevencdo de varias disfungbes, como a diarreia em neonatos
(OUWEHAND et al., 2002), a deficiéncia congénita da enzima lactase e a alergia
a proteinas do leite de vaca (MAJAMAA & ISOLAURI, 1997; ROBERFROID,
2000). Muitas das espécies de micro-organismos probiéticos capazes de regular o
sistema imune séo selecionadas a partir das BAL (KITAZAWA et al., 2008).

1.4. O género Lactobacillus
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Lactobacillus sdo bastonetes Gram-positivo, ndo esporulados, anaerobios
facultativos ou microaerdfilos, fermentadores, e sdo as bactérias mais utilizadas e
estudadas como probidticos (MAKAROVA et al., 2006; KLEEREBEZEM &
VAUGHAN, 2009). Muitas das espécies do género Lactobacillus sdo encontradas
no TGl humano, e seu uso como probidticos tém se tornado cada vez mais
comum (WALTER, 2008), pois a permanéncia e o0 aumento da concentracao
desses micro-organismos tém sido associados a inumeros beneficios ao
hospedeiro, como o melhoramento do transito e barreira intestinal, além de serem
importantes contra a instalacdo de patdgenos no intestino e também trazer
beneficios ao sistema imune do hospedeiro, dentre véarias outras funcdes
(WATER, 2008; LEYER et al., 2009; ELOE-FADROSH et al., 2015).

Os lactobacilos sdo encontrados em diversos ambientes, como em
alimentos, e também associados a mucosas, como nha cavidade oral, vagina e TGI
(DOUILLARD et al.,, 2013). Exemplares como L. acidophilus, L. plantarum, L.
johnsonii, L. reuteri, L. paracaseli, L. casei e L. rhamnosus tém sido amplamente
comercializados devido as suas capacidades de sobreviverem no ambiente
“agressivo” do TGI, conseguirem se aderir a mucosa e também por serem micro-
organismos ndo patogénicos, além de conferirem propriedades benéficas para o
hospedeiro (SAXELIN et al.,, 2005; MARCO et al.,, 2006). O beneficio que
produtos comercializados contendo os mais diversos Lactobacillus, jA& sao
demonstrados em estudos clinicos em pacientes com variados tipos de doencas
(ALMEIDA et al., 2012; HAJELA et al., 2012).

YEUNG e colaboradores (2013) demonstraram em seu trabalho, em um
modelo de salmonelose in vitro, que algumas espécies de Lactobacillus sdo
capazes de promover manutencdo da integridade das juncdes de oclusao.
Lactobacillus fermentum BR11 conseguiu reduzir niveis da enzima
mieloperoxidase (MPO), amenizando os efeitos da mucosite induzida por 5-FU
em ratos (SMITH et al., 2008). Em outro estudo, L. rhamnosus CRL1505 foi capaz
de melhorar a resposta imune de camundongos durante a recuperacao de
desnutricdo, além de fortalecer a resposta imune do trato respiratorio, reduzindo a
suscetibilidade a infecgcdo pneumocdcica (BARBIERI et al., 2013; HERRERA et
al., 2014).
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1.4.1 Lactobacillus casei

Lactobacillus casei € uma BAL muito utilizada como probidtico, tendo uma
grande importancia na industria, € muito utilizada em bebidas lacteas como
iogurtes e leite fermentado. Esse micro-organismo ja foi isolado de diversos
locais, como queijos (produtos lacteos no geral), vinhos, alguns vegetais e
também do TGI (KANDLER & WEISS, 1986; SAXELIN, 2005; DOGI et al., 2008).
Ele tem sido usado como suplemento nutricional, pois vem demonstrando
beneficios no equilibrio do microbioma intestinal , além de modular a resposta
imune, j& sendo usado por muitos pacientes antes, durante e apds a terapia
contra o cancer (KATO et al., 1998; KRISHNAN et al., 2013; SHARMA & DEVI,
2014).

Estudo clinicos mostraram a alta taxa de sobrevivéncia do L. casei no
intestino, ao analisar as fezes de individuos que consumiram o produto comercial
DanActive (OOZEER et al., 2006; ROCHET et al., 2008), sendo a maioria das
linhagens de L. casei testadas, resistentes a, por exemplo, acidos e sais biliares,
caracteristicas importantes em probi6ticos (BROADBENT et al., 2010; HAMON et
al., 2012). Rochat e colaboradores (2007) demonstraram em seu trabalho que a
linhagem L. casei BL23 apresentou caracteristicas anti-inflamatorias em um
modelo animal de colite.

Pesquisas também demonstram o potencial de diversas linhagens de L.
casei em amenizar efeitos de artrite, diabetes tipo 2, e também um efeito inibitorio
em células mutantes no cancer de figado (SO et al., 2008; TEANPAISAN et al.,
2009; HAN et al., 2013). A linhagem L. casei DN114001 foi capaz de reduzir a
duracdo e a severidade de diarreia em criancas (PEDONE et al., 2000;
MERENSTEIN et al., 2010). Em um estudo in vitro utilizando células epiteliais, o
uso do sobrenadante dessa mesma linhagem de Lactobacillus demonstrou uma
atividade inibitéria na aderéncia em células epiteliais, de linhagens virulentas de
E. coli isoladas de pacientes com doenca de Crohn (INGRASSIA et al., 2005).

Em um estudo comparativo, Dietrich e colaboradores (2014) demonstraram
gue o L. casei DN114001 preveniu, de maneira eficiente, a diarreia em pacientes
tratados com antibiéticos, ao contrario da linhagem L. casei Shirota, presente na
bebida lactea Yakult. Zakostelska e colaboradores (2011) demonstraram em seu
estudo que o uso de células lisadas do probidtico L. casei DN114001 amenizou 0s

efeitos da colite em camundongos, aumentando a producdo de células T
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regulatérias (Treg) em linfonodos mesentéricos, o que condiz com resultados
demonstrando a redug&o que 0 mesmo micro-organismo causou em TNF-a e IL-8
em pacientes com doenca de Crohn (BORRUEL et al., 2002; BORRUEL et al.,
2003).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A terapia antineoplasica atua reduzindo a populacéo de células tumorais e
sua capacidade de proliferacéo e invasédo tecidual. No entanto, os antineoplasicos
existentes, como o 5-FU, ndo afetam somente células cancerosas, mas também
células sadias com rapida taxa de divisdo, levando a diversos efeitos colaterais.
Esses efeitos colaterais comprometem a sobrevida dos pacientes e podem afetar
0 sucesso terapéutico.

A mucosite intestinal decorrente da quimioterapia € um grave efeito
colateral, que pode levar a desidratagcdo, ma-absorcdo dos nutrientes e
consequentemente a debilitacdo do paciente. Apesar do impacto dos sintomas
clinicas, e dos avancos na descoberta de alguns mecanismos fisiopatologicos e
moleculares responséaveis pelo curso da mucosite, ainda ndo existe tratamento
eficaz.

Estudos demonstram o papel da microbiota na modulacdo da resposta
imune, além de conferir um efeito protetor da integridade da mucosa intestinal.
Entretanto estudos demonstram que essa microbiota parece estar também
relacionada com o desenvolvimento da mucosite, levando a uma disbiose
intestinal. Dessa maneira vé-se a importancia dos probiéticos, que podem servir
como terapia adjuvante na mucosite. Varios estudos ja evidenciam os beneficios
dos probiodticos, que incluem a prevencdo e o tratamento de infeccdes
gastrointestinais, comprovando o potencial dos probiéticos na melhora da
qualidade de vida de pessoas com disturbios do TGI.

Um possivel candidato probiotico a ser empregado no tratamento de
mucosite seria 0 L. casei DN114001, isolado a partir de um produto comercial
amplamente vendido. Neste estudo, avaliamos seu efeito na mucosite induzida
por 5-FU.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito probidtico de Lactobacillus casei DN114001 no tratamento

de mucosite, induzida pelo quimioterapico 5-FU, em modelo murino.

3.2. Objetivos especificos

1) Verificar o efeito do tratamento com L. casei na mucosite, analisando sintomas

clinicos e consumo de alimento.

2) Avaliar o efeito do tratamento com L. casei na mucosite, analisando parametros

patolégicos no nivel histolégico.

3) Avaliar se o tratamento com L. casei reduz o aumento da permeabilidade

intestinal na mucosite.

4) Avaliar o efeito do tratamento com L. casei ha mucosite, analisando parametros
imunolégicos:
(i) infiltrado de neutréfilos e eosindfilos,

(i) niveis de slgA.

5) Avaliar se o tratamento com L. casei diminui os niveis de enterobactérias

aumentadas na inflamacao intestinal.
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4 - METODOLOGIA

4.1. Micro-organismo

Lactobacillus casei DN114001, isolado a partir do Actimel® (DanActive),
Danone (Paris, Franca) e identificado por espectrometria de massa (MALDI-TOF),
foi crescido em tubos de 5mL contendo caldo de Mann, Rogosa and Sharpe
(MRS, Neogen, Michigan, EUA), a 37°C, durante 24 horas. Ap0s crescimento e a
partir do segundo repique, os tubos foram centrifugados, descartou-se o meio de

cultura, e os pellets foram ressuspendidos em solucéo salina (0,85%).

4.2. Animais

A manutencdo, assim como o0 uso dos animais nos experimentos foram
conduzidos respeitando as normas estabelecidas pela “Sociedade Brasileira da
Ciéncia em Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal”
(SBCAL/COBEA, 2006). Utilizou-se camundongos (Mus musculus) fémeas,
convencionais, de seis a oito semanas de idade, da linhagem BALB/c,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB/UFMG. Para o0s
experimentos, os camundongos foram mantidos em mini-isoladores modelo
ALE.MIL.01.03 (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), no biotério do Departamento de
Microbiologia/ICB/UFMG, nivel de biosseguranca 2 (NB2). Os animais receberam
racdo solida (Nuvital, Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil) esterilizada por calor amido e
agua filtrada ad libitum. Um ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no
biotério, assim como aeracdo, umidade (60-80%) e temperatura (22+1°C). Os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo este procedimento
precedido por anestesia geral com solucdo de cetamina/xilazina (0,6 mL de
cetamina 100 mg/mL; 0,4 mL de xilazina 20 mg/mL e 4 mL de solugéo salina NaCl
0,9% estéril) (WIRTZ et al., 2007). Os experimentos realizados foram aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) (Anexo 9.1).

4.3. Desenho experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos, cujas identificacbes e
tratamentos estdo indicados na figura 5. Os grupos controle (CTL) e 5-FU
receberam, diariamente, por gavagem, 0,1 mL de solucdo salina (0,85%) estéril,

durante os 13 dias de experimento (tratamento preventivo/curativo). Ja os grupos
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Lc e 5-FU + Lc receberam 0,1 mL de uma suspensdo do micro-organismo (na
concentracdo de 10°UFC/mL) em solucdo salina (0,85%) durante todo o
experimento, também por gavagem.

A mucosite foi induzida no decimo dia de tratamento com 5-FU
(FAULDFLUOR®, Libbs, Sao Paulo, Brasil) e injetado por via intraperitoneal na
concentracdo de 300 mg do quimioterapico por kg do animal. Os animais foram

sacrificados trés dias ap0s a inducdo da mucosite (Figura 6).

w ) ([ = ) [ s ) [ s )
¥ ¥ 4 ¥

[ salina ] [ L. casei ] [ salina ] [ L. casei ]
(zavagem] (zavagem] (gavagem] (gavagem)

{ salina ] [ salina } [ 5-FU ] [ 5-FU ]
{Intraperitoneal) {Intraperitoneal) (intraperitoneal) (intraperitoneal)

Figura 5: Identificacdo dos grupos e os respectivos tratamentos utilizados. A bactéria ou a
salina foram inoculadas por gavagem e o quimioterdpico por via intraperitoneal. CTL: controle;
Salina: solucéo salina (0,85%); 5-FU: 5-Fluororacil; Lc: L. casei.

5-FU ou salina

Inoculagdo intragastrica
didria: 0,1mL - salina,
0,1mL- L. casei
(108 UFC/ml)

Eutanasia

Figura 6: Esquema do tratamento dos animais com salina ou L. casei e a posterior indugéo
de mucosite com 5-fluororacil (5-FU). Os circulos preenchidos de cinza indicam a forma de
contagem dos dias do experimento, sendo que 0s animais foram eutanasiados no 13° dia. A faixa
roxa indica o periodo do tratamento preventivo/curativo, em que os animais receberam salina ou a
bactéria 10 dias antes da inducdo da doenca e continuaram recebendo as solu¢des até o dia da
eutanasia. A faixa vermelha indica o periodo de inducao da doenca, que foi realizado por meio de

inoculacéo intraperitoneal de 5-FU.
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Durante o experimento, desde o dia da inducdo da doenga até o dia da
eutanasia, os animais foram avaliados diariamente, as 08h00min, quanto a perda
de peso, além do consumo de racdo e agua.

Ao final do experimento os animais foram anestesiados para coleta de
sangue (avaliacdo da permeabilidade intestinal) e, em seguida, sacrificados para
avaliacdo de translocacdo bacteriana, coleta do ileo e jejuno para analises
histoldgicas, contagem de enterobactérias, dosagens de mieloperoxidase (MPO)
e peroxidase eosinofilica (EPO). O conteudo intestinal (intestino delgado) foi
coletado para dosagem de slgA e quantificacdo de enterobactérias. Para cada

experimento utilizou-se 10 animais por grupo.

4.4. Inducdo da mucosite
O modelo de mucosite intestinal utilizando 5-FU, foi realizado de acordo
com Maioli e colaboradores (2014). Os animais receberam injecéo intraperitoneal

de 300 mg/kg de 5-FU, em dose Unica para a inducédo da mucosite.

4.5. Tratamento com Lactobacillus casei

Aos animais foram administrados 10® UFC (unidades formadoras de
colénias) de L. casei (0,1 mL de uma solucdo contendo 10° UFC/mL),
diariamente, por gavagem (Del Carmen et al., 2013), ressuspendidas em solugéo

salina, como descrito no item 4.1.

4.6. Avaliacao clinica dos animais e consumo de alimento

A avaliacdo clinica dos animais acorreu pelo acompanhamento do ganho
ou perda de peso. Os animais foram pesados do dia zero (dia em que a doenca
foi induzida) até o dia do sacrificio. O resultado foi expresso como média da
porcentagem de ganho ou perda de peso em relacdo ao peso do dia zero. O
consumo de racao e agua também foi mensurado e calculado por gaiola, sendo
utilizadas duas gaiolas por grupo. No dia 0, foi colocado em cada gaiola uma
guantidade, ja pesada, de racédo, e a cada dia foi pesado a ragcdo que sobrou,
para mensurar 0 consumo dos animais por dia até o dia do sacrificio. e com uma
proveta a agua foi mensurada todos os dias ap6s a inducdo da doenca. Os
resultados para o consumo de ragao foram expressos em gramas e, em mL para

0 consumo de agua, por gaiola.
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4.7. Determinac&o da permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal foi avaliada pela determinacdo da
radioatividade no plasma ap6s a administracdo oral de “™Tc-acido
dietilenoaminopentacético (DTPA). Apos a inducdo da mucosite e, no dia do
sacrificio, aliquotas de 0,1 mL de solucdo de DTPA marcado com 18,5 MBq de
9MTc.DTPA foram administradas a todos os animais, por gavagem. Apés 4 horas
da administracdo do radioativo, os camundongos foram anestesiados, e 500 yL
de sangue foram coletados, por puncdo axilar, colocados em tubos apropriados
para a determinacdo da radioatividade e pesados. Os dados foram expressos
como CPM/g (GENEROSO et al., 2011).

4.8. Analises histopatoldgicas do figado, ileo e jejuno

Apos o sacrificio o I6bulo direito do figado foi retirado, e entdo imerso em
solucdo de formol a 4% por 24 horas. O processamento do jejuno e ileo foi
realizado segundo a metodologia descrita por Calvert e colaboradores (1989) e
modificado por Arantes & Nogueira (1997), na qual os 6rgaos foram cortados
separadamente, estendidos com a serosa em contato com o papel de filtro e
abertos pela borda anti-mesentérica, todo o contetudo luminal foi retirado sem
danos a mucosa. Estes foram transferidos para um recipiente contendo a solucao
de Bouin, com 2% de acido acético glacial por um periodo de 10 minutos para
pré-fixacdo. Os 6rgdos, ja pré-fixados, foram colocados sobre uma superficie
plana e enrolados em uma espiral com a mucosa voltada para dentro de modo a
formar rolos (rocamboles), da por¢ao distal em direcdo a proximal. Os rolos foram
amarrados com linha e fixados por imersdo em solucdo de formol a 4% por 24
horas e, apds, a solucdo de formol foi trocada, para melhor fixacdo. As amostras
de intestino delgado e figado de cinco animais de cada grupo foram processadas
para inclusdo em parafina, e submetidas a microtomia para obtencdo de cortes
histologicos de quatro um de espessura. As laminas do ileo e jejuno foram
coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) para interpretacdo histolégica de rotina,
realizou-se também cortes adicionais, nos quais as laminas do ileo foram coradas
pela técnica combinada de Alcian Blue e Acido Periédico Combinado de Schiff
(PAS/AB) com adaptacOes da técnica descrita por McManus & Mowry (1960).
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Esta técnica tem como objetivo corar em azul as células produtoras de
mucopolissacarideos 4cidos e na cor r0sea as produtoras de

mucopolissacarideos neutros.

4.8.1. Coloragcdo HE

Cortes de quatro ym dos 6rgdos de cada animal foram desparafinizados
em dois banhos de xilol, 15 minutos cada, hidratados em solucfes alcoolicas de
concentracbes decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3 minutos cada, e
hidratados em agua corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram corados
por Hematoxilina de Harris por 50 segundos e lavados em agua corrente durante
20 minutos sendo, em seguida, corados por Eosina por 1 minuto e 30 segundos.
Para finalizar, as laminas foram desidratadas em concentracdes crescentes de
alcool e diafanizadas em xilol. Os cortes histolégicos foram montados com
Entellan (Merck) e laminulas de vidro.

4.8.2. Técnica combinada de PAS/Alcian Blue

As laminas contendo cortes de ileo, j& desparafinados, foram lavadas em
agua corrente por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram mergulhados em
solucéo de equilibrio (acido acético 3%) por 3 minutos e depois lavados com
solucéo de equilibrio e 4gua destilada. ApGs essa etapa, mergulhou-se as laminas
em solucdo aquosa de acido periddico 0,5% por 5 minutos e incubadas em reativo
de Schiff por 10 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua
corrente (10 minutos), contra-coradas por Hematoxilina de Harris e lavadas,
novamente, em agua corrente, por 15 minutos. Apds a coloracao, os cortes foram

desidratados e as laminas montadas em Entellan.

4.8.3. Analise das laminas e fotodocumentacéao

Todas as laminas codificadas foram observadas e analisadas
sequencialmente pelo Prof. Dr. Enio Ferreira (Laboratério de Patologia
comparada, Departamento de Patologia, ICB, UFMG). As amostras foram
decodificadas apds o laudo ter sido emitido pela patologista. Imagens obtidas ao
microscoépio Olympus BX51 (Olympus, Téquio, Japao) foram transferidas por meio
de video-camera colorida Cool SNAP-Procf Color (Media Cybernetics, Bethesda,

MD, EUA) para um sistema de video acoplado ao computador por meio do

32



10

15

20

25

30

programa Image-Pro Express versao 4.0 para Windows (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, EUA) para documentacao fotografica.

4.8.4. Analises morfométricas

Para as andlises morfométricas do intestino, foram obtidas fotografias em
aumento de 20X de modo a abranger a maior area possivel do o6rgéo.
Posteriormente foi feita a analise do comprimento das vilosidades do ileo e
quantificacdo das células caliciformes.
Comprimento das vilosidades: O comprimento das vilosidades foi mensurado
da sua base ao seu apice e os dados foram expressos em micrdmetros utilizando
programa ImageJ (versdo 1.47f, Wayne Rasband/National Institutes of Health,
USA - disponivel online no site http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html).
Quantificacdo das células caliciformes: Apdés montagem das laminas foram
capturadas imagens de dez campos de aumento, com objetiva de 40x, em
microscopio Olympus BX41, acoplado ao sistema de captura de imagem spot
insight color, e as células caliciformes intactas foram contadas em cada Os dados

foram expressos em valor médio de vesiculas por campo de maior aumento.

4.9. Avaliacao da presenca de infiltrados de neutréfilos e eosinéfilos atraves
da quantificacdo de suas enzimas correspondentes: MPO (mieloperoxidase)

e EPO (peroxidase eosinofilica).

4.9.1. Medida da atividade de MPO

A avaliacdo da atividade da enzima MPO foi utilizada como indice de
recrutamento de neutréfilos nos tecidos (SOUZA et al.,, 2000). Sumariamente,
fragmentos do tecido dos animais foram removidos e congelados a -80°C. ApGs o
descongelamento, o tecido foi homogeneizado em tamp&o com pH 4,7 (0,1 M
NaCl, 0,02 M NaH,P0O,4.1H,0,0,015 M Na,-EDTA) (100 mg de tecido em 1,9 mL
de tampéo), utilizando-se o homogeneizador de tecidos (Ultra-turrax IKA T10
basic), centrifugado a 10.000 rpm (Eppendorf 5430 R, Séo Paulo, SP, Brasil) por
10 minutos a 4°C e o precipitado foi submetido a lise hipotdénica (500 uL de
solugéo de NaCl 0,2% seguido de adicdo de igual volume de solugdo contendo
NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundos ap0s) para lise de hemacias. ApGs nova

centrifugacéo, o precipitado foi ressuspendido em tampéo NaH,PO, 0,05 M (pH
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5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) 0,5% (Sigma) e re-
homogeneizado. Aliquotas de um mL da suspenséo foram transferidas para tubos
de microcentrifugacdo de 15 mL e submetidos a trés ciclos de
congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas amostras
foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi
recolhido e a atividade da MPO no precipitado ressuspendido foi calculada pela
medida das alteracbes na densidade oOptica (DO) a 450 nm utilizando
tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) (Sigma) e H,O, (0,5 mM). A leitura foi
realizada em leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular Devices Inc., USA)

e os resultados foram expressos como unidades relativas.

4.9.2. Medida da atividade de EPO

A atividade da enzima EPO, como quantidade relativa de eosindfilos no
tecido, foi avaliada por meio de testes enziméticos como descrito por Strath e
colaboradores (1985). Segundo a metodologia, para cada 100 mg de tecido
pesado, foi adicionado 1,9 mL de PBS 5X (pH 7,2), em seguida o tecido foi
homogeneizado (Ultra-turrax IKA T10 basic) e centrifugado a 10.600 g/10.000 rpm
(Eppendorf 5430 R, Séo Paulo, SP, Brasil) por 10 minutos e o sobrenadante
desprezado. O pellet foi submetido a lise hipotonica por adicdo de 500 pL de
salina 0,2%, seguido pela adicao de 500 uL de salina 1,6%, suplementada com
glicose 5%. Em seguida, o material foi novamente centrifugado sob as mesmas
condicBes anteriormente utilizadas e o sobrenadante desprezado. O pellet foi
ressuspendido em 1,9 mL de PBS (pH 7,4), contendo HTAB (Brometo de
hexadeciltrimetil ambénio; Sigma) 0,5% para cada 100 mg de amostra, feito isso,
0s tubos foram imersos em nitrogénio liquido por 3 ciclos de congelamento e
descongelamento. Essa amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a
4°C. Apenas o sobrenadante foi utilizado para quantificacdo da peroxidase. O
ensaio foi realizado em placas de 96 pogos, sendo que em cada pogo 75 uL de
amostra ou branco (PBS/HTAB 0,5%) foi incubada com 75 pL de substrato [1,5
mM de o-fenilenodiamina, (OPD, Sigma) em tampé&o Tris-HCI - 0,075 yM pH 8,0
suplementado de H,O, 6,6 mM]. A placa foi incubada a 20°C, no escuro, por
aproximadamente 30 minutos e a reacgao interrompida pela adicdo de 50 uL de
H,SO,4 1 M. A leitura ocorreu em leitor de microplacas (Spectromax M3, Molecular

Devices Inc.) com filtro de 492 nm.
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4.10. Dosagem de sigA

A determinacdo do nivel de slgA no fluido intestinal foi realizada pelo
meétodo de ELISA. Apds o sacrificio dos animais, o intestino delgado foi removido
pelo corte nas jungdes gastroduodenal e ileocecal. O conteudo foi retirado,
pesado e lavado com PBS, pH 7,2, suplementado com inibidores de protease (1
MM de aprotinina; 25 uM de leupeptina; 1 uM de pepstatina e 1 mM de PMSF), na
propor¢cdo de 2,0 mL de PBS para cada 500 mg do conteudo. Depois de
centrifugado a 9500 rpm, por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e
congelado a -20°C, para andlises posteriores. Para a determinagédo da slgA foi
feito o revestimento das microplacas com anticorpos anti-IgA (M-8769, SIGMA) de
camundongos desenvolvidos em cabra. Para a deteccdo da slgA foi utilizado
anticorpo conjugado a peroxidase anti-lgA de camundongo (A-4789, SIGMA). A
concentracéo de sIgA total foi determinada utilizando um padréo de IgA purificado
(0106-01, Southern Biotechnology Associates, Birmingham, USA). As leituras
foram realizadas, a 492 nm, em um leitor de microplacas (Spectromax M3,
Molecular Devices Inc., Sunnyvale, USA) e a concentracdo de sIgA foi dada em

pg/mL de fluido intestinal.

4.11. Quantificacdes de enterobactérias no fluido intestinal

A quantificagdo de enterobactérias no lumen do intestino delgado foi
realizada por método dependente de cultivo. Uma aliquota de 100 uL do fluido
intestinal, obtido como descrito no item 4.10, antes do processo de centrifugacao,
foi diluido em série em solugdo salina estéril até a diluicdo 10™. Um volume de
100 pL das diluicdes 10" a 10* e do fluido sem diluir foram plaqueadas por
Spread plate em agar MacConkey (Acumedia). As placas foram incubadas em
aerobiose a 37°C durante 24 h e, apés este periodo, as colénias foram contadas,

sendo os dados expressos em log de UFC/mL de fluido intestinal.

4.12. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrao e analisados
usando analise de variancia (ANOVA), seguido pelo poOs-teste de Tukey ou
Bonferroni. Todos os experimentos foram repetidos no minimo duas vezes para

confirmacdo dos resultados. Os gréficos e as andlises estatisticas foram
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realizados no programa GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, USA) e consideradas significativas as diferencas
de P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo clinica dos animais e consumo de alimento

A avaliacdo da variacdo de peso dos animais esta mostrada na figura 7. As
curvas dos grupos CTL e Lc se mostraram semelhantes, evidenciando que o
tratamento com o probio6tico ndo influenciou na variacdo de peso. Em relacao ao
grupo CTL, os grupos 5-FU e 5-FU + Lc ja apresentaram perda de peso no
primeiro dia apés a administracdo da droga e, ao terceiro dia apds a
administracdo do quimioterapico, 0os animais apresentaram uma perda de peso
mais significativa (p<0,001). O probiético aplicado ao grupo 5-FU + Lc, ndo
conseguiu impedir, significativamente, a perda de peso dos animais (14,4% para o
grupo 5-FU e 13,5% para o grupo 5-FU + Lc).
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Figura 7: Variacdo de peso. Variacdo do peso dos camundongos (em porcentagem) em relagcdo
ao peso no inicio do tratamento com 5-FU (dia 0). O ** (p<0,001) representa diferencas
estatisticas em relagdo ao grupo CTL. Teste: ANOVA two-way, seguido por poOs-teste de
Bonferroni (n = 10). CTL: Controle, Lc: L. casei, 5-FU: 5- fluororacil.

O consumo de ragdo e agua, também foi quantificado por gaiola. A figura 8
mostra que a inoculacdo do quimioterapico nos grupos 5-FU e 5-FU + Lc,
provocou uma reducdo consideravel no no consumo de racao (grafico A, p<0,01)
e agua (gréafico B, p<0,05) dos animais, em relacdo ao ao consumo dos animais
do grupo CTL. O uso do probidtico ndo impediu a reducdo da ingestdo de

alimentos pelos animais com mucosite induzida.
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Figura 8: Avaliacdo do consumo de alimentos por gaiola: A: Consumo de racéo. B: Consumo
de agua. Teste: ANOVA one-way, seguido por pos-teste de Tukey. (*= p<0,05; **= p<0,01) (n = 2).

5.2. Permeabilidade intestinal

A avaliacédo da permeabilidade intestinal foi feita por meio da quantificacao

da radiacdo emitida pelo **"Tc-DTPA, que permeou da barreira intestinal para o

sangue. Os animais do grupo 5-FU apresentaram aumento significativo da

permeabilidade intestinal, em relacdo aos grupos CTL e Lc (p<0,001). O grupo 5-

FU + Lc apresentou uma reducdo da permeabilidade intestinal em relacdo ao

grupo Lc (p<0,01) e em relacdo ao grupo controle (p<0,05), quando em

comparacao ao grupo 5-FU. (Figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo da permeabilidade intestinal. Teste: ANOVA one-way, seguido por pés-
teste de Tukey. (*= p<0,05; **= p<0,01, ***= p<0,001)( n=15).

5.3. Anédlises histopatoldgicas do figado, ileo e jejuno
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Para as analises histopatologicas, foram observadas laminas do figado e
intestino delgado (jejuno e ileo) de cinco animais de cada um dos quatro grupos.

5.3.1. Figado

Os 0Orgéos de todos os grupos se mostraram preservados (Figura 10), sem
focos inflamatdrios, com niveis normais de células de Kupffer, sem a presenca de
neutrofilos. Esses dados sugerem que ndo houve translocacdo da microbiota
indigena e nem do probidtico L. casei usado no tratamento, para o figado dos

animais.

Figura 10: Fotomicrografias do figado de camundongos BALB/c: A) CTL, B) Lc, C) 5-FU, D)
5-FU + Lc. Coloragdo HE. Aumento: objetiva 40X (n = 5).

5.3.2. Jejuno e ileo

As fotografias representativas do jejuno e ileo, de todos os grupos, estao
apresentadas nas figuras 11 e 12, respectivamente. O jejuno (Figura 11B) e o ileo
(Figura 12B) dos animais do grupo Lc apresentaram-se sem lesdes, com
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preservacdo da mucosa e vilosidades, assim como no grupo CTL (Figuras 11A,
12A), sem aumento de infiltrados inflamatérios, com atividade celular normal. Nas
duas porcdes do intestino, no grupo Lc, foi possivel observar, em alguns animais,
um leve edema, mas sem danos ao arranjo intestinal. No grupo 5-FU (Figuras
11C, 12C), observou-se que a mucosite alterou a estrutura fisica do jejuno e do
ileo, apresentando achatamento das vilosidades, edema e inflamacéo evidente na
camada submucosa, aumento de infiltrados inflamatérios com predominancia de
células inflamatorias mononucleares, extensas areas de erosdo e, em alguns
casos, foi possivel observar algumas areas com necrose, com perda de grande
parte das células caliciformes..

Ja no grupo 5-FU + Lc (Figura 11D) na porcdo do jejuno, também foi
observado grandes areas com erosao, contudo houve uma discreta preservacao
da mucosa intestinal e uma diminuicdo dos infiltrados inflamatérios, as areas de
necrose também foram encontradas, mas em menor extensdao quando
comparadas ao grupo 5-FU (Figura 11C). Na porc¢éo do ileo, no grupo 5-FU + Lc
(Figura 12D) apareceram grandes areas de ulceracdo e necrose apenas em um
animal, nos demais foi observado &areas menores de erosdo, com poucas areas
de ulceracéo, leve diminuicdo do achatamento das vilosidades e uma moderada
preservacao das mesmas, assim como uma melhor preservacédo da mucosa. Nos
grupos tratados com o probiotico (5-FU + Lc, figura 11D e 12D), néo foi observado

prevencao da perda das células caliciformes.
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Figura 11: Fotomicrografias do jejuno de camundongos BALB/c: A) CTL, B) Lc, C) 5-FU, D)
5-FU + Lc. Coloracdo HE. Aumento: objetiva 20X e inserto: objetiva 10X. Barra de escala = 50 um.
(n=5).
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Figura 12: Fotomicrografias do ileo de camundongos BALB/c: A) CTL, B) Lc, C) 5-FU, D) 5-
FU + Lc. Coloracdo HE. Aumento: objetiva 20X e inserto: objetiva 10X. Barra de escala = 50 pm.
(n=5).

5.4. Anélises morfométricas

5.4.1. Altura das vilosidades intestinais

O uso do quimioterapico nos grupos 5-FU e 5-FU + Lc, provocou a reducao
da altura das vilosidades intestinais, em relacdo ao grupo CTL. O uso do
probiético ndo preveniu o dano causado pelo quimioterapico no grupo 5-FU + Lc,

assemelhando-se ao grupo 5-FU, sem tratamento. (Figura 13).
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Figura 13: Altura das vilosidades intestinais. Teste: ANOVA one-way, seguido por pds-teste de
Tukey. (***= p<0,001) (n=5).

5.4.2. Quantificacéo das células caliciformes

O quimioterapico diminuiu significativamente a quantidade de células
caliciformes (p<0,001) nos grupos 5-FU e 5-FU + Lc, quando comparado ao grupo
CTL (Figura 14). O uso do probidtico no grupo Lc ndo provocou alteracdo no
namero dessas células, quando comparado ao grupo CTL, como também nédo
preveniu a diminuicAo das células caliciformes no grupo que recebeu o
quimioterapico (grupo 5-FU + Lc), assemelhando-se ao grupo com mucosite

induzida e sem tratamento (grupo 5-FU).
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Figura 14: Quantificacdo de células caliciformes. Teste: ANOVA one-way, seguido por pos-
teste de Tukey. (***= p<0,001) (n=5).
5.4. Avaliacdo da presenca de infiltrados de neutrofilos e eosinofilos pela

guantificacdo de suas enzimas correspondentes: MPO e EPO

5.4.1. Medida da atividade de MPO
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O uso do quimioterapico provocou aumento na producdo da enzima MPO
(Figura 15) no grupo 5-FU, quando comparado ao grupo CTL, na porgao do jejuno
(grafico A) (p<0,05) e na porcéo do ileo (grafico B) (p<0,01). O probiético ndo
promoveu a diminuicdo dessa producdo da enzima no grupo tratado (graficos A e
B, grupo 5-FU + Lc), quando comparado grupo sem tratamento (grupo 5-FU), e na
porcdo do ileo (gréfico B) pdde ser observado que o uso do probidtico
provocouum leve aumento da MPO em relacéo ao grupo 5-FU.

Em comparacédo ao grupo CTL, na porcédo do ileo (grafico B), observamos
que o grupo 5-FU + Lc teve um aumento mais significativo (p<0,001) do que o
grupo 5-FU, sem tratamento (p<0,01), fato também observado no grupo Lc, que
gquando comparado ao CTL, a enzima MPO se mostra aumentada, porém de

maneira ndo significativa.
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Figura 15: Avaliagcdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). A: Jejuno, B: ileo. Teste:

ANOVA one-way, seguido por pos-teste de Tukey. (*= p<0,05; **= p<0,01, ***= p<0,001) (n=5).

5.4.2. Medida da atividade de EPO

A inoculacéo do 5-FU levou a um grande aumento na producdo da enzima
EPO (Figura 16), no jejuno (grafico A) (p<0,001) e no ileo (gréafico B) (p<0,01), em
relacdo ao grupo CTL. A administracdo do probiético, no grupo com mucosite
induzida (grupo 5-FU + Lc), levou a uma discreta redugcdo, porém néo
significativa, na producdo da enzima na porcdao do jejuno (grafico A), em
comparacao com o grupo 5-FU, sem tratamento. J& na porcéo do ileo (gréafico B),
0 probidtico levou a um ligeiro aumento, também n&o significativo, da EPO no

grupo 5-FU + Lc, quando comparado ao grupo 5-FU.

44



10

15

20

~N

T >»
i
W
-

-
o~ L

-
o

0.8+

-
e

T 0.6 b Thi

¥
[
1

0.4

o LTI

cTL Le 5FU  5-FU+Lc cTL Le 5FU 5-FU+Lc

e
o
1

EPO jejuno
(unidades/mg de tecido)
2
EPO ileo
{unidades/mg de tecido)

g
=)

Figura 16: Avaliacao da atividade da enzima peroxidase eosinofilica (EPO). A: Jejuno, B: ileo.
Teste: ANOVA one-way, seguido por pés-teste de Tukey. (*= p<0,05; **= p<0,01, ***= p<0,001)
(n=15).

5.5. Concentracéo de sIgA no fluido intestinal

Como esperado, a quimioterapia diminuiu, significativamente (p<0,05), a
concentragdo de sIgA no fluido intestinal, em relagdo ao grupo controle (Figura
17). O uso do probidtico no grupo com mucosite induzida (5-FU + Lc) provocou

um discreto aumento do slgA, porém nao significativo.
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Figura 17: Concentracdo de imunoglobulina A secretora no fluido intestinal. Teste: ANOVA

one-way, seguido por pés-teste de Tukey (* = p<0,05) (n = 5).

5.4. Quantificacdo de enterobactérias no fluido intestinal

A avaliacao, de forma quantitativa, do perfil de enterobactérias, demonstrou que o
5-FU provocou um aumento na concentracdo desses micro-organismos, porém
nao significativo (p>0,05). O probidtico, utilizado para amenizar o desequilibrio da
microbiota intestinal, ocasionado pelo uso do quimioterapico, nédo levou a uma

diminuicdo significativa dessas bactérias.
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Figura 18: Concentracdo de enterobactérias no intestino delgado. Teste: ANOVA one-way,
seguido por pés-teste de Tukey (n = 5).
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6. DISCUSSAO

O 5-FU é uma das drogas mais utilizadas na clinica para o tratamento de
cancer. Apesar de sua eficacia, o farmaco ndo atinge somente células
cancerosas, mas também as saudaveis (GIBSON & KEEFE, 2006;
PRISCIANDARO et al., 2012). Um de seus efeitos colaterais € o desenvolvimento
da mucosite, que € uma das consequéncias mais debilitantes de tratamentos
quimioterapicos, sendo que varios de seus efeitos, como a desnutricdo,
desidratacdo, vémitos, dor abdominal e diarreia levam o paciente a debilitacdo
(KEEFE et al., 2000; KHAN & WINGARD, 2001; KEEFE, 2004).

Ocorre, também, além dos efeitos colaterais, elevacdo do gasto financeiro
com os pacientes, devido a necessidade de adjuntos nutricionais, incluindo a
substituicdo da alimentacdo por dietas liquidas e, muitas vezes por nutricdo
parenteral total, além de, nos pacientes, o risco de infec¢des se tornar maior,
sendo o uso de antibiéticos muito comum entre 0s pacientes com mucosite,
elevando ainda mais os custos (BLIJLEVENS et al., 2000; ELTING et al., 2003;
ELTING et al., 2007). Pelo fato de o 5-FU ser um dos quimioterdpicos mais
utilizados na clinica e, seus efeitos, frequentemente, estarem associados ao
desenvolvimento da mucosite, com consequente disbiose intestinal (STRINGER,
2009; PRISCIANDARO et al., 2012), este farmaco foi escolhido para inducdo da
mucosite.

Umas das consequéncias da mucosite € a disbiose, o uso do
guimioterapico provoca um desbalanco, no qual ocorre a reducdo da microbiota
indigena, eliminando micro-organismos benéficos ao hospedeiro e dessa forma,
levando ao aumento da taxa de micro-organismos, que em excesso podem ser
prejudiciais ao hospedeiro. Assim, 0s probiéticos podem ser usados para
proporcionar micro-organismos importantes ao intestino. Estudos demonstram
gue a microbiota possui um papel importante no desenvolvimento da mucosite,
pois os beneficios que determinados micro-organismos trazem ao hospedeiro, por
meio de suas intera¢gdes com a mucosa intestinal e sistema imune, e também via
seus metabolitos, podem atuar reduzindo os efeitos colaterais da mucosite
(MAUGER et al., 2007; VAN VLIET et al., 2010; BELLAVIA, 2014).

Lactobacillus casei DN114001 € uma linhagem probiética, capaz de
sobreviver no TGl (OOZEER et al., 2002). Isolado a partir do produto comercial

47



10

15

20

25

30

Actimel®, esse micro-organismo foi escolhido por nosso grupo, com o objetivo de
avaliar seu efeito probiotico sobre o quadro de mucosite induzida pelo 5-FU, em
animais Balb/c. O uso de animais, principalmente camundongos, € uma
importante ferramenta, e muitas vezes insubstituivel, pois devido a similaridade
em alguns aspectos, , € possivel que seja um modelo para reproduzir doencas
humanas e, dessa forma, estudar resultados que os diversos tratamentos possam
vir a causar (SHANKS, 2009).

Inicialmente, ndés avaliamos a variacdo de peso nos animais, e a
administracdo do L. casei ndo ocasionou aumento ou diminuicdo do peso,
assemelhando-se ao grupo CTL. J& nos animais em que foi inoculado o
quimioterapico, ocorreu uma grande perda de massa corpOrea, quando
comparado ao grupo controle. Essa perda de massa pode ser explicada,
provavelmente pela diminuicdo do consumo de alimentos pelos animais, a qual
pode estar diretamente relacionada ao fato de que uma das consequéncias da
mucosite € a dor, causada pela degradacdo da mucosa, ndo so intestinal, mas
também oral, com areas de erosdo e até mesmo Ulceras (DUCAN & GRANT,
2003). Outro fator agravante é a reducédo no tempo do esvaziamento gastrico, que
também leva os animais a reduzirem a ingestao de alimentos, como demonstrado
por Soares e colaboradores (2008).

Maioli e colaboradores (2014) em seu estudo, demonstraram que 0S
camundongos que sofreram inducdo da mucosite com o 5-FU, também
apresentaram diminuicdo no consumo de alimentos com consequente perda de
peso, e a administracao da levedura S. boulardii ndo foi suficiente para reverter o
quadro. Entretanto, Justino e colaboradores (2014), também apresentaram dados
em um estudo de dose-resposta, demonstrando que S. boulardii em doses mais
baixas ndo causou modificagdo no peso de animais, com mucosite induzida
também por 5-FU, mas em doses maiores, a levedura preveniu,
significativamente, a perda de peso dos animais. Esses dados corroboram com 0s
resultados encontrados por nosso grupo, além de corroborar com os encontrados
na clinica, os quais os aspectos mais evidentes do tratamento quimioterapico em
pacientes, sdo a perda de apetite, e a consequente perda de peso (KEEFE,
2004).

A terapia probidtica nos animais com mucosite induzida néo foi capaz de

melhorar o consumo de alimentos e nem evitar a perda de peso, sendo seu efeito
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semelhante ao grupo que recebeu apenas o quimioterapico. Esse fato pode ser
explicado devido ao grande dano que o 5-FU causa as células no intestino, com
consequente perda na arquitetura intestinal e areas ulcerativas, danos que afetam
diretamente no processo de alimentacdo do animal (NYHLEN et al.,, 2002;
SCULLY et al., 2004), nas quais o probidtico nao foi suficiente para prevenir.

Um dos maiores danos causados pela mucosite é a degradacdo da
mucosa intestinal, onde a barreira intestinal passa a entrar em contato com o
conteado luminal, provocando diversas reacdes como 0O aumento da
permeabilidade intestinal (SONIS et al., 2004, STRINGER & LOGAN, 2015). O
PmTc-DTPA é um composto complexo com peso molecular de 549 Daltons (Da),
muito utilizado para medir a permeabilidade intestinal, pois € facilmente detectavel
no sangue. A barreira intestinal quando em condi¢cdes normais, ndo permite a
passagem de moléculas de mais de 150 Da. Dessa forma, a permeabilidade
intestinal € considerada aumentada quando moléculas com peso molecular
superior a 150 Da permeiam através do intestino e sdo detectadas no sangue
(KATOUZIAN et al., 2005; GENEROSO et al., 2010; SANTOS et al., 2010).

Em nosso estudo, avaliamos se o L. casei impediria 0 aumento da
permeabilidade intestinal decorrente da mucosite, e o0 método utilizado foi o de
deteccdo do *mTc-DTPA no sangue dos animais. Como esperado, 0 uso do
quimioterapico aumentou significativamente a permeabilidade intestinal. O L.
casei ndo causou alteracdes na permeabilidade quando comparado ao grupo
controle. J4 no grupo 5-FU+Lc, foi observado que a utilizacdo do probidtico
causou uma diminuicdo da permeabilidade intestinal, quando comparado ao
grupo 5-FU, porém néo significativa, demonstrando ndo ser capaz de auxiliar na
manutencdo da integridade da mucosa. Dessa forma, essa tendéncia a diminuir a
permeabilidade intestinal é reforcada com os achados histolégicos, onde uma leve
preservacao do tecido foi observada no grupo 5-FU+Lc.

Em um estudo apresentado por Maioli e colaboradores (2014) foi
demonstrado que o probidtico S. boulardii também né&o foi capaz de prevenir a
diminuicdo da permeabilidade causada pela mucosite induzida com 5-FU, em
camundongos. Outro estudo demonstrou que o L. casei Shirota néo foi capaz de
manter a integridade da barreira intestinal e consequentemente reduzir a
permeabilidade intestinal, em pacientes com sindrome metabdlica (STADLBAUER

et al., 2015). Por outro lado, um estudo realizado em 1993 por Isolauri e
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colaboradores, a linhagem L. rhamnosuspreveniu o aumento da permeabilidade
intestinal em ratos amamentados com leite de vaca, demonstrando que a
efetividade do tratamento depende do modelo e da linhagem escolhida.

Uma grande preocupacdo na administracdo de probidticos, principalmente
em pacientes imunossuprimidos pelo uso de quimioterapicos (NAPENAS et al.,
2007), é o desenvolvimento de efeitos colaterais, que podem desencadear
problemas graves como infec¢cdes generalizadas, respostas inflamatérias
exacerbadas e a translocacdo de micro-organismos vivos para outros 0rgaos e
tecidos do corpo (LIONG, 2008; WASSENARR & KLEIN, 2008). Devido ao
processo inflamatoério causado pela mucosite, é observado o alargamento das
juncdes de oclusdo, com consequente aumento da permeabilidade intestinal,
podendo levar a translocacdo bacteriana que, através da corrente sanguinea,
chegam a outros 6rgéos locais (SANCHEZ et al., 2014; STRINGER & LOGAN,
2015). Diante isso, realizamos cortes histolégicos do figado para certificar que a
bactéria, utilizada neste estudo, ndo estaria translocando, e nos grupos estudados
nao foram encontrados infiltrados inflamatérios. Em um estudo, Yeung e
colaboradores (2015) utilizaram quatro bactérias probidticas, entre elas uma
linhagem de L. casei e outros dois Lactobacillus, em um modelo de mucosite em
camundongos. Ao verificar a seguranca para o uso desses probioticos, também
nao encontraram micro-organismos no figado, baco e sangue.

Outro aspecto importante da patobiologia da mucosite € a perda da
arquitetura intestinal (KEEFE, 2007). O 5-FU, cujo mecanismo principal €
bloquear a sintese de DNA e RNA, via inibicdo da enzima timidilato sintase
(LONGLEY et al., 2003), leva a uma disfungao intestinal, caracterizada por um
processo inflamatério que leva a degradacdo da mucosa, e também de outras
camadas mais internas do intestino, podendo levar a formacdo de Uulceras
(BARASCH & PETERSON, 2003; KEEFE, 2007).

Os resultados obtidos pelas andlises histolégicas do jejuno e ileo, de
animais que receberam o 5-FU, condizem com os dados descritos na literatura,
pois foram observados sintomas como a destruicdo da mucosa intestinal, Ulceras,
inflamagé&o, e encurtamento das vilosidades. Esses danos acontecem como
resultado da morte celular, em resposta aos numerosos eventos de sinalizacéo do
processo inflamatorio (SONIS et al., 2004; AL-DASOOQI et al., 2009). O grupo

com mucosite induzida e tratado com o probidtico no jejuno e ileo, apresentou-se
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em alguns aspectos, de maneira semelhante ao grupo sem tratamento,
apresentando achatamento de vilosidades, aumento de infiltrados inflamatorios,
muitas areas de erosdo; contudo, pode ser observado que houve uma discreta
preservacdo da mucosa e vilosidades na maioria dos animais, com areas
menores de ulceracdo na maioria dos animais. Prisciandaro e colaboradores
(2011) demonstraram histologicamente que o uso do sobrenadante das bactérias
E. coli Nissle 1917 e L. fermentum BR11, reduziu os danos causados pela
mucosite, induzida por 5-FU em camundongos, resultados observados em cortes
histolégicos do intestino delgado. Southcott e colaboradores (2006) testando dois
iogurtes em modelo de mucosite induzida por metotrexato, sendo que um deles,
contendo L. johnsonii, ndo protegeu de maneira eficiente contra os danos,
assemelhando-se ao grupo 5-FU, sem tratamento.

Em nosso estudo, a administracdo do probidtico no grupo Lc que nédo
recebeu o quimioterapico, provocou um ligeiro edema nas vilosidades, com placas
de Peyer discretamente aumentadas, quando comparado ao grupo controle.
Provavelmente houve uma pequena inducédo inflamatoria pela bactéria. As demais
caracteristicas morfologicas se assemelharam ao grupo controle.

Para investigar melhor se o L. casei poderia de alguma maneira estar
causando alteracbes no intestino dos animais, fizemos a contagem de células
caliciformes, responsaveis pela producdo de muco, que confere protecdo ao
intestino (ROBBE et al., 2004). O comensalismo bacteriano € também mantido
por meio das mucinas presentes no intestino, que por sua vez também protegem
a mucosa intestinal contra uma proliferacdo excessiva de micro-organismos,
evitando que eles transloquem para outros Orgdos (ROBBE et al.,, 2004;
STRINGER et al., 2007). O muco é vantajoso para as bactérias intestinais, pois
elas podem utilizad-lo como fonte de alimento, como fonte de carboidratos e
peptideos, além de possuir receptores que promovem a adesdo de proteinas
especificas, conferindo vantagem de colonizacdo (DEPLANCKE & GASKINS,
2001; GUSILS, 2004).

Devido a variados estimulos, que podem ser irritagcdes quimicas ou fisicas,
ou em resposta a presenca de bactérias ou agentes nocivos presentes no lumen
intestinal, as células caliciformes podem descarregar toda ou quase toda a sua
mucina, armazenada em suas vesiculas, podendo essa secrecédo diferenciada ser

um mecanismo de protecdo da mucosa intestinal (DEPLANCKE & GASKINS,
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2001; ROBBE et al., 2004). Dessa maneira, acreditamos que os probioticos sao
capazes de causar estimulos as células intestinais, e como consequéncia haver
maior secrecdo de muco, preparando o intestino contra os danos causados pela
mucosite.

Stringer e colaboradores (2009) mostraram que o 5-FU altera a
composicao, distribuicéo e a secrecdo das mucinas, demonstrando uma deplecao
do numero de células caliciformes, dados também encontrados em nosso
trabalho, no qual o grupo 5-FU demonstrou uma reducédo drastica no niumero de
células caliciformes. O grupo tratado pelo probiético ndo preveniu a perda dessas
células, se comportando de maneira semelhante ao grupo sem o tratamento. O
probiotico ndo modificou o namero de células, quando comparado ao grupo
controle. Yeung e colaboradores (2015) demonstraram em seu estudo que uma
mistura de L. casei + L. rhamnosus, conseguiu prevenir a perda de células
caliciformes causada pela mucosite.

Micro-organismos sdo importantes para a ativacdo e manutencdo do
sistema imune, sejam eles comensais ou patdgenos. Eles sdo reconhecidos no
intestino por meio de receptores como, por exemplo, os TLRs, que sinalizam na
ativacdo de fatores como o NF-kB. Esse fator esta envolvido no recrutamento de
células que produzem citocinas pré-inflamatérias. A ativacdo desse e outros
fatores é importante para a fase de sinalizacdo e regulacdo da mucosite (SONIS,
2004; STRINGER, 2013). Células Treg sao linfocitos com propriedades
imunossupressivas e de inducdo da tolerancia imunolégica. A ativacdo dessas
células é de grande importancia, principalmente para o desenvolvimento e
manutencao da tolerancia imunolégica no intestino, pois por meio da producao de
citocinas anti-inflamatdrias, neutralizam a acdo de citocinas pré-inflamatérias
como o TNF-a (BELKAID & TARBELL, 2009; HARIBHAI et al., 2011;
JOSEFOWICZ et al., 2012).

Em nosso trabalho, no nivel imunoldgico, avaliamos a producdo de slgA.
Essa imunoglobulina, juntamente com outras barreiras de protecdo como as
juncdes de oclusdo e camada de muco, restringem o crescimento microbiano e
reagem a penetracdo de patégenos (SOMMER & BACKHED, 2013). Foi
observado em camundongos deficientes na producéo de IgA, um aumento de IgG
(imunoglobulina G) no soro, indicando uma redugéo da prote¢cdo na mucosa

intestinal, promovendo a passagem de micro-organismos (MACPHERSON, 2000).
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No grupo dos animais com mucosite (grupo 5-FU) observou-se uma reducéo na
producéo de slgA, em relagdo ao no grupo CTL, e que igualmente ao grupo Lc a
imunoglobulina se manteve aumentada. Em comparacdo ao grupo CTL, a
administracdo do probiotico nao provocou alteracdes nos niveis de sIgA,
diferentemente dos grupos 5-FU e 5-FU+Lc, que receberam o quimioterapico, a
concentracdo dessa imunoglobulina se apresentou menor. Sabe-se que a
producdo dessa imunoglobulina no intestino € produzida por células B associadas
a mucosa intestinal (HAPFELMEIER et al.,, 2010). Assim, acreditamos que a
reducdo de sIgA nos grupos que receberam o quimioterapico é devido ao grande
dano ocasionado a mucosa, com consequente dano as células produtoras de IgA.

Como supracitado, a imunoglobulina slgA tem como funcdo proteger o
intestino impedindo a passagem de microrganismos, principalmente patégenos
através da barreira epitelial, e a reducdo em sua producdo pode levar a um
desequilibrio microbioldgico, provocando o aumento, por exemplo de bactérias da
familia  Enterobacteriaceae, com consequente redugdo na concentracdo de
bactérias como Bifidobacterium e Bacteroides (HAPFELMEIER et al., 2010;
KAWAMOTO et al., 2012). Os probidticos sdo usados, dentre outras funcbes que
vém sendo descobertas, para restabelecer o equilibrio da microbiota intestinal e
inibir os efeitos adversos que enterobactérias possam vir a causar (SHANAHAN,
2000; ISOLAURI et al., 2002). A utilizacao do irinotecano (outro quimioterapico de
ampla utilizacdo na clinica) também provocou aumento na concentragdo de
Clostridium e Enterobacteriacaea no intestino de ratos (BOWEN et al., 2007).
Resta-Lenert & Barrett (2003) mostraram que Streptococcus thermophilus e L.
acidophilus inibiram a adesao e invasao de linhagens invasivas de E. coli em
células intestinas humanas. O probiotico utilizado nesse trabalho, ndo reduziu de
maneira significativaa concentracdo de enterobactérias no grupo 5-FU+Lc,
aumentadas devido ao quimioterapico.

Para avaliar a presenca de infiltrados inflamatorios, foi avaliado a presenca
das enzimas MPO e EPO. A mensuracdo da atividade dessas enzimas é uma
ferramenta importante, uma vez que a MPO é encontrada, em sua maioria, em
neutrofilos e a EPO em eosindfilos, que sédo células abundantes em tecidos
inflamados, como no caso da mucosite (VIEIRA et al., 2009; REINKE et al., 2015).

Oh e colaboradores (2017) mostraram resultados positivos ao observar a
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diminuicdo que o L. acidophilus A4 provocou na enzima MPO em tecidos do
intestino delgado e cdlon de ratos com mucosite induzida por 5-FU.

Em nosso trabalho, a indugcdo da mucosite, como esperado, provocou 0
aumento da atividade enzimatica da MPO e EPO no jejuno e no ileo,
demonstrando o processo inflamatério agudo causado pela mucosite, no qual o
probiotico ndo conseguiu reverter. O L. casei, no grupo Lc, ocasionou, na por¢ao
do ileo, um leve aumento da atividade da enzima MPO, o que corrobora com
dados encontrados na histologia, nos quais 0 micro-organismo parece estar
induzindo uma ligeira inflamacéo. O L. casei DN114001 parece atuar de maneira
superficial no intestino. Os resultados da MPO e EPO demonstram que o
probidtico, aqui estudado, ndo possui propriedades para reverter o quadro
inflamatorio da mucosite, Estudos com probiéticos ainda séo relativamente novos,
e mais pesquisas sao necessarias para que haja um melhor entendimento de sua
complexidade, pois nem todos probiéticos sdo benéficos em todas as
circunstancias. Assim € importante determinar qual linhagem é mais eficiente para
determinada doenca ou qual a concentracdo de micro-organismos deve ser
utilizada (RIJKERS et al., 2011).
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7. CONCLUSAO
O uso de maneira preventiva/curativa do L. casei DN114001 ndo amenizou, de

maneira significativa, os sintomas, aqui testados, da mucosite, sendo esse micro-

5 organismo, na dose utilizada, ineficaz no tratamento dessa doenca.
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9. ANEXOS
9.1. Autorizagdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADOCERTIFICATE

Centificamon gue o Protocolo o* 1862012, relative a0 projete istitulado “Esade dav alieragides intestingis avvociedas a0 usw de
quimioterdpicos ¢ a terapéutica da apde de probidticos em experimentacle animal”, que tem como respomsavel Flaviano dos
Santor Marties, esth de acordo com o Principion Eticos da Experuncatacho Animal, adotados pels Comisslo de Ftica no Uso de
Animais (CEUAUPMO ). teado sido sprovado aa reunido de 04072012 Este certificado expies-se e 03072017

ARtovada 3 prorregeche até 03072019 (rennibo de 2208 2017)

We heretry certify that the Protocol o* 1862012 related 10 the Project cutitied “Stwdy of intestingl disorders exsociated with the uve
of chemotherapy and the therapentic action of prodiotics in animal experimenty”, under he supervivion of Flaviane dos Santor
Martins, s i agreesnent with the Prhical Principles o Asusal Experinentation, adopted by the Ethics Commitiee in Animal
Experimentation (CEUAUFMG), and wis approvied i 07042012 This certifieste expives in 07032017

New valid date: July 032019 - (Appreve by CEUA n 8522°2017)
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