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RESUMO

Os microrganismos presentes na microbiota vém se mostrando cada vez mais importantes
para a saude geral do hospedeiro. Sabe-se que o estado de eubiose é a condi¢do na qual o
hospedeiro esta saudavel e sua microbiota estd em equilibrio. Em contrapartida, a disbiose
ocorre quando o equilibrio na relacdo entre a microbiota e o hospedeiro é perdido,
acarretando possiveis danos para o hospedeiro. O estado de dishiose pode induzir diferentes
situacdes patoldgicas. A mucosite intestinal causada por quimioterapicos € um exemplo de
quadro inflamatério em que a disbiose pode ser considerada um marcador importante. Ha
evidéncias cientificas robustas de que probi6ticos, microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, oferecem beneficios a satde do hospedeiro, podem
ser eficazes no controle de disbiose. Nesse contexto, a linhagem Weissella
paramesenteroides WpK4, isolada da nasofaringe de suinos recém-desmamados, vem se
mostrando um excelente candidato probidtico, demonstrando efeito benéficoem  diferentes
modelos experimentais de infeccdo e inflamacao. Essa linhagem bacteriana possui o operon
triptofano em seu genoma e sabe-se que o triptofano é responsavel por sinalizacdes celulares
importantes para 0 hospedeiro. Portanto, nosso objetivo é investigar se 0 metabolismo do
triptofano influéncia na protecdo observada no modelo murino de mucosite intestinal
induzida por 5-FU. De fato, W. paramesenteroides WpK4 possui sequéncias codificadoras
de enzimas para producao do triptofano e seu catabolismo. Uma averiguacao mais detalhada
do perfil metabolico mostrou a producéo de triptofano (TRP), triptamina (TAM), &cido indol
acetico (AlA) e acido indol aldeido (IAld) pela linhagem estudada. Em modelo murino de
inducao de mucosite por 5-FU, a administracéo oral de W. paramesenteroides WpK4 resultou
em 100% de sobrevivéncia, diferentemente do grupo controle (administracdo de solugédo
salina 0,9%) que resultou em 60% de sobrevivéncia. Uma averiguacdo mais detalhada dos
parametros avaliados dos animais submetidos ao modelo de mucosite por 5-FU, demonstrou
que a linhagem W. paramesenteroides WpK4 protegeu 0s animais da morbidade e das
alteracdes de microbiota induzidas pela quimioterapia, além de induzir expressdo aumentada
de moléculas envolvidas no metabolismo do TRP no hospedeiro, pressupondo a ativacdo da
via AhR pela linhagem estudada.

PALAVRAS-CHAVES: Weissella paramesenteroides WpK4; probidticos, mucosite

intestinal, 5-fluorouracil, operon triptofano, AhR.



ABSTRACT
The microorganisms present in the microbiota are proving to be increasingly important for
the general health of the host. It is known that the state of eubiosis is the condition in which
the host is healthy, and its microbiota is in balance. On the other hand, dysbiosis occurs when
the balance of the relation between the microbiota and the host is lost, resulting in possible
damage to the host. The state of dysbiosis can induce different pathological situations.
Intestinal mucositis caused by chemotherapy is an example of an inflammatory condition in
which dysbiosis can be considered an important marker. There is robust scientific evidence
that probiotics, live microorganisms that, when administered in adequate amounts, offer
health benefits to the host, can be effective in controlling dysbiosis. In this context, the strain
Weissella paramesenteroides WpK4, isolated from the nasopharynx of weaning pigs, has
proven to be an excellent probiotic candidate, demonstrating beneficial effects in different
experimental models of infection and inflammation. This bacterial strain has the tryptophan
operon in its genome, and it is known that tryptophan is responsible for important cell signals
for the host. Therefore, our objective to investigate whether tryptophan metabolism
influences protection in a murine model of 5-FU-induced intestinal mucositis. In this case,
W. paramesenteroides WpK4 has enzyme-coding sequences for tryptophan production and
its catabolism, and a more detailed investigation of the metabolic profile showed the
production of tryptophan (TRP), tryptamine (TAM), indole acetic acid (IAA) and indole
aldehyde acid (IAld) by the strain studied. In a murine model of mucositis induction by 5-
FU, oral administration of W. paramesenteroides WpK4 resulted in 100% survival, unlike
the control group (administration of 0.85% saline solution), which resulted in 60% survival.
A more detailed investigation of the evaluated parameters of the animals submitted to the
mucositis model by 5-FU demonstrated that the W. paramesenteroides WpK4 strain
protected the animals from morbidity and microbial shifts induced by chemotherapy, and
improved host expression of molecules involved in the TRP metabolism, suggesting the

activation of the AhR pathway by the studied strain.

KEYWORDS: Weissella paramesenteroides WpK4; probiotics, intestinal mucositis, 5-

fluorouracil, operon tryptophan, AhR.
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1. INTRODUCAO

1.1 Mucosite intestinal

Segundo o Instituto nacional do cancer (INCA), cancer é o nome dado a um conjunto
de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que
podem invadirem tecidos e 6rgdos. A estimativa de novos casos no Brasil para o triénio

(2023-2025) sédo de 704 mil casos de cancer a cada ano (https://www.gov.br/inca/pt-

br/assuntos/noticias/2022/inca-estima-704-mil-casos-de-cancer-por-ano-no-brasil-ate-2025
Acesso 06/02/2023 as 11:13h).
O tratamento do cancer pode ser realizado por cirurgia, quimioterapia, radioterapia

ou transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, € necessario combinar mais de uma
modalidade. A quimioterapia € um dos principais tratamentos oferecido a pacientes com
cancer e utiliza drogas citotoxicas, imunossupressoras ou hormonais. A eficacia desse
tratamento é comprovada e, a cada dia, novas substancias, protocolos e associaces de
farmacos s@o desenvolvidos (DAVILA; BRESALIER, 2008; FERLAY; COLOMBET,
2012). Essas drogas, no entanto, vém demonstrando diversos efeitos colaterais. A mucosite
é um efeito colateral da quimioterapia citotdxica e da radioterapia, na qual é observada uma
inflamacdo e ulceracdo de mucosas, resultando em sintomas como dor, inflamacdo, inchaco,
nausea, vomito e diarreia. As mucosas, devido a alta taxa de proliferacdo, assim como as
células cancerigenas, acabam sendo alvos desses agentes quimioterapicos (ONG et al., 2010;
revisto por DAHLGREN et al.,, 2021). A mucosite gastrointestinal induzida por
quimioterapia pode ocorrer em cerca de 40 - 100% dos pacientes em tratamento para cancer
e tem implicacdes significativas na qualidade de vida destes (HUANG et al., 2019). Esse
dado depende da dose e regime de administracdo da droga (SONIS et al., 2015; DAHLGREN
et al., 2021).

A mucosite intestinal ocorre em 5 fases, sendo elas: (1) iniciacdo; (2) regulacdo
positiva e geracao de mensagens; (3) sinalizacdo e amplificacdo; (4) ulceracao e inflamacéo;
e (5) fase de cicatrizacdo (SONIS et al., 2004; LEE et al., 2014). A primeira fase ocorre
quando a mucosa do trato gastrointestinal (TGI) é exposta ao agente citotoxico, resultando

em danos ao material genético e morte celular por espécies reativas de oxigénio (EROs).


https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/noticias/2022/inca-estima-704-mil-casos-de-cancer-por-ano-no-brasil-ate-2025%20Acesso%2006/02/2023%20%C3%A0s%2011:13
https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/noticias/2022/inca-estima-704-mil-casos-de-cancer-por-ano-no-brasil-ate-2025%20Acesso%2006/02/2023%20%C3%A0s%2011:13
https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/noticias/2022/inca-estima-704-mil-casos-de-cancer-por-ano-no-brasil-ate-2025%20Acesso%2006/02/2023%20%C3%A0s%2011:13
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Uma cascata de vias inflamatérias € desencadeada pelas EROs. A regulagdo positiva dos
mediadores inflamatdrios observados na segunda fase ocorre pela capacidade de fator nuclear
kappa B (NF-kB) em induzir a expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias, como fator
de necrose tumoral (TNF), interleucina 1B (IL-1pB) e interleucina-6 (IL-6), que vao contribuir
para o dano tecidual e apoptose. O NF-kB representa uma familia de fatores de transcrigdo
induziveis, que regulam uma grande variedade de genes envolvidos em diferentes processos
das respostas imune e inflamatoria, como o processo de angiogénese, aumentando assim a
expressdao de moléculas de adesdo e da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (OECKINGHAUS;
GHOSH, 2009). Sabe-se que, na mucosa intestinal, o NF-xB pode proteger as células
epiteliais, mantendo a integridade epitelial e a homeostase imune intestinal (ZAPH et al.,
2007; LIU et al., 2017; SOUGIANNIS et al., 2021). A terceira fase € marcada por diversas
alcas de amplificacdo do processo inflamatorio, prologando as lesdes teciduais
principalmente na submucosa e epitélio. A integridade da barreira permanece sem alteragdes
por mais que o dano tecidual ocorra. Durante a quarta fase da mucosite, a integridade da
barreira comeca a ser prejudicada devido as ulceraces, alteracdes atroficas da mucosa, morte
de celulas-tronco e perda da funcdo das células epiteliais. A coloniza¢do bacteriana nas
Ulceras da mucosa induz um aumento da inflamacéo, estimulando a ativacao e infiltracao de
macrdfagos. Duas semanas apds o término da quimioterapia, a quinta fase, por fim, inicia-se
e € marcada pela renovacéo epitelial, diferenciacdo da mucosa e pela angiogénese (CHEN et
al., 2008; LEE et al., 2014; ONG et al., 2010; DAHLGREN et al., 2021).

Os agentes citotoxicos mais utilizados na pratica e que estdo associados a mucosite
sdo 5-Fluorouracil (5-FU), capecitabina e irinotecano (HUANG et al., 2019). O 5-FU é um
dos medicamentos usados para tratar o cancer de colon e carcinomas da parte superior do
corpo, como cabeca e pescoco e cancer de mama, desde a década de 1960 (TUNG et al.,
2011). Pertencente a familia dos agentes anti-metabolicos, o 5-FU é um analogo de
pirimidina (uracil) com um atomo de fltor na posicao C-5 no lugar de hidrogénio. Distribuido
comercialmente com os nomes Adrucil®, Efurix®, Fauldfluor®, Neugrast® e outros
(SPENCER, 2016). O 5-FU utiliza 0 mesmo mecanismo de transporte facilitado do uracil
para adentrar a célula, e é convertido em 5-fluorouridina monofosfato (FUMP). O FUMP é
entdo fosforilado em difosfato de fluorouridina (FUDP), que € convertido no metabdlito

ativo trifosfato de fluorodesoxiuridina (FUTP) ou difosfato de fluorodesoxiuridina (FAUDP)


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pyrophosphate
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pela ribonucleotideo redutase (RNR). Esses metabolitos ativos provenientes de 5-FU, sdo
responsaveis pela incorporacdo errdbnea no RNA/DNA no lugar da uridina -5'-trifosfato/2'-
desoxitimidina-5'-trifosfato (UTP/dTTP). Por outro lado, o 5-FU pode ser convertido em
monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), que ao se acoplar ao sitio de ligacdo da
enzima timidilato sintase (TS), forma um complexo ternario estavel com a enzima,
blogueando assim a ligagdo do substrato dUMP. Envolvida indiretamente na replicagdo e
reparo do DNA, a enzima TS catalisa a metilagéo redutiva de monofosfato de desoxiuridina
(dUMP) em monofosfato de desoxitimidina (dTMP). Sendo assim, o metabélito FdAUMP
proveniente de 5-FU, inibe a sintese de dTMP ao se ligar ao sitio de ligagdo da enzima TS,
resultando no acimulo de dUMP e privacdo de dTMP. Esse acimulo, consequentemente leva
ao aumento dos niveis de trifosfato de desoxiuridina (dUTP). Ambos (dUMP e FAUTP)
podem ser incorporados erroneamente ao DNA. Para corrigir essa incorporacao errénea de
nucleotideos, a maquinaria celular utiliza 0 mecanismo de reparo pela enzima de reparacao
por excisdo de bases uracila-DNA-glicosilase (UDG). Essa tentativa de reparo juntamente
com a os niveis alterados de outros desoxinucleotideos e incorporacdo errdnea, leva a
quebras do DNA e morte celular (SONIS et al., 2004; TUNG et al., 2011; SETHY et al.,
2021). Segundo a revisdo de Longley e colaboradores (2003) a incorporacdo incorreta de
nucleotideos impacta a sintese de RNA em varios niveis, desde o RNAm até ao nivel pds-
transcricional. Pela interrupcdo da montagem e atividade de complexos snRNA/proteina,
inibindo o splicing de pré-mRNA. Esse mecanismo de acdo do 5-FU é responsavel pela
melhora da sobrevida global e pela ndo progressdao do cancer, no entanto, esse mesmo
mecanismo também afeta a divisdo de células saudaveis e causa uma variedade de efeitos
colaterais, incluindo a mucosite, ja discutida anteriormente (SONIS et al., 2004; TUNG et
al., 2011; DAHLGREN et al., 2021).

Os sintomas clinicos da mucosite por 5-FU sdo diarreia grave, nausea, vomitos,
desnutricdo, fadiga, desidratacdo, infeccdes e sepse, por causa da translocacdo bacteriana
(CHEN et al., 2008; SONIS et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016). Foi observado também que
esse farmaco induz mielossupressao (LEE et al, 2014). Esses sintomas, além de serem um
incdmodo para o paciente, reduzindo sua qualidade de vida, podem atrapalhar a eficiéncia do
tratamento, por ser um fator debilitante e indicador de que a dose do farmaco precisa passar

por alteragOes, o que aumenta os custos do tratamento (Revisto por DAVILA et al., 2008).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ribonucleotide-reductase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thymidine
http://www.ncbi.nih.gov/LocusLink/LocRpt.cgi?l=7374
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/deoxyribonucleotide
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Segundo reviséo de Ribeiro e colaboradores (2016), cerca de 32,2% dos pacientes necessitam
de internagdo e os custos médios do tratamento desses efeitos colaterais, relacionados a
quimioterapia, séo altos.

A busca por tratamentos para a mucosite vém chamando a atengdo dos pesquisadores.
Sabe-se que a microbiota intestinal desempenha um papel importante na atenuacdo ou
amplificagdo da mucosite intestinal. Em camundongos tratados com o 5-FU, foi observado
alteracdo da diversidade da comunidade microbiana intestinal, alterando a abundancia
relativa de Bacillota, Lactobacilli, Enterococcus e Bacteroides. Segundo Menezes-Garcia e
colaboradores (2020), os agentes quimioterapicos exercem um efeito prejudicial sobre a
composicdo da microbiota intestinal; essa disbiose pode promover o desenvolvimento e
agravamento da mucosite intestinal e acarretar perdas na diversidade da comunidade
microbiana. Neste estudo foi realizada uma comparacao entre camundongos convencionais
(CV) e animais isentos de germes (IG), em um modelo de mucosite induzida por 5-FU, no
qual animais IG apresentaram altos niveis de corticosterona plasmatica basal capaz de inibir
a expressdo de multiplos genes inflamatorios e induzir a expressdao de proteinas anti-
inflamatorias, como ANXAL e IL-10. Demonstraram, ainda, que a presenca da microbiota
esta envolvida no desenvolvimento e gravidade da mucosite induzida por 5-FU, uma vez que
os camundongos CV tratados com 5-FU apresentaram um aumento no conteudo
de Escherichia coli e outras Enterobacteriaceae no contetdo intestinal, o que contribuiu para
a exacerbacao da lesdo intestinal e inflamacdo durante a mucosite induzida. O aumento
de Enterobacteriaceae diminuiu os niveis plasmaticos de corticosterona e modulou a resposta
a estimulos inflamatdrios (MENEZES-GARCIA et al., 2020).

Pedroso e colaboradores (2014) ressaltaram também a relevancia da microbiota na
atenuacdo da mucosite intestinal induzida pelo quimioterapico cloridrato de irinotecano CPT-
11 e a influéncia da enzima B-glucuronidase produzidas pelas enterobactérias, que se
encontram aumentadas na mucosite intestinal. Esta enzima catalisa a conversdo do
irinotecano ndo toxico (glucuronidado) em irinotecano tdéxico (desglucuronidado),
aumentando assim o dano ao epitélio, o que é bem caracteristico na mucosite intestinal. Para
avaliar a influéncia dessa enzima no modelo de mucosite intestinal murina, os animais 1G
foram divididos em grupos monoassociados com E. coli produtora de B-glucuronidase (MN-

TG1) ou E. coli, cujo gene codificador para B-glucuronidase foi deletado (MN-L91). Os
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animais do grupo MN-TG1 apresentaram um aumento da permeabilidade intestinal quando
comparados a0 MN-L91. A dose letal de quimioterapico usada em animais 1G foi trés vezes
maior do que a usada em camundongos CV. Ao comparar 0os animais CV com os IG foi
observado um aumento significativo no recrutamento de eosinofilos e neutréfilos, niveis mais
elevados de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p e TNF) e anticorpos (IgA no intestino € no
soro). A convencionalizacdo de animais 1G reverteu o fen6tipo encontrado, evidenciando
assim o papel importante da microbiota intestinal para o desenvolvimento da mucosite
intestinal (PEDROSO et al., 2014).

1.2 Microbiota intestinal e o sistema imune

A microbiota intestinal € a soma dos microrganismos presentes no ambiente
intestinal, responsaveis por desempenhar papéis fisiologicos fundamentais para o hospedeiro
(WASTYK etal., 2021). O trato gastrointestinal € o sitio anatdmico que possui maior nimero
de microrganismos, por esse motivo ¢ chamado de “6rgdo microbiano”. Acreditava-se que 0
nascimento era 0 marco inicial da colonizacdo (revisto por TILG et al., 2017), no entanto, ha
relatos que a microbiota de recém-nascidos pode ser influenciada pela microbiota da mée
antes mesmo da ruptura das membranas amnidticas (WASSENAAR; PANIGRAHI, 2014;
BITTINGER et al., 2020). Revisores apontaram a presenca de DNA microbiano na placenta,
liquido amnidtico e mecénio. Na qual a aparicdo desses microrganismos ao ambiente
intrauterino, podem ser explicados pela ascensdo de bactérias pela vagina, ou pela
disseminacdo hematogénica a partir da cavidade oral ou do intestino. Além disso, o sistema
imune (mais especificamente células dendriticas ou tecido linfoide) pode contribuir ao
translocar bactérias ou material genético de bactérias para a placenta (WITKIN, 2015;
FARDINI et al., 2010; revisto por SPROCKETT etal., 2018; KENNEDY et al., 2021). Apds
0 nascimento, 0 neonato é exposto a inUMeros microrganismos que serdo responsaveis pela
colonizacdo do TGl, sendo a exposi¢do aos inlmeros microrganismos da microbiota da mae
e/ou do ambiente, tipo de parto e alimentacdo pds-natal os principais norteadores desse

processo (revisto por TILG et al., 2017).
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Inicialmente, a microbiota é transferida de mée para filho e sua composicao relativa varia
entre individuos e dentro do mesmo individuo ao longo de sua vida, sendo afetada por fatores
genéticos e externos como dieta, exposicdo ao ambiente, idade, higiene, infe¢Bes, uso de
drogas e antimicrobianos (revisto por TILG et al., 2017). Durante o parto natural, a crianga
tem contato primeiramente com a microbiota vaginal e fecal da mée, enquanto no parto
cesarea esse contato ocorre primeiro com a microbiota da pele (BOKULICH et al., 2016). O
leite materno contribui para a formacdo da comunidade microbiana devido a presenca de
oligossacarideos (fator bifido) e anticorpos (IgA) que vao selecionar certos microrganismos
(em bebés amamentados, a microbiota é largamente dominada por Bifidobacterium e
Enterobacteriaceae como segundo grupo dominante). A microbiota de membros da familia,
equipe médica, parteiras e outros cuidadores podem contribuir na colonizagdo intestinal.
Além disso, os comportamentos associados ao cuidado infantil como estruturas sociais,
dietas, praticas médicas, viagens, padrOes de migracdo, urbanizacdo e ambientes
habitacionais expde 0 neonato em contato a diferentes microbiotas adultas (revisto por
SPROCKETT et al., 2018). Mais tarde, na transicao a alimentos solidos, a microbiota passa
a se estabilizar até adquirir uma composicdo semelhante a encontrada em adultos, o que
ocorre em torno dos dois anos de vida. O sistema imune (SI), assim como a dieta, auxilia na
selecao dos microrganismo da microbiota. Foi observado que linhagens de E. coli comensais
adaptaram-se mais lentamente ao intestino de camundongos Rag2™ (que n&o possuem células
B e T), quando comparados aos animais selvagens (BARROSO-BATISTA et al., 2015;
SPROCKETT et al., 2018). Esses eventos iniciais na instalacdo da microbiota intestinal séo
fundamentais para a salde do recém-nascido e o0s estagios subsequentes da vida adulta
(CREMON et al., 2018).

Os colonizadores primarios sdo bactérias anaerdbias facultativas, os quais reduzem
as concentracdes locais de oxigénio, permitindo, em seguida, a colonizacdo por anaerdbios
estritos (KAWAMOTO et al., 2014). A microbiota adulta é parcialmente estavel, acredita-se
que 60% de todas as linhagens bacterianas dentro de um individuo adulto persistem por até
5 anos e durante graves perturbacdes, como tratamento com antimicrobianos, a diversidade
da microbiota diminui drasticamente. Durante essas perturbacdes, algumas espécies

responsaveis pela resisténcia a colonizacdo podem ser eliminadas possibilitando assim o
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crescimento excessivo de outros tipos de microrganismo (Revisto por DONALDSON et al.,
2015).

S&o mais de mil espécies retratadas na microbiota intestinal de um adulto (LIN et al., 2017),
segundo revisores (QIU et al., 2022) afirma-se que a microbiota humana compreende de dez
a cem trilhdes de microrganismos. Dentre elas é possivel encontrar bactérias aerobias e
anaerobias, arqueias, fungos, protozoarios e virus. As bactérias sdo relatadas como o grupo
dominante nesse ambiente, com uma densidade de 10'1-10% células/mL, representadas pelos
filos dominantes Bacteroidota (anteriormente Bacteroidetes), Bacillota (ant. Firmicutes) e
Actinomycetota (ant. Actinobacteria), Pseudomonadota (ant. Proteobacteria) e
Verrucomicrobiota (ant. Verrucomicrobia) (Revisto por CORTHIER et al., 2010; QIU et al.,
2022). O filo Bacillota contém taxons relevantes, incluindo Ruminococcus, Clostridium,
Lactobacillaceae e os produtores de butirato Eubacterium, Faecalibacterium e Roseburia. O
filo Bacteroidota é representado pelos géneros Bacteroides e Prevotella, que degradam uma
variedade de glicanos complexos. E, por fim, o filo Actinomycetota inclui os géneros
Collinsella e Bifidobacterium. Em menor propor¢éo, a microbiota intestinal é constituida por
componentes do filo Pseudomonadota, dentre eles os géneros Escherichia e Desulfovibrio.
O filo Verrucomicrobiota descrito em 1997 inclui o género Akkermansia, especificamente a
espécie Akkermansia muciniphila envolvidas na degradacdo de muco (DERRIEN et al.,
2004; Revisto por TREMAROLI et al., 2012; DONALDSON; MAZMANIAN, 2016). Em
virtude das diferencas fisiologicas ao longo do intestino, como gradiente de oxigénio,
peptideos antimicrobianos (acidos biliares, por exemplo) e pH, a populagdo microbiana pode
variar ao longo do intestino. Os tdxons predominantemente presentes no intestino delgado
sdo Lactobacillaceae Enterobacteriaceae, bactérias filamentosas segmentadas (BFS), e
Helicobacter spp, enquanto no colon aponta-se espécies das familias Bacteroidaceae,
Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bifidobacteriaceae e
Akkermansia muciniphila (Revisto por DONALDSON; MAZMANIAN, 2016).

Eubiose é a condicdo no qual ha um equilibrio interespécies da comunidade
microbiana com o hospedeiro saudavel, na qual a microbiota exerce funces sem acarretar
danos para 0 mesmo (CLEMENTE et al., 2012; AL-RASHIDI, 2022). A homeostase é
mantida por varios fatores, como genética do hospedeiro, dieta, nimero diario de defecacbes,
atividade fisica, tabagismo e uso de drogas (Revisto por FAN; PEDERSEN, 2021).
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Acredita-se que o TGl humano tenha dez milhdes de genes associados a diferentes
espécies microbianas, e que a expressdo desses genes contribui para a homeostase do sistema
imune, conversdo de alimentos em nutrientes Uteis para o hospedeiro, assim como protecao
contra patdgenos intestinais pela geracdo de subprodutos (BELZER et al., 2013; FAN;
PEDERSEN, 2021). A digestéo, por exemplo, requer a contribui¢éo de diferentes grupos de
microrganismos fermentativos com atividades complementares. Estes microrganismos
interagem para formar uma cadeia complexa garantindo a transformacéo de macromoléculas
em metabdlitos que podem ser assimilados pelo hospedeiro (Revisto por ZANELLA et al.,
2014; KIM et al., 2021). No cdlon, os carboidratos complexos sdo digeridos e posteriormente
fermentados em 4&cidos graxos de cadeia curta (AGCCs) como n-butirato, acetato e
propionato. Os AGCCs sdo entdo transportados pela corrente sanguinea para diferentes
Orgdos onde sdo utilizados como substratos para o metabolismo energético, principalmente
pelas células hepéticas que os utilizam para a gliconeogénese (Revisto por SHANG et al.,
2018). Além disso, os AGCCs podem modular a inflamacdao, atuar como vasodilatadores e
contribuir para motilidade intestinal e cicatrizacdo de lesdes (Revisto por TREMAROLI et
al., 2012). Assim sendo, a interrupcdo deste equilibrio funcional pode ter impactos
potencialmente deletérios sobre a nutricdo e a saude do hospedeiro, como por exemplo
diabetes tipo 1 e 2, doenca celiaca, problemas relacionados ao metabolismo do colesterol,
efeitos comportamentais, e transtornos cardiovasculares (BELZER et al., 2013; FAN;
PEDERSEN, 2021).

Diferentemente do que € observado na eubiose, a dishiose ocorre quando ha
perturbacdes na microbiota acarretando possiveis danos para o hospedeiro. O estado de
disbiose pode estar envolvido em situacdes patolégicas como doencas respiratdrias (asma),
cancer, doencas autoimunes, sindromes metabdlicas (obesidade e diabetes tipo 2), doencas
inflamatérias  intestinais, doencas  cardiovasculares e  hepaticas,  distlrbios
neurodegenerativas e alergia alimentar (FAN; PEDERSEN, 2021; AL-RASHIDI, 2022).
Acredita-se que uma alta diversidade de taxons e de genes microbianos caracterizam um
microbiota intestinal saudavel (HUTTENHOWER et al., 2012). Ndo ha uma referéncia
“padrdo ouro” de microbiota saudavel, segundo Fan (2021), dado que hd uma enorme
variacdo em nivel de taxonomia entre os individuos de diferentes demografia, etnia, sexo,

idade e estado de satde. No entanto, sabe-se que alguns microrganismos aparecem de forma
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abundante em algumas condi¢6es patoldgicas, como foi citado por alguns autores (DERRIEN
et al., 2004; Revisto por TREMAROLI et al., 2012; DONALDSON; MAZMANIAN, 2016).
As bactérias produtoras de AGCCs (Eubacterium ventriosum e Roseburia intestinalis) estdo
associadas a obesidade, enquanto a produtora de butirato (Oscillospira spp.) foi associada a
eutrofia (TIMS et al., 2013; GOPHNA et al., 2017; MILLER et al., 1982; FAN; PEDERSEN,
2021). Individuos com resisténcia insulinica, por exemplo, apresentaram uma diminuigéo de
tAxons produtores de butirato e na abundéancia relativa de Akkermansia muciniphila, bem
como no aumento da abundancia relativa de bactérias que podem aumentar a inflamacéo
local (ALLIN et al., 2018; ZHONG et al., 2019).

ABBAS, Abul. Imunologia celular e molecular 7a edicdo. Elsevier Brasil, 2012.

O sistema imune do hospedeiro é dividido em imunidade inata e adquirida, na qual a
microbiota participa ativamente da maturacéo desses componentes. A imunidade inata, por
exemplo, auxilia na protecdo contra microrganismos e lesdo tecidual (ABBAS, 2012).
Durante as primeiras semanas de vida, ha uma reducéo da atividade dos receptores do tipo
Toll (TLRs), que sdo necessarios para a formacdo de uma comunidade microbiana estavel no
intestino. A reducdo da atividade vai inibir a resposta inflamatoria e promover a tolerancia
imunoldgica a microbiota (Revisto por FASANO et al., 2021). Os TLRs sdo receptores
ativados por varios padrées moleculares associados a microrganismos (MAMPS). Ao ser
estimulado, desencadeia uma cascata de sinalizacdo, resultando na ativacdo de NF-kB que
ird induzir a expressdo de genes codificadores de citocinas, quimiocinas e outros mediadores
de resposta imune humoral (Revisto por FRANCINO, 2014). Outro receptor que auxilia na
montagem da microbiota sdo os receptores do tipo NOD (NLRs), incluindo o NOD1 e NOD2.
A proteina NOD1 promove a resposta imune inata e adaptativa nos tecidos linfoides,
enquanto a proteina NOD2 inibe a inflamacdo intestinal e potencializa a renovacéo epitelial
(LEVY et al., 2015). Os inflamassomas, agrupamentos de complexos multiprotéicos de
NLRs, desencadeiam a atividade de caspases inflamatorias que vao estimular a maturacédo de
interleucinas (IL-1p e IL-18) e morte celular litica (piroptose). O inflamassoma NLRP6, por
exemplo regula a expressdo de peptideos antimicrobianos (AMPS), induz a liberagdo de IL-

18, norteia a secre¢do de muco e controla a resposta imune antiviral no intestino (BROZ,
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DIXIT, 2016). A proteina Resposta priméria de diferenciagdo mieloide 88 (MyD88) controla
a expressdo de AMPs, IL-1B, IL-18, diferenciacdo de célula T e estimula a producéo de IgA.
Um exemplo de AMPs, bem elucidado é o Regllly, que limita a coloniza¢do de bactérias
Gram-positivas e inativa a resposta imune adaptativa (WANG et al., 2015). A microbiota
desempenha um papel na maturidade e funcionamento das células linféides inatas (ILC),
classificadas em 3 subgrupos de células: ILC1, ILC2 e ILC3. A secre¢do de 1L-23 pelas
células dendriticas (CD), estimula a ILC3 a produzir IL-22, promovendo a secrecdo de
AMPs, IL-1B em macrofagos e IL-23 em células dendriticas (SONNENBERG; ARTIS,
2012). A ausénciade IL-22 dependente de ILC3, por exemplo, levou a disbiose e ao aumento
da populacéo de Alcaligenes xylosoxidans (SONNENBERG et al., 2012).

Os estudos em animais IG demonstram a importancia dos microrganismos na
maturagio do sistema imune do hospedeiro (Revisto por MURGUIA et al., 2013). Desde o
componente da imunidade inata como a adquirida. Foi observado que animais criados em
isoladores estéreis, a fim de controlar sua exposicdo a microrganismos, apresentam
desenvolvimento reduzido das placas de Peyer quando comparado a camundongos SPF
(Specific Pathogen Free - Livre de patdgenos especificos) (BELKAID; HAND et al., 2014).
Foi observado, nesses animais 1G, um nimero reduzido de células T intestinais (TH17, Treg)
e células B produtoras de IgA (Revisto por AL-RASHIDI, 2022).

Durante o periodo fetal, foi observado a transferéncia de imunoglobulinas (IgG), por
endocitose, pela placenta ao feto. Essa transferéncia ocorre pela presenca de enterdcitos
vacuolizados, capacidade endocitica dos enterocitos fetais e presenca de receptores FcRn.
Apds o nascimento, o epitélio intestinal diminui a expressdo do receptor, perdendo a
capacidade endocitica. Apesar dessa expressdo reduzida de FcRn, foi sugerido que os
complexos luminais IgG/antigeno podem ser transportados através da barreira intestinal para
a lamina propria, para interagir com células apresentadoras de antigenos e outras células
imunes (SPENCER et al., 1986; CHEN et al., 2020). Confirmando que a arquitetura linfoide
se forma previamente ao nascimento. As células B e T sdo encontradas no intestino de feto
humanos (12-14 semanas de gestacdo) e sua abundancia e maturacdo aumentam até o
nascimento. Apesar dos indicios da formacdo do sistema imune no periodo fetal, ha uma
imaturidade geral do Sl ap6s o nascimento, que sera maturado a partir da estimulacéo
microbiana (Revisto por WESTROM, 2020).
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A microbiota estimula a resposta imune adquirida pela expansdo de linfocitos
especificos. A producdo de células T helper (Th) 17 é promovida por diversos estimulos,
como € o caso das bactérias filamentosas segmentadas (SFB) da classe Clostridia, que ao se
ligar promove a expressdo da proteina Amildide A sérica (SAA). As CD da lamina propria
sdo estimuladas por SAA, que induz estas células a liberar citocinas (IL-6, 1L-23) que
posteriormente induzirdo a diferenciacdo celular de linfocitos TH17 (IVANQV et al., 2009).
O ATP luminal fornecido por outros microrganismos comensais ndo patogénicos, fornecem
energia para o desenvolvimento de células TH17. A producdo de IL-1B pelos estimulos da
microbiota auxiliam na diferenciacdo de células TH17 (SHAW, et al., 2012; AL-RASHIDI,
2022). Outro conjunto de células que se acumulam no intestino e sdo importantes para a
homeostase sdo as células T regulatorias (Treg). As bacterias podem estimular células
epiteliais a produzir TGF-B que irdo promover a formagao de células Treg a partir de células
Th (KAMADA et al., 2013). A producédo de anticorpos na mucosa intestinal proveniente da
resposta imunoldgica promovida pela microbiota é bem caracterizada na literatura. Sabe-se
que a imunoglobulina A (IgA) secretada no Iimen reveste antigenos ou bactérias comensais
afim de restringir sua ligacdo ao epitélio ou disseminacdo na lamina propria
(MACPHERSON et al., 2012). Um exemplo da estimulacdo da microbiota na producao de
IgA é por meio da flagelina, indutora da producdo de &cido retindico, responsavel pela
diferenciacdo de células B produtoras de IgA. Outros estimulos como expressao de TNF,
oxido nitrico sintase 2 (NOS2), fator de ativacdo de células B (BAFF), ligante indutor de
proliferacdo (APRIL) pelas CD amplifica a producdo de IgA (TEZUKA et al., 2011; AL-
RASHIDI, 2022).

A relacdo entre os sinais que a microbiota fornece sdo responsaveis por estimular o
sistema imunoldgico e a interrupcdo dessas interacfes complexas e dindmicas pode ter
consequéncias profundas para a saide do hospedeiro. A evolu¢do da mucosite intestinal
juntamente com a inflamacéo exacerbada e alteracdo da populacdo microbiana é amplamente
relatada na literatura (FAN; PEDERSEN, 2021; SPROCKETT et al., 2018). A microbiota
intestinal exerce papeis importantes nessa comorbidade, assim como a ativacdo do sistema
imune. Apos a administracdo do quimioterapico o material genético sofre danos e as EROs

geradas sdo responsaveis por desencadear uma cascata de sinalizacdo de vias inflamatdrias



27

na mucosa (ONG et al., 2010). O principal responsavel nessa sinalizacdo é o (NF-kB), que ¢
um heterodimero das subunidades p65 / RelA e p50 ou p52, amplamente encontrado no
citoplasma das células. Quando inativo, o NF-xB ¢ fortemente ligado a classe de proteinas
IkB, que atuam como um "inibidor" da sua fung@o. A quimioterapia, por sua vez, ¢ capaz de
estimular esse complexo enzimatico (NF-xB / IkB) pela fosforilagdo, permitindo assim a
translocacdo nuclear de NF-kB e regulagdo positiva de varios genes associados a mucosite,
como citocinas pré-inflamatorias, fatores de crescimentos e genes pré e anti-apoptose
(THORPE et al., 2013). As principais citocinas pro-inflamatdrias expressas nesse contexto
sdo TNF, IL-1p e IL-6, que séo capazes de regular positivamente o0 NF-kB, gerando assim
uma resposta inflamatdria amplificada. No caso da mucosite intestinal, é observado também
uma modificacdo da populacdo de bactérias do TGI, marcada pelo aumento de
enterobactérias, principalmente E. coli (MENEZES-GARCIA et al., 2020). Pedroso et al.
(2014) citaram que a alteracdo da microbiota depende também do quimioterapico utilizado,
uma vez que o irinotecano é capaz de aumentar a populacdo de Clostridioides e
Staphylococcus no jejuno; assim como a populagéo de Clostridium, Enterococcus, Serratia
e Staphylococcus no célon; e diminuicdo de Bifidobacterium nas fezes. Enquanto isso, o 5-
FU causa diminuicdo da populagédo de Clostridium, Lactobacilos e Streptococcus no jejuno,
e Enterococcus, Lactobacilos e Streptococcus no colon (PEDROSO et al., 2014). Como dito
anteriormente, o sistema imunologico monitora constantemente o ambiente intestinal,
permitindo que as bactérias da microbiota atravessem a barreira epitelial até as placas de
Peyer, onde as células imunes iniciam uma resposta imune inata. Os produtos bacterianos da
microbiota, por meio da ligacdo aos TLRs, sdo capazes de levar a ativacdo do NF-xB
(FRANCINO, 2014). Portanto, a modificacdo da microbiota, consequentemente, pode
estimular ainda mais o sistema imune, modificando assim a homeostase intestinal e gerando
um ambiente pré-inflamatério (THORPE et al., 2013).

1.3 Probioticos e Weissella paramesenteroides WpK4

O cientista russo Elie Metchnikoff, nascido em 1845, se tornou professor de zoologia

em Odessa. Apos contato com pesquisador Louis Pasteur, Metchnikoff mudou-se da Russia
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e foi trabalhar voluntariamente e depois como chefe de laboratério no Instituto Pasteur em
Paris. Em 1908, foi prestigiado com o prémio Nobel de fisiologia pelos trabalhos sobre
células fagociticas e a teoria da longevidade (GORDON, 2016). Metchnikoff postulou que o
envelhecimento estaria relacionado a um envenenamento do corpo pelo metabolismo da
microbiota. E, que o consumo de leites fermentados por bacilos poderia prevenir a agéo
destas toxinas, diminuir a populacdo de microrganismos téxicos e trazer longevidade ao
consumidores (METCHNIKOFF, 1907). O tempo se passou a até hoje a ingestdo de
probiéticos em longo prazo e diario, corrobora o fato observado por Metchnikoff. Os
probidticos foram nomeados pela FAO/WHO e definidos como microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, oferecem beneficios a satide do hospedeiro
(FAO; WHO 2001). Durante algum tempo, estabeleceu-se que a dose diaria desses
microrganismos estaria em um intervalo de 10 a 10”7 UFC/mL ou por grama de produto
utilizado como veiculo (SOHAIL et al. 2013). No entanto, atualmente sabe-se que € dificil
estabelecer uma dose precisa para os probioticos em geral, uma vez que diferentes doses
podem ser necessarias, dependendo da funcdo benéfica que se deseja atingir e do
microrganismo probiotico em questdo (Revisto por FAZILAH et al., 2018; KERRY et al.,
2018).

Embora a definicdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ainda seja
aceita pela maioria dos pesquisadores, novas defini¢cbes (paraprobioticos, pos-bidticos,
psicobioticos) surgiram a fim de agrupar agentes que fogem da definicdo oficial de
“microrganismos vivos”, mas que também geram impactos significativos a salde humana
(revisto por ZENDEBOODI et al., 2020). No geral, os pos-bioticos (metabdlitos secundarios
dos microrganismos, ou preparacdo de microrganismos inativos e/ou seus componentes que
promovem efeitos benéficos) sdo compostos antimicrobianos produzidos pelos
microrganismos sendo eles bacteriocinas, acidos organicos, etanol, diacetil, acetaldeido e
perdéxido de hidrogénio (KERRY et al., 2018; SALMINEN et al., 2021).

Apesar de alguns autores relatarem que certos probidticos podem apresentar efeitos
benéficos ao hospedeiro mesmo se administrados mortos ou inativados (paraprobidéticos) por
métodos fisicos (calor, radiacdo gama, radiacdo ultravioleta, alta pressao hidrostéatica, ultra-
som e liofilizacdo) e quimicos como a inativacdo acida (BUSANELLO et al., 2012), a

nomenclatura paraprobidtico é controversa, de modo que a Associacdo Cientifica



29

Internacional de Probidticos e Prebidticos (ISAPP) ndo aceita esse termo, e classificam os
microrganismos inativos por métodos fisicos ou quimicos como pdés-bidticos (SALMINEN
etal., 2021).

Outro conceito bastante relatado na literatura sdo os psicobi6ticos, responsaveis por
influenciar positivamente a relagBes intestino-cérebro com efeitos ansioliticos e
antidepressivos. O surgimento desse conceito se fez necessario apos a percepcdo de que
camundongos IG possuem reac¢des fisioldgicas exageradas ao estresse em comparagao com
animais CV. As reacOes anormais foram reversiveis pela recolonizacdo bacteriana induzida
por probidticos (SUDO et al., 2005). Desde entdo, ficou claro que as bactérias intestinais
participam da regulacdo de diversos e importantes processos fisioldgicos, desde a
imunomodulacdo, adiposidade e balango energético bem como a atividade eletrofisioldgica
do sistema nervoso entérico (SARKAR et al., 2016).

Ha diversas evidéncias cientificas que apoiam a eficacia clinica e efeitos profilaticos
exercidos pelos probioticos contra disturbios ou doencas gastrointestinais, sindromes
metabolicas, cancer e distrbios psiquicos. E possivel observar alivio dos sintomas pelo uso
de probidticos (Revisto por KERRY et al., 2018). O mecanismo de prevencdo de doencas
se da pelo fato desses microrganismos competirem por sitios de ligacdo e por nutrientes,
fornecendo, portanto, uma barreira protetora contra bactérias patogénicas, assim como pela
acdo antimicrobiana. Os probidticos também podem aumentar a funcéo de barreira fisica e
imunoldgica do intestino, aumentar a producdo de muco, diminuir a lesdo isquémica pela
producdo de 6xido nitrico e modular a resposta inflamatoria (KOMATSU et al., 2008;
ISLAM, 2016). Além de controlar a microbiota intestinal, estabilizando-a apds o uso de
antibidticos, eles auxiliam na digestdo da lactose em individuos intolerantes, aliviam a
constipacdo, aumentam a absorcdo de minerais e vitaminas; e reduzem produtos tdxicos que
vém do alimento ou da préopria microbiota como o LPS e o sulfeto de hidrogénio
(KOMATSU et al., 2008). Os probioticos podem modular a liberacdo hormonal e regular
cognicdo pelo eixo intestino-cérebro, como foi observado com Levilactobacillus brevis
DPC6108 (antigo Lactobacillus brevis) e Bifidobacterium dentium produtoras de acido
gama-aminobutirico, um neurotransmissor cerebral que ajuda os seres humanos a suprimir a
ansiedade e a depressdo. Muitas bactérias intestinais sintetizam compostos neuroativos

semelhantes aos produzidos no cérebro do hospedeiro (MARQUES et al., 2016).
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Atualmente os probidticos utilizados véo além das espécies de Lactobacilos e das
espécies pertencentes ao género Bifidobacterium. Por exemplo, bactérias dos géneros
Lactococcus, Enterococcus (E. faecium), Streptococcus (S. salivarius), leveduras
(Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii) e alguns fungos filamentosos
(Aspergillus oryzae) sdo usados como probidticos (revisto por YADAV et al., 2017). Os
mecanismos de acdo podem ser compartilhados entre diferentes linhagens e espécies. Além
disso, € impossivel afirmar que todos os microrganismos dos géneros mais estudados como
probidtico, por exemplo bifidobactérias e lactobacilos, apresentam funcionalidade. Este fato
ressalta a importancia de se avaliar criteriosamente as diferentes linhagens e espécies quanto
ao potencial probiodtico (NOLE et al., 2014; ISLAM, 2016). Produtos contendo probidticos
representam uma oportunidade sem igual para fornecer microrganismos vivos eficientes
(leveduras ou bacteérias) ao trato digestivo. Os microrganismos probioticos que caracterizam
esses produtos sdo provenientes principalmente do intestino humano ou de outros animais,
além de alimentos tradicionais fermentados, tais como picles, iogurtes, queijos e kefir (SUEZ
et al., 2019).

O género Weissella é composto por bactérias Gram-positivas, catalase-negativas, nao
formadoras de endosporos, com morfologia cocoide ou em forma de bastonete, pertencentes
ao grupo de bactérias geralmente conhecidas como bactérias acido-laticas (BAL). Espécies
hoje pertencentes ao género Weissella pertenciam ao género Leuconostoc devido as
semelhancas morfologicas e metabodlicas. Collins e colaboradores (1993), por meio de
diversos testes bioquimicos conseguiram designar o género Weissella dentro da familia
Leuconostocaceae. Com o advento das técnicas moleculares, observou-se a necessidade de
se criar 0 género Weissella.

O género Weissella é considerado ubiquo, uma vez que as bactérias sdo encontradas
em uma variedade de habitats como solo, esterco, sedimentos de pantanos, lagos, plantas,
alimentos fermentados, cavidade oral e mucosas de diferentes animais, leite materno, entre
outros (revisto por FUSCO et al., 2015). Algumas linhagens de Weissella sdo capazes de
produzir bacteriocinas, como Weissellicina 110 (produzida pela W. cibaria 110), Weissellina
A (W. paramesenteroides DX), Weissellicina L (W. hellenica 4-7), Weissellicina D (W.
hellenica D1501), Weissellicina M e Weissellicina Y (W. hellenica QU 13). Essas

bacteriocinas séo investigadas devido as suas aplicagdes tecnolégicas em preservacéo de
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alimentos e satde bucal (ABRIOUEL et al., 2015; revisto FUSCO et al., 2015). Weissella
paramesenteroides foi proposta como uma nova espécie por Garvie, em 1967,
morfologicamente muito semelhantes a L. mesenteroides, no entanto se diferenciam pela
formacéo de exopolissacarideos (EPS) a partir de sacarose ou pela ndo formagdo de amonia
a partir de arginina. Sdo0 mais tolerantes ao NaCl e resistentes ao pH abaixo de 5. A
temperatura ideal de crescimento € de 18 a 24 °C, mas muitas linhagens crescem a 30 °C. As
bactérias produzem acido a partir de galactose, maltose, melibiose, sacarose e trealose
(GARVIE, 1967).

A linhagem Weissella paramesenteroides WpK4 foi isolada da nasofaringe de suinos
recém-desmamados e mostrou-se o candidato probidtico mais promissor entre algumas BAL
avaliadas, em um estudo realizado por Alvim e colaboradores (2016). A linhagem
apresentou, in vitro, resisténcia as condigdes estressantes encontradas no trato intestinal,
capacidade de inibicdo de bactérias patogénicas, além de produzir peréxido de hidrogénio e
secretar EPS. Além disso, camundongos tratados com W. paramesenteroides WpK4 e
submetidos a infeccdo com Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium
apresentaram atenuacao na perda de peso e na mortalidade apés infeccdo. Foi observado que
a linhagem, além de ser segura para 0 consumo, inibiu a translocacgéo do patogeno para figado
e baco dos animais, atenuou as lesdes causadas pela infeccdo, além de modular a resposta
imune por inibir a producdo de citocinas pro-inflamatorias e produzir substancias desejaveis
para um candidato a probidtico (ALVIM, 2016).

Em um modelo experimental de infeccdo por Giardia lamblia, foi observado reducéo
significativa da carga parasitaria com a administragdo de 10°® UFC/mL de W.
paramesenteroides WpK4 por 21 dias. Além disso, foi observado uma atenuacéo das lesGes
epiteliais provocadas pela infecgdo e diminuic¢do dos niveis IL-1p, tanto na fase aguda quanto
na fase tardia da infeccdo por G. lamblia (FONSECA et al., 2015). Em animais com colite
amebiana induzida por Entamoeba dispar, a administracdo desta bactéria promoveu aumento
da regeneracdo epitelial, aumento do peso e da expressao de mucinas (PRADO et al., 2019).
A bactéria também demonstrou efeito protetor em modelo murino de colite induzida por
DSS, melhorando os aspectos de salde dos camundongos, reduzindo a perda de peso,
melhorou os aspectos histoldgicos pela reducdo da atividade apoptética e aumentou a sintese

de IL-22. Neste mesmo estudo, foi observado também que camundongos em modelo de
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estresse cronico, induzido pela contengdo forcada, tratados com o microrganismo,
apresentavam comportamentos tipo-ansioso e tipo-depressivo atenuados. Além disso, houve
diminuicdo da expressdo do gene citocinas inflamatorias no hipocampo dos camundongos
estressados, apds administragdo da linhagem bacteriana (SANDES et al., 2019). Em um estudo
realizado recentemente, foi evidenciado uma tendéncia ao efeito protetor causado pela
administracdo oral de W. paramesenteroides WpK4 viavel ou ndo viavel aos camundongos
com mucosite induzida por 5-FU (MARCHIORI et al., 2020).

Apl6s 0 sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma da linhagem W.
paramesenteroides WpK4, observou-se a presenga do operon triptofano
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_004214915.1/ Acesso 10/02/2023 as
12:55). Esse operon, encontrado em bactérias como E. coli, contém genes que codificam as
enzimas que participam da via biossintética do aminoéacido triptofano (TRP), responsavel por

sinalizagdes celulares importantes para o hospedeiro.

1.4 Metabolismo do TRP e Receptor de Hidrocarboneto Arilico (RHA ou AhR)

O TRP é um dos aminodacidos (aa) essenciais necessarios para a sintese de proteinas
e precursor de metabolitos que desempenham uma série de papéis importantes na fisiologia
humana. O triptofano possui um grupamento metileno, e o carbono 3 conectado a posigio 3
de um grupo indol. Este grupo indol é rico em elétrons e muito suscetivel a substituicdo
eletrofilica, como alquilacéo, nitracdo e halogenacdo, tornando o aa facilmente transformavel
em outros produtos bioativos (SUNDBERG; 2012). Os seres humanos ndo podem sintetizar
esse aa, sendo assim necessario obté-lo por meio da dieta. Os produtores primarios desse aa
sdo bactérias, fungos e plantas (STAVRUM et al., 2013; Revisto por YANG; SAUVE, 2017;
ROAGER; LICHT, 2018). Em bactérias, como E. coli, o TRP €é produzido pela via
metabdlica envolvendo as enzimas expressas pelo operon triptofano (figura 1), que possui
cinco genes (TRPE, TRPD, TRPC, TRPB e TRPA) (MIOZZARI et al., 1978; SHIMAZAKI
et al.,, 2012; NELSON; COX, 2018). Os genes TRPE e TRPD codificam as enzimas
Antranilato-sintase componente I e I1, respectivamente. Essas enzimas sdo responsaveis pela

conversdo do Corismato em Antranilato que sera fosforilado em N-(5’Fosforibosil) -
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antranilato. O gene TRPC codifica a enzima N-(5’Fosforibosil) -antranilato-isomerase-indol-
3-glicerol-fosfato-sintase, que converte o N-(5’Fosforibosil) -antranilato em Indol-3-
glicerol-fosfato que, ap6s a agdo das enzimas Triptofano-sintase-subunidade B e «a
(produzidos pela expressao dos genes TRPB e TRPA), produz o L-triptofano (YANOFSKY
etal., 1981; SHIMAZAKI et al., 2012; NELSON; COX, 2018).

Esse operon é regulado pelo préprio TRP por mecanismos de repressdo ou atenuacao
da expressdo. Quando em grandes quantidades, o TRP liga-se ao repressor (TRPR) mudando
sua conformacao e possibilitando assim que o repressor se ligue ao operador TRP (NELSON;
COX, 2018). Essa ligacdo bloqueia a ligacdo da RNA-polimerase ao operon e inibe a
expressao dos genes. A atenuacdo da transcricdo também depende da disponibilidade de
TRP, no entanto, em vez de bloquear a inicia¢do da transcri¢do, a atenuacdo promove 0
término precoce da transcri¢do. Existe uma regido localizada entre o operador e o primeiro
gene do operon (TRPE), essa regido ¢ chamada de sequéncia lider (codifica o segmento 1) e
logo apds hd uma sequéncia atenuadora (segmentos 2 a 4). O atenuador, quando transcrito
em RNAmM, possui regides auto complementares capazes de formar estruturas em forma de
grampo (YANOFSKY et al., 1981; SHIMAZAKI et al., 2012; NELSON; COX, 2018; LI et
al., 2021). Resumidamente, quando o TRP estd abundante, o ribossomo se move rapidamente
ao longo do lider, forma-se o grampo terminador e a transcricdo do operon TRP cessa.
Quando o triptofano esta escasso, o ribossomo se move lentamente ao longo do lider, forma-
se 0 grampo nao-terminador e a transcricdo do operon TRP continua. Ou seja, a ldgica da
atenuacdo € a mesma da regulacdo pelo repressor TRP. Em ambos os casos, altos niveis de
TRP na célula reprimem a expressao do operon. Isso faz sentido, ja que altos niveis de TRP
significam que a célula ndo precisa fazer mais enzimas biossintéticas para a producao
adicional do aa. Assim as bactérias irdo economizar energia, porque o TRP é 0 aa mais caro
para sintetizar (NELSON; COX, 2018; LI et al., 2021).
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Figura 1 - O operon TRP. Retirado do livro Principios de Bioguimica de Lehninger - 8.ed., 2022.

Como o TRP néo é produzido pelas células animais, os seres humanos dependem de
fontes exdgenas desse aa essencial, obtido principalmente pela dieta (SUNDBERG; 2012).
Sendo assim, as proteinas ingeridas séo hidrolisadas no trato gastrointestinal humanoe o TRP
fica disponivel para sintese proteica. Embora o TRP seja 0 aa menos abundante em proteinas
e celulas, ele € um precursor biossintético para muitos microrganismos presentes na
microbiota (PETERS, 1991; GAO et al., 2018). O metabolismo do TRP (figura 2) segue trés
vias principais no trato gastrointestinal: (1) a transformacdo direta de TRP em varias
moléculas, incluindo ligantes do receptor hidrocarboneto arilico (AhR), pela microbiota
intestinal; (2) a via da quinurenina (KP) nas células imunes e epiteliais via indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO); e (3) a via de producdo de serotonina (5-hidroxitriptamina [5-HT]) via
TRP hidroxilase 1 (TpH1).
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Figura 2 - Metabolismo de TRP pelas vias (1) Indol/AhR, (2) Quinurenina/IDO e (3) Serotonina/5-HTP.
Adaptado de AGUS et al., 2018.

Segundo Gao e colaboradores (2018), aproximadamente 1 - 2% do TRP ingerido é
convertido em serotonina (5-HT) e melatonina pela via da serotonina. O 5-HT é sintetizado
a partir de TRP por reac6es enzimaticas em dois estagios envolvendo TRP hidroxilase (TpH)
e aa aromatico descarboxilase (AAD). Nos animais, a serotonina é encontrada principalmente

no trato gastrointestinal, nas plaquetas sanguineas e no sistema nervoso central. Esse
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neurotransmissor desempenha diversas fun¢des no sistema nervoso, como a liberagdo de
alguns hormonios, regulacéo do sono, temperatura corporal, apetite, humor, atividade motora
e fungbes cognitivas (BHATTARAI et al, 2018). A melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) é derivada do 5-HT por meio de reagdes de conversdo enzimatica em duas
etapas (acetilacdo e metilacdo) principalmente na glandula pineal, mas também em outros
tecidos, como retina, TGI, pele e leucocitos. A melatonina é responsavel por regular o ciclo
sono/vigilia, outros ritmos circadianos e sazonais e atua como imuno-estimulador e agente
citoprotetor (STAVRUM et al., 2013; JENKINS et al., 2016).

A KP resultante da agdo das enzimas indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e triptofano-
2,3-dioxigenase (TDO), utiliza 95% do TRP disponivel e produz quinurenina, &cido
quinolinico (QA), niacina, NAD e acido quinurénico (KNA). Os produtos dessa via estdo
implicados na regulagdo de varios processos biolégicos do hospedeiro, envolvendo
neurotransmissao, inflamagdo e respostas imunes (AGUS, et al., 2018). Hormonios do
estresse (adrenalina e cortisol) sdo capazes de induzir a sintese de TDO, ja a IDO ¢é induzida
frente a uma resposta imune inata e respostas pro-inflamatorias do tipo Thl (IFN-y e TNF).
A IDO inibe a atividade que causa a inducao de TDO e vice-versa (BADAWY, 2015). Alguns
subprodutos dessa via sdo neurotoxicos como € o caso do 3-HAA (&cido-3-
hidroxiantranilico) (revisto por AGUS et al., 2018).

Os microrganismos intestinais metabolizam o triptofano de forma direta pela via do
indol, e ocorre a formacao dos derivados indol-3-aldeido (1Ald), &cido indol-3-acético (AlA),
acido indol-3-propioénico (IPA), indol-3-acetaldeido (IAAId) e &cido indoleacrilico (IAcrA),
que séo ligantes de AhR (AGUS et al., 2018). O receptor AhR é um membro da superfamilia
Per-Arnt-Sim (PAS) de fatores de transcri¢do envolvidos na detecgdo de sinais ambientais,
como alteracdes no ritmo circadiano, tenséo de oxigénio ou potencial de reducdo e oxidacao
(KRISHNAN et al., 2018). Uma vez ativado por moléculas xenobiéticas ambientais, como
compostos sintéticos (por exemplo, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina - TCDD) e produtos
quimicos naturais, incluindo derivados de TRP e fitoquimicos (por exemplo, polifendis), o
AhR, no citosol, transloca-se para o0 nucleo, onde associa-se ao translocador nuclear de AhR
(ARNT). O heterodimero AhR/ARNT formado liga-se a uma sequéncia consenso de DNA
nas regides promotoras e inicia a transcricdo de genes, incluindo aqueles que codificam as

enzimas do citocromo P450, como CYP1A1l e CYP1A2, envolvida no metabolismo de
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toxinas e ligantes do AhR (ZELANTE et al., 2013b; ALKHALAF; RYAN, 2015). Outros
metabdlitos do TRP além do indol e seus derivados como quinurenina, QA, XA e &cido
cinabarinico (CA), podem funcionar como ligantes de AhR. Os genes ativados nessa via séo
os relacionados a inflamacgdo (IL-6, IL-22) e a angiogénese, além disso, é crucial para a
homeostase intestinal, agindo na renovagéo epitelial e na integridade da barreira (revisto por
GAO et al., 2018).

O papel da sinalizacdo do AhR foi proposto, inicialmente, no desenvolvimento das
células Treg, TH17 e células linfoides inatas (ILCs), para a producéo IL-22 (MONTELEONE
et al., 2011; revisto por HUBBARD et al., 2015). O AhR ¢ altamente expresso nas células
TH17 e sua ativagédo pela FICZ (6-Formylindolo[3,2-b] carbazole), agonista de AhR, por
exemplo, aumentou a diferenciacdo das células TH17 e promoveu a producéo de IL-22. As
células TH17 sdo caracterizadas pela producdo de IL-17A e pela expressdo do fator de
transcricdo RORyt que participam da resposta imune a bactérias e fungos extracelulares e
contribuem para a patogénese de varios distdrbios autoimunes. Na deficiéncia de AhR a
producdo de IL-22 pelas células TH17 foi prejudicada, uma vez que o papel desse receptor
facilita o recrutamento do fator de transcrigio RORyt para o promotor de IL-22 (YESTE et
al., 2014; GUTIERREZ-VAZQUEZ et al., 2018). Entretanto, a IL-22 regula negativamente
as celulas TH17 no intestino, inibindo a expansdo de bactérias filamentosas comensais,
conhecidas por promover a ativacao das células TH17 (MONTELEONE et al., 2011; revisto
por HUBBARD et al., 2015). As células Th22 foram identificadas como uma populagéo de
células T CD4 + caracterizadas pela producdo de IL-22, na auséncia de IL-17, em resposta a
IL-6, IL-21 ou IL-23 (Revisto por GUTIERREZ-VAZQUEZ et al., 2018). A IL-22 tem
funcBes importantes na regeneracao tecidual e na manutencdo da pele e da barreira mucosa.
Na mucosa, a expressdo de IL-22 é desencadeada principalmente em resposta a interacédo de
microrganismos com células apresentadoras de antigeno (APCs) e pela ativacdo do receptor
AhR. Acredita-se que um dos mecanismos pelos quais a IL-22 exerce esses efeitos € pela
inducdo de proteinas antimicrobianas (YESTE et al., 2014; BEHNSEN et al., 2014). Essas
proteinas auxiliam na contencdo de comensais do sitio intestinal. As proteinas
antimicrobianas que sdo reguladas positivamente pela IL-22, nas células epiteliais, séo
lipocalina-2, lectinas do tipo C (Reg3P e Reg3y) e peptideos antimicrobianos como a
psoriasina S100A7, as duas subunidades da calprotectina SI00A8, S100A9; B-defensinas 2
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e 3 (BEHNSEN et al., 2014). Por exemplo, a IL-22 induz a producdo de proteinas
antimicrobianas que aumentam a competicéo e o crescimento de E. coli comensal que é uma
concorrente direta de S. Typhimurium, diminuindo assim a populagéo de S. Typhimurium e
os efeitos inflamatorios observados nos modelos de febre tifoide em camundongos
(BEHNSEN et al., 2014; HUBBARD et al., 2015).

O AhR também induz a producédo das enzimas IDO 1 e 2 (Revisto por GUTIERREZ-
VAZQUEZ et al.,2018). Quando induzido por citocinas pro-inflamatérias, a IDO1 ¢ ativada
e as quinureninas sdo produzidas atuando como ligantes AhR. As quinureninas
especificamente regulam a homeostase imunoldgica e aumentam a diferenciacéo de células
T reguladoras, marcada por FoxP3*, que protegem em oposicdo a respostas inflamatorias
exacerbadas (GOETTEL et al., 2016). A auséncia de IDO1 induz a regulagédo positiva da
atividade de AhR/IL-22, mas a estimulacdo de AhR pode, por sua vez, afetar a IDO1 (Revisto
por GAO et al., 2018). Um exemplo pratico da ativacdo do eixo IDO-ANR ¢ a capacidade de
impedir a infecgdo por S. Typhimurium (BEHNSEN et al., 2014) e induzir uma redugéo
significativa dos sinais clinicos de artrite por Streptococcus (ZELANTE et al., 2014).
Resumidamente, a grande variedade de metabolitos do TRP conduz uma relagdo importante

entre 0 hospedeiro e sua microbiota, como é visto na figura 3.
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Figura 3 - Metabolismo de TRP sob o controle da microbiota intestinal. O TRP proveniente da dieta pode
ser convertido em ligantes de receptor AhR pela microbiota intestinal. As vias de sinalizacdo possiveis sdo: a)
Ativacdo do Receptor AhR, no qual auxilia na homeostase imunoldgica e fisiologia da barreira intestinal; b)
IDO1, na qual o TRP é convertido em QUI, essa via estd envolvida em vias inflamatérias, resposta imune e
funcgdes neurobiologica; ¢) 5-HTP, na qual o TRP é convertido em serotonina, responsavel pela estimulacéo da
motilidade intestinal. Adaptado de AGUS et al., 2018

O TRP dietético pode ser convertido diretamente pela microbiota intestinal em ligantes AhR
que sdo capazes de ajustar func@es locais e distantes do hospedeiro, incluindo homeostase
imunoldgica e fisiologia de barreira. A microbiota intestinal também influencia a via IDO
produtora de quinurenina, que desempenha um papel critico nos mecanismos inflamatérios,
respostas imunes e funcdes neurobiologicas. A producdo periférica de serotonina pelas
celulas enterocromafins também esta sob a influéncia da microbiota intestinal. A serotonina
produzida no intestino tem muitos efeitos locais, como estimular a motilidade intestinal e,

mesmo que ndo atravesse a barreira hematoencefalica, a microbiota intestinal afeta
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indiretamente as vias serotonérgicas centrais modulando a disponibilidade de TRP e
triptamina. 5-HTP, 5-hidroxitriptofano; IL, interleucina; QA, acido quinolinico.

Portanto qualquer perturbacéo na microbiota do hospedeiro pode ser um fator inicial
ou de reforco na patogénese de algumas doencas. Agus e colaboradores (2018) reuniram
dados sobre doencas e 0 metabolismo do TRP. Foi observado uma correlagéo positiva entre
desbalanco do metabolismo do TRP e o surgimento ou agravamento de algumas doencas,
como por exemplo doencas inflamatdrias intestinais (doenga de Crohn e colite ulcerativa),
obesidade e sindrome metabdlica, distirbios neuropsiquiatricos (distarbios alimentares,
autismo, doenca de Parkinson e Alzheimer, distirbios do sono) e complicacdes
cardiovasculares associadas a insuficiéncia renal (KARU et al., 2016; revisto por
KALUZNA-CZAPLINSKA et al., 2019). Em doencas onde ha uma inflamac&o exacerbada,
foi observado um aumento da expressdo de IDOL e dos niveis séricos de quirunenina. Em
doencas neuropsiquicas foi observado diminuicdo dos niveis de 5-HT, serotonina e
melatonina, quando comparados a individuos saudaveis. A diminuicdo da producdo de
ligantes AhR pela microbiota em individuos doentes e menor expressdo do receptor também
foram observadas em doencas como Alzheimer e Parkinson (WIDNER et al., 2002, 2000).
Alguns metabdlitos da via Indol, no entanto, podem ser toxicos para o hospedeiro (Indol e
Indoxil sulfato (IS)). Por exemplo, em pacientes com doenca renal cronica (DRC), a
depuracéo renal inadequada eleva os niveis de IS no sangue, causando efeitos deletérios. Foi
observado também, que quando ha acumulo de IS, ha um aumento da producdo de citocinas
pro-inflamatorias e radicais oxidantes responsaveis pela patogénese da aterosclerose,
insuficiéncia cardiaca congestiva e outras complicacGes cardiovasculares (revisto por AGUS
et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de probi6ticos por via oral auxilia na prevencao e tratamento da mucosite
intestinal por 5-FU (ONG et al, 2010; TUNG et al., 2011; LEE et al, 2014; HUANG et al.,
2019; CHEN et al., 2020). Varios probi6ticos conhecidos comercialmente (Floratil®,
VSL#3, Vishiome®, Yakult®) demostraram efeitos benéficos, tanto na reducdo dos sinais
clinicos da mucosite in vivo quanto na prevencao (RIBEIRO et al., 2006).

A producdo do TRP e os metabdlitos gerados pelo seu catabolismo tém um papel
importante na homeostase intestinal; e h& evidéncias de efeitos benéficos advindos de
probidticos, relacionados com o metabolismo do TRP (ARAGOZZINI et al., 1979; Ll et al.,
2009; GU et al., 2013; ZELANTE et al., 2013a; SARAF et al., 2017; GALLIGAN, 2018;
JENNIS et al., 2018; KALUZNA-CZAPLINSKA et al., 2019; LIM et al., 2020). Sabe-se
que o TRP obtido na alimentacéo pode ser metabolizado pela microbiota gerando metabdlitos
que sdo capazes de ativar o receptor AhR e induzir a expressdo de genes relacionados a
inflamacdo (IL-6, IL-22) e a angiogénese, agindo na renovacao epitelial e na integridade da
barreira intestinal (YESTE et al., 2014; BEHNSEN et al., 2014).

Nesse contexto, a linhagem Weissella paramesenteroides WpK4 vém se mostrando
um potente candidato a probiotico (ALVIM et al., 2016; FONSECA et al., 2019; SANDES,
2019). Foi observado, anteriormente, em modelo murino de mucosite intestinal induzida por
5-FU, uma reducdo da mortalidade e melhora dos parametros histopatologicos, apos
administracdo oral de W. paramesenteroides WpK4 (MARCHIORI, 2020). O genoma
sequenciado e anotado da linhagem revelou a presenca do operon TRP, o que pode resultar
na producdo do aa e/ou moléculas responsaveis por sinalizacdes celulares importantes para

0 hospedeiro.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a possivel influéncia entre o metabolismo do triptofano e o efeito protetor da
linhagem W. paramesenteroides WpK4 em modelo experimental murino de mucosite
induzida por 5-FU

3.2 Objetivos especificos

e Verificar, qualitativa e quantitativamente, a producdo de TRP e seus metabdlitos pela
linhagem de W. paramesenteroides WpK4;

e Analisar se a administracdo oral da linhagem de W. paramesenteroides WpK4, de
maneira terapéutica ou profilatica, tem efeito na sobrevida e peso de camundongos,
no modelo de mucosite intestinal por 5-FU;

e Analisar se a administracdo oral da linhagem de W. paramesenteroides WpK4 tem
efeito sobre parametros histopatologicos do jejuno de camundongos submetidos a
quimioterapia;

e Analisar se a administracdo oral da linhagem de W. paramesenteroides WpK4 tem
efeito nos parametros inflamatorios em camundongos submetidos a mucosite
intestinal, pelos ensaios de peroxidase eosinofilica (EPO), mieloperoxidase (MPO),
analise do comprimento intestinal e da expressdo de genes de citocinas;

e Analisar se a administracdo oral da linhagem de W. paramesenteroides WpK4 tem
efeito sobre pardmetros microbioldgicos em camundongos submetidos a mucosite
intestinal, por meio da avaliacdo da microbiota intestinal e possivel translocacdo para
figado e baco;

e Analisar se a administracdo oral da linhagem de W. paramesenteroides WpK4 tem
efeito sobre a expressdo de moléculas envolvidas no metabolismo do TRP no

hospedeiro
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagem bacteriana — origem, manutencao e cultivo

A linhagem W. paramesenteroides WpK4, gentilmente cedida pelo prof. Alvaro
Cantini Nunes, foi isolada anteriormente da nasofaringe de suinos recém-desmamados e
mantida em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Acumedia ®) suplementado com glicerol
15% (v/v) em freezer a -80°C (Bio Freezer, Forma Scientific, Marietta, EUA). Uma vez
descongelada, a bactéria foi cultivada por duas vezes consecutivas (indculo de 2% v/v), em
caldo MRS a 37°C por 18 — 24 h em estufa bacterioldgica (Forma Scientific, Marietta, EUA),
em condicdes aerdbicas, para obtencdo de uma concentragdo de 10° UFC/mL. Para verificar
essa concentracdo, foi realizado diluicGes seriadas e plagueamento em agar MRS. Nos
experimentos de verificacdo de producéo de triptofano (TRP) e seus metabdlitos, a linhagem
foi crescida também em MRS e MRS suplementado com TRP (5 uM), conforme descrito por
LIM et al., 2020.

4.2 Animais

Camundongos convencionais C57BL6/J, fémeas, com quatro ou oito semanas de idade,
foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
camundongos foram alojados em microisoladores (Alesco) autoclavados, com cama de
maravalha, com livre acesso a racdo e agua filtrada, sendo armazenados em estantes
ventiladas individualmente e com temperatura controlada (23°C), localizada em uma sala
com ciclo claro/escuro de 12 horas de acordo com os padrdes estabelecidos pelo CONCEA
(2016). Os procedimentos experimentais realizados nesse estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (CEUA - protocolo 148/2019).
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4.3 Avaliacéo do genoma da linhagem W. paramesenteroides WpK4: busca pelos

genes de biossintese e catabolismo do triptofano

Foi analisado por meio de ferramentas disponiveis no site NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) o genoma da linhagem W. paramesenteroides WpK4,
disponiveis no dominio DDBJ/ENA/Genbank sob o nimero de acesso ASM421491v1
(acesso em 11/01/2023 as 17:09), em busca de genes para enzimas envolvidas no

metabolismo do TRP (anabolismo e catabolismo). Sabe-se, ap6s montagem e anotagdo do
genoma da linhagem W. paramesenteroides WpK4, que essa linhagem possui o0 operon TRP,
responsavel pelo anabolismo desse aminoéacido. A verificagdo da presenca do operon TRP
na linhagem W. paramesenteroides WpK4 foi confirmada pela realizagdo de uma PCR com
os iniciadores F (57 CTTGCTAAGGGTGGTGCTGA 3°) e R (&
AACGAGGGCACTGCCAATAA 3°) para o gene TRPA ¢ os iniciadores F (5’
GCAGGCAACAACCATGTCAG 3’) e R (5 GCAAACACAACGTCCTGGTC 3’) para o
gene TRPB. Os iniciadores foram desenhados baseados nos genes encontrados no genoma
da linhagem W. paramesenteroides WpK4. Além disso, uma anotacdo funcional do genoma
da bactéria analisada (WpK4) foi realizada utilizando-se o programa DIAMOND v
0.9.24.125 (Buchfink et al., 2014), alinhando as sequéncias de aminoacidos preditas contra
bancos de dados contendo as sequéncias de aminoacidos das enzimas envolvidas no
catabolismo do TRP. O alinhamento foi realizado utilizando o BlastP com os critérios de
identidade minima de 30% com a sequéncia de proteinas referéncia (ROST, 1999) e uma
cobertura de no minimo 60% (GALAGAN et al., 2003), e e-value default de 1077. As

proteinas envolvidas no anabolismo e catabolismo do TRP estdo descritas na tabela 1.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_004214915.1/
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Tabela 1 - Enzimas envolvidas no anabolismo e catabolismo do TRP e suas fungdes.

Proteinas envolvidas no anabolismo de TRP

Funcéo

Antranilato sintase (trpE)

CHA + GIn & Pyr + Glu + ANTA

Antranilato PRPP transferase (trpD)

Difosfato + N- (5-fosfo-p-D-ribosil) antranilato <
5-fosfo-a-D-ribose 1-difosfato + antranilato

Indol glicerol-fosfato-sintetase (trpC)

(2-carboxifenilamino) -1-desoxi-D-ribulose 5-fosfato
+ H" — Glicerol 3-fosfato + CO, + H,0O
N-(5-fosfo-B-D-ribosil) antranilato — 1-(2-
carboxifenilamino) -1-desoxi-D-ribulose 5-fosfato

Triptofano sintase (trpB)

Triptofano sintase (trpA)

Glicerol-3-fosfato + L -serina —
D -gliceraldeido 3-fosfato + H,O + L -triptofano

Proteinas envolvidas no catabolismo de TRP

Funcéo

Triptofanase (TNAA) TRP — INDOL

Idoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) TRP — QUINURENINA*
Triptofano 2 monoxigenase (TMO) TRP — Indole-3-Acetamide (IAM)
indole acetamida hidrolase (IAAH) IAM — AIA*

Aspartate aminotransferase family protein (AST) AlA* — TAld*

Aminotransferase amino acido aromatico (ARAT)

TRP — Indole-3-piruvato (IPYA)

indole piruvato descarboxilase (IPDC)

IPYA — [AAlId*

Aldeido desidrogenase (ALD)

IAAId — AIA*

Triptofano descarboxilase (TRD)

TRP — Triptamina*

Fenilactato desidrogenase (FLDH)

IPYA — Acido indol-3-lactico (ILA)*

Fenilactato desidratase (FIDH)

ILA — IAcrA*

Acetil coA desidrogenase (ACDA)

IAcrA* — indol acido propionico (IPA)

* Ligantes de AhR

4.4 Avaliacdo da producdo de TRP e seus metabdlitos por W. paramesenteroides

WpK4

Foram preparados indculos de 2% v/v em caldo MRS, e em caldo MRS + TRP

(suplementado com 5 uM de TRP), em duplicata. Os meios inoculados foram incubados sob

agitacdo (120 rpm), a 37°C por 48 h. Nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48 horas, aliquotas dos meios

foram coletadas, diluidas em NaCl 0,9% (p/v) e cultivadas &gar MRS, para analise do nUmero

de unidades formadoras de coldnias por mL de amostra (UFC/mL). As curvas de crescimento

foram construidas com base na média dos resultados da contagem aplicados a férmula log

UFC/mL.
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44.1 Dosagem de TRP e metabdlitos nos extratos livres de células

A dosagem foi realizada por cromatografia de alta eficiéncia. Para tanto, amostras de
20 mL foram coletadas nos tempos 0, 6, 12, 24 e 48 h de cultivo em cada meio, centrifugadas
(5000 rpm; 4°C; 10 min) e filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,22 um. Os
sobrenadantes livres de células passaram por um processo de precipitacdo de proteinas com
sulfato de amonio saturado (70%), em baixas temperaturas (4°C) por 24 h. Apds a
precipitacdo e centrifugacdo (10000 rpm; 4°C; 10 min), os sobrenadantes foram carregados
em um cartucho de fase solida (Strata-X), que foi previamente ativado com metanol e
equilibrado com acido fosforico 1%. Os compostos inddlicos foram eluidos do cartucho com
10 mL de metanol, o qual foi removido por evaporacdo sob vacuo a 45°C por 2 h. Os
compostos foram dissolvidos em 1 mL de metanol e 100 uL foram analisados usando um
cromatografo Shimadzu (Shimadzu, Japdo) e uma coluna Supelco Analytica C18 (30 cm X
3,9 mm, 5 um, 100 A). A fase mével foi um gradiente de &cido fosforico 1% e metanol (20
- 80%) por 60 minutos bombeados a uma taxa de fluxo de 1,0 mL / min. Os compostos foram
detectados por absorbancia ultravioleta a 254 nm. A identificacdo e quantificacdo foram
baseadas, respectivamente, no tempo de retencdo e na curva de calibracdo dos seguintes
compostos: triptofano, acido indol-3-acético (AlA), indol-3-aldeido (1Ald), indol-3-acetal
aldeido (IAAId), triptamina, acido indol-acrilico (IAcrA) e quinurenina (Sigma Aldrich)
(RODRIGUES et al., 2016).

4.5 Modelo murino de mucosite intestinal por 5-FU

Foram utilizados camundongos convencionais C57BL6/J, fémeas, com quatro e/ou
oito semanas de idade, em experimentos diferentes. O protocolo de indu¢do da mucosite
intestinal com o quimioterapico 5-FU consistiu em uma dose diaria de 75 mg/kg/d.

administrada durante 3 dias consecutivos pela via intraperitoneal (i.p).
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4.6 Administracao de W. paramesenteroides WpK4

Os grupos experimentais tratados com probiotico (com e sem mucosite induzida por
5-FU) receberam diariamente, por gavagem, um inéculo de 108 UFC de W.
paramesenteroides WpK4 (100 pL de suspensdo de WpK4 contendo 10° UFC/mL). Os
grupos controle (com e sem mucosite induzida por 5-FU) foram inoculados com 0,1 mL de
solucdo salina (0,9%). A administracdo da suspensdo bacteriana contendo células viaveis,
bem como de salina 0,9% foi realizada em dois esquemas diferentes. Num deles, a
administracdo se iniciou 10 dias antes da primeira administracdo do 5-FU e no outro, a
administracdo foi iniciada concomitantemente com o 5-FU. Em ambos 0s casos, a
administracdo diaria da suspensdo bacteriana ou solucdo salina ocorreu durante todo o

periodo de experimentacao.

4.7 Avaliacéo da sobrevivéncia dos animais apos inducdo da mucosite

Para esse experimento, foram utilizados 10 ou 11 animais por grupo, seguindo
desenho experimental apresentado na figura 4. O esquema de administracdo dos tratamentos
esta apresentado na tabela 2. Os parametros avaliados foram:

a. Variacdo de peso: Os animais foram pesados a cada dois dias, do 1° ao 30° dia de
experimento.

b. Escore clinico: Nos dias 10, 14 e 25 de experimento, foram coletadas fezes dos animais
para avaliacdo da textura e pesquisa de sangue oculto.

c. Monitoramento da taxa de sobrevida: O numero de animais que foram a 6bito ao longo do
procedimento experimental foi anotado em seus respectivos dias para posterior avaliacdo da

taxa de sobrevivéncia em cada grupo experimental.
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Figura 4 - Desenho experimental do ensaio de sobrevivéncia dos animais ap6s inducdo da mucosite por 75
mg/kg/d de 5-FU.

Tabela 2 - Esquema de tratamentos por grupo do ensaio de sobrevivéncia dos camundongos apds indugdo da
mucosite por 75 mg/kg/d de 5-FU.

Quimioterapi
Tratamento  pré-quimioterapia a (10° a 12° Tratamento apés inicio da
Grupo (1° a0 9° dia) dia) guimioterapia (10° ao 25° dia)
Controle 0,1 mL de salina 0,9% 5-FU 0,1 mL de salina 0,9%
Tratamento 1 108UFC de WpK4 viavel 75mg/kg/d 108UFC de WpK4 vidvel
Tratamento 2 - 108UFC de WpK4 viavel

4.5 Avaliacdo de parametros clinicos, microbiolégicos e imunologicos apds

inducéo da mucosite

A administracdo diaria, por gavagem, da suspensao bacteriana, bem como de salina
0,9% foi realizada 10 dias antes da primeira administracdo do 5-FU e continuou durante todo
o0 periodo de experimentacdo. Os animais foram eutanasiados apds o periodo experimental,
por deslocamento cervical, com administracdo prévia de anestésico (xilazina 10 mg/kg +
cetamina 100 mg/kg).
As amostras coletadas e os parametros avaliados foram:
a) Variacao de peso: Os animais foram pesados a cada dois dias, do primeiro ao ultimo
dia de experimento.
b) Coleta de fezes: No 10°, 14° e 17° dia de experimento, foram coletadas fezes dos
animais para avaliacdo da textura e pesquisa de sangue oculto e para cultivo em meio

solido (agar MRS e agar MacConkey) para avaliagdo de disbiose;
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c) Coleta de sangue: Apds a anestesia, foi coletado o sangue através de puncéo
intracardiaca para contagem de leucdcitos totais;

d) Coleta de érgdos: Figado e bago: avaliagdo de translocacdo intestinal (agar MRS e agar
MacConkey); Intestino delgado: Avaliagio do comprimento intestinal total; [leo: ensaios
de MPO e EPO para avaliacdo da infiltracdo de neutréfilos e eosindfilos; avaliagdo
histopatoldgica de cortes histoldgicos corados com PAS (Acido periddico de Schiff) e
H&E (Hematoxilina e eosina); gPCR para avaliacdo da expressao de genes de citocinas
e moléculas envolvidas no metabolismo do TRP, remoc¢do do conteddo luminal para
avaliacdo de dishiose;

CSTBLGA 75 mg/kg/d i.p. 5-FU

8Fc:meas ——
semanas i
ST o

Inicio do pré-tratamento

v' Salina 0,9%
v' W. paramesenteroides WpK4

Figura 5 - Desenho experimental do ensaio de avaliacdo de parametros clinicos, microbioldgicos e
imunolodgicos apds indugéo da mucosite por 75 mg/kg/d de 5-FU.

Tabela 3 - Esquema de tratamentos por grupo do ensaio de avaliacdo de possiveis mecanismos de agdo da
linhagem Weissella paramesenteroides ap06s indugdo da mucosite por 75 mg/kg/d de 5-FU.

Grupo Gavagem (1° até ultimo dia experimental) Quimioterapia (10° a 12° dia)
Controle 1 0,1 mL de salina 0,9% 5-FU, 75mg/kg/d

Controle 2 0,1 mL de salina 0,9% -

Tratamento 1 108 UFC de WpK4 viavel 5-FU, 75mg/kg/d

Tratamento 2 108UFC de WpK4 viavel -
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45.1 Determinacao do escore clinico

A anélise do escore clinico dos animais foi baseada na avaliagdo da alteracdo da
consisténcia fecal (0= normal, 1= pastosa ou 2= liquida) e da presenca de sangue oculto nas
fezes (0= ausente, 1= tragos ou 2= presente), por meio do teste de papel guaiaco (Feca/cult,
INLAB, Brasil). Esse método colorimétrico se baseia na reacdo guaiaco, na qual a
hemoglobina ira oxidar os compostos fendlicos do papel guaiaco (incolor) em quinonas
(azul) apds a adicdo da solucdo reveladora (RICE; IHLE, 1994). A avaliacdo da perda
percentual de peso corporal (0 = perda de até 5% do peso corporal; 1= perda de até 10% do
peso corporal; 2= perda de até 15% do peso corporal; 3= perda de até 20% do peso corporal;
4= perda de peso corporal superior a 20%) também foi considerada no escore clinico
(BATISTA, 2019).

4.5.2 Contagem total de leucocitos no sangue
Ap0s a anestesia, foi coletado o sangue através de puncéo intracardiaca, do volume
total de sangue retirado, 10 pL de sangue foi adicionado em 90 uL do corante Turk. As células
foram contadas em camara de Neubauer, visualizadas em microscopio éptico. Foi realizada
a contagem em dois quadrantes e feita a média entre eles (CAMACHO-FERNANDEZ et
al.2018).

4.5.3 Avaliacdo do comprimento do intestino

O comprimento do intestino delgado, que compreende a distancia entre o piloro
gastroduodenal e o éstio ileal, foi determinado com auxilio de uma régua logo apds ser
removido. O resultado foi expresso em centimetros. O intestino foi dividido em trés partes
para analises posteriores: ileo (porcdo 25% distal), jejuno (55% medial), duodeno (porg¢édo
20% proximal) (BATISTA, 2019).
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4.5.4 Anélise histopatoldgica

Apos a retirada do intestino delgado, a porcdo referente ao ileo foi lavada com solugdo
salina 0,9%, colocada em uma superficie plana e imersa em solucéo fixadora de Bouin com
1,5% de &cido acético para prefixacdo, durante 15 minutos. Apds prefixacdo, foram enroladas
como uma espiral com a mucosa voltada para dentro, de modo a formar rolos (“swissrolls”
ou rocambole). Os rolos foram fixados em formol tamponado 10% pH 7,2 por 72 horas. Na
sequéncia, foram obtidos dois fragmentos de cada rolo, os quais foram desidratados em
solugdes alcdolicas de concentragfes crescentes, diafanizados em xilol, embebidos e
incluidos em parafina. Em seguida, foram obtidos cortes com 4 pm de espessura, corados
com Acido Periddico de Schiff (PAS) para anélise histopatoldgica. As laminas também foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) para interpretacdo histologica de rotina. Todas
as laminas foram codificadas e observadas sequencialmente pelo mesmo patologista, que néo
teve acesso aos codigos. As amostras foram decodificadas somente ap6s o laudo ter sido
emitido pelo patologista. As imagens obtidas ao microscopio Olympus BX51 (Olympus,
Toquio, Japédo) 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 programa Image-Pro Express versdo 4.0 para Windows (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) (PRADO et al., 2020). A avaliacdo histopatoldgica foi
baseada segundo os seguintes parametros: infiltrado inflamatério de mononucleares e
polimorfonucleares (0 a 4: ausente, leve, moderado, intenso, muito intenso); arquitetura das
vilosidades e criptas (0 a 2: sem alteracdes, perda parcial, perda total da arquitetura); edema
(0 a 1: ausente, presente); erosao (0 a 3: ausente, presente, erosdo e ulceracdo, ulceracdo). O
escore maximo é 13 (BATISTA, 2019).

4.5.5 Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo do acumulo de neutrofilos no intestino foi realizada pelo ensaio de
quantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO). Os fragmentos dos tecidos
armazenados a -20°C foram descongelados, pesados e homogeneizados em tampédo com pH
4,7 (0,1 M NacCl, 0,02 M de NaszPQOg4, 0,015 M de Na,EDTA), utilizando homogeneizador
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elétrico (Power Gen 125-Fischer Scientific Pennsylvania, USA) e centrifugados a 10000 rpm
por 10 min a 4°C. O precipitado foi submetido a lise hipotdnica por meio da adicdo de mesmo
volume de solugcdo NaCl 0,2% e NaCl 1,6% com glicose 5%, ap6s 30 segundos. As amostras
foram centrifugadas novamente e o precipitado ressuspendido em tampdo NasPO4 0,05 M
(pH = 5,4) com brometo hexadeciltrimetilamdnio (HTAB) 0,5% (p/v), seguido de
homogeneizacdo. Aliquotas de 1 mL de suspensdo foram transferidas para microtubos de 1,5
mL e submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido.
Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min a 10000 rpm a 4°C e o0s
sobrenadantes coletados. A atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi
determinada pela medida das alteracdes em densidade Optica, utilizando tetrametilbenzidina
(TMB) (1,6 mM) e H202 (0,5 mM). A reagéo foi interrompida com 50 pL de H2SO4 1M. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 450 nm (BRADLEY et al., 1982; BATISTA,
2019).

4.5.6 Determinacdo da atividade de peroxidase eosinofilica (EPO)

A determinacéo do influxo de eosindfilos foi realizada conforme descrito por Strath
& Sanderson, 1985. Amostras de ileo foram processadas utilizando homogeneizador elétrico
(Power Gen 125-Fischer Scientific Pennsylvania, USA), seguindo a proporc¢éo de 1,9 mL de
PBS (tampdo fosfato-salino) para cada 100 mg de tecido para homogeneizacéo, seguida de
centrifugacdo em 10.000 rpm por 10 minutos. O mesmo volume de solugdo NaCl 0,2% e
NaCl 1,6% com glicose 5%, apos 30 segundos foram adicionados, para a lise de hemacias.
As amostras foram centrifugadas novamente, o sobrenadante descartado e o precipitado
suspenso em 1,0 ml de 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio — HTAB, em PBS.
Posteriormente, esse homogenato final foi congelado trés vezes em nitrogénio liquido e
centrifugado a 4 °C, 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado no ensaio
enzimatico com a adicdo de um montante igual de substrato (1,5 mmol/L o-fenilenodiamina
e 6,6 mmol/L de H202 em 0.075 mmol/L Tris-HCI (pH 8)). A reacéo foi interrompida com

50 uL de H2SO4 1 M e lida na absorbancia de 492 nm em espectrofotometro.
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4.5.7 Avaliacdo da microbiota intestinal e translocacdo bacteriana

Amostras de fezes, contetdo luminal ileal, figado e baco foram pesadas, diluidas em
NaCl 0,9% (p/v) e cultivadas agar MacConkey (HiMedia) e agar MRS, para analise do
nimero de unidades formadoras de colbnias por grama de amostra (UFC/g) de
Enterobactérias e bactérias acido-laticas, respectivamente. Os periodos de incubagdo foram
de 24 horas para MacConkey e 48 horas para MRS.

Além disso, o conteudo do ileo foi coletado e avaliado por método molecular
quantitativo, conforme descrito por Castillo e colaboradores (2006), para deteccdo de
bactérias da ordem enterobacteriales e de E. coli. O DNA total do contetdo do ileo foi
extraido com o ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (D4300S), quantificados por nanodrop
e fluordmetro Qubit (ambos Thermo Fisher Scientific) e diluidos para uma concentracéo de
10 ng/uL. As reagOes de gPCR foram realizadas usando o kit iTaq Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos) e os primers gene-especificos (tabela 4). O
gene 16S rDNA foi usado como referéncia para as normalizacdes (DUNIERE et al. 2015)
reacOes foram otimizadas ajustando a concentracdo dos primers para uma especificidade e
eficiéncia 6timas. Foram utilizadas diferentes temperaturas de anelamento para os primers
16S (60°C), E1 (66°C) e EC (64°C).

Tabela 4 - Painel de primers para genes especificos para detec¢éo de bactérias.

Qtd.
Conc cDN
Simbo . A Referénci
Grupo alvo lo Primer Sequéncia (5°-3") (nM)  (ng) Slope a
Total de bactéria 165 16SF TCCTACGGGAGGCAGCAGT 500 1 3.6 Duniére et
(16S rDNA) 16SR  GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT ' al. (2015)
E1F GGG GAT AAC YAC TGG AAA CGG TRG C Resendiz-
Enterobacteriales E1 500 1 -3.255 Navaetal.,
E1R GCA TGG CTG CAT CAG GST TKC (2022)
ECF TGATTG GCA AAATCT GGC CG
E. coli EC 500 1 -337 |\valker et
ECR GAA ATC GCC CAA ATC GCC AT al. (2017)
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4.5.8 Quantificacdo relativa da expressdo de moléculas no ileo

Cerca de um terco do ileo dos animais eutanasiados foi destinado a andlise de
citocinas (tabela 5) e moléculas envolvidas no metabolismo do TRP (tabela 6). As amostras
foram armazenadas em 500 pL de trizol (Invitrogen) e armazenadas a -80°C até o seu
processamento. As amostras foram maceradas, e adicionadas a 100ul de cloroférmio
(MERCK) seguido de centrifugacdo. Apos a formacdo de fases, em que o RNA fica na fase
aquosa, essa fase foi entdo transferida para outro microtubo, com adi¢cdo de 250 pL
isopropanol (MERCK) de alta qualidade para precipitacdo do RNA. As amostras foram
lavadas com 500 pL de etanol 70% (-20°C), ressuspendidas em 50 pL &gua DEPC e
armazenadas em -20°C. A quantidade e a qualidade das amostras foram avaliadas em
eletroforese em gel de agarose, além de anélises espectrofotométricas em NanoDrop 2000
(Thermo Scientific), onde foram levadas em consideracao as razdes de absorbancia 280/260
e 260/230 nm. As amostras foram tratadas com kit DNAse | (Invitrogen) e livres de RNAse
(ThermoScientifc) e seguiu-se com sintese do DNA complementar (cCDNA). Esta etapa foi
realizada usando 1 pg de RNA e o kit high-capacity cDNA reverse transcription (Applied
Biosystems), de acordo com o manual do fabricante.

As reacdes de gPCR foram realizadas usando o kit SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) e os primers gene-especificos (tabelas 5 e 6). O gene constitutivo
codificador de beta-actina (Actb) foi usado como referéncia para a normalizacéo
(GIULIETTI et al., 2001). As reacdes foram otimizadas ajustando a concentracdo dos
primers para uma especificidade e eficiéncia 6timas. Os niveis de expressdo génica do grupo
controle, sem qualquer tipo de tratamento, foram usados como calibradores e os resultados
obtidos dos grupos experimentais foram apresentados graficamente como razdo de
quantidade (fold change), usando as médias e os desvios-padrdes da expressdo génica dos

alvos estudados, de acordo com Hellemans et al., 2007 e Steinberg et al., 2014.
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Tabela 5 - Painel de primers para genes codificadores de citocinas e gene constitutivo.

Qtd.
cDN
Simbol Conc. A Slop
Citocina 0 Primer Sequéncia (5°-3") (nM) (ng) e Referéncia
CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACA
Fator de necrose TNFF A GIULIETTI et
tumoral Tnf 500 5 363 41 2001
TNFR TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC B
-ActF AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
Beta actina pact 500 5 356 OIULIETTIet
B-ActR CAATAGTGATGACCTGGCCGT al., 2001
Tabela 6 - Painel de primers para genes codificadores de moléculas relacionadas ao metabolismo de triptofano.
Qtd.
Conc cDN
. A Slop

Molécula Simbolo  Primer Sequéncia (5°-3") (nM)  (ng) e Referéncia
Aryl- AhrF CCAGGACCAGTGTAGAGCAC
hydrocarbon ~ Ahr 500 5 353 SANDESetal,
receptor AhrR AGCCATTCAGCGCCTGTAAC 2019
Indoleamine Ido1F CCTTCTGGGAATAAAACACGAGG DONLEY et
2,3-dioxygenase Idol 500 5 -3.59
1 IdolR CTAAGAAGAAAAGGAAGTTCCG al., 2016
Citocromo CyplalF CATCACAGACAGCCTCATTGAGC
P450, familia 1, Cyplal 500 5 371 STRAUSBER
subfamilia A, CyplalR CTCCACGAGATAGCAGTTGTGAC ' Getal., 2002
polipeptideo 1.
Tryptophan TohlF  ACTGCGACATCAGCCGAGAA 500 5 332 HATA et al,
hydroxylase 2 Tphl 2017

TphiR  CGCAGAAGTCCAGGTCAGAAATC

4.6 Analise estatistica

Foi realizado teste de normalidade para verificar se as amostras apresentavam
distribuicdo Gaussiana. As comparacfes estatisticas entre as médias de cada grupo em um
determinado tempo foram feitas por ANOVA “one way” seguida de pos-teste Newman-
Keuls. Essa analise inclui os parametros avaliados a partir da eutansia, como contagem de
leucécitos, comprimento do intestino, UFCs de bactérias, MPO, EPO e gPCR, além do peso
e escore clinico, quando séo obtidos apenas em um tempo especifico. Por outro lado, quando

0 peso corporal e escore clinico dos animais de diferentes grupos foram acompanhados ao
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longo do tempo, utilizou-se a analise ANOVA “two way” seguida de pos-teste Tukey. A taxa
de sobrevida foi analisada pela comparacdo de curvas de sobrevida “logrank”. Para
comparagdo entre dois grupos, quando necessario, foi utilizado o teste “t de student”. Os
resultados foram apresentados como média + erro padrdo médio. O nivel de significancia
adotado foi de P < 0,05. Para a realizagdo de todas as analises, foi utilizado o software
GraphPad PRISM versdo 9.0 (GraphPad software Inc., San Diego, CA, USA).



5. RESULTADOS

5.1 Anélise do genoma da linhagem W. paramesenteroides WpK4
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As informac6es do genoma da linhagem W. paramesenteroides WpK4 se encontram
no dominio do NCBI (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_004214915.1/
Acesso 11/01/2023 as 11:49). Foi realizada uma busca pelas proteinas envolvidas na

biossintese do TRP codificadas por genes presentes no genoma da linhagem WpK4 e foi

encontrado a presenca do operon TRP contendo 7 genes importantes para a sintese do aa

(tabela 8).

Tabela 7 - Sequéncias génicas codificadoras de proteinas envolvidas na sintese do TRP presentes no genoma

de W. paramesenteroides WpK4.

Proteinas em

Proteina Locus Funcéo (atividade catalitica) WpK4
(codigo de acesso)
Triptofano sintase
subunidade o trpA Glicerol-3-fosfato + L -serina > WP 1314732911
: ; -gli i - + + L -tri
Tr|ptofapo sintase trpB D -gliceraldeido 3-fosfato + H,O + L -triptofano WP 1314732921
subunidade 8
Fosforibosil N-(5-fosfo-B-D-ribosil) antranilat 0>
a_mtranllato trpF 1-(2-carboxifenilamino) -1-desoxi-D-ribulose 5-fosfato SGAX01000001.1
isomerase
Indol-3-glicerol (2-carboxifenilamino) -1-desoxi-D-ribulose 5-fosfato +
fosfato sintase trpC H* - Glicerol 3-fosfato + CO, + H,0O WP _131473294.1
QQ;Q??Q?;S troD Difosfato + N- (5-fosfo-f3-D-ribosil) antranilato > WP 131474174.1
P 5-fosfo-a-D-ribose 1-difosfato + antranilato :
transferase
N-metil-L- H.0O + N a-metil- L-triptofano + O, >
Triptofano oxidase solA Formaldeido + H,O, + L-triptofano Wp_131474217.1
i _ _tri TRP
Triptofano - tRNA trps ATP + L-triptofano + tRNA™?" > WP 002828703.1

ligase

AMP + difosfate + H* + L-triptofanil-tRNATR?

ODbs.: Genes do operon TRP ausentes: trpR, trpL e trpE

Apesar da auséncia de genes relacionados a regulacdo do operon TRP (trpR e trpL),

verificamos a presenca do gene codificador do dominio de proteina PRD, responsavel pela

regulacdo de operons catabolicos em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(SGAX01000001.1, Acesso 12/01/2023 as 15:24).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_004214915.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131473291.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131473292.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/SGAX01000001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131473294.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131474174.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131474217.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_002828703.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/SGAX01000001.1
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Investigamos as sequéncias de aa das enzimas responsaveis pela degradacéo do TRP
em moléculas sinalizadoras do AhR. Muitas das enzimas investigadas foram anotadas por
outro nome no dominio do NCBI, sendo assim elas foram encontradas pelo nome sugerido
na busca de grupos de proteinas idénticas. Apenas uma enzima foi encontrada sem a
necessidade de buscar por outros nomes anotados no dominio proteinbank, a aldeido
desidrogenase (ALD). As sequéncias de aa alinhadas com o banco de dados do NCBI com

identidade maior que 30% e e-value menor que 10~7 estdo apresentadas na tabela 9.

Tabela 8 - Sequéncias génicas codificadoras de proteinas envolvidas no catabolismo do triptofano contidas no genoma de
W. paramesenteroides WpK4.

Proteinas em WpK4

A x o ]
Genes Grupos de proteinas idénticas Funcéo Id (%) e-value (c6digo de acesso)

Pridoxal phosphate-

. —-220

dependent arglunotransferase 99.7 6.40 WP 131473747 1
AraT . TRP — IPYA 99.7 2.77226 WP 131474084.1
Aminotransferase class I/11-fold 99.0 WP 131474131 1

pyridoxal phosphate-dependent ' 7.77%18 '

enzyme
Ald Aldehyde dehydrogenase IAAld — AIA* 819 8872 WP_131473597.1
AST Aspartate amlgroottr:irrl]sferase family ATA*—s TAld* 99 2.70-226 WP 1314734551
Figy  2hydroxyacid dehydrogenase ou oy gy ax 59 8.87%7 WP 131473616.1
lactate dehydrogenase
2.8776

3-hydroxyacyl-ACP dehydratase " 100 WP_002827591.1
FldBC Fabz ILA=ITACA™ 950 1180 WP 040760323.1

Moléculas ligantes do receptor AhR estdo marcadas com *.

As sequéncias de aa da linhagem W. paramesenteroides WpK4 néo alinhadas com as
sequéncias disponiveis no banco de dados foram Tryptophanase (TNAA), ldoleamine 2,3
dioxigenase (IDO), Tryptophan 2 monoxygenase (TMO), Indole acetamide hydrolase
(IAAH), Indole pyruvate decarboxylase (IPDC), Aromatic L-Amino Acid Decarboxylase
(AAD), Pyruvate ferroxidine oxiredutase B and C (PORB, C) e Acetyl coA dehydrogenase
(ACDA).

Ap0ds a analise das proteinas envolvidas no catabolismo do TRP e a analise do genoma
de W. paramesenteroides WpK4, elaborou-se uma proposta das possiveis vias metabolicas
utilizadas por W. paramesenteroides WpK4 e as limita¢cdes de cada via, devido a auséncia de

sequéncias codificantes para certas enzimas do catabolismo (figura 6). Com os dados obtidos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131473747.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131474084.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131474131.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131473597.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131473455.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_131473616.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=GJJYXUZP114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_002827591.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_040760323.1
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até aqui, a Unica via completa possivel para a linhagem WpK4 seria a via IPYA-IAcrA (figura
6A). Na via IPYA-IAAId néo foi verificado a presenca da informacéo génica codificante de
ipdC, no entanto a producdo de IAAId poderia acontecer pela via TSO, com consequente
producdo de AIA e, IAId (figura 6B). A via TSO, é responsavel pela conversdo do TRP
diretamente em IAAId (sem sintetizar IPyA), catalisada por uma monooxigenase de cadeia
lateral de TRP. Apesar de ser uma via rara em bactérias, ndo podemos descartar a hipotese
de que a WpK4 seja capaz de realiza-la.

fidH fidBC

TRP — TPYA < TLA* — IAcrA*

TRP - IPYA 30 [AALd* 55 ATA* — [Ald*

Figura 6 - Possiveis vias do catabolismo do TRP em W. paramesenteroides WpK4, de acordo com a
presenca ou auséncia da sequéncia de aminoacidos para cada enzima. *Significa metab6litos capazes de
se ligar ao receptor AhR.

5.2 Avaliacdo da producdo de TRP e seus metabdlitos por W. paramesenteroides
WpK4 in vitro.
Apos analise dos sobrenadantes do cultivo de WpK4 em caldo MRS e caldo MRS
suplementado com TRP, nos diferentes tempos, foi detectada a presenca de TRP (figura 7A),
AlA (figura 7B), TAM (figura 7C) e 1Ald (figura 7D).
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Figura 7 -Dosagem de metabdlitos no sobrenadante de WpK4 por HPLC-UV: triptofano (A), acido indol-
3-acético (B) triptamina (C), acido indol-3-aldeido (D) e curva de crescimento da bactéria (E). Os
resultados de concentragdo foram expressos em média + desvio padrdo (uM). Em (A), valores estatisticamente
diferentes estdo representados pelos simbolos: *p = 0,0095 quando comparados ao tempo Oh na mesma
condicao e #p = 0,0263 comparado ao tempo 48h em meio MRS. Em (B) houve diferenca significativa (&p =
0,0279; **p = 0,0088; #p = 0,0123) quando comparado ao tempo Oh de incubagdo ha mesma condi¢do. Em (C)
O simbolo ** significa diferenca estatisticamente significativa quando foi comparado ao tempo Oh de incubacéo
em meio suplementado com TRP (p = 0,0073). (E) Os resultados de crescimento microbiano foram
apresentados como Log UFC/mL, na qual a anélise da area sob a curva foi realizada, e a diferenca significativa
entre os dois meios de culturas testados foi expressa pelo simbolo *p = 0,0209.

Na figura 7E, foi apresentado a curva de crescimento de WpK4 a fim de demonstrar 0s
estagios do crescimento microbiano nos diferentes meios testados em relacdo a concentracéo
dos metabolitos. Em MRS, a linhagem entra em fase de morte celular aproximadamente com
24 h, enquanto em MRS+TRP no mesmo tempo, o crescimento microbiano parece estar
estacionario. A producdo de TRP foi observada no meio MRS (Figura 7A) a partir do tempo
6 h de incubacdo (em média 6,01 uM), com um aumento significativo no tempo 48 h (em
média 11,75 uM, *p = 0,0095). Em meio suplementado com o aa, 0s niveis de TRP (5 uM)
se mantém estaveis até 24 h e ha reducdo no tempo 48 h (em média 4,58 uM, # p = 0,0263),
sugerindo consumo de TRP pelo microrganismo. A producéo de acido-3-indolacético (AlA)
(Figura 7B) em MRS+TRP no tempo 12 h e 24 h foi estatisticamente maior que no tempo 0
h no mesmo meio (em média 1,645 uM, # p = 0,0123; 0,52 uM, ** p = 0,0088), porém nado

foi detectado tal metabdlito no tempo 48 h. Em caldo MRS puro, foi possivel observar uma
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producéo tardia de AIA no tempo 48 h (0,41 uM, * p = 0,0279) comparado ao tempo 0 h.
Apenas em MRS + TRP, foi possivel observar a producédo de triptamina (TAM) a partir do
tempo 6 h, permanecendo constante até 48 h de incubacdo (em média 7,49 uM, ** p =
0,0073). Assim como a TAM, IAld foi produzido apenas em MRS suplementado, a partir de
6 h de incubacdo, apresentando um pico de producdo em 12 h (em média 0,33 uM), valor
este ndo estatisticamente diferente quando comparado ao tempo O h. Provavelmente a
concentragdo de TRP do meio foi suficiente para silenciar o operon TRP e desencadear o

catabolismo do TRP.

5.3 Avaliacdo da sobrevivéncia dos animais ap6s inducéo da mucosite

Foram realizados dois experimentos de inducdo de mucosite com animais de diferentes
idades (quatro e oito semanas). Ja foi demonstrado anteriormente por Batista (2019) e
Marchiori (2020), que animais de oito semanas desenvolvem mucosite intestinal com taxa de
sobrevivéncia de 50% apos receberem trés doses diarias de 75 mg/kg de 5-FU (Fauldfluor®).
Levando-se em consideragé@o que o inicio da colonizacdo da microbiota € marcado por baixa
diversidade e grande instabilidade, utilizamos animais de quatro semanas, recém-
desmamados, para avaliar se haveria mudanca na taxa de sobrevivéncia a mucosite intestinal

induzida nas mesmas condicdes.

No entanto, foi observado que todos os animais de quatro semanas sobreviveram apos
a inducdo da mucosite (figura 8A). Por outro lado, de forma similar ao encontrado por outros
autores, 40% dos animais de oito semanas, tratados com salina, sucumbiram apés a
administracao de 5-FU (figura 8B). A administracdo diaria da linhagem WpK4, com inicio
10 dias antes da inducdo da mucosite (pré-tratamento — PT) ou com inicio concomitante a
administracdo do quimioterapico (CC) ndo resultou em nenhuma alteracdo significativa no
padrdo de sobrevivéncia dos animais de quatro semanas (figura 8A). Nos animais de oito
semanas, foi observada uma taxa de sobrevivéncia de 100% para o grupo que recebeu 108
UFC de WpK4 diariamente, com inicio dez dias antes da administracdo de 5-FU e de 50%
para 0 grupo controle (salina 0,9% + 5-FU), assim como demonstrado por MARCHIORI
(2020).
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Figura 8 - Curva percentual de sobrevivéncia de camundongos com (A) quatro e (B) oito semanas,
tratados ou ndo com W. paramesenteroides WpK4, apo6s inducdo de mucosite intestinal com 75
mg/kg/3dias de 5-FU. Sal = Controle com administracdo prévia de salina 0,9%. PT Wp=administracdo prévia
de WpK4 (inicio 10 dias antes da primeira dose de 5-FU). CC Wp= administragdo concomitante de WpK4
(inicio no dia da primeira dose de 5-FU). * Diferenca estatisticamente significativa entre o percentual de
sobrevivéncia do grupo controle (salina 0,9%) e o grupo tratado previamente com WpK4 (p = 0.0161) (n =11).

Apesar da auséncia de significancia entre os valores do escore clinico, houve um aumento
discreto dos sinais clinicos observados em todos 0s grupos com mucosite induzida, apés 5 dias;
e uma melhora desses sinais apds 10 dias, tanto em animais com quatro como com 0ito semanas

(Figura 9). Em animais de quatro semanas, 0 grupo com mucosite que recebeu salina 0,9%,



65

apresentou uma tendencia de aumento discreto no escore clinico, no 5° dia apés inicio da inducao,
que o grupo que recebeu W. paramesenteroides WpK4 como pré-tratamento (PT), ou seja, esse
microrganismo pareceu atenuar os sinais clinicos observados apds indugdo da mucosite
intestinal (figura 9A). Camundongos de quatro semanas que receberam WpK4 concomitante
a quimioterapia apresentaram escore clinico semelhante ao grupo controle e mortalidade de
10%. Por esse motivo, esse tratamento foi excluido dos ensaios com animais de oito semanas.
No escore clinico do 5° dia ap6s o desafio de animais com oito semanas, 0 grupo tratado
previamente com W. paramesenteroides WpK4 também apresentou uma atenuacao discreta nao

significativa dos sinais clinicos quando comparado ao grupo controle (figura 9B).
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Figura 9 - Avaliacdo do escore clinico de animais com (A) quatro e (B) oito semanas, tratados ou ndo W.
paramesenteroides WpK4, apds indugdo de mucosite intestinal com 75 mg/kg/3dias de 5-FU. Sal = controle
com administracdo prévia de salina 0,9%. PT Wp = administragdo prévia de WpK4 (inicio 10 dias antes da
primeira dose de 5-FU). Sal = administracdo concomitante de WpK4 (inicio no dia da primeira dose de 5-FU).
Os animais (n = 6/grupo) foram avaliados quanto ao escore clinico da doenca nos tempos 0, 5 e 10 dias ap6s o
inicio da administracéo de 5-FU (75 mg/kg/3dias; i.p). Os resultados sdo expressos em media + desvio padréo.

Em relacdo ao peso (figura 10), foi observado o mesmo comportamento nos animais com
quatro e oito semanas, onde observou-se que até o 10° dia houve um ganho de peso e depois da
primeira dose de 5-FU, todos os grupos apresentam queda significativa do peso (indicado por
seta vermelha), inclusive os grupos tratados. Todos os grupos recuperaram a média de peso apds
0 5° dia de inducéo.
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Figura 10 - Avaliacéo do desenvolvimento ponderal (n = 11/grupo) em animais com (A) guatro e (B) oito
semanas tratados ou ndo com W. paramesenteroides WpK4, ap6s inducéo de mucosite intestinal com 75
mg/kg/3dias de 5-FU. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. (A) A média geral dos pesos
dos grupos pré tratados (PT Wp) e tratamento concomitante (CC Wp) com W. paramesenteroides WpK4 foram
estatisticamente iguais quando comparados ao grupo controle (Sal) administrado apenas com salina 0,9%. (B)
A média geral dos pesos entre 0s grupos pré tratados com W. paramesenteroides WpK4 foram estatisticamente
iguais quando comparados ao grupo controle (Sal) administrado apenas com salina 0,9%. Setas vermelhas
indicam a queda de peso ap6s desafio com 5-FU.

Levando-se em consideracdo o impacto da administracdo de WpK4 sobre a

sobrevivéncia dos animais de oito semanas, decidimos dar continuidade as andlises da

mucosite intestinal apenas com animais dessa idade.
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Em experimento subsequente, no quinto dia apds inicio da administracdo de 5-FU, os
animais apresentaram sinais clinicos de mucosite intestinal como perda de peso, alteracdo da
consisténcia fecal, presenca de sangue oculto nas fezes quando comparados aos animais que
ndo receberam o quimioterapico, tratados ou ndo com WpK4 (figura 11). Apesar da auséncia
de significancia entre 0s grupos experimentais, os camundongos que receberam 5-FU e foram
tratados com WpK4 apresentaram sinais clinicos discretamente atenuados quando
comparados ao grupo com mucosite e tratado com salina 0,9% (figura 11). Oito dias ap6s
inicio da indugdo da mucosite, 0s animais que receberam WpK4 também apresentaram escore

clinico discretamente menor que os animais tratados com salina 0,9% (figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo do escore clinico da mucosite intestinal em animais tratados ou ndo com W.
paramesenteroides WpK4 e eutanasiados com cinco dias ou oito dias ap6s o inicio administracdo de 75
mg/kg/dia de 5-FU. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. (n= 4-6/grupo).

Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos ao
avaliar a area sob a curva do desenvolvimento ponderal, é possivel observar que 0s grupos
com mucosite intestinal apresentaram uma perda de peso progressiva (indicada por seta
vermelha) a partir da primeira dose de quimioterapico, no 10° dia, até o 14° (figura 12A) e

posterior recuperacdo gradual do peso indicado com seta azul (figura 12B).
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Figura 12 - Avaliacdo do desenvolvimento ponderal em animais tratados ou ndo com W.
paramesenteroides WpK4 e eutanasiados no (A) quinto e (B) oitavo dia apdés inicio da administracéo de
75 mg/kg/dia de 5-FU.  Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. Os simbolos representados
por # (p < 0,0001) ou * (p = 0,0019) representam diferencas significativas entre o peso do 14° dia com o do 1°
dia para 0 mesmo grupo. $ (p < 0,0001) representa diferenca estatisticamente significativa entre o peso do 14°
dia com o do 10° dia para 0 mesmo grupo em (n = 4-5).

6. Analise do comprimento intestinal dos animais apds indu¢do da mucosite

No quinto dia houve uma reducéo discreta do comprimento intestinal no grupo tratado

com WpK4 + 5-FU (média 29,74 cm) quando comparado ao grupo controle WpK4 (média
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33,79 cm) (Figura 13A). Nao houve reducdo do comprimento do intestino delgado (Figura

13B) no oitavo dia em nenhum dos grupos com mucosite intestinal.
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Figura 13 - Avaliacdo do comprimento intestinal em animais tratados ou ndo com W. paramesenteroides
WpK4 e eutanasiados no (A) quinto e (B) oitavo dia ap6s inicio da administracao de 75 mg/kg/dia de 5-
FU. * significa diferenca estatisticamente significativa (P = 0,0174). (h = 9-10/grupo).

7. Analise dos parametros histopatoldgicos dos animais apos inducéo da mucosite

Para andlise histopatoldgica, amostras de ileo foram coletadas e coradas com PAS
(figura 14) ou H&E (figura 15). Na figura 14A, é possivel observar que os grupos controles,
sem mucosite, estdo com o0s aspectos histologicos normais. Tanto o grupo controle WpK4
quanto WpK4 com mucosite possuem areas PAS* aumentadas em relagdo aos grupos que
receberam salina. Esse aumento da area de muco (PAS™) ocorreu no quinto e oitavo dia apés
inducao de mucosite com 5-FU (figura 14B). No quinto dia, houve mudancas significativas
dos grupos com mucosite intestinal, apresentando vilosidades encurtadas e hiperplasia de
criptas, no oitavo dia notou-se uma recuperacao histopatolégica desses grupos (figura 14A).
No oitavo dia foi observado um restabelecido da altura das vilosidades, em especial no grupo
com mucosite tratado com WpK4. Houve um aumento significativo da altura das criptas nos
grupos com mucosite intestinal, tratados com salina e WpK4, com 5 dias em rela¢do ao grupo
salina controle (figura 14D). No oitavo dia, 0s animais com mucosite tratados com Wpk4
apresentaram um aumento estatisticamente significativo da altura de criptas, quando

comparado ao grupo salina controle (sem mucosite). A razdo entre vilosidade e cripta,
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demonstrou-se diminuida nos grupos com mucosite tratado com salina e WpK4 no quinto
dia (figura 14E).

Como esperado, ndo foram observadas lesdes nos grupos controles, sem mucosite
intestinal (figura 15A). O escore histopatoldgico dos grupos com mucosite tratado com salina
ou WpK4 apresentaram pontuagdes ndo significativas entre eles, classificando em leves os
danos causados pelo 5-FU (Figura 15B). Interessantemente, houve um aumento no infiltrado
inflamatorio (p = 0,026) no grupo Wpmuc5d quando comparado ao grupo controle WpK4
(Figura 15C).
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Figura 14 — (A) Histopatologia do ileo de camundongos C57/BL4J dos grupos Sal5d, Wp5d, Salmuc5d,
Salmuc8d, Wpmuc5d e Wpmuc8d: Sal5d ileo com aspecto histolégico normal. Wp5d: notar 0 aumento das
areas PAS™ (cabecas de setas). Salmuc5d: vilosidades encurtadas (setas), hiperplasia de criptas (*) e reducédo
de areas PAS* (cabecas de seta). Wpmuchd: aumento das areas PAS™ (cabecas de setas) e vilosidades
encurtadas (setas). Salmuc8d: parede intestinal de aspecto histologico normal, demonstrando a regeneracéo
das vilosidades (setas), hiperplasia de criptas (*) e areas PAS* normais (cabegas de seta). Wpmuc8d:
hiperplasia de criptas (*), vilosidades regeneradas (setas) e aumento das areas PAS* (cabecas de setas). Acido
periddico de Schiff (PAS). Barra = 50 um; (B) Area de muco PAS* na mucosa do ileo de camundongos
C57/BL4J dos grupos Sal5d, Salmuc5d, Salmuc8d, Wp5d, Wpmuc5d e Wpmuc8d. Sal5d vs. WP5d:
***P=(,0003; Sal5d vs. WPmuchd: ***P=0,0008; Salmuc5d vs. WPmuc5d: *P=0,0317. Sal8d vs. WP8d:
****¥pP<(,0001; Sal8d vs. WPmuc8d: ***P=0,0003; Salmuc8d vs. WP8d: *P=0,0008; Salmuc5d vs. WPmuc8d:
*P=0,0004. (C) Altura de vilosidade da mucosa do ileo de camundongos C57/BL4J dos grupos Sal5d,
Salmuc5d, Salmuc8d, Wp5d, Wpmuc5d e Wpmuc8d. Sal5d vs. WP5d: *P=0,0226; Wp5d vs. WPmuc5d:
*P=0,0231; Sal8d vs. WPmuc8d: **P=0,0024. (D) Altura de cripta da mucosa do ileo de camundongos
C57/BL4J dos grupos Sal5d, Salmuc5d, Salmuc8d, Wp5d, Wpmucbd e Wpmuc8d. Sal5d vs. Salmuc5d:
***P=(,0002; Sal5d vs. WPmuc5d: **P=0,0022; Sal8d vs. WPmuc8d: *P=0,0156. (E) Relacao entre criptas
e vilosidades intestinais em camundongos C57/BL4J dos grupos Sal5d, Salmuc5d, Salmuc8d, Wp5d,
Wpmuc5d e Wpmuc8d. Sal5d vs. Salmuc5d: ****P=0,0001; Sal5d vs. Wpmuc5d: ***P=0,0001; Wp5d vs.
WPmuc5d: ***P=0,0004; Salmuc5d vs. WP5d: ***P=0,0002.
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Figura 15 - (A) Histopatologia do ileo de camundongos C57/BL4J dos grupos Sal5d, Wp5d, Salmuc5d,
Wpmuchd: Sal5d ileo com aspecto histolégico normal. Wp5d ileo com aspecto histoldgico normal.
Salmuc5hd: ileo com &reas de edema e infiltrados inflamatorio discreto. Wpmuc5d: ileo com areas de edema e
infiltrados inflamatério discreto. Asteriscos vermelhos indicam &rea de edema; setas pretas apontam células
inflamatérias. (H&E). Barra = 50 um; (B) Escore da lesdo histolégica do ileo de camundongos C57/BL4J
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dos grupos Sal5d, Wp5d, Salmucsd e Wpmuchd. ****P<0,001. (C) Escore do infiltrado inflamatdrio do
ileo de camundongos C57/BL4J dos grupos Sal5d, Wp5d, Salmuc5d e Wpmuc5d. ****P<0,001;
***p=(),005; *P=0,05.

8. Avaliacdo dos parametros imunologicos sistémicos dos animais ap6s mucosite

intestinal

Em geral, o tratamento com a bactéria ndo melhorou os parametros imunoldgicos.
Houve leucopenia no quinto dia apds o inicio do uso do quimioterapico para ambos 0s grupos
(tratado ou ndo tratado com WpK4), apresentando uma variacdo significativa quando
comparados aos respectivos controles sem mucosite (figura 16A). Entretanto, no oitavo dia,
foi observado uma restauracéo dos valores de leucocitos circulantes nos grupos com mucosite
tratado com salina e WpK4 (figura 16B). No quinto dia ap0s a inducao da mucosite intestinal
houve um aumento significativo da atividade da enzima MPO, marcador indireto do
infiltrado de neutrofilos, nos grupos com mucosite tratados com salina ou WpK4, quando
comparados ao grupo controle. No oitavo dia, no entanto, os niveis de MPO foram
restabelecidos aos niveis fisiologicos (figura 17A). Com relagdo ao numero de eosindéfilos
pelo ensaio de EPO, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, apesar do aumento

discreto nos grupos com mucosite no 5° dia (figura 17B).
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Figura 16 - Contagem total de leucécitos no sangue de animais com e sem mucosite, tratados com salina
ou WpK4. (A) Animais eutanasiados no quinto ou (B) oitavo dia apds inicio da administracdo de 75
mg/kg/dia de 5-FU. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n = 10-11/grupo). # significa
diferenca estatisticamente significativa dos valores de leucécitos x 10%/mL de sangue entre 0 grupo com e sem
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mucosite, tratado com salina (p = 0,0011), * significa diferenca estatisticamente significativa dos valores de
leucdcitos x 10*/mL de sangue entre o grupo com e sem mucosite, tratado com WpK4 (p= 0,0015).
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Figura 17 - Atividade das enzimas mieloperoxidase (A) e peroxidase eosinofilica (B) a partir de
fragmentos de ileo. Os resultados estéo expressos em média + desvio padrdo (n = 10-11/grupo). U.A: unidades
arbitrarias. * Significa diferenga estatisticamente significativa dos valores de atividade enzimatica entre os
grupos tratados com salina, sem e com mucosite (p = 0,0028), # Significa diferenca estatisticamente
significativa dos valores de atividade enzimatica entre os grupos tratados com WpK4, sem e com mucosite (p
=0,0017).

Com relacdo a expressdo de genes de citocinas, ndo foi observado no quinto dia,
diferenca significativa na expressao de Tnfa (Figura 18A). No oitavo dia, 0s animais tratados
com salina 0,9% e com mucosite, apresentaram um pequeno aumento (nédo significativo) da
expressao de tnf quando comparado ao grupo controle sem mucosite (Figura 18B). Os niveis
de expressdo do gene que codifica essa citocina pro inflamatoria, nos grupos tratados com

WpK4 com e sem mucosite, foram iguais ao grupo controle salina.



76

Gene fold expression
(Tnf)
N
1
Gene fold expression
(Tnf)
T

:

0- | | | 0- | |

S & & & S

%‘2" O N %‘Z}fb
& &
2 AN

& R
= «

Figura 18 - Expressdo relativas do gene tnf (A, B) no ileo de animais eutanasiados no 5° dia (A) e no 8°
dia ap6s inducéo de mucosite intestinal por 5-FU (B). Os resultados estdo expressos em média + erro padrao,
n= (6/por grupos).

9. Avaliacdo da microbiota dos animais ap0s mucosite intestinal

A avaliacdo da microbiota foi realizada por meio da quantificacdo de UFCs por grama
de fezes ou contetdo intestinal, no quinto e oitavo dia apds inicio da administracdo de 75
mg/kg/dia de 5-FU. As amostras foram diluidas e semeadas em agar MRS ou agar
MacConkey para enumeracédo de bactérias do acido latico e enterobactérias, respectivamente.
Com relacdo a populacdo de bactérias do acido latico nas fezes ou conteddo intestinal, no
quinto dia, foi possivel observar uma estabilidade em todos os grupos (média 8,04 Log
UFC/g de fezes e 7,23 Log UFC/g de conteudo intestinal (figura 19A e C). Nesse mesmo
tempo, houve um aumento significativo na populacéo de enterobactérias nas fezes dos grupos
Salina 0,9% + 5FU (5,04 Log UFC/g de fezes), WpK4 (5,18 Log UFC/g de fezes) e WpK4
+ 5FU (4,41 Log UFC/g de fezes) quando comparados ao grupo tratado com Salina 0,9%
sem mucosite, no qual a contagem nao foi detectada pelo método (<1,3 Log UFC/g de fezes)
(figura 19B). A populacéo de enterobactérias no conteudo intestinal do grupo sem mucosite
e tratado com Salina 0,9% foi significantemente menor (3,14 Log UFC/g de contetdo

intestinal) quando comparada a dos grupos: Salina 0,9% + 5FU (4,55 Log UFC/g de contetido
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intestinal), WpK4 (4,76 Log UFC/g de conteudo intestinal) e WpK4 + 5FU (5,04 Log UFC/g
de conteldo intestinal) (figura 19D).

No oitavo dia apds inducdo da mucosite, foi possivel observar alteracéo significativa
entre 0s grupos apenas na populacdo de BAL do conteldo intestinal (figura 19C e D). A
populacédo de BAL do grupo Salina 0,9%, foi significantemente menor (5,22 Log UFC/g de
conteldo intestinal) quando comparada a dos grupos: Salina 0,9% + 5FU (6,50 Log UFC/g
de conteudo intestinal), WpK4 (8,23 Log UFC/g de contetdo intestinal) e WpK4 + 5FU (8,45
Log UFC/g de contetdo intestinal) (figura 19C). A reducdo da comunidade de
enterobactérias (figura 18B) nas fezes dos animais tratados com WpK4 + 5FU, comparado
ao grupo controle tratado com a bactéria foi estatisticamente significativa (P=0,0292).
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Bactérias do acido latico
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Enterobactérias
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Figura 19 - Avaliacdo da populagéo de bactérias do 4cido latico (A, C) e enterobactérias (B, D) nas fezes
(A, B) e conteddo intestinal (C, D) no quinto dia ap6s indu¢do da mucosite. Os resultados estdo expressos
em média * desvio padrdo. * (p<0,05); ** (p<0,01); *** (p<0,001); **** (p<0,0001) significam diferenca
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estatisticamente significativa quando comparado ao grupo tratado com salina 0,9% sem mucosite intestinal.
(n=4-5/grupo).

Né&o foi possivel observar translocagdo microbiana para figado e baco nos tempos
analisados, em nenhum dos grupos experimentais. As contagens de colonias, quando
observadas, estavam proximo ao limite de detec¢do do método (log 2 UFC/g).

A fim de confirmar a populacdo microbiana de enterobactérias por métodos
moleculares, foi realizado a quantificacdo relativa e absoluta de bactérias apos a extracdo de
DNA do contetdo intestinal e PCR em tempo real. Houve um aumento significativo da
populacéo relativa de enterobacteriales no grupo tratado com salina e com mucosite no quinto
(figura 20A) e oitavo dia (Figura 20B) apos inducdo com 5-FU. A quantificacéo relativa da
populacéo de E. coli apresentou diferencas significativas no quinto (Figura 19C) e oitavo dia
(Figura 20D).
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Figura 20 - Expressdo relativa da populacdo de enterobacteriales (A, B) e E. coli (C, D) no contetdo
intestinal de camundongos eutanasiados no quinto (A, C) ou oitavo dia ap6s inducéo da mucosite (B, D).
Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo, n= (4-6) por grupo. * (P= 0,0493); # (P=0,0227); **
(P=0,0057); & (P=0,0130); significam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os
grupos com e sem mucosite intestinal. (n=3-6/grupo).

10. Avaliacdo da expressao de moléculas envolvidas no metabolismo de TRP

A expressdo de genes codificadores de moléculas envolvidas no metabolismo de TRP
no ileo esta demonstrada na figura 21. A diminuicdo da expressdo da molécula CYP1A1 foi
estatisticamente significativa no grupo Wpmuc eutanasiado no 5° dia (Figura 21A), no
entanto, a expressao aumentou nos grupos tratados com WpK4 no oitavo dia apos a indugédo
de mucosite intestinal. Com relacdo ao grupo com mucosite intestinal no oitavo dia, tratado
com salina, a expressdo de Cyplal foi amplificada quando comparado ao controle sem
mucosite intestinal (Figura 21B). A expressdo da enzima IDO1, responsavel pela formacéo
da quinurenina a partir da degradacdo do aminoacido essencial TRP, ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos no quinto dia (Figura 21C), apesar da reducéo discreta
da expressdo de Idol no oitavo dia do grupo com mucosite tratado com WpK4 (Figura 21D).
No quinto dia, a expressdo do Ahr ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 21E).
No entanto, no oitavo dia é possivel observar um aumento discreto da expressdo desse

receptor nos grupos tratados com WpK4 (Figura 21F). Estatisticamente, a expressdo do
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receptor foi superior apenas nos grupos tratados com WpK4 (Wpmuc P = 0,0405) quando
comparado ao grupo saudavel. J& a expressdo de Tphl, responsavel pela sintese de
serotonina, no quinto dia, ndo apresentou diferencga significativa entre os grupos (Figura
21G). No oitavo dia, houve um aumento discreto na expressdao de Tphl no grupo com

mucosite tratado com salina 0,9% (Figura 21H).
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Figura 21 - Expressao relativa dos genes relacionados ao metabolismo do TRP em camundongos Cyplal
(A, B); Idol (C, D); Ahr (E, F) e Tphl (G, H) no ileo de animais eutanasiados no 5° dia (A, C, E, G) e no
8° dia apos inducdo de mucosite intestinal por 5-FU (B, D, F, H). Os resultados estdo expressos em média
+ erro padrdo, n= (6/ grupo).
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6. DISCUSSAO
Foi observado apds sequenciamento e montagem do genoma da linhagem W.
paramesenteroides WpK4 a presenca do operon TRP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=weissella+wpk4, Acesso 17/01/2023 as

18:37), com a presenca de sete genes importantes para biossintese do aminoacido triptofano
(trpsS, solA, trpD, trpC, trpF, trpB e trpA). O operon TRP é comumente formado pelos genes
TRPEDCBA, cuja expressao é regulada pela expressao dos genes trpL e trpR (NELSON &
COX, 2018). O triptofano (TRP) é um dos aminoacidos (aa) mais raros na maioria das
proteinas e é o mais caro para sintetizar (MERINO et al., 2008). Por se tratar de um aa
essencial de baixa disponibilidade e ndo sintetizado por seres humanos, a producdo dele se
da em grande parte por bactérias, fungos e plantas (STAVRUM et al., 2013; YANG;
SAUVE, 2017; ROAGER; LICHT, 2018). Algumas bactérias presentes em solos, como
Sinorhizobiu meliloti, possuem genes de biossintese do TRP, que estdo organizados em trés
operons distintos (trpE(G) , trpDC e trpFBA) mostrando assim que é possivel diferentes
organizagOes do operon para sintese desse aa (EVGUENIEVA-HACKENBERG et al., 2022;
JOHNSTON et al., 1978). Apesar de alguns autores demonstrarem diferentes conformacoes
do operon, segundo SIMAO e colaboradores (2005), a presenca do gene trpE é fundamental
para producdo de TRP a partir do corismato e para a regulacdo do operon, uma vez que a
enzima antranilato sintase componente | (expressa por trpE) catalisa a primeira etapa da via
biossintética do triptofano, ou seja, a conversdo do corismato e glutamina em antranilato,
piruvato e glutamato. Em alguns casos, a antranilato sintase componente | pode estar
combinada a enzima antranilato sintase Il (expressa por trpD), responsavel pela conversdo
do antranilato em N-fosforibosil antranilato, funcionando assim como mondmero
(ASHENAFI et al., 2015). Com relacdo a linhagem estudada, ndo foi encontrado sequéncias
de aa que expressam trpE ou que possam comprovar esse arranjo entre trpE e trpD. A
bactéria, no entanto, poderia comegar a sintetizar o TRP a partir do antranilato ou até mesmo
utilizar uma outra via de biossintese que ainda ndo elucidada.

Supostamente ndo ha em W. paramesenteroides WpK4 a presenca dos genes trpL,
trpR. Os genes trpL e trpR estdo relacionados a regulacdo e repressdo da transcricao,
respectivamente (SIMAO, 2006). No entanto, foi verificado a presenca do gene codificador

de proteinas do dominio contendo PRD. O dominio é encontrado em bactérias Gram-
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negativas e Gram-positivas, cuja funcdo € regular positivamente a transcricdo de operon
envolvidos no catabolismo de aglicares (ROM et al., 2021; STULKE et al., 1998). N&o ha
relatos na literatura que corrobora que o dominio PRD seja capaz de regular o operon TRP,
apesar da semelhanca entre a regulagdo PRD e TRAP (WINKLER et al., 2005). Muitas
bactérias Gram-positivas desenvolveram estratégias diferentes para atenuagdo da transcri¢do
do operon TRP. Por exemplo, a bactéria Bacillus subtilis utiliza uma proteina de ligacdo de
RNA ativada por TRP enquanto outras bactérias Gram-positivas, como Streptococcus,
abrigam uma estrutura de detec¢do de ™" tRNA (T-box) na regido lider do mRNA.

O mecanismo de regulacdo TRAP é dependente da concentracdo de TRP assim como
o0 operon TRP. A proteina TRAP é composta por 11 subunidades idénticas dispostas em um
anel, o TRP se liga cooperativamente entre as subunidades adjacentes da proteina. A medida
que a concentracdo intracelular de TRP aumenta, a TRAP ligada interfere na ligacdo do
ribossomo, interrompendo assim a expressaio de TRP (WINKLER et al., 2005;
BARBOLINA et al., 2007).

A regulacdo do operon TRP pelo mecanismo T-box € quase exclusivamente restrita
ao filo Bacillota. Algumas bactérias podem ainda regular a producdo do TRP pds-
transcricionalmente por mecanismos alternativos, com RNA anti-senso (GOLLNICK et al.,
2005; BAUMGARDT et al., 2016; MELIOR et al., 2019). A regulacdo mediada por T-box
funciona de forma antagbnica ao TRAP. O T-box € um elemento anti-terminacdo que
monitora as quantidades relativas de espécies carregadas versus ndo carregadas de um tRNA
especifico por meio da ligacdo direta do tRNA pela RNA lider (revisto por GREE et al.,
2010). Quando ha um suprimento suficiente de tRNA carregado em uma célula, esse sistema
regulatorio se dobra em uma estrutura terminadora, bloqueando assim a transcri¢éo adicional.
A transcricdo s6 pode prosseguir ap0s a conversdo da estrutura terminadora em uma estrutura
anti-terminadora, que é induzida pela ligacdo de um 5'-NCCA-3' altamente conservado do
tRNA ndo carregado com uma sequéncia conservada '5-UGGN-3' (WELS et al., 2009).
Alguns autores afirmam que a regido T-box codifica uma proteina inibidora de TRAP (anti-
TRAP), que se ligaa TRAP e permite 0 mMRNA do operon TRP ser completamente transcrito
(GREEN et al., 2010).
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Chlamydia trachomatis, por exemplo, expressa os genes que codificam a sintese de
TRP (trpBA), assim como o gene repressor de TRP (trpR), sendo funcionais os produtos dos
genes codificados. E a repressdo ocorre diferentemente do que observado em E. coli, onde o
TRP reprime o operon. O indol (produto do catabolismo do TRP) e 5-fluorotriptofano
(anélogo de TRP) reprimem a expressao desses genes (triptofano sintase) em C. trachomatis
(CARLSON et al., 2006).

Apesar da auséncia de informacgdes no genoma da bactéria relacionado aos genes
citados anteriormente para a sintese do TRP, ha a presenca do gene solA no genoma da
linhagem WpK4 que € responsavel pela expressdo da enzima N-metiltriptofano oxidase
(MTOX). Essa enzima catalisa a desmetilacdo oxidativa de aa N-metil-triptofano, gerando o
aa em sua forma pura, formaldeido e peroxido de hidrogénio. Apesar de ser uma enzima
constitutiva, sua expressdo pode ser aumentada pelo crescimento em meios minimos. A
MTOX usa oxigénio como aceptor de elétrons, e pode catalisar a oxidacdo de outros
aminoacidos N-metilados, incluindo a sarcosina (N-metilglicina) (LAHHAM et al., 2021;
KHANNA et al., 2001; PEEYUSH et al., 2001). Nao ha evidéncias sobre MTOX ser capaz
de regular o operon TRP. O N-metil TRP foi encontrado em plantas e antibidticos
policetideos (ILARI et al., 2008). Ha evidéncias que o0 gene solA é expresso
constitutivamente em E. coli, e os niveis de expressdo foram aumentados quando cultivados
em meio minimo, como foi observado no meio VVogel Bonner (KHANNA; JORNS, 2001).

Outro gene presente no genoma da linhagem estudada, é o gene trpS, que codifica a
enzima triptofanil-tRNA sintetase, responsavel pela associacdo entre 0 aa e
seu tRNA cognato. Alguns autores demonstraram um papel regulatorio dessa enzima,
guando havia uma mutacdo no gene trpS em B. subtilis, a bactéria codificou uma proteina
parcialmente defeituosa e sensivel a temperatura, resultando assim em um aumento da
expressao dos genes que codificam as enzimas da via biossintética do L-triptofano mediada
por TRAP (LEE et al., 1996).

Foi observada a producéo desse aa por WpK4 ap6s 6 h de cultivo em caldo MRS sob
agitacdo, atingindo um méaximo de producdo de TRP em 48 h (11,75 uM). A via metabdlica
pela qual a WpK4 produz o TRP ainda ndo é clara, no entanto pode-se sugerir que, apesar de

haver delectes de alguns genes do operon TRP, a presenca do gene solA participe do
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processo. Devido as condig¢des de cultivo de WpK4 para dosagem do aa serem em agitacgéo,
é possivel a producdo de TRP pela desmetilacdo do N-metil-triptofano, uma vez que o
oxigénio serve como aceptor de elétrons gerando | -triptofano, formaldeido e peréxido de
hidrogénio como produtos (WAGNER et al., 1999; DODGE et al., 2015). No meio
suplementado com TRP foi detectado aproximadamente a concentracdo que foi
suplementada, portanto ndo houve producdo adicional do aa ao longo do cultivo. Acredita-se
que houve a regulacdo do operon de forma dependente da concentracéo do aa, ou pela ligagéo
do repressor TRP ao operon blogueando a transcrigcdo (correpressor) ou por outro mecanismo
de regulagdo, como foi descrito anteriormente pela TRAP (NELSON & COX, 2018;
WINKLER et al., 2005). A fim de avaliar e confirmar qual a via metabdlica utilizada pela
WpK4 para producdo de TRP, seria necessario ensaios para dosagem do metabdlito na
auséncia de oxigénio, a fim de descartar a hipdtese da producdo pelo gene solA, e/ou
engenharia genética para delecdo do gene ou avaliar a expressdo génica nas condi¢des de
cultivo citadas anteriormente.

A producdo de TRP por essa linhagem bacteriana € importante, uma vez que a
degradacéo desse aminoacido pelo hospedeiro e microbiota é capaz de gerar subprodutos que
podem se ligar ao receptor de hidrocarboneto de arila (AhR). A sinalizagdo desencadeada via
ativacdo do AhR resulta em resposta imune local e, portanto, é crucial para a homeostase
intestinal, agindo na renovacao epitelial, manutencao da integridade da barreira e de muitos
tipos de células imunes, como linfocitos intraepiteliais, células TH17, células linfoides inatas,
macrdéfagos, células dendriticas (DCs) e neutrofilos. Sabe-se que os ligantes do receptor AhR
sdo indol-3-aldeido (IAld), &cido indol-3-acético (AlA), &cido indol-3-propiénico (IPA),
indol-3-acetaldeido (IAAId) e acido indoleacrilico (lacrA) (AGUS, et al., 2018).

As vias de catabolismo do TRP sdo bem elucidadas em plantas ou microrganismos
associados as mesmas, visto que o fitorménio AlA, responsavel pelo crescimento da planta,
é produzido por quatro vias de sintese, sendo elas: indol-3-acetamida (IAM), &cido indol-3-
piravico (IpyA), triptamina (TAM) e indol-3-acetonitrila (IAN). Algumas delas foram
postuladas em bactérias como é o caso da Paenibacillus polymyxa E681 que demonstrou
sintetizar AlA pela via IpyA, pela expressdo do gene chave ipdC (que codifica indol-3-
piruvato descarboxilase). O fitopatdgeno Rhodococcus fascians também utiliza essa via

como principal rota biossintética, enquanto o Bacillus amyloliquefaciens SQR9 consegue
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catabolizar o TRP pelas vias IAM, TAM, IpyA e TSO (Tryptophan side chain oxidase)
(SHAO et al., 2015; MCCLERKLIN et al., 2018; JAHN et al., 2021) .

A via IAM (TRP — Indole-3-Acetamide (IAM) — AIA) é a via mais bem
caracterizada em bactérias, catalisada pelas enzimas triptofano-2-monooxigenase (TMO) e
IAM hidrolase (IAAH), codificadas pelo gene laah, respectivamente. A flavoproteina
Triptofano-2-monooxigenase (TMO), quando investigada no banco de dados do NCBI,
apresentou outros nomes como: amino oxidase, NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase e
flavin monoamine oxidase family protein. Segundo Gaweska e colaboradores (2013), ap6s
uma pesquisa utilizando o PSI-BLAST das sequéncias gendmicas bacterianas disponiveis,
foram identificadas muitas proteinas relacionadas que sdo anotadas como triptofano
monooxigenase, monoamina oxidase ou amina oxidase, incluindo a TMO do plasmideo de
Agrobacter tumafaciens, o agente causador de tumores em planta. Levando em consideragéo
a sequéncia dessa enzima, foi sugerido que TMO é um membro da familia de enzimas
monoamina oxidase (MAO), responsaveis por oxidar aminas de neurotransmissores,
aminoacidos e enzimas. As L-aminoacidos-2-monooxigenases (L-AAQOs) sdo enzimas
dependentes de FAD e membros da familia da monoamina oxidase contendo flavina (MAO).
Em humanos, a MAO pode também oxidar TAM em IAAIld (VIKSTROM et al., 2012). A
maioria das L-AAOs mostra uma certa especificidade de substrato, no entanto foram
relatadas trés com estrita especificidade de substrato: L- Glu oxidase de Streptomyces sp., L -
Phe oxidase de Pseudomonassp. eL-TRP -2-monooxigenase de Pseudomonas
savastanoi. Apesar da WpK4 possuir diversas enzimas NAD(P)/FAD-dependent
oxidoreductase e flavin monoamine oxidase family protein, ndo se sabe ao certo se essas
oxidases sdo especificas para TRP A confirmacdo da existéncia dessa via em WpK4 poderia
ser feita pela dosagem de IAM por métodos de cromatografia liquida (SOBRADO et al.,
2002; Ll et al., 2013; DOHYUN et al., 2018). No entanto, ainda ha outra duvida em relacéo
a presenca dessa via em WpK4, uma vez que a sequéncia de aa correspondente a enzima
Indole acetamide hydrolase responsavel pela conversdo do IAM em AIA também néo foi
encontrada descrito no genoma da linhagem bacteriana.

Muitas bactérias sdo capazes de produzir AlA pela via IpyA. Nessa via, 0 TRP, por
meio da acdo de uma aminotransferase (Aromatic amino acid aminotransferase — ARAT) é

convertido em &cido indol-3-piruvico (IpyA) e esse intermediério sofre acdo da enzima
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descarboxilase (Indole pyruvate decarboxylase — IPDC) produzindo indol-3-acetaldeido
(SHAO et al., 2015; JAHN et al., 2021). O IAAId é oxidado em AIA pela enzima aldeido
desidrogenase (SPAEPEN et al., 2007) e em alguns organismos, como lactobacilos, pode
haver a producdo de lald a partir de AIA (Zelante et al., 2014). No genoma de WpK4 foram
encontradas sequéncias génicas que resultam em sequéncias de aa que fazem parte de
enzimas chave da via IpyA como aminotransferases, aldeido desidrogenase, proteina da
familia da aspartato aminotransferase, fenilactato desidrogenase e fenilactato desidratase. No
entanto, a falta de anotacdo de sequéncias bacterianas especificas para enzimas envolvidas
no metabolismo de TRP nos bancos de dados dificulta a obtencdo de informagfes mais
apuradas do genoma de WpK4.

A aminotransferase dependente de fosfato de piridoxal catalisa a troca reversivel de
um grupo amino com um grupo cetonico de outra molécula, que € uma reagcdo importante na
sintese de aminoéacidos. Os genes que codificam ARATS foram estudados em varias espécies
de bactérias, incluindo Azospirillum brasilense, Enterobacter  cloacae e Pantoea
agglomerans (SZKOP et al., 2013) e s@o encarregados de catalisar a transferéncia dependente
de piridoxal-5-fosfato (PLP) de um grupo amino do TRP para 2-oxoglutarato, produzindo
IPyA e glutamato (PARTHASARATHY et al., 2018; LI et al., 2018).

Foram relatadas duas vias possiveis para producédo do acido indolatico (ILA), uma
por meio da desaminacdo do TRP catalisada pela aminoacido oxidase (AAO) e a outra pela
conversao do IPyA pela acdo enzimatica da fenilactato desidrogenase (FLDH). A FLDH foi
anotada no dominio de familias proteicas do NCBI com outros nomes (2-
hydroxyacid dehydrogenase e lactate dehydrogenase). Esta enzima pertence a familia
das oxido redutases que catalisam a reducdo especifica reversivel de 2-cetodcidos nos 2-
hidroxiacidos correspondentes, pela oxidagdo simultanea de NAD + (MATELSKA et al.,
2018). O ILA, por se tratar de uma molécula indutora do receptor AhR, esta envolvido em
efeitos benéficos no hospedeiro como a eliminacgéo de radicais livres, inibicdo da producéo
de IL-6 induzida por UVB, reducdo da polarizacdo TH17 (SAKURAI et al.,, 2019) e
atenuacdo significativa do aumento de TNF e IL-8 induzido por LPS em células epiteliais
intestinais (EHRLICH et al., 2020). Além disso, o ILA microbiano tem potencial como um
alvo para o controle de disturbios imunoldgicos intestinais e como biomarcador para doencas

como a colite (FAN et al., 2020). Além da sequéncia genémica correspondente a enzima
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FIDH, foi verificado na W. paramesenteroides WpK4 a presenca da informacdo génica da
enzima FLDBC, que catalisa a reacdo do ILA em IAcrA. Segundo a literatura, o agrupamento
de genes fIdAIBC, presente em Clostridium sporogenes, é crucial para o metabolismo da
fenilalanina e estd supostamente envolvido no metabolismo de outros aminodcidos
aromaticos, incluindo o TRP. A hipétese criada para Pseudomonas russellii, que possui
agrupamento de genes, demonstrou a metabolizacdo de aminoacidos aromaticos,
especificamente 0 TRP em &cido 3-indoleacrilico (IAcrA, 188,071 m/ z) e &cido indol 3-
propidnico (IPA, 190,087 m/ z) (WLODARSKA et al., 2017). Nesse mesmo trabalho, foi
observado que o tratamento com IAcrA levou ao aumento da expressao de genes-alvo na via
antioxidativa mediada pelo fator 2 relacionado ao NF-E2 e regulacdo positiva do
gene Cyplal induzido por AhR, em modelo de colite induzida por DSS.

O IPA pode também ser metabolizado pelo agrupamento de genes Fldaibc presente
em Clostridium (WLODARSKA et al., 2017) e regular as funcdes de barreira gastrointestinal
controlando a inflamacao pela diminuicéo da expressao do fator de necrose tumoral (TNF)
de enterdcitos e aumentando a expressao de proteinas juncionais (SAKURALI et al., 2019).
Além disso, o IPA pode fortalecer a barreira intestinal ao estimular diretamente o receptor
do pregnano X (PXR), e foi relatado possuir efeitos antioxidantes e propriedades neuro
protetoras (DODD et al., 2017).

Ha fortes evidéncias pela presenca dos genes Arat, Fidh, Fidbc no contetido genético
da WpK4, que indicam a possibilidade da expresséo da via catabdlica do TRP ser via IPyA
com a producéo de dois sinalizadores do AhR (ILA e IAcrA). Contudo, nas condi¢des de
cultivo realizadas ndo foi possivel detectar no sobrenadante o metabdlito final da via (IAcrA).

Dada a auséncia de um gene codificador de IPDC no genoma da WpK4, acreditava-
se que era improvavel que a W. paramesenteroides usasse a via IPyA para sintetizar IAAId.
Segundo Mcclerklin e colaboradores (2018), a auséncia do gene ipdC na linhagem
Pseudomonas syringae DC3000, levou a hipotese de que a sintese do AlA seria por meio de
uma via que envolve a conversdao de TRP em IAAId pela TSO. Anteriormente, a via da
oxidase de cadeia lateral do TRP (TSO) foi demonstrada em Pseudomonas
fluorescens CHAO, por Oberhansli e colaboradores (1991). Esses autores demonstraram a

conversao de TRP diretamente em IAAId (sem sintetizar IPyA), catalisada por uma
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monooxigenase de cadeia lateral de TRP. Pode ser que a linhagem WpK4 siga esse mesmo
caminho metabdlico.

A aldeido desidrogenase catalisa a formacéo de AlA dependente de NAD a partir de
IAAId. As aldeido desidrogenases (ALDs) geralmente catalisam a conversao de aldeidos em
acidos carboxilicos. Em diversos organismos, varias ALDs funcionam em diferentes vias
metabdlicas e fornecem func¢des de manutengdo, como a desintoxicacao de aldeidos reativos
produzidos por peroxidacao lipidica (MCCLERKLIN et al., 2018). Na Ultima etapa, o AIA
pode se converter em Indol-3-aldeido (IAld) pela acdo de aminotransferases ARAT ou pela
familia proteica aspartato aminotransferase, enzima chave que é conservada
filogeneticamente em muitas espécies bacterianas, incluindo lactobacilos (ZELANTE et al.,
2014). As sequéncias de aminoacidos dos bancos de dados dessas enzimas foram alinhadas
com a sequéncia da W. paramesenteroides WpK4, constatando uma possivel via
independente de IPyA, utilizando-se o IAAId proveniente da via TSO ou de outros
microrganismos (JAHN et al., 2021; MCCLERKLIN et al., 2018).

Por meio das dosagens do sobrenadante de cultivo de WpK4 em caldo MRS acrescido
de TRP, observamos a producéo de AlA e IAld apds 12 h de incubacdo, seguido de consumo
desses metabolitos apds esse periodo. Ha trés vias possiveis para a producdo desses
metabolitos: a via IAM, IPyA (citadas anteriormente) e TAM. Ndao ha evidéncias genéticas
de que a linhagem estudada possui uma das trés vias metabodlicas completas. Desta maneira,
seria necessario a dosagem dos metabolitos Indole-3-Acetamide e Indol-3-acetalaldeido para
tentar definir qual a via de producdo do AlA e IAId.

Na literatura h& outros microrganismos produtores de AIA, dentre eles
microrganismos capazes de produzir concentracdes superiores de AIA quando comparado a
WpK4 (1,645 uM), como é o caso em Pseudomonas putida (11 - 30 uM) (LIN et al., 2015).
No entanto, outras bactérias associadas a plantas, produzem AIA em concentracdes inferiores
a WpK4, por exemplo Rubrivivax benzoatilyticus JA2 (21,6 pg/mL = 0,742 pM) (MUJAHID
et al., 2011), Enterobacter xiangfangensis BWH6 (553 ug/mL = 3 nM), Enterobacter
asburiae STY10 (214 pg/mL = 1,2 nM) (ZHANG et al., 2021), Arthrobacter pascens ZZ21
(0,34 uM em meio LB suplementado com 1 uM de TRP e 0,102 uM em LB) (LI et al., 2018).
Comparando-se a producédo de IAld pela WpK4 (0,33 uM) a alguns resultados relatados na

literatura, observamos que essa linhagem produziu niveis maiores desse metabdlito que as
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seguintes bactérias: Enterobacter cloacae (quantidade ndo descrita) (YAP et al., 2015),
Sporisorium scitamineum ST4-2-8 (6,9 mg/L = 1,71 pM) (NZIOKI et al., 2006),
Bifidobacterium longum CCFM1029 (11,20 ng/mL = 0,00771 pM) (FANG et al., 2022).

No tocante a producdo de TAM, os microrganismos capazes de descarboxilar o TRP
séo Bacillus cereus, Azospirillum (SPAEPEN et al., 2007), Clostridium sporogenes ATCC
15579, Ruminococcus gnavus , Xenorhabdus nematophilus, Bacillus atrophaeus e
Lactobacillus bulgaricus, a Unica espécie bacteriana conhecida por excretar triptamina
(WILLIAMS et al., 2014). A bactéria Ruminococcus gnavus, por exemplo, produziu 1,7 mM
de triptamina ap6s 72 h de cultivo em meio BHI (Brain Heart Infusion) & 37°C (WILLIAMS
etal., 2014). O TRP é convertido em TAM pela atividade da triptofano descarboxilase. Além
da triptamina ser um ligante do AhR, é também precursor de IAAId pela acdo de amina
oxidases (SANCHEZ-PARRA et al., 2014). N&o ha evidéncias de que a WpK4 possua em
seu genoma a informacdo codificadora das enzimas triptofano descarboxilase e flavina
monooxigenase, presentes na via TAM. No entanto, a via parece estar presente na linhagem,
uma vez que TRP foi possivel a dosagem de TAM (em média 7,49 uM) no sobrenadante de
cultivo da linhagem em caldo MRS suplementado com TRP. A concentracdo desse
intermediario ao longo do tempo de cultivo permaneceu constante, 0 que sugere que a
linhagem possua uma enzima capaz de descarboxilar o TRP em TAM. Sendo assim,
observarmos que as concentracGes de TAM relatadas nos estudos citados anteriormente séo
relativamente menores quando comparados aos valores encontrados no nosso estudo.

Os efeitos benéficos de TAM foram relatados por Bhattari e colaboradores (2018),
que observaram, apos o tratamento com 3 mM de TAM, um aumento da inducéo e liberacéo
de muco in vivo em tecidos coldnicos de camundongos. Foi utilizada uma concentracéo
comparavel a concentracdo fisioldgica de outros metabdlitos bacterianos (AGCC). Além
disso foi observado posteriormente que TAM derivada de bactérias atenua a perda de peso e
a gravidade da colite murina experimental induzida por DSS. Foi também comprovado que
a liberacdo de muco coldnico é dependente da ativacdo do receptor serotonina 5-HT pela
TAM (BHATTARAI et al., 2020).

Segundo a literatura, o papel de TAM como um precursor do ligante AhR é
dependente da concentracdo intracelular do metabdlito. A TAM pode induzir a expressao do
gene alvo AhR CYP1Al, ativando o heterodimero AhR/ARNT (translocador nuclear do
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AhR). Especula-se que, em condigdes normais, apenas uma pequena fracdo de TRP é
convertida em TAM, mas essa quantidade aumenta substancialmente ap6s a administragdo
de L-triptofano (VIKSTROM et al., 2012), como foi observado em nossos ensaios.
Resumidamente, a partir da andlise genbmica, acredita-se que a W.
paramesenteroides WpK4 possui apenas uma via totalmente elucidada do catabolismo do
TRP, apresentada na figura 23. Entretanto, ndo foi constatado a presenca de IACrA,
metabolito final dessa via (figura 23%). A deteccdo de AlA e IAld no sobrenadante da bactéria
estudada (figura 23B), demonstrou a possibilidade de ocorréncia da via apresentada na figura
23B, apesar da auséncia do gene ipdC no genoma, e a incerteza sobre a via TSO. Nao foram
localizados no genoma da WpK4 genes codificadores de enzimas da via TAM (figura 23C),
apesar da deteccdo do metabolito no sobrenadante de cultivo da bactéria. Independentemente
da nédo localizacdo da informacdo genetica para algumas enzimas importantes nas vias do
catabolismo do TRP descritas no presente estudo no genoma da linhagem WpK4, nédo
podemos descartar a possibilidade da presenca delas, porém, ainda ndo foram descritas ou

caracterizadas e anotadas nos hancos de dados.

A
TRP =5 IPYA < ILA* =5 JAcrA*
-
TRP > IPYA 3% IA?ld*
AIA*
Lo
[Ald*
c

TRP - TAM

Figura 22 - Resumo das possiveis vias do catabolismo do TRP.
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A andlise da sobrevivéncia dos animais com diferentes idades (quatro e oito semanas),
apos a inducdo de mucosite intestinal utilizando a posologia de 75 mg/kg/3dias/i.p de 5-FU
via intraperitoneal, indicou uma diversidade na evolugcdo do quadro inflamatério. Animais
mais jovens ndo apresentaram uma mortalidade tdo expressiva quando comparados aos
animais com oito semanas. A microbiota pode influenciar varias etapas envolvidas na
patogénese da mucosite, pois animais IG ou com microbiota depletada por antibidticos
sofreram atenuacdo do dano intestinal e da resposta inflamatéria (MENEZES-GARCIA et
al., 2020). Segundo Turner (2018) quando o camundongo atinge 8 semanas de idade, a
microbiota passa a ser mais estavel. Sabe-se que a microbiota pode variar de acordo com a
espécie do camundongo, dieta, ambiente experimental e origem (LAUKENS et al., 2016).
N&o ha relatos na literatura sobre a metagenémica intestinal de camundongos C57BL6/J em
camundongos tdo jovens (4-8 semanas) que possa relatar os grupos diferentes nessas idades
(LANGILLE et al., 2014; revisto por TURNER, 2018). Portanto, € possivel que algum grupo
microbiano esteja ausente com quatro semanas quando comparado aos animais com 8
semanas de idade. Esse grupo microbiano ausente possa ser o responsavel pelo efeito
atenuado do 5-FU. O sequenciamento genético da microbiota intestinal dos camundongos
com quatro e oito semanas de idade poderia responder essa davida.

Além disso, a microbiota esta envolvida na maturacdo simultanea das vias
enddcrinas, imunoldgicas e metabolicas durante o inicio da vida. Durante o inicio da vida
neonatal, o desenvolvimento imunoldgico depende de gatilhos fornecidos pela microbiota
neonatal, bem como pela microbiota materna. A maturacdo da imunidade inata, por sua vez,
cria uma pressdo seletiva para 0s microrganismos intestinais, impulsionando seu
desenvolvimento temporal (JIAN et al., 2021). Foi observada uma média de 28% de ganho
de peso nos animais de quatro semanas até o dia do desafio, resultado esperado devido ao
crescimento dos animais. Apos a quimioterapia houve uma leve perda de peso em todos 0s
grupos e sinais clinicos da mucosite leves, com auséncia de morte. Observamos uma
tendéncia protetiva no escore clinico dos animais com quatro semanas e tratamento
preventivo de WpK4, como melhora na consisténcia fecal e auséncia de sangue oculto nas
fezes quando comparados aos animais tratados com salina ou com WpK4 de forma

concomitante a quimioterapia. O tratamento concomitante a quimioterapia foi descartado em
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experimentos subsequentes devido a baixa evidéncia de protecdo observada, principalmente
na avaliacdo do escore clinico e sobrevivéncia.

Por outro lado, animais com oito semanas apresentaram sinais clinicos de mucosite
mais evidentes, com aproximadamente 40% de mortalidade no grupo controle (tratado com
salina 0,9%), similar ao observado por BATISTA (2019) e MARCHIORI (2020). A linhagem
W. paramesenteroides WpK4 conseguiu proteger os animais da morte causada pelos eventos
da mucosite intestinal (100% de sobrevivéncia), assim como atenuar os sinais clinicos da
mucosite (auséncia de sangue oculto e consisténcia fecal melhorada) apés cinco dias do inicio
da quimioterapia. Os animais com oito semanas apresentaram uma variacdo de peso mais
estavel ao longo do experimento, com perda significativa de peso apds a indugdo de mucosite
até o 5° dia e recuperacao do peso posteriormente, até o 8° dia. A partir do oitavo dia, foi
possivel observar uma diminuicdo do desenvolvimento ponderal de todos os animais,
independente do grupo, e morte nos dias subsequentes apenas de animais ndo tratados com
WpK4. Esses dados corroboram o0s achados por MARCHIORI (2020), onde W.
paramesenteroides WpK4 viavel ou morta pelo calor aumentou a sobrevivéncia dos animais
frente a mucosite intestinal. HU e colaboradores (2020) apontaram que a administracdo do
probidtico L. ramnosus FLRH93 foi capaz de aumentar a taxa de sobrevivéncia dos
camundongos apos inducdo de mucosite por 5-FU (60%) quando comparados ao grupo
controle (30%).

Em ambos os experimentos de sobrevida (4 ou 8 semanas), houve diminui¢do do peso
dos animais apds a quimioterapia. E bem claro e elucidado na literatura que a quimioterapia causa
desconfortos ao paciente como dor, inflamacéo, disfagia, diarreia, perda de peso, sangramento
retal e infecgdo. A mucosite € o principal efeito colateral limitante da quimioterapia, afetando
a ingestdo de alimentos e as funcdes oral e intestinal (LI et al., 2017; THOMSEN et al., 2018;
PICO-MONLLOR et al., 2019). Ainda sobre os sintomas da mucosite citados acima, 0s
dados de escore clinico observados nos grupos pré-tratados com W. paramesenteroides WpK4,
sugere que a bactéria apresentou uma tendéncia em atenuar os sinais clinicos observados na
mucosite. Os probioticos vem sendo apontados como agentes capazes de prevenir ou atenuar
sintomas da mucosite intestinal, como nauseas, vomitos, dor abdominal, inflamag6es na
mucosa e diarreia (BOWEN et al., 2007). Em camundongos, a administracdo

de Lacticaseibacillus rhamnosus (CHANG et al., 2018), Saccharomyces
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boulardii (JUSTINO et al., 2014), Lactobacillus acidophilus (JUSTINO et al., 2015)
e Bifidobacterium bifidum (KATO et al., 2017) atenuaram os sinais clinicos observados na
mucosite intestinal induzida por 5-FU. Um efeito semelhante foi demonstrado em ratos pela
administracdo de uma combinacdo de Bifidobacterium breve, Lactobacillus acidophilus,
Lacticaseibacillus casei e Streptococcus thermophilus (TANG et al., 2019).

Apos os resultados de sobrevivéncia dos animais com mucosite pela ingestdo de W.
paramesenteroides WpK4, foram avaliados alguns pardmetros imunoldgicos,
microbioldgicos e estruturais que poderiam estar envolvidos nessa protecdo pela bactéria
estudada. Para tanto, animais de diferentes grupos experimentais foram eutanasiados em
datas estabelecidas por trabalho anterior, no qual foi observado que as alteracdes desses
parametros foram transitorias, com picos que variaram entre os dias 5 e 8 e retornaram aos
niveis normais cerca de 10 dias apds o inicio da quimioterapia (BATISTA, 2019).
Leucopenia e neutrofilia estdo significativamente correlacionadas com os parametros
farmacocinéticos do metabolismo de 5-FU e a toxicidade observada no tratamento
quimioterapico (ARAUJO et al., 2015). Durante a padronizacdo do modelo foi observada
uma queda dos leucacitos circulantes no sangue a partir do quinto dia até o decimo dia do
protocolo experimental. Apos o 15° dia, os valores de leucdcitos foram reestabelecidos para
os valores basais (BATISTA, 2019). No experimento com W. paramesenteroides WpK4 foi
observada leucopenia no quinto dia para 0s grupos com mucosite, confirmando-se assim o
efeito citotoxico causado pelo 5-FU, no entanto, a administracdo da bactéria nédo foi capaz de
atenuar a leucopenia nesse tempo. Interessantemente, 0s animais com mucosite e tratados
com WpK4 eutanasiados no oitavo dia apresentaram valores de leucdcitos circulantes no
sangue restaurados. Resultado similar foi descrito por De Jesus et al. (2019), quando a
administracdo de leite fermentado por L. delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 preveniu a
reducdo de leucdcitos induzida por quimioterapia. Essa restauracdao dos niveis de leucdcitos
em oito dias pode ter contribuido para a maior sobrevivéncia dos animais tratados com
WpK4, uma vez que se sabe que a leucopenia pode levar ao aumento da morbidade e
mortalidade na mucosite intestinal devido a baixa protecdo na barreira da mucosa (YEUNG
et al., 2021). Diferentemente, o tratamento com o probidtico S. boulardii ndo atenuou a
leucopenia induzida por 5-FU, apesar do probidtico ser eficaz no tratamento da mucosite

intestinal. Os mecanismos pela qual a S. boulardii protegeu os animais foi pela redugéo
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significativa de citocinas pré-inflamatdrias (IL-1p e CXCL-8). Além de aumentar o transito

intestinal e o esvaziamento géastrico e diminuir a retencdo no segmento distal do intestino
(JUSTINO et al., 2014).

O aumento do influxo de neutr6filo € um marcador da inflamagdo que ocorre na
mucosite intestinal e consiste na contagem alta de neutrofilos intestinais. Houve um aumento
significativo da enzima mieloperoxidase marcador indireto de infiltrado de neutréfilos nos
grupos salina e WpK4 com mucosite quando comparados ao grupo controle no quinto dia.
As quantidades de neutréfilos foram restauradas no oitavo dia. Nossos resultados corroboram
0s achados por Batista (2019) ao delinear os eventos da mucosite intestinal com relagédo aos
infiltrados de neutrdfilos. A linhagem estudada ndo foi capaz de reverter ou controlar a
inflamagdo no grupo tratado com mucosite. Ndo houve diferencas significativas entre 0s
grupos quando observado a eosinofilia, apesar do aumento discreto nos grupos com mucosite
no 5d.

Observamos a reducdo discreta da expressao de Tnf no grupo com mucosite tratado
com a bactéria, no quinto dia. Sabe-se que apds a inducao de mucosite por 5-FU ha o aumento
da producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-1p e IL-6), que podem promover a
inflamacdo responsavel pela lesédo tecidual (DE ARAUJO et al., 2014; JUSTINO et al.,
2015). Consta, também, que alguns microrganismos probiéticos podem atenuar a inflamacéo
pela reducdo da producdo de citocinas pré-inflamatorias, incluindo TNF, em modelo de
mucosite intestinal (YEUNG et al., 2015; CHANG et al., 2018; KATO et al., 2017; FANG
etal., 2014; JUSTINO et al., 2015, 2020; DE JESUS et al., 2019; QUARESMA et al., 2019).
Anteriormente, foi demonstrado que a linhagem WpK4 foi capaz de regular a resposta imune
local em modelo murino de febre tifoide, reduzindo a sintese de citocinas pro-inflamatérias
(ALVIM et al., 2016). Nossos resultados apontam para um possivel efeito anti-inflamatorio
da administracdo de WpK4 aos animais, porém novos experimentos precisam ser feitos para
comprovar essa hipotese.

Assim como as células produzidas pela medula dssea, que possuem ciclo celular
curto, causando a mielossupressdo apos a quimioterapia, as células do epitélio intestinal, com
0 mesmo padréo proliferativo, também serdo afetadas, gerando mudanc¢as na arquitetura

original, como encurtamento do comprimento intestinal e destrui¢do das vilosidades (SONIS
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etal., 2004). Observamos apenas diminui¢do do comprimento intestinal dos animais tratados
com WpK4 com mucosite intestinal, em relacdo ao grupo sem mucosite, apds cinco dias.
Contudo, apds oito dias, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. O encurtamento
do intestino delgado em animais com mucosite comparados a animais saudaveis ndo foi téo
marcante como o observado por Batista (2019). A ndo observancia de encurtamento intestinal
tem sido recorrente em outros experimentos que utilizam esse mesmo modelo de inducdo de
mucosite (dados ndo publicados). Uma possivel explicacdo pode ser o fato de que os animais
que tém sido utilizados estdo, de forma geral, com o comprimento intestinal menor
(aproximadamente 34 cm) do que era observado nos animais utilizados por Batista (2019)
(aproximadamente 37 cm), o que dificulta a observagdo do encurtamento. E importante
ressaltar que o encurtamento s6 acontece em casos de inflamacéo intensa, que parece néo ser
0 caso desse modelo. Por isso, é bem razoavel que ndo detectemos encurtamento ou mesmo
producdo de citocinas. Diversos autores demonstraram resultados significativos do uso de
probidticos em modelo experimental de mucosite intestinal, quando avaliado o escore

histopatoldgico.

A avaliacdo de cortes histoldgicos do ileo dos animais demonstrou reducéo visivel das
vilosidades e hiperplasia de criptas, nos grupos com mucosite, no quinto dia, como esperado
para 0 modelo experimental; e reestabelecimento da altura das vilosidades no oitavo dia, em
especial no grupo tratado com WpK4. Além disso, o tratamento com WpK4 aumentou a
producdo de muco no quinto e oitavo dia ap6s inducdo de mucosite com 5-FU. Alguns
probidticos podem induzir a atenuacdo das alteracdes histopatoldgicas, avaliados pela relacao
vilosidade/cripta, superexpressdo de genes de mucina ou aumento de células caliciformes.
Por exemplo, Lacticaseibacillus rhamnosus Lcr35 (YEUNG et al., 2015; CHANG et al.,
2018), Bifidobacterium bifidum G9-1 (KATO et al., 2017), Bifidobacterium infantis (Ml et
al., 2017), Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIDCA 133 (DE JESUS et al., 2019).
MARCHIORI, 2020 demonstrou que a linhagem W. paramesenteroides WpK4 foi capaz de
induzir a recuperacdo das vilosidades intestinais nesse mesmo modelo de mucosite, pelo
aumento da espessura do jejuno, quantidade de mucinas detectadas como zonas PAS+ e pela
reducdo das areas de necrose. O mesmo foi observado em modelos de infeccdo (S.

Typhimurium, Giardia lamblia), nos quais animais tratados com WpK4 apresentaram uma
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protecdo significativa, refletida pelo score histopatoldgico total (ALVIM, 2016) e aumento
de mucinas (FONSECA et al., 2015). A destruicdo da mucosa e perda da integridade
intestinal € comum na mucosite. O aumento da producdo de muco nos grupos tratados com
WpK4 é vantajoso, pois 0 muco serve como barreira protetora a exposicdo de
microrganismos e contribui para a integridade da barreira intestinal (GARCIA, 2015; Oh et
al., 2017).

O grau de lesdo histoldgica nos grupos com mucosite intestinal, tratados ou ndo com
WpK4 eutanasiados no quinto dia, foi de lesbes leves, como reducdo do tamanho das
vilosidades intestinais, edema e infiltrado inflamatério discreto. O tratamento com a WpK4

ndo reverteu essas lesdes nos animais.

Agentes quimioterapicos (irinotecano, Ipilimumab, 5-FU) interferem na homeostase da
microbiota intestinal, sendo assim a disbhiose € um marcador importante na mucosite
intestinal. O tratamento com 5-FU em camundongos € capaz de alterar a abundancia relativa
de varios grupos, dentre eles, Clostridium, lactobacilos, Enterococcus, Bacteroides,
Staphylococcus, Streptococcus e Escherichia (LI etal., 2017; BATISTA, 2019; MENEZES-
GARCIA et al., 2020)

A avaliacdo da microbiota intestinal foi realizada utilizando-se meios de culturas
diferenciais e seletivos (MRS para bactérias laticas e MK para enterobactérias). No quinto
dia ndo foi possivel observar alteracdes significativas da populagéo de bactérias laticas (fezes
e conteudo intestinal) entre 0s grupos com mucosite e controle, entretanto, no oitavo dia, 0s
grupos que receberam salina (com e sem mucosite) apresentaram uma diminuigédo
significativa da populacdo de BAL. A alta populacdo de BAL no quinto dia esta de acordo
com o esperado, uma vez que devido a baixa tensdo de oxigénio no colon, alguns grupos
bacterianos sdo mais prevalentes. Sendo assim, é possivel encontrar grandes concentracfes
de Clostridia, Enterobacteria, Enterococcus, Bacteroides, Bifidobacteria, Fusobacteria,
lactobacilos, Peptococci, Peptostreptococci, Prevotellaceae, Roseburia,
Ruminococci e Verrucomicrobia (LI et al., 2017). A queda da populacdo de BAL com 8 dias
no grupo com mucosite e tratado com salina 0,9% também é um resultado esperado, uma vez
que, conforme observado por outros autores, 0 5-FU é capaz de alterar a microbiota intestinal,

com aumento da populagdo de enterobactérias e diminui¢do ou ndo da populagédo de BAL.
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MENEZES-GARCIA e colaboradores (2020) observaram um aumento expressivo
na quantidade de enterobacteriaceae e E. colinas fezes e no conteddo do limen de
camundongos ap6s o tratamento com 5-FU (5 dias apds), mas nenhuma mudanca
significativa no contelldo de Bacteoidetes e Bacillota durante a doenga. (LI et al., 2017,
BATISTA, 2019). A administracdo diaria de W. paramesenteroides WpK4 foi capaz de
manter as contagens constantes de BAL tanto em cinco como em oito dias, mesmo nos grupos
com mucosite.

Quanto a enumeracdo microbiana no meio MK no quinto dia, foi observado que a
populacdo de enterobactérias estava aumentada em todos 0s grupos, exceto no grupo tratado
com salina e sem mucosite (fezes e conteudo intestinal). Nas amostras de fezes do quinto dia,
apresentou uma contagem bacteriana baixa e proxima ao limite de detec¢do da técnica
utilizada. Julga-se que esse valor baixo seja um erro experimental, pois anteriormente
(BATISTA, 2019), foi relatado uma contagem de enterobactérias nas fezes antes do evento
da mucosite de aproximadamente 4 Log UFC/g.

No oitavo dia, no entanto, o0 grupo com mucosite e tratado com W. paramesenteroides
apresentou uma diminuicdo significativa da populacdo de enterobacterias nas fezes. Sendo
assim, acredita-se que W. paramesenteroides WpK4 contribuiu a diminuicdo de
enterobactérias no oitavo dia do grupo com mucosite. Esse resultado sugere que a
manutencdo dos niveis altos de BAL contribuiu para a ndo expansdo da populacdo que
comumente aumenta em casos de mucosite.

No entanto, a metodologia utilizada para enumeracdo de microrganismos presentes no
conteudo intestinal e fecal vem sendo questionada, uma vez que apesar de teoricamente, 0
meio MK ser um meio de cultura diferencial e seletivo para bactérias Gram negativas, ha a
possibilidade de se observar o crescimento de outros grupos nesses meios (WALKER et al.,
2016; DE SANT'ANNA, 2019). Para contornar essa limitacdo dos métodos baseados em
cultivo, foi realizada a quantificacdo relativa de rRNA utilizando primers especificos para
avaliar o aumento da populacao de enterobacteriales e E. coli. De modo geral, foi constatado
um aumento das populacdes da ordem Enterobacteriales e E. coli, no grupo salina com
mucosite em relacdo aos respectivo controle sem mucosite, como era esperado. A
administracdo de WpK4, no entanto, parece reduzir o impacto causado pela quimioterapia

sobre esses grupos da microbiota intestinal. Tanto no quinto, como no oitavo dia a populagéo
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de enterobacteriales e E. coli com mucosite e tratado com WpK4, foi igual estatisticamente
ao controle salina. Nossos resultados se assemelharam ao que foi visto anteriormente por
Menezes-Garcia (2020), como o aumento dessa populacdo de enterobactérias,
especificamente a espécie E. coli nos grupos com mucosite intestinal (BATISTA etal., 2019;
MENEZES-GARCIA et al., 2020). A utilizacdo de probidticos como Lactobacillus
casei subespécie rhamnosus (Lcr35) e Bifidobacterium bifidum G9-1 foram capazes de
diminuir a populagido de Bacillota e aumentar Bacteroidota em modelo experimental de
mucosite intestinal (YEUNG et al., 2015; CHANG et al., 2018; KATO et al., 2017). Segundo
Li e colaboradores (2017), ao avaliar as variagcdes da microbiota intestinal com o uso de
métodos moleculares, foi possivel constatar que o tratamento com 5-FU levou a perda de
riqueza e diversidade na comunidade bacteriana, principalmente no contetido do ceco. Os
quatro principais filos encontrados nas fezes e no contetdo do ceco foram Bacteroidota,
Verrucomicrobia, Bacillota e Pseudomonadota, entre 0s quais Bacteroidota e
Verrucomicrobia foram os relativamente mais abundantes. O tratamento com 5-FU diminuiu
notavelmente a abundéncia relativa no nivel de filos Bacillota, Pseudomonadota e
Cyanobacteriota nas fezes. Além disso, a administracéo de 5-FU diminuiu significativamente
a proporcdo de Bacillota/Bacteroidota no contetdo do ceco e nas fezes. A razdo
Bacillota/Bacteroidota parece ser importante para a manutencdo do estado fisiologico. A
diminuicdo da abundancia das familias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae pertencentes
ao filo Bacillota, esté associada a estados inflamatdrios. No nivel de filo, a microbiota baixa
em Bacillota é capaz de aumentar a sensibilidade intestinal a inflamacéo (LI et al., 2017).
Sendo assim, é plausivel que WpK4 tenha papel importante na modulacdo da microbiota
intestinal, como foi observado na quantificacdo relativa da populacdo de Enterobacteriales e
E. coli. No entanto, dada a complexidade da microbiota intestinal, é necessario verificar as
alteracdes que a WpK4 possa induzir em outros componentes da microbiota.

Né&o foi observada translocacao de BAL e enterobactérias para figado e baco em nenhum
dos grupos avaliados, dentro dos limites de deteccdo do método utilizado. Para se confirmar
esses resultados, outras metodologias poderiam ser utilizadas. Ha registros de métodos que
se mostraram mais eficazes para verificar translocacdo bacteriana, como uso de bactérias
marcadas com tecnécio (CARVALHO et al., 2021) e o uso meio de culturas ricos

(BATISTA, 2019). Independente das limitagdes do método, é comum a avaliagcdo da
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seguranga de probidticos por meio da verificagdo de translocacdo de células viaveis do
ambiente intestinal para sangue, figado e baco. O risco de infecgdo sistémica com a
administracdo de probidticos que ndo sdo capazes de translocar é quase nula (YEUNG et al.,
2015). Nesse sentido, a ndo translocacdo de W. paramesenteroides WpK4 para figado e bago
de animais submetidos a um tratamento que leva a aumento da permeabilidade intestinal e a
imunossupressao, demonstra, mais uma vez, a seguranga do uso dessa linhagem.

A expressdo de moléculas relacionadas ao metabolismo do TRP no hospedeiro foi
avaliada. N&o houve diferenca significativa entre os grupos com relacéo a expressao de IDO1
e TPH2. A indoleamina 2,3-dioxigenase-1 € a enzima responsavel pela conversdo do TRP
em quinurenina no hospedeiro (ZELANTE et al., 2013; FERDINANDE et al., 2008),
enquanto a Triptofano hidroxilase 1 converte o TRP em 5-hidroxitriptofano (5-HTP)
(GROSS et al., 2012; GERSHON et al., 2013), precursor da serotonina. Esse resultado sugere
que a presenca da WpK4 no ambiente intestinal ndo induz as vias da quinurenina e da 5-HTP
no modelo estudado.

A expressdo do receptor AhR e da enzima CYP1AL, se correlacionam. Em virtude da
juncdo de um ligante ao AhR, o AhR se transloca do citoplasma para o ndcleo, onde se
heterodimeriza com o translocador nuclear do AhR e entdo ativa a transcri¢cdo de genes-alvo,
como o citocromo P450 CYP1A1. Houve um aumento da expressao do receptor nos grupos
tratados com WpK4 sem e com mucosite no oitavo dia (Wpmuc p = 0,0405). Devido a
capacidade da bactéria em produzir TRP e alguns metabdlitos ligantes do receptor AhR, ndo
nos surpreende o aumento da expressao mesmo que discreto e tardio nos animais tratados
com WpK4. O TRP produzido pela bactéria, pode ainda ser utilizado pela microbiota para a
conversdao do aa em moléculas indutoras do receptor. Sabe-se que ligantes agdnicos e
antagbnicos do AhR podem atenuar ou agravar doencas inflamatérias induzidas por
farmacos. Autores demonstraram que ligantes agonistas podem prevenir a colite em modelo
de DSS (FURUMATSU et al., 2011), e que as antagonistas podem aumentar o indice de
doenca e letalidade em modelo de mucosite por 5-FU (BATISTA, 2019).

Enquanto a expressdo do receptor AhR no quinto dia foi similar nos dois grupos
tratados com WpK4, a expressdo da enzima citocromo nesse mesmo tempo foi menor nos
animais dos grupos tratados com WpK4 e com mucosite. No oitavo dia, a expressdo de AhR

foi maior nos grupos que receberam WpK4 em relagdo aos grupos que receberam salina e
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similar entre aqueles. Nesse mesmo tempo, houve menor expressdo de CYP1AL, apesar de
ndo haver diferenca estatisticamente significativa, no grupo WpK4 com mucosite, quando
comparado ao grupo WpK4 sem mucosite. O tratamento com WpK4 em condicGes saudaveis
é ponderadamente maior ao comparar com o grupo controle salina. A expressao do CYP1Al
no grupo com mucosite e tratado com salina foi maior que o grupo controle com salina (p =
0,0429). Cita-se, na literatura, que a enzima CYP1A1 degrada rapidamente os ligantes de
AhR, regulando a duracéo da sinalizag&o do receptor. A expressdo desregulada dessa enzima
pode esgotar os reservatdrios de ligantes naturais do receptor, causando um impacto negativo
na imunidade intestinal (KYOREVA et al., 2021). Interessantemente, no nosso estudo, o
grupo com mucosite e sem administracdo do probidtico, que teve uma maior expressao de
CYP1ALl, foi o que respondeu de forma pior a mucosite induzida por 5-FU, com maior taxa
de mortalidade. Outros autores relataram 0 mesmo comportamento em camundongos com
colite induzida por DSS, na qual o DSS aumentou os niveis de mRNA Cyplal em
camundongos C57BL/6 do tipo selvagem quando comparado a camundongos Ahr -/-,
sugerindo que os ligantes AHR endogenos sao induzidos por causa da inflamacéo intestinal.
Excesso de TRP, desencadeando o seu catabolismo e produzindo ligantes de AhR. Os autores
ndo definiram quais sdo esses ligantes enddgenos, mas coincidiu com as alteracbes da
microbiota apds a inducdo com DSS (HUTIN et al., 2022; FURUMATSU et al., 2011).
Takamura e colaboradores (2011), no entanto, descobriram que uma dose Unica de
tratamento oral com o probiotico foi capaz de aumentar temporariamente 0 mRNA de
Cyplal no colon de camundongos. Apesar de ndo haver relacdo equivalente entre 0s N0Ss0s
resultados de expressdo de CYP1AL e receptor AhR, ndo podemos descartar a possibilidade
de que ha indicios de que a presenca de W. paramesenteroides WpK4 estimule a via de
sinalizacdo AHR pelo controle da expressdo da CYP1AL. Para comprovar essa teoria, ainda
se faz necessario a dosagem dos metabdlitos ativadores de AhR no intestino e soro dos

camundongos tratados com o probidtico, com e sem mucosite.
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7. CONCLUSAO

Foi evidenciado que Weissella paramesenteroides WpK4 possui sequéncias de
aminoacidos presentes em enzimas importantes tanto para produgdo do TRP quanto para o
seu catabolismo, além de produzi-los in vitro (TRP, AIA TAM e IAld). Ha fortes indicios da
relacdo entre o metabolismo do TRP e o efeito protetor causado pela administragdo oral de
W. paramesenteroides WpK4 pelo aumento da expressdo do receptor AhR nos grupos
tratados. Os resultados sugerem que um dos mecanismos envolvidos na protecdo foram: o
aumento da producdo de muco pela WpK4, capaz de proteger os animais do dano causado
pela mucosite intestinal. Além disso, a linhagem conseguiu controlar a populacdo de
Enterobacteriales especificamente E. coli, que caracteriza a disbiose observada em modelos

de mucosite intestinal.
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Anexo | - Aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) para os experimentos

in vivo do presente estudo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

e _ cEna
TR e COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG

Prezado(a):
Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situagdo de uma solicitacdo.

Protocolo CEUA: 145/2013

Titulo do projeto: Avaliacdo do efeito protetor de Weissella paramesenteroides WpkK4, Lactobacillus satsumensis 18P,
Lactococcus lactis 4U, Leuconostoc mesenteroides 11U, Saccharomyces cerevisiae 6M e Saccharomyces cerevisiae 125 em
madelo murino de mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil.

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Elisabeth Neumann

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Microbiologia

Situagao atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 05/08/2019. Validade: 05/08/2019 a 04/08/2024

Belo Horizonte, 05/08/2019.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https:/faplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2® Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br

Atividades complementares

Palestras ministradas:

I) “Microbiogia de alimentos, microbiota intestinal e o impacto na saide do hospedeiro”, na

LIGA ACADEMICA MULTIDISCIPLINAR DE BIOMEDICINA DO UNIBH em 12 de

novembro de 2019 &s 14 horas.

IT) “Probiodticos: o impacto de bactérias benéficas na satide do hospedeiro”, no I[Il WEBNAR

DE BIOTECNOLOGIA E SAUDE DO UNIFSJ, em 21 de maio de 2021.
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Orientac0es:

I) Co-orientagdo — Prisca Nana (11/2019). Isolamento e caracterizacdo de Yarrowia
lipolytica de gréos de kefir do Brasil. Curso de graduagdo em Ciéncias Biol6gicas

(UFMG).

I1) Co-Orientacdo - Taind Victoria Lobo e Silva (07/2020). Caracterizacdo probidtica e
tecnoldgica da linhagem Oenococcus oeni 4R2 isolada de graos de kefir de dgua. Curso de
graduacdo em Ciéncias Biologicas (UFMG).

[11) Orientagcdo de TCC — Brenda Rocha de Paula Proti (12/2020). Bebidas fermentadas
similares ao kefir existentes no mundo e suas propriedades microbioldgicas e fisico-

quimicas. Curso de graduacdo em Biomedicina (UniBH).

Artigos publicados

BENGOA, Ana A. et al. Physicochemical, immunomodulatory and safety aspects of milks
fermented with Lactobacillus paracasei isolated from kefir. Food Research International,
v. 123, p. 48-55, 2019.

PENIDO, Fernanda Corréa Leal et al. Antagonistic lactic acid bacteria in association with
Saccharomyces cerevisiae as starter cultures for standardization of sour cassava starch

production. Journal of food science and technology, v. 56, n. 9, p. 3969-3979, 2019.

GUIMARAES, Gabriele M. et al. Cocoa pulp as alternative food matrix for probiotic
delivery. Recent patents on food, nutrition & agriculture, v. 11, n. 1, p. 82-90, 2020.

COLARES, Heloisa Carneiro et al. Optimization of bioprocess of Schleiferilactobacillus
harbinensis Cal2 and its viability in frozen Brazilian berries (Acai, Euterpe oleracea
Mart.). Brazilian Journal of Microbiology, v. 52, p. 2271-2285, 2021.

O artigo cientifico referente a tese de doutorado esta em processo de escrita. Nao foi

possivel adiciona-lo a tese, pois dois experimentos ainda estdo em andamento até o
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momento do envio da tese para a banca. A revista cientifica escolhida foi “Probiotics

and antimicrobial proteins” cujo fator de impacto é 5.265.

Cursos e participacédo de eventos:

1)

1)

1)

Organizacao de congresso * UFMG/ICB

Membro da comissdo organizadora VI simpdsio de microbiologia da UFMG -
Conecta SIM: Microbiologia interligada, promovido pelo Programa de Pos-
Graduacdo em Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, realizado
online de 03 a 6 de setembro de 2019.
Membro da comissao organizadora “VII Simposio de Microbiologia da UFMG —
CONECTA SIM 20207, promovido pelo Programa de Pods-Graduagdo em
Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, realizado online de 03 a
6 de novembro de 2020.

Curso de capacitacao online
We certify that Gabriele Moreira Guimaraes, participated in the course of
“Capacitagao no Uso e Manejo de Animais de Laboratorio” (Capacitation in the
use and handling of laboratory animals) in distance learning mode that was
coordinated by the Institute of Biomedical Sciences and the School of Veterinary
Medicine and Animal Science from University of Sao Paulo (Sao Paulo, Brazil)
with the support of REBIOTERIO - CNPq. S&o Paulo, 14 de agosto de 2020
Certificamos que Gabriele Moreira Guimardes, participou do Minicurso
"Projeto e Seguranca de Barragens™ ministrado pelo Eng. Thaynon Brendon
Pinto Noronha, no dia 31de agosto de 2020, durante o "I Congresso Brasileiro
Interdisciplinar em Ciéncia e Tecnologia — Um Mundo em Constante
Transformacdo™”, realizado online e contabilizando carga horéaria total de 04 horas.

Participacdo de congressos

e We hereby certify that Gabriele Moreira Guimaraes attended to the 2nd

Associated International Laboratory Meeting (LIA 2019) - Bact-Inflam
Conference, from August 21st to 23rd, 2019, at the Federal University of

Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil.
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e Certificamos que Gabriele Moreira Guimaraes participou do “VII Simposio

de Microbiologia da UFMG - Conecta SIM”, promovido pelo Programa de Pos-
graduacdo em Microbiologia do Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, nos dias 03, 04,
05 e 06 de novembro de 2020 com duragdo total de 12h.

Certificamos que Gabriele Moreira Guimarées, portador do CPF n°
125.744.536-70, participou do "I Congresso Brasileiro Interdisciplinar em
Ciéncia e Tecnologia - Um Mundo em Constante Transformag&o™ realizado na
Plataforma Even3, entre 31 de Agosto e 04 de setembro de 2020, contabilizando
carga horéria total de 30 horas.

Apresentacdo de trabalhos em congressos

COSTA, K.; GUIMARAES, G. M.; COSTA, M. S.: NANA, P.;: CORREIA, V.
M., BARROS, K. O.; NICOLI, J.R., NEUMANN, E.; teve 0 seu trabalho
“CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FISICO-QUIMICA DE
KEFIR PRODUZIDO A PARTIR DE CULTURAS INICIADORAS
LIOFILIZADAS DURANTE ESTOCAGEM E ARMAZENAMENTO
REFRIGERADO?” apresentado no formato de poster no “VI Simpésio de
Microbiologia da UFMG — CONECTA SIM: Microbiologia Interligada”,
promovido pelo Programa de P6s Graduagdo em Microbiologia do Departamento
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, nos dias 03 e 04 de setembro de 2019

MIRANDA, V.C.; ASSIS, H. C.; QUINTANILHA, M.F.; SOUZA, R.O;
SOUZA, E.L.S.; COSTA, K.; MOREIRA, G.G.; COSTA, B.G.; TRINDADE,
L.M.; NICOLI, J.R.; CARA, D.C.; FERREIRA, C.M.; MARTINS, F.S.; teve o
seu

trabalho “EFEITO PROBIOTICO DE Akkermansia muciniphila E SUA
ASSOCIACAO COM Bifidobacterium longum 5 1A EM MODELO
MURINO DE ALERGIA ALIMENTAR” apresentado no formato de poster
no “VI Simposio de Microbiologia da UFMG — CONECTA SIM: Microbiologia

Interligada”, promovido pelo Programa de Pos Graduagdo em Microbiologia do
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Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, nos dias 03 e 04 de setembro de 2019.
MIRANDA, V.C.; ASSIS, H.C.; QUINTANILHA, M.F.; SOUZA, R.O,;
COSTA, K.; MOREIRA, G.G.; COSTA, B.G.; TRINDADE, L.M.; NICOLLI,
JR.; CARA, D.C.; MARTINS, F.S.; teve o seu trabalho ‘“Saccharomyces
cerevisiae UFMG A-905 PROMOVE EFEITO PROBIOTICO LOCAL,
DOSE-DEPENDENTE EM MODELO in vivo DE ALERGIA
ALIMENTAR?”, apresentado no formato de poéster no “VI Simpdsio de
Microbiologia da UFMG — CONECTA SIM: Microbiologia Interligada”,
promovido pelo Programa de Pds Graduacao em Microbiologia do Departamento
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, nos dias 03 e 04 de setembro de 2019.

EFEITO DO TRATAMENTO COM PROBIOTICO LACTOBACILLUS
GASSERI NA MANUTENQAO DA INTEGRIDADE EPITELIAL EM
MODELO EXPERIMENTAL DE MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA
POR IRINOTECANO. De autoria de Johnatan Caetano Braz, Flaviano dos
Santos Martins, Luisa Martins Trindade, Camila Megale Almeida-Leite, Karen
Costa e Gabriele Moreira Guimardes, foi apresentado no IV Congresso
Nacional de Alimentos e Nutricdo e | Congresso de Pés-Graduacdo em
Alimentacdo e Nutricdo, realizado entre os dias 27 e 31 de maio de 2019.

EFEITO DO TRATAMENTO PREVENTIVO COM O PROBIOTICO
LACTOBACILLUS GASSERI NA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA
POR IRINOTECANO EM MODELO EXPERIMENTAL de autoria de
Johnatan Caetano Braz, Flaviano dos Santos Martins, Luisa Martins Trindade,
Camila Megale Almeida-Leite, Karen Costa e Gabriele Moreira Guimaraes, foi
apresentado no IV Congresso Nacional de Alimentos e Nutricdo e | Congresso de
Pds-Graduacdo em Alimentacdo e Nutricdo, realizado entre os dias 27 e 31 de
maio de 2019.
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CRONOGRAMA
Ano/Semestre
Cronograma 2019 2020 2021 | 2022 | 2023

11212121 2|1
Revisdo de literatura. X | X[ X | X | X|X|X]|X]|X

Obtencédo de créditos. X | X | X

Analise do efeito das leveduras na sobrevivéncia em
modelo de febre tifoide em camundongos. XX
Redacéo do novo projeto. X
Apresentacdo do novo projeto. X

Analisar se a administracdo oral das linhagens
concomitante a quimioterapia, ou com inicio dez dias
antes da indugdo de mucosite com animais de 4 semanas e X | X
8 semanas, tem efeito na sobrevida e peso de
camundongos submetidos a mucosite intestinal.

Analisar se a administragdo oral com inicio dez dias antes
da inducdo de mucosite com animais de 8 semanas, tem x| x| x| x
efeito nos parametros inflamatdrios, microbioldgicos e

histopatol6gicos.

Exame de Qualificacdo.

Avaliar e quantificar a producdo de TRP e metabolitos do x | x
seu catabolismo na linhagem estudas.

Analisar se a administracdo oral com inicio dez dias antes

da inducdo de mucosite inibindo o receptor AhR em X

camundongos, tem efeito nos pardmetros inflamatérios,
microbioldgicos e histopatoldgicos.

Analisar a producdo de TRP e metabolitos do seu
catabolismo no soro dos camundongos submetidos a X
guimioterapia.

X

Apresentacdo dos resultados em eventos cientificos

X

Redacdo de artigos cientificos

Redacdo e defesa da tese X




