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RESUMO

Introducdo: A mucosite induzida por antineopldsicos ¢ um fator limitante na terapia
anticancer. O trato gastrintestinal ¢ vulneravel por causa da alta proliferacdo e frequéncia de
renovagado celular. Saccharomyces boulardii (SB) ¢ uma levedura probidtica que ¢ utilizada
para proteger a microflora gastrintestinal do desequilibrio e de disturbios gastrintestinais
associados. Objetivos: Avaliar o efeito do tratamento com SB na resposta inflamatoria e nas
vias de sinalizacao celular (NFkB e MAPK) e nos receptores Toll-like 2 e 4 associados a
proteina adaptadora (MyD88) no curso da mucosite intestinal experimental induzida por 5-
FU. Métodos: Camundongos machos Swiss (25-30g) foram tratados com 5-FU (450mg/Kg,
i.p.) ou com solugdo salina (controle). O grupo SB recebeu durante 3 dias consecutivos
somente o SB (1.10° UFC/Kg, gavagem) até o dia do sacrificio. O grupo 5-FU+SB recebeu
SB por 3 dias consecutivos ap6s a administragdo do 5-FU. No 4° dia apés o 5-FU ou 5-
FU+SB, os animais foram sacrificados, amostras de jejuno e ileo foram retiradas e os
pardmetros gerais da mucosite foram avaliados (leucograma, perca de peso, diarreia,
histologia e MPO). Utilizou-se também as células Caco2 incubadas com 5-FU (ImM) e SB
por 24h. Avaliou-se também a inflamacao e as vias de sinalizagdo celular, para isso avaliamos
a expressdo de NFkB, IkB, MAPK (p-ERK1/2, p-p38, p-JNK), iNOS, citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1p, CXCL1, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12, IFN-y), receptores toll-like 2 e
4 e, MyDS88. Utilizou-se os métodos de ELISA e Imunohistoquimica para as analises em
tecidos animais e, utilizamos as técnicas de qPCR e de WB para as analises celulares.
Resultados: O tratamento com 5-FU foi capaz de induzir uma lesdo intestinal com um
importante comprometimento da barreira epitelial funcional com a presenca das seguintes
alteragdes: encurtamento acentuado das vilosidades intestinais, necrose parcial de criptas,
vacuolizacdo de células, presenca de infiltrado de polimorfonucleares, aumento das
concentracoes de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, CXCLI1, IL-8, IL-4, IL-6, I1L-12,
IFN-y), aumento das concentragdes de iNOS, alteragdes das vias celulares NF-kB ¢ MAPK
(p-ERK1/2, p-p38, p-JNK) e alteracdo dos receptores Toll-like 2 e 4 e de MyD88. O
tratamento com 5-FU+SB reduziu significativamente as lesdes intestinais, com recuperagao
dos vilos, recuperacdo da profundidade das criptas, diminui¢ao do infiltrado neutrofilico e de
iNOS, redugdo da concentracdo das citocinas pro-inflamatorias. Reduziu a alteracdo causada
pelo 5-FU nas vias celulares NF-kB e MAPK e nas expressdes de receptores TLR2 e TLR4 e
de MyD88.  Conclusao: O SB reverte a mucosite intestinal causada pelo 5-FU, com a
participacdo de TNF-a, IL-1B, CXCL-1, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12, IFN-y e iNOS. O SB parece
inibir as vias NF-kB e MAPK. Nossos achados, em parte, poderiam explicar os sintomas
persistentes da mucosite intestinal nos pacientes sob o tratamento com 5-FU, além de
contribuir para o entendimento dessa patogénese, auxiliando na descoberta de novas
abordagens terapéuticas com o uso de Saccharomyces boulardii.

Palavras-chave: doencas inflamatdrias intestinais, agentes antineopldsicos, probidticos, 5-
FU, Saccharomyces boulardii.



ABSTRACT

Introduction: Intestinal mucositis is a frequent side-effect associated to 5-fluorouracil (5-FU)
clinical use and results in inflammatory events. It is characterized by epithelial ulcerations in
the mucosa and clinical manifestations of abdominal pain, nauseas and diarrhea.
Saccharomyces boulardii is a probiotic yeast which has been shown to protect the
gastrointestinal microflora from disequilibrium and from associated gastrointestinal disorders.
Aim: To evaluate the effect of treatment with SB in the inflammatory response and in cellular
signaling pathways (MAPK and NFkB) and Toll-like receptors 2 and 4, and associated
adapter protein (MyD88) in the course of experimental intestinal mucositis induced by 5-FU.
Methods: Male Swiss mice (25-30g) were treated with 5-FU (450 mg / kg, i.p.) or saline
(control). The SB group received for 3 consecutive days only the SB (1,10° CFU / kg, gavage)
until the day of sacrifice. 5-FU group received 5-FU+SB for 3 consecutive days after
administration of 5-FU. On the 4th day after 5-FU or 5-FU + SB, the animals were sacrificed,
samples of jejunum and ileum were removed and the general parameters of mucositis were
evaluated (WBC, loss of weight, diarrhea, histology and MPO). It also used the Caco2 cells
treated with 5-FU (1mM) and SB for 24h. We also evaluated the inflammation and cellular
signaling pathways, for that evaluate the expression of NFkB, IkB, MAPK (p-ERK1 / 2, p38-
p, p-JNK), iNOS, inflammatory proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p, CXCL1, IL-8, IL-
4, IL-6, IL-12, IFN-y), toll-like receptors 2 and 4 and MyD88. Immunohistochemistry and
ELISA methods were used for the analysis in animal tissues and used qPCR techniques and
WB for cell analysis. Results: Treatment with 5-FU was able to induce intestinal injury with
a significant impairment of epithelial barrier function in the presence of the following
changes: severe shortening of the villus, crypts of partial necrosis, vacuolization of cells,
infiltration and mono polymorphonuclear, increased concentration of pro-inflammatory
cytokines (TNF-a, IL-1pB, CXCL1, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12, IFN-y), increased expression of
INOS, changed c expressions of NF-kB and MAPK (p-ERK1 / 2, p38-p, p-JNK) cellular
pathways and changed the toll-like receptors 2 and 4 and MyD88. However, treatment with
SB significantly reduced intestinal lesions, recovery of the villi, the crypt depth recovery,
decreased neutrophil infiltration and iNOS, reducing the concentration of pro-inflammatory
cytokines. Reversed the changes caused by 5-FU in cellular pathways NF-kB and MAPK and
expressions of TLR2 and TLR4 receptors and MyD88.

Keywords: inflammatory bowel diseases, antineoplastic agents, probiotics, 5-FU,
Saccharomyces boulardii.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

o Alfa

B Beta

Y Gama

uL Microlitro

uM Micrometro
°C Graus Celsius
5-FU 5-Fluorouracil
3D Trés dias

mM Mili molar

AGCC Acido graxo de cadeia curta

ANOVA Anailise de Variancia

ATP Trifosfato de adenosina
ATV Atorvastatina
BHI Brain Heart Infusion

BN52021 Inibidor do receptor de PAF

BSA Albumina sérica bovina

C Controle

Caco2 Célula de adenocarcinoma de colon retal humano

CADS Sindrome dispéptica associada a quimioterapia do cancer
cAMP Monofosfato de adenosina ciclico

CélulaM Célula intestinal Microfold
CEPA Comissao de ética de pesquisa animal
CCRm Cancer colorretal metatastico

Cm Centimetro



COX-2

CPT-11

CXCL1

CXCR2

DAB

DAMP

DPBS

DHFU

DMEM

DMSO

DNA

DPD

DSS

DTNB

ECL

EDTA

ELISA

EPM

FDA

FdUDP

FdUMP

FAUTP

FUDR

FUMP

FUTP

Ciclooxigenase 2

Cloridrato de irinotecano
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1
Receptor de quimiocina

Dia

3,3 diaminobenzidine-peroxido
Padrdes moleculares associados ao dano
Dulbecco’s phosphate buffered saline
Diidrofluorouracila

Dulbecco Vogt modified Eagle
Dimethyl solfoxide

Acido desoxirribonucleico
Diidropirimidina desidrogenase
Sédio dextrana sulfato

Acido 5,5-dithiobis-2-nitro-benzoico
Western blotting detection reagents
Acido etilenodiamino tetra-acético
Ensaio imunoenzimatico

Erro padrao da média

Food and Drug Administration
Difosfato de Fluordeoxiuridina
Fluorodioxuridina monofosfato
Fluorodioxuridina trifosfato
Fluordeoxiuridina

Monofosfato de Fluoruridina

Fluorouridina trifosfat



G Grama
GSH Glutationa

GM-CSF  Granulocyte macrofage colony stimulating factor

HTAB Hexadecitrimetilamonio
H,O Agua
H,0, Peroxido de hidrogénio

H,SO,4 Acido sulftrico
HIV Virus da imunodeficiéncia humana

ICAM-1  Molécula de adesao intercelular 1

IFN Interferon

IgA Imunoglobulina A

IL- Interleucina

kB Proteina inibitéria de Kappa B
L.p. Intraperitoneal

IRF Regulador de Interferon

IFN Interferon

iNOS Oxido nitrico sintase induzivel
KCL Cloreto de potassio

Kg Quilograma

LBP LPS-binding protein

LPS Lipopolissacarideo

LRR Repeti¢des ricas em leucina
M Molar

MAPK Proteinas quinases ativadas por mitdgeno
MAPKKK Proteinas quinases quinases quinases

MAKK  Proteinas quinases quinases



MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1

Min. Minutos

mg Miligrama

mL Mililitro

mm’ Milimetro ctbico

mM milimolar

MMP Matrix metalloproteinases

MPO Mieloperoxidase

mRNA RNA mensageiro

MyD88  Fator de diferenciacdo Mieldide 88
n Numero

NaCl Cloreto de sodio

NaOH Hidroxido de sodio

NF-KB Fator nuclear Kappa B

NO Oxido nitrico

NOD Nucleotide binding oligomerization domain
NOy Nitrito

NO;5 Nitrato

NOS Oxido nitrico sintase

NOSi Oxido nitrico sintase induzida

NP-SH Grupo sulfidrilico ndo-protéico

OMS Organziza¢ao Mundial de Satide
PAF Fator de ativagao plaquetaria
PAMP Pathogen associated molecular pattern

PARP Poly (ADP-ribose) polymerase

PBS Soluc¢do tamponada de fosfato



Pg Picograma

PG Prostaglandina

PGE2 Prostaglandina E2

PGI2 Prostaglandina 12

pH Potencial hidrogenionico

PLA2 Fosfolipase 2

PMN Polimorfonucleares

PPAR- Peroxisome proliferator activated receptor
PRR Receptores de reconhecimento padrao

PTX Pentoxifilina

qPCR Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
Rel- Familia Relish

RNA Acido Ribonucléico

ROS Espécies reativas de oxigénio

RPM Rotacdo por minuto

SAIF Fator anti-inflamatério Saccharomyces

SAPK Stress activated protein kinase

SB Saccharomyces boulardii

SbS Sobrenadante de Saccharomyces boulardii
sIgA Imunoglobulina A secretoria

s.C. Subcutanea

TCA Acido tricloroacético

TF Fator de transcricao

TGF- Fator de crescimento transformador

TGI Trato gastrintestinal

TICAM  Toll interleukin 1 receptor containing adapter molecule


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction&usg=ALkJrhgxtOrvbft24jOAKtbqEXSjoGM20Q

TLD Talidomida

TLRs Receptores toll-like

TNF-a Fator de necrose tumoral o

TRIS Tampao tris-hidroximetilaminometano
TP Timina fosforilase

TS Timidilato sintase

TXA2 Tromboxano A2

UFC Unidade formadora de colonia
VF Vermelho de fenol

v.0. Via oral

WB Western blotting

WHO Organizacdo Mundial de Saude



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURA 5

FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

LISTA DE FIGURAS

Estrutura do INtestino..........ccceeiiiiiiieniiiiieiieeeee e
Micrografia eletronica do Saccharomyces boulardii.............................
Diferentes mecanismos de acdo do Saccharomyces boulardii (SB) no
trato INLESHINAL .......eiitiiiiiiie e
Estrutura quimica do 5-Fluorouracil ............ccccceeeviiiieiieiiieecie s
Metabolismo hepatico do 5-Fluorouracil ..........ccccceecveieeiiincieeeieeeee.
Fases Fisiopatoldgicas da Mucosite Gastrintestinal............ccccecueeeenene.
Ativacao do fator de transcrigdo NF-KB.......... ccccccoooiiiiiiiiiiiiii.
Esquema mostrando a sinalizagdo celular via cascata das MAP
quinases ERK, JNK € p38.....oiiiiiiiee e
Ligantes especificos para receptores Toll-like ..........ccccoevieniiniiennne.
Vias de Sinalizacao dos receptores Toll-like..........cooeveveriieinieeinieennne.
Esquema da indu¢do da mucosite por 5-Fluorouracil e tratamento com
Saccharomyces boulardii em camundongos...........ccccveeeevveercueeenveeennen.
Esquema do protocolo experimental em células Caco2 incubadas com
5-Fluorouracil na presenca ou nao de Saccharomyces boulardii.............

Efeito do Saccharomyces boulardii na variagao de peso corporal nos

EIUPOS EXPEITMENTALS ..vvveeuereeeireeerireeeiireeesireeesereeessneeesreesseeesseeesseeennnes

Efeito do Saccharomyces boulardii na diarreia nos grupos

EXPEITMEINLALS. ....eeuvieiieeiieeiieeteeeiteetteeteettesteeteesbeeseesebeeseesnseenseesnseens

34

40

42

45

46

49

51

54

57

59

80

81

90

91



FIGURA 15

FIGURA 16

FIGURA 17

FIGURA 18

FIGURA 19

FIGURA 20

FIGURA 21

FIGURA 22

FIGURA 23

FIGURA 24

Fotomicrografias de amostras do jejuno apds a administragdo de
Saccharomyces boulardii na mucosite intestinal induzida por 5-FU em
CAMUNAONZOS. .. .veeeiieiiieetieeiteeteeetteeteeeiteeteeeebeebeeseseeseessseenseesnseeseeans

Fotomicrografias de amostras do ileo apds a administragdo de
Saccharomyces boulardii na mucosite intestinal induzida por 5-FU em
CAMUNAONZOS. ... veenvieeiiieiieetteeiteeteeeteeteeseaeebeessaeeseenseeenseensseasseessnesnsens
Efeito do Saccharomyces boulardii na infiltragao neutrofilica causada
na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos..................
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de NF-kB nos
segmentos do Jejuno e fleo imunomarcados de camundongos
incubados com 5-FU.........cooiiiiiiiiiii e
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de NFkB em células

Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil...........cooveeummeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn,

Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para kB em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil............cccccceviiniinncnnennnn.
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de TNF-a em
camundongos ap6s a administracdo de 5-FU e, os niveis de mRNA
para TNF-a em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil................
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de IL-1f em
camundongos ap6s a administracdo de 5-FU e, os niveis de mRNA
para IL-1PB em cé€lulas Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil................

Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de CXCL-1 em
camundongos, apos a administracao de 5-FU.........cccccevvviiincieininennen.
Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para IL-8,

em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil..........ccovveeeeeereeeeennnnnn.

93

94

95

97



FIGURA 25

FIGURA 26

FIGURA 27

FIGURA 28

FIGURA 29

FIGURA 30

FIGURA 31

FIGURA 32

FIGURA 33

FIGURA 34

Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para 1L-4,
IL-6, IL-12 e IFN-y, em células Caco?2 incubadas com 5-Fluorouracil..
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de iNOS nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apos administragdo de 5-
FIUOTOUTACH] ... e
Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para iNOS,
em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil............ccceverieriennennnn.
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de MyD88 nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administragao de 5-
FIUOTOUTACHL ..t
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-ERK 1/2
nos segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administragdo
de 5-Fluorouracil...........cccooiiiiiiiiiiieee e
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-ERK 1/2
em células Caco?2 incubadas com 5-Fluorouracil............c.cccceniiiniennn.
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-P38 nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administragdo de 5-
FIUOTOUTACHL....c.ueiiiieeiiieeee e
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-P38 em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil............cccceeviiiiiininninnne.
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-JNK nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administragao de 5-
FIUOTOUTACIL. ..ot
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-JNK em

células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil.............cccceveviviiiiii..

107

109

111

113

116

118

120

122

123



FIGURA 35

FIGURA 36

FIGURA 37

FIGURA 38

FIGURA 39

Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de TLR2 nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administragdo de 5-
FIUOTOUTACIL. ..o
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de TLR4 nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administragdo de 5-
FIUOTOUTACIL. ...
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de mRNA para
TLR2 em células Caco?2 incubadas com 5-Fluorouracil na presenga ou
NA0 de LPS ..o
Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de mRNA para
TLR4 em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil na presenga ou
NA0 A€ LPS . oot

Hipoétese do Mecanismo de acdo do Saccharomyces boulardii .............

127

130

132



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 Saccharomyces boulardii ndo altera a leucopenia induzida por 5-FU



QUADRO 1
QUADRO 2
QUADRO 3

QUADRO 4

LISTA DE QUADROS

Receptores Toll-like e

Anticorpos .................

PrIINIETS e

Grupos Experimentais

seus principais [igantes .........cccoecveeveerveenenne.

61

77

78

79



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1. Epitélio Intestinal ........c.ccccevereerrenreenenrcesencsercnennnens

1.2. Microbiota Gastrintestinal

.......................................

1.3. Probioticos

1.4. A Levedura Saccharomyces boulardii

1.5. O Cancer

1.6. 5-Fluorouracil (5-FU)

1.7. Mucosite Gastrintestinal

1.8. As Vias de Sinalizacao Celular ..........cccceeeeee.
1.8.1. O Fator de Transcricdo NF-kB ...............
1.8.2. As MAP quINases ........cccceeevveereeeiveennnenns
1.8.3. AS CItOCINGS ...eeuveeniiieiieriieeiieeieeieeeeene

1.9. MyD88 e os Receptores Toll-Like

2 JUSTIFICATIVA ....irnrnrnnnenncnnnnsanesnenns

3 OBJETIVOS ..uerenenennennnsnnnsanssssssessssssssssssssessanes

3.1, ODbjetivo Geral .......ccouveeeiccssrnnneccssnsecssssnnsecssssnssece

3.2. Objetivos Especificos .

4 MATERIAL E METODOS

4 1. Animais ....

4.2. Aspectos Eticos

4 3. Cultura Celular

31

36

37

38

43

44

47

49

49

52

54

56

63

66

67

67

69

70

70

70



a) Tripsinizag@o e contagem das CEIUIAS ..........cooveviirievieiieieree e

4 4. Leveduras

4.5. Aparelhos e Instrumentos Laboratorais

4.6. Drogas e Solucoes

4.7. Anticorpos e Primers
4771 ANTICOTPOS 1uvvientieeiieeteeiieeteesiteeteesiteebeesiteeteesstessseessaesnseesseesseesseesnseanseanns

N 4 14 1) ¢ S

4.8. Procedimento Experimental

4.8.1. Grupos Experimentais
4.8.2. Inducao Da Mucosite Intestinal Por 5-Fluorouracil e Tratamento
com Saccharomyces DOULATAII ...............ueeeeueeeeueeeceeeerneeecsreeesseeeessaeeesseseseesens

Q) ANTMAL Lottt enaes

4.9. Avaliacio dos Parametros Gerais da Inducdo da Mucosite por 5-
Fluorouracil Tratados com Saccharomyces boulardii ...................uueeeeueeenn.
a) Avaliacao Ponderal ............coooiiiiiiiiiiiiieie e
b) Contagem Sanguinea de LeucOcitos TOtals .......cecceerveeeerieeiienieeieriieieeeeeeneens
C) Avaliagao da DIAITEIA .....cvevveeeieiieiesiieieieee ettt
d) Histopatologia do Intestino Delgado ..........ccecvevieiirieienieienieieeiese e
e) Determinacdo da infiltragdo de neutrdfilo através da atividade da enzima
Mieloperoxidase (MPO) .......ccooiiiiiiiiieieeieeeee e

4.10. Avaliacdo dos Parametros Inflamatérios e das Vias de Sinalizacao
Celular (NF-kp e MAPK), da proteina adaptadora MyD88 e dos
receptores toll-like (TLR2 e TLR4) na Mucosite Induzida por 5-

Fluorouracil Tratados com Saccharomyces boulardii, in vivo e in vitro ......

72

73

74

77

77

78

79

79

79

79

80

81

81

81

82

82

82

83



a) Imunohistoquimica para o Fator de Transcricdo NF-kB, iNOS, MAPK

4.11. Analise Estatistica

(phospho-ERK1/2, phospho-p38, phospho-JNK), MyD88, TLR2 ¢ TLR4 .......
b) Avaliagdo da expressio do Fator de Transcricdo NF-KB e MAPK
(phospho-ERK1/2, phospho-p38, phospho-JNK) por eletroforese em gel de
poliamida, técnica de Western Blotting em células Caco2 incubadas com 5-
Fluorouracil €/0u S. boulardii...............ccooeeveevoiiiiiiiniiniiiiinieneeeeeseee e,
c¢) Avaliagdo da expressdo de IK-B, TNF-a, IL-1B, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12,
IFN-y, iNOS, TLR2 e TLR4 em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil

e/ou S. boulardii, através da técnica de PCR quantitativo em tempo real

d) Avaliacdo da expressdo de Citocinas (TNF-a, IL-18 e CXCL-1) dos
segmentos intestinais dos animais tratados com 5-Fluorouracil e/ou S.

DOULATAIT <.t e et e e e e e e e e e e e e ree e e enaas

5 RESULTADOS ...ttt

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Efeito do Saccharomyces boulardii nos pardmetros gerais e inflamatorios da
mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos....................
Efeito do Saccharomyces boulardii nas vias de sinalizacdo celular (NF-kB e
MAPK) na mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos
e, em células caco2 incubadas com S5-Fluorouracil.............cccevvvvvvvviriiiiniiinnnnee.
Efeito do Saccharomyces boulardii na avaliagdo da participacdo da proteina
adaptadora MyD88 e das proteinas MAP quinases (phospho-ERK1/2,
phospho-p38, phospho-JNK) na mucosite intestinal induzida por 5-
Fluorouracil e, em células caco2 incubadas com 5-Fluorouracil........................
Efeito do Saccharomyces boulardii na participagcdo dos receptores Toll-like
(TLR2 e TLR4) na mucosite induzida por 5-Fluorouracil e, em células caco2

incubadas cOm 5-FIUOTOUIACI] .....cooeeiiieeeeee e

83

84

85

86

87

88

89

96

112



6

7

8

DISCUSSAQ ... coeeeeeeeeeeeeeseseresssssssssssssssssssssnssssssssssssasssssssensassssssssssssnssssssssnsns

CONCLUSAOQ .aeeeeeeeeeveeeeesevsnenens

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..




INTRODUCAO




32

1. INTRODUCAO

1.1. Epitélio Intestinal

O intestino exerce fungdes importantes para a saude do organismo, tais como digestao e
absor¢ao de macro e micronutrientes ¢ produgao de importantes horménios reguladores. Pode
funcionar ainda como 6rgdo imune e agir como barreira contra agentes nocivos. O intestino ¢
formado por trés camadas bésicas, a camada epitelial, a lamina propria e a camada muscular
da mucosa (DUNCAN; GRANT, 2003).

A superficie mucosa do trato gastrintestinal ¢ a maior superficie corporal em contato
com o meio externo (200 a 300 m?). Ela representa um ecossitema complexo que combina
epitélio gastrintestinal, células imunes e microbiota residente (MCCRACKEN & LORENZ,
2001). A mucosa do trato intestinal estd constantemente exposta a varios microrganismos
patogénicos, e uma barreira fisica e quimica contra esses patdgenos ¢ criada pelo epitélio
intestinal (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006). A superficie do intestino ¢ delineada por
um epitélio simples colunar que forma diversas invaginagdes, ou criptas, que sdo embebidas
no tecido conectivo. As células epiteliais intestinais formam uma barreira fisica que protege o
hospedeiro contra uma infec¢do patogénica (LOUVARD et al., 1992; KEDINGER et al.,
1998; MONTGOMERY et al., 1999). O epitélio intestinal representa um modelo de
renovacao tissular, uma vez que as cé€lulas intestinais sdo constantemente geradas de células
tronco multipotentes localizadas nas criptas de Lieberkiihn, o que gera novas células
precursoras permitindo uma alta taxa de renovacdo (“turnover”) celular. Nas vilosidades
intestinais, as c€lulas epiteliais polarizadas que formam o epitélio separam dois diferentes
compartimentos. Essa barreira epitelial ¢ formada por quatro linhagens de células epiteliais
diferentes, incluindo (i) os enterdcitos, que expressam na parte apical uma densa e ordenada
borda em escova, que consiste de microvilosidades organizadas na membrana; (ii) as células
enteroenddcrinas, contendo pequenos granulos com diversos peptideos hormonais; (iii) as
c€lulas caliciformes, responsaveis pela producao de muco; e (iv) as células de Paneth, com
granulos apicais contendo peptideos e proteinas antimicrobianos. Somado a isso, ainda
existem as células M (“microfold”) - que sdo células epiteliais especializadas, localizadas no
epitélio folicular associado, que estdo sobre o tecido linfoide - presentes no epitélio associado

ao foliculo (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006).

A morfogénese e a diferenciacdo do intestino requerem um “cross-talk” entre o epitélio

e as células mesenquimais. Inicialmente, uma onda de diferenciacdo proximal-distal muda o
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epitélio pseudoestratificado para uma camada colunar simples de células epiteliais
indiferenciadas. Logo apos, a diferenciacao celular ocorre como células epiteliais originadas
de células tronco multipotentes na base das criptas de Lieberkiihn, que sdo os locais de
proliferacdo de células epiteliais (CHENG & LEBLOND, 1974; FALK et al., 1998). As
células de Paneth migram para a base da cripta do intestino delgado, enquanto os outros tipos
celulares migram da cripta para as vilosidades do intestino delgado. As células colunares,
também conhecidas como enterocitos, no intestino delgado, ou colonécitos, no intestino
grosso, compreendem mais de 80% de todos os tipos celulares. As células caliciformes estdo
presentes em todo o intestino, mas aumentam em densidade da por¢ao proximal para a distal.
As células enteroenddcrinas, com o sistema nervoso sistémico, estdo dispersas em todo o
intestino (FURNESS er al., 1999). As células epiteliais intestinais possuem um ciclo de vida
de, aproximadamente, 2-5 dias e, durante a morte, sdo exfoliadas, junto com as bactérias
aderentes, o que auxilia na eliminagdo de patégenos. As células de Paneth possuem uma vida

maior, sobrevivendo por mais de 20 dias, ao final dos quais sdo fagocitadas.
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FIGURA 1 - Estrutura do Intestino. Fonte: Adaptado de SANCHO, BATTLE, CLEVERS,
2004. Nat Rev Cell Dev Biol, 20:695-723, 2004. Painel Painel A: Estrutura do intestino

delgado. Painel B: Estrutura intestino grosso.

As células epiteliais do intestino protegem o hospedeiro fornecendo uma forte barreira
fisica e, também, pela produgdo de uma variedade de substancias antimicrobianas. (BINES &
WALKER, 1991). As células epiteliais secretam diversas substancias como muco, defensinas
e substincias antimicrobianas, que inibem o crescimento bacteriano e protegem o epitélio,
prevenindo a adesdo microbiana e mantendo as substancias antimicrobianas e os anticorpos
secretados na superficie epitelial (MAGNUSSON & STJERNSTROM, 1982; OUELLETTE,
1999). Somado a isso, as células epiteliais secretam diversas citocinas e quimiocinas,
incluindo IL (interleucina)-1la, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 (“monocyte chemoattractant
protein 1), GM-CSF (“granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”), TNF-a (“tumor
necrosis factor a”’) e TGF-B (“transforming growth factor b”’) (MCCRACKEN & GASKINS,
1999).
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O sistema de defesa do hospedeiro contra patdgenos entéricos inclui imunidade
adaptativa e imunidade inata. A resposta imune adaptativa ¢ observada 4 a 7 dias apos a
infeccdo, e esse mecanismo envolve a geracdo de memoria imunoldgica e a expansdo de
receptores com especificidade relevante. Em contraste, o sistema imune inato ¢ mobilizado
nos primeiros dias para controlar a infeccdo (MEDZHITOV, 2001). O epitélio intestinal
fornece uma superficie onde o hospedeiro pode “sentir” o ambiente microbiano e ativar uma
resposta potente pela liberagdo de moléculas sinalizadoras, como as citocinas e as
quimiocinas, e essas recrutam leucdcitos e iniciam a atragdo de células imunes. Entretanto, o
epitélio intestinal, ao contrario do epitélio pulmonar, tolera a colonizagdo bacteriana e,
embora exposto a bactérias comensais, a mucosa intestinal exibe apenas uma inflamacao
minima em resposta aos componentes da microbiota normal, incluindo bactérias Gram-
positivo e Gram-negativo. Esses produtos incluem componentes celulares, como o
lipopolissacaride (LPS) de bactérias Gram-negativo e lipoproteinas e peptideoglicanos de
bactérias Gram-positivo. O intestino do hospedeiro distingue a microbiota normal dos
microrganismos enterovirulentos, utilizando sistemas altamente sofisticados de detec¢do de
antigenos (DIDIERLAURENT et al., 2002; ATHMAN & PHILPOTT, 2004; ALDRIDGE et
al., 2005). As bactérias indigenas da microbiota compartilham moléculas “self” (ou proprias),
conhecidas como motivos moleculares associados a microbios.

Em contraste, ap6s uma infecgdo, a resposta imune inata da mucosa do hospedeiro ¢
ativada como um resultado do reconhecimento especifico por receptores de reconhecimento
padrao de estruturas moleculares “non self” encontradas em varios grupos de patogenos,
conhecidas como motivos moleculares associados a patogenos, PAMP (“pathogen-associated
molecular pattern”) JANEWAY & MEDZHITOV, 2002). Por exemplo, as células epiteliais
“sentem” o ambiente dentro do intestino, via receptores de reconhecimento, que incluem os
receptores Toll-like (TLRs) e as proteinas NOD (“nucleotide-binding oligomerization
domain”) (JANSSENS & BEYAERT, 2003; NETEA et al., 2004; PHILPOTT &
GIRARDIN, 2004; ECKMANN, 2005; KAWAI & AKIRA, 2005).

Em sintese, o epitélio intestinal ndo ¢ apenas uma barreira fisica que previne os
patogenos de ganharem acesso aos Orgdos, ele também fornece uma superficie coberta de
células especializadas na producdo de muco, de peptideos antimicrobianos e moléculas, como
a lisozima que, juntos com a microbiota residente e o sistema imune, fornecem uma linha de

defesa contra microrganismos patogénicos (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006).
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1.2. Microbiota Gastrintestinal

O termo microbiota tem sido usado para descrever a cole¢ao de bactérias abrigadas nas
mucosas de um individuo (SAVAGE, 1977). O trato gastrintestinal (TGI) dos mamiferos
abriga uma comunidade microbiana que é extremamente densa e diversa, composta por 10"
unidades formadoras de colonias (UFCs) de microrganismos, nimero dez vezes maior que o
de células do hospedeiro. Estima-se que o numero de espécies bacterianas do trato
gastrintestinal gire em torno de 400, embora outros estudos indiquem que esse nimero varia
de 500-1000 espécies (MARTINS et al., 2009).

Normalmente no estémago e duodeno encontramos < 10° células bacterianas por grama
de conteudo estomacal e duodenal, predominantemente os microorganismos mais encontrados
sdo os lactobacilos e estreptococos e, devido as secre¢des acidas, biliares, e pancreaticas
ocorre a supressao da maioria dos microrganismos ingeridos diariamente. No jejuno e ileo o
numero de bactérias aumenta progressivamente de 10* células no jejuno a 107 células por
grama de conteido no ileo e no intestino grosso encontramos um ambiente densamente
povoado por anaerdbios, 10'? células por grama de contetido luminal (SAAD, 2006).

Dentre esses microorganismos que hospedam o trato gastrintestinal a maioria s@o
microorganismos essenciais para o bom funcionamento do organismo, mas por muitas vezes
pode ocorrer a invasao de alguns microorganismos nocivos (BIELECKA, MAJKOWSKA,
2000).

E dificil definir a composi¢io da microbiota normal em uma dada regido do trato
gastrintestinal, mesmo dentro de um individuo; ndo sé por causa do problema para se
distinguir residente de transiente, mas, também, devido a dificuldade de cultivo de muitos
componentes ex vivo. A microbiota dominante raramente apresentard grandes diferengas entre
os individuos adultos; entretanto, a microbiota sub-dominante e, principalmente, a residual,
podem sofrer alteracdes devido a idade, a distribuicdo geografica, a dieta, ao estresse, as
mudancgas hormonais, ao comportamento sexual e ao uso de antibidticos (SALMINEN et al.,
1995; MARSHALL, 1999; MCFARLAND, 2000b).

O estabelecimento e a manutengdo da microbiota constituem um processo complexo,
que pode ser influenciado por vérios fatores, como dieta, idade, utilizacdo de antibidticos,
utilizacao de probioticos e prebidticos, ambiente, microbiota materna, via do parto, interagcdes
microbianas, interagdes microrganismo-hospedeiro, presenca de certos genes (ou produtos
génicos ou expressdo de certos genes) e receptores (MACKIE et al., 1999; SAVAGE, 1999;
BOURLIOUX et al., 2003), além de sua sucessdo ecoldgica, demanda nutricional e tolerancia

oral (VAN DER WAALIJ, 1989).
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1.3. Probioticos

A palavra probidtico, pro (a favor) e bio (vida), foi citada pela primeira vez por Lilley
and Stiwell em 1965 caracterizando substancias secretadas por um microrganismo, as quais
estimulavam o crescimento de outro. Porém, Metchnikoff no inicio do século passado ja havia
notado efeito benéfico em individuos que consumiam iogurte contendo lactobacilos
(FULLER, 1992; VANBELLE et al., 1990). A definigdo de probiotico tem sofrido alteracdes
conforme os avangos alcancados nas pesquisas. Em 1974 Parker reformulou o conceito de
probidticos como sendo organismos e substancias que contribuem para o equilibrio
microbiano intestinal. As bactérias probidticas também foram definidas como bactérias
vidveis, em cultura Unica ou mista, afetando beneficamente o hospedeiro em razdo de
promover a melhora das propriedades da microflora indigena (DONOHUE et al., 1998,
HAVENAAR; VELD, 1992).

A defini¢do aceita internacionalmente para probidticos € que estes sao microrganismos
vivos, que, quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a satde do
hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002; SANDERS, 2003).

A influéncia benéfica dos probidticos sobre a microbiota intestinal humana inclui
efeitos antagdnicos, competicdo e efeitos imunoldgicos, resultando em um aumento da
resisténcia contra patdgenos. Assim, a utilizagdo de culturas bacterianas probidticas estimula a
multiplicagdo de bactérias benéficas, em detrimento a proliferacio de bactérias
potencialmente prejudiciais, reforcando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002; SAAD, 2006).

Os probioticos tém sido utilizados em varias situagdes clinicas e condi¢des cirurgicas.
Hé evidéncias de que estas substancias sdo amplamente benéficas. Os mecanismos pelos quais
os microorganismos podem exercer efeitos benéficos e proteger contra a colite, por exemplo,
incluem efeitos diretos sobre o local e a estimulacdo da resposta imune protetora. De fato,
alguns estudos clinicos e experimentais t€ém mostrado que os probiodticos sdo benéficos no
tratamento da diarreia e colite ulcerativa, por exemplo (SOUZA et al, 2007).

Os beneficios dos probiodticos que mais se destacam sdo o controle e estabilizacdo da
microbiota intestinal apds o uso de antibidticos, promoc¢do da resisténcia gastrintestinal a
colonizagdo por patdgenos, diminuicao da populacdo de patogenos através da producao de

acido acético e latico, de bacteriocinas e de outros compostos antimicrobianos, promocao da
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digestao de lactose em individuos intolerantes a lactose, estimulagdo do sistema imune, alivio
da constipagdo, aumento da absor¢ao de minerais ¢ produgao de vitaminas. Embora ainda nao
comprovados, outros efeitos atribuidos a essas culturas sdo a diminui¢ao do risco de cancer de
colon e de doenga cardiovascular. S3o sugeridos também a diminui¢do das concentragdes
plasmaticas de colesterol, efeitos anti-hipertensivos, redu¢do da atividade ulcerativa de
Helicobacter pylori, controle da colite induzida por rotavirus e por Clostridium difficile,
prevencdao de infecgdes urogenitais, além de efeitos inibitorios sobre a mutagenicidade
(SHAH, LANKAPUTHRA, 1997, CHARTERIS et al., 1998; JELEN, LUTZ, 1998;
KLAENHAMMER, 2001; KAUR, CHOPRA, SAINI, 2002; TUOHY et al., 2003; SAAD,
20006).

Os conhecimentos sobre os efeitos potenciais dos probidticos no tratamento de
enfermidades intestinais de diferentes origens, embora ampliados e fundamentados em vasta
literatura médica, ainda sdo pouco difundidos e muitos médicos de diferentes especialidades
nao se aprofundaram ou mesmo desconhecem tais aspectos.

A aceitagdo dos probidticos como uma modalidade terapéutica aumentou
dramaticamente e, a frequéncia de artigos de revisdo e de ensaios clinicos randomizados tem
mantido o interesse global nesse inovador método de terapia. Inimeras cepas probioticas
foram investigadas quanto a eficacia clinica, incluindo varias cepas de bactérias lactobacilos,
bifidobactérias, estreptococos, Clostridium e linhagens dos fungos Saccharomyces boulardii,
S. cerevisiae, € Monascus purpureus (MCFARLAND LV, 2009; CZERUCKA D et al, 2007,
ELMER GW et al, 1996).

1.4. A levedura Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii (SB) foi descoberto por um francé€s microbiologista, Henri
Boulard em 1920 quando estava na Indochina a procura de novas estirpes de leveduras que
poderiam ser utilizadas em processos de fermentacdo. Ele observou que durante um surto de
colera algumas pessoas que nao desenvolveram a doenga beberam um cha especial, de uma
fruta tropical (lychees, mangosteens). Ele conseguiu isolar o agente responsavel, uma
linhagem especial de levedura que nomeou de "Saccharomyces boulardii" (ELMER et al.,
1996; KLEIN et al., 1993).

O SB ¢ uma espécie termotolerante do género Saccharomyces, a qual ¢ comumente

utilizada em diversos alimentos processados incluindo paes e bebidas fermentadas. Além
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disso, ¢ também frequentemente prescrito, sendo utilizado na forma liofilizada, como agente
bioterapéutico (ELMER et al., 1996; KLEIN et al., 1993).

A partir de 1960 iniciou-se a comercializagdo da levedura liofilizada, pelo “Laboratoires
Biocodex” (Paris, Franca). Em 2007 seu uso foi liberado pela FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos (FLORASTOR, 2007). Os direitos de comercializagao
para a América do Sul foram adquiridos pelas Induastrias Quimicas da MERCK S.A. Além
disso, outras preparagdes contendo S. boulardii estdo disponiveis no Brasil (MARTINS et al.,
2005b).

A levedura de SB ¢ utilizada em muitos paises tanto como agente profilatico quanto
como agente terapéutico das diarreias e outras variagdes das doencgas gastrintestinais, como as
causadas pela administragdo de agentes antimicrobianos.

Segundo VAN DER & JESPERSEN (2003), as leveduras do género Saccharomyces
tém demonstrado efeito probidtico. Em experimentos clinicos estas mostraram ser efetivas
contra gastroenterites agudas infantis e diarreia seguida de tratamento com antibidticos e
apresentaram efeito inibitorio sobre Candida albicans, Salmonella typhimurium, Shigella
flexneri e Clostridium difficile, bem como modularam o sistema imune estimulando a
produgdo de IgA e o sistema de fagocitose em camundongos (RODRIGUES et al., 2000).

O SB apresenta propriedades que o levam a ser considerado um agente probidtico,
como: (i) sobrevivéncia no transito do trato gastrintestinal (i1) crescimento 6timo a 37°C tanto
in vivo quanto in vitro e (iii) capacidade de inibir um nimero consideravel de agentes
patogénicos (CZERUCKA et al., 2007).

Desde 1982, ano da primeira publicagdo, muitos estudos tém sido realizados com o
intuito de esclarecer o mecanismo de acdo de probidticos compostos por SB e, assim, melhor

avaliar suas propriedades benéficas para o hospedeiro humano (JUSTINO PF ez al., 2013).
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FIGURA 2 - Micrografia eletronica do Saccharomyces boulardii (Dr. Sandy Smith, Dept
de Ciéncia dos Alimentos da Universidade de Guelph, Canada).

Embora o exato mecanismo através do qual o SB atua ainda ndo esteja completamente
esclarecido, diversos mecanismos possiveis t€ém sido propostos (FIGURA 3), que podem ser
classificados em trés areas principais: a agdo na luz, a¢do trofica e efeitos antiinflamatorios
(ELMER GW, 2007; BOIRIVANT M, STROBER W, 2007; POTHOULAKIS C, 2009; NG
SC et al, 2009). Esses mecanismos incluem: a inibicdo da adesdo celular pelos
enteropatogenos (GOPAL et al., 2001), a manutencao da integridade da mucosa intestinal,
como as juncdes de cadeias fechadas integras (RODRIGUES et al., 1996), a neutralizagao dos
fatores de viruléncia bacterianos (CZERUCKA et al., 2001) e o aumento da resposta imune
na mucosa intestinal (BRANDAO et al., 1998).

SOUGIOULTZIS et al. (2006) mostraram que SB secreta substancias anti-inflamatorias.
Trabalhando com células HT-29 e THP-1, esses autores observaram que a levedura secreta
um fator anti-inflamatorio (<1 kDa) termo-estdvel, que inibe a produg¢do de IL-8, a
degradacdo de IkB-a (“inhibitory protein kB a”) e reduz a ativagdo de NF-kB em células
tratadas com IL-1p ou LPS. Observou-se, também, um efeito anti-inflamatério, pela producao
de fatores soluveis de baixo peso molecular, que bloqueiam a ativacdo de NF-kB e a
expressdo de IL-8. Segundo os autores, essas substdncias podem mediar, pelo menos em
parte, os efeitos benéficos da levedura S. boulardii observados nas infeccdes intestinais.
CHEN et al. (2006), também trabalhando com o sobrenadante da levedura (SBS), observaram
que o SBS inibe a produgdo de IL-8 induzida pela toxina A do C. difficile ou IL-1p, assim
como a ativacdo de algumas MAP quinases. In vivo, demonstraram que SBS normaliza a

secre¢ao de fluidos mediada pela toxina A.
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Também ja foi descrito o efeito da levedura na liberacdo de aminopeptidases na
mucosa ¢ fluido endoluminal de camundongos (BUTS et al., 2002). Foi observada a liberagao
de proteinas e fatores troficos durante o transito intestinal, que aumentam as defesas imunes, a
digestdo e a absor¢do de nutrientes. Existem, ainda, mais de 1500 proteinas ndo estudadas,
que poderiam ser liberadas pela levedura durante seu transito intestinal (BUTS & DE
KEYSER, 2006).

LEE et al. (2005) observaram que SB possui um efeito anti-inflamatério via PPAR-
gamma (“peroxisome proliferator-activated receptor-gamma”), uma molécula que regula a
inflamagao no epitélio intestinal. Eles observaram que a levedura aumenta a expressao de
PPAR-gamma nos niveis de mRNA e proteina, ¢ que ela inibe o efeito de TNF-a, IL-1p ou
LPS na diminui¢do da expressdo de PPAR-gamma. Outros trabalhos sugerem um outro
mecanismo de a¢do da levedura, envolvendo uma possivel inibi¢do da produgdo de d6xido
nitrico pela levedura (GIRARD et al., 2003; GIRARD et al., 2005a). Utilizando animais
SCID (“immunoincompetent syngenic severe combined immunodeficiency”), DALMASSO
et al. (2006a) demonstraram que S. boulardii interfere no processo inflamatdrio, devido a uma
alteragdo especifica no comportamento de migracdo de células T que se acumulam nos
linfonodos mesentéricos, € que o tratamento com essa levedura limita a infiltragdo de células
Th1 no célon inflamado e a amplificagdo da inflamagdo induzida pela produgao de citocinas

pro-inflamatorias.



42

Aumento de Toxina
Secrecdo de dgua

Acéo no Limen
| 1-Efeito anti-toxina
(a) Toxina C. difficile A e B (54 KDa)
Bactérias destroem (b) Toxina Cholera (120 KDa)
jungdes apertadas, ‘
invademamucosa

(c) LPS E. coli
2 - Atividade antimicrobiana
(a) preservagdo das juncdes apertadas
(b) bactérias aderem ao SB, SB diminui invasdo
3 —Modulagdo da Flora Intestinal
4 - Atividade metabdlica: SB aumenta os acidos graxos de cadeia
curta, favorece a fun¢do normal do colon.

FloraIntestinal
depletada por
antibioticos

Infecgdo viral destroi
enterocitos maduros
Acdo tréfica
5 - Atividade enzimdtica

(a) poliamines fator de maturagdo dos enterdcitos

(b) aumento dos niveis de dissacaridases benéficos na diarréia
viral
6 - Aumento dos niveis de slgA, aumenta a defesa imunolégica do
intestino

Diminuicdo de
dissacarideos
provoca diarréia
osm@ética

Diminuicdo de IgA

Acdo na Mucosa, efeito antiinflamatério

Inflamagéo 7 —Acdo na sinalizagdo celular e diminuigdo na sintese de
1 citocinas inflamatérias
’- / | 1loxinaGdifjice; 2asJungbes ] E 3 Flora A 5 Enterdcitos imaturos com virus
K Cholerae LPSde E. apertadas , = Intestinal
a2 coli

5b Acimulode 6 Patégenos, na ausénciade
Ao 6sigA
dissacarideos no sigA

lamen

FIGURA 3 - Diferentes mecanismos de acao do Saccharomyces boulardii (SB) no trato
intestinal (McFarland, 2010).

A dose de ataque de S. boulardii € um fator importante no tratamento. Vale ressaltar que
para a efetividade dos diferentes mecanismos de acdo do SB, quantidades significativas desse
microrganismo viavel devem estar presentes nas doses administradas para a potencializagao
dos efeitos benéficos. Considera-se que esse microrganismo poderd agir no ecossistema
somente quando sua populagdo apresentar concentragdes iguais ou superiores a 10’ células
viaveis/g do contetido e a manutencdo da atividade metabolica. Portanto, na preparagao inicial
comercializada, deve-se contabilizar a concentra¢do de células vidveis que atinja os valores
citados quando no contetdo intestinal. Dessa forma, estima-se que a concentra¢do de células
vidveis na composi¢io de produtos probidticos deve ser superior a 10° a 10° UFC/g,
especialmente devido aos possiveis efeitos gastricos e duodenais (MARTINS et al., 2005).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria licenciou uma apresentagdo de
Saccharomyces boulardii que possibilita a utilizacdo de doses mais elevadas na fase inicial da
gastrenterite (trés capsulas de 250 mg - 100 mg de liofilizado contém no minimo 0,5 x 10’

células de Saccharomyces boulardii) no primeiro dia, seguidos de uma posologia mais baixa
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nos dias subsequentes (duas capsulas de 200 mg no segundo dia e uma capsula de 200 mg no
terceiro dia). Vale ressaltar que varios trabalhos comprovam a eficacia e seguranca de doses
aumentadas de S. boulardii no tratamento da diarreia aguda de diferentes etiologias (HTWE et
al., 2008, SZAJEWSKA et al., 2007, VILLARRUEL et al., 2007, HAFEEZ et al., 2002).

SB quando administrado por via oral, atinge concentracdes de estado estacionario no
prazo de trés dias e ¢ eliminado de 3-5 dias apds sua suspensao (GRAFF S et al, 2008;
ELMER GW et al, 1999). A possibilidade de transloca¢do de SB no interior do intestino &,
praticamente, inexistente, uma vez que a levedura ndo coloniza o c6lon (MCFARLAND &
BERNASCONI, 1993). A ingestao ocorre por via oral e, nestas condi¢des, a levedura ¢
insensivel a agdo dos sucos digestivos e de antibacterianos (BLEHAUT et al., 1989; BODDY
et al., 1991). A administracdo da levedura deve ser realizada de maneira repetida e regular,
pois ela ndo se implanta no tubo digestivo, embora seja capaz de atingir, rapidamente, altas
concentragdes no coélon (FULLER, 1992). Dois a cinco dias apos a descontinuacdo do seu

uso, ela ndo é mais encontrada nas fezes (BLEHAUT et al., 1989).

1.5. O Cancer

O cancer ¢ um conjunto de mais de cem doengas que tem em comum um crescimento
desordenado de células malignas, sendo no momento, a segunda causa de 6bito no mundo. A
Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) estima 27 milhdes de casos novos de cancer no mundo
em 2030, com uma expectativa de 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de sobreviventes a esta
doenca. Assim, nas ultimas décadas, esta doenga tornou-se um problema de saude publica
mundial. Estima-se, ainda, que o cancer, ja a partir de 2020, tornar-se-4 a doenga com a maior
taxa de mortalidade, superando as doengas cardiovasculares (WHO, 2013). No Brasil, para o
ano de 2016/2017, tivemos uma estimativa de incidéncia aproximada de 596 mil casos de
cancer, sendo 300.800 casos novos para o sexo feminino e 295.200 para o sexo masculino
(INCA, 2016).

O impacto destas estatisticas ¢ parcialmente amenizado quando ressaltamos os
importantes avancos terapéuticos na ultima década que prolongaram substancialmente a
sobrevida dos pacientes portadores desta grave neoplasia. Como por exemplo, a quimioterapia
paliativa aumenta a sobrevida global, a sobrevida livre de progressdo e a qualidade de vida

nos pacientes com o cancer colo-retal metastatico (CCRm) (PESSINO, SOBRERO, 2006).
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Por mais de 40 anos, a quimioterapia baseada em 5-Fluorouracil (5-FU) era o tnico
tratamento com atividade no CCRm. No entanto, durante os Gltimos 10 anos, uma série de
drogas tem demonstrado atividade para o CCR metastatico. Oxaliplatina combinada com 5-
FU/leucovorin bimensal mostrou ser superior a 5-FU/leucovorin em termos de taxa de
resposta, sem ter um impacto negativo sobre a qualidade de vida dos pacientes (De
GRAMONT et al., 2000).

Goldberg e Gill (2004) mostraram que a combinagdo de 5-FU com o irinotecano
apresentou taxas de resposta de aproximadamente 55% com uma sobrevida mediana de 22
meses. No entanto, no mesmo estudo, a mortalidade associada ao regime com fluorouracil em
bolus, exigia cautela e motivou a investigacdo por um comité independente para identificar os
motivos que teriam causado este problema. E, suas conclusdes apontaram para a alta
frequéncia de uma sindrome de toxicidade gastrintestinal.

Dentro das abordagens para o tratamento do cancer, a quimioterapia pode ser utilizada
como uma terapia propriamente dita ou como adjuvante de outras formas de tratamento

(DALE, 2008).

1.6. 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-FU ¢ uma droga antimetabolica da classe das fluoropirimidinas que foi
desenvolvida a partir da década de 50, com o objetivo de inibir processos essenciais, como a
incorporagdo de moléculas de DNA e/ou RNA, processo essencial para sintese e metabolismo
de novas células. (RUTMAN; CANTAROW; PASCHKIS, 1954).

O 5-FU ¢ um analogo da uracila adicionado a uma molécula de flior na posi¢do C-5
(FIGURA 3). No meio intracelular, ¢ convertido em varios metabolitos. Esses sdo metabolitos

ativos que interferem na sintese de RNA e na acdo da timidilato sintase (TS).
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FIGURA 4 - Estrutura quimica do 5-Fluorouracil (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON,
2003).

5-Fluorouracil pode ser convertido em trés metabolitos ativos, sdo eles: monofosfato de
fluordeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluordeoxiuridina (FAUTP) e trifosfato de
fluoruridina (FUTP). O mecanismo de ativagdo do 5-FU se da pela conversio em
monofosfato de fluoruridina (FUMP), que ¢ entdo fosforilada em difosfato de fluoruridina
(FUDP), que pode ser fosforilada no metabdlito ativo, o trifosfato de fluoruridina (FUTP), ou
pode ser convertido em difosfato de fluordeoxiuridina (FAUDP). Esse composto intermediario
do metabolismo de 5-FU pode ser fosforilado ou defosforilado dando origem aos metabolitos
ativos FAUTP e FAUMP, respectivamente. Um caminho alternativo ¢ catalisado pela timidina
fosforilase (TP) que converte 5-FU em fluordeoxiuridina (FUDR), que ¢ entdo fosforilado em
FAUMP pela timidina quinase. A conversdo do 5-FU em diidrofluorouracil (DHFU) pela
diidropirimidina desidrogenase (DPD) ¢ a etapa limitante do catabolismo de 5-FU, tanto em
células normais como em células tumorais. Em torno de 80% do 5-FU ¢é metabolizado no

figado (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003) (FIGURA 4).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=12724731&ordinalpos=18&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
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FIGURA 5 - Metabolismo hepatico do 5-Fluorouracil

O mecanismo de citotoxicidade atribuido ao 5-FU esta na sua capacidade de incorporar
fluoronucleotideo na molécula de DNA e/ou RNA, bem como pela inibigcdo da enzima
timidilato sintase (TS). A timidilato sintase ¢ importante no processo de fornecimento de
grupos timidilatos para o reparo e sintese de DNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON,
2003).

Por ser utilizado no tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o cancer de mama e
o coloretal, sendo de maior impacto nesse ultimo tipo. O 5-FU causa efeitos adversos que
variam consideravelmente de acordo com o tratamento, dose utilizada e via de administracao
e sdo mais evidentes em células com grande indice de mitoses, como tecidos de rapida
proliferacdo. Na medula 6ssea resulta em granulocitopenia e trombocitopenia, no trato
gastrintestinal resulta em mucosite oral, mucosite intestinal, faringite, esofagite, gastrite,
colite, entre outros (KOENIG; PATEL, 1970). Alopecia, dermatite, cardiotoxicidade e mais
raramente, neurotoxicidade também sao efeitos toxicos observados na utilizagdo do 5-FU
(PIRZADA et al., 2000).

A agdo do 5-FU ndo se limita somente as células neoplasicas, com isso, essas drogas
podem atuar em células normais tendo como resultado importantes efeitos colaterais que em

determinadas situagcdes podem determinar desde a reducao do esquema terapéutico como a
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sua total interrupcao, assim, podendo trazer grande prejuizo na eficacia do tratamento

oncologico.

1.7. Mucosite Gastrintestinal

Mucosite gastrintestinal ¢ o termo clinico usado para descrever as alteragdes
provocadas pela quimioterapia e radioterapia antineoplasicas sobre as mucosas, podendo
acometer o trato alimentar de maneira global ou localizada (cavidade oral ou mucosa
intestinal). A alta prevaléncia de manifestagdes clinicas adversas como disfagia, dispepsia,
diarreia, nauseas e vOomitos, dor abdominal, ulceras orais e anorretais, entre outras, sdo
resultado da pouca seletividade dos agentes antineoplasicos e da alta taxa de proliferacdo do
epitélio do trato gastrintestinal (GIBSON & KEEFE, 2006). A frequéncia relatada de
mucosite oral e intestinal varia 30-40% a quase 100% (KEEFE DM et al, 2007). Quando se
associa irradiacdo a quimioterapia em altas doses, a prevaléncia de mucosite atinge quase
100% dos pacientes, afetando mais de dois milhdes de pessoas no mundo a cada ano
(GIBSON et al, 2013).

A diarreia, um sintoma marcante na mucosite intestinal, é observada em
aproximadamente 70% dos pacientes em quimioterapia, sendo maior nos primeiros ciclos de
tratamento, quando se observa diarreia moderada a forte em até 25% dos pacientes (KEEFE et
al. 2007).

Portanto, a mucosite gastrintestinal tem o potencial de interferir diretamente na
eficacia do tratamento, aumentando os custos com a terapia e apresentando um grande
impacto sobre a qualidade de vida dos pacientes.

De acordo com uma revisao de Keefe e al (2007) observa-se uma maior incidéncia de
mucosite intestinal em relagdo a oral, nos pacientes em tratamento para cancer de coélon, uma
baixa incidéncia de mucosite oral e intestinal em pacientes submetidos ao tratamento de
cancer de pulmao, e uma alta incidéncia de mucosite oral em rela¢do a intestinal, nos regimes
para tratamento de cancer de mama e linfoma.

De acordo com Sonis (2014), a mucosite oral induzida por quimioterapicos e/ou
radioterapicos ¢ classicamente dividida em cinco fases, sendo uma sequéncia de eventos
bioldgicos: iniciagdo, resposta primaria ao dano, amplificagdo do sinal, ulceragdo e,
finalmente, cicatrizacdo, e possivelmente essas fases sdo as mesma para a mucosite intestinal.
Logo, os danos primarios no DNA geram mensageiros que envolvem a ativacao de citocinas e

stress (SCHUBERT M, et. al., 2004). Essa sequéncia de eventos por sua vez ¢ amplificada
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produzindo proteinas tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina-1p (IL-
1B) e interleucina-6 (IL-6), os quais causam dano tecidual direto (SONIS S, 2004).

A fase I, de iniciacdo ocorre logo apds a radiagdo ou quimioterapia. A lesdo celular
direta das células epiteliais basais ocorre simultaneamente com a geracdo de estresse
oxidativo e liberagcdo de espécies reativas de oxigénio (SONIS et al., 2004).

A fase II e III, a resposta primdria ao dano e amplificagdo dos sinais, respectivamente,
observadas nas células e tecidos da submucosa, sdo caracterizadas pela expressao de genes de
resposta precoce, c-jun, c-fos e Erg I, e pela ativagdo de fatores de transcricdo, como fator
nuclear-kB (NF-xB) (SCULLY et al., 2006). Adicionalmente, ocorre a ativacao de
macréfagos e subsequente injuria tecidual, mediada pelas metaloproteinases e produgdo
adicional de TNF-a. Logo, a liberagdo de mediadores inflamatorios, em resposta a quimio ou
radioterapia, resulta em uma série de retroalimentagdes positivas, amplificando e prolongando
a injuria tecidual, através de seus efeitos nos fatores de transcri¢do e nas vias da ceramida e
caspases, resultando em apoptose e liberacdo de mais mediadores inflamatérios como as
citocinas proinflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6.

A fase seguinte, fase IV ¢ denominada ulcerativa e, ¢ a mais sintomadtica e usualmente
ocorre durante o periodo de grave neutropenia do paciente. A lesdo e morte das células basais
epiteliais resultam em mudancas atroficas que culminam na real deterioracdo e quebra da
mucosa. Nessa fase ¢ comum a ocorréncia de infec¢ao secundaria, visto que a ulcera serve de
foco para a colonizagdo de microorganismos. Os produtos da parede celular de bactérias
penetram na submucosa estimulando a liberacdo de mais citocinas pro-inflamatorias, o que
resulta em inflamagdo, dor, possiveis infecgdes secundarias ou influxo sist€émico de
microorganismos € toxinas que, associado a neutropenia induzida pelas drogas
antineoplasicas, aumenta o risco de bacteremia e septicemia (ELTING et al. 1992, SONIS et
al., 2004).

A fase V ou fase de cicatrizagdo ¢ biologicamente dindmica, com sinaliza¢do da matriz
submucosa extracelular, estimulando a migragao, diferenciacdo e proliferagdo do epitélio.
Além disso, observam-se o retorno da flora microbiana normal e a recuperagdo do nimero de
leucéceitos (SONIS et al., 2004). Nosso grupo demonstrou que a glutamina e seu derivado

estavel alanil-glutamina aceleram a recuperacdo da mucosa oral lesada pelo uso de 5-FU

(LEITAO et al., 2007b).
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FIGURA 6: Fases Fisiopatologicas da Mucosite Gastrintestinal. Fonte: Adaptado de
SANCHO, BATTLE, CLEVERS, 2004. Nat Rev Cell Dev Biol, 20:695-723, 2004.

Quando ocorre a amplificagdo de sinais e a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias
culminado numa fase inflamatoria aguda, observa-se uma interacdo de diferentes estimulos
externos e internos, ¢ assim duas grandes vias de sinalizagdo sdo ativadas, a via NF-kB ¢ a via

MAP quinase.

1.8. As vias de sinalizacdo celular

Os diferentes estimulos externos sao integrados, internamente, por vias de sinalizacao
celular, logo o uso de quimioterapicos como o 5-FU ativam vias de sinalizag¢do celular. Desse
modo, no nivel dos enterdcitos, duas grandes vias de sinalizacdo celular se distinguem: o fator

de transcri¢gdo NF-kB e a via das MAP quinases.

1.8.1. O fator de transcricao NF-kB

O fator nuclear kB ¢ um fator de transcricdo que desempenha um papel critico na
coordenagdo das respostas imune, inata e adaptativa, regulando a expressao génica de varios
mediadores celulares (ZINGARELLI er al., 2003). Este fator foi descrito, pela primeira vez,

em 1986, por Sen e Baltimore, como um fator nuclear capaz de se ligar a cadeia leve kappa
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(k) de imunoglobulinas de linfocitos B, onde ele regula a transcricdo (SEN & BALTIMORE,
1986).

Sabe-se, atualmente, que o NF-kB ¢ um fator ubiquo, expresso na maioria dos tipos
celulares, e que ¢ um dimero composto de membros da familia Relish (Rel). Nos vertebrados
a familia NF-kB/Rel engloba cinco sub-unidades, chamadas p50, p52, p65 (RelA), c-Rel e
RelB. Essas sub-unidades podem formar homodimeros ou heterodimeros em varias
combinagdes. A mais comum consiste de dois polipeptideos de 50 kDa (p50) e 65 kDa (p65).
Normalmente, o NF-kB se encontra no citoplasma, numa forma fisicamente inativa, devido a
associacdo a proteinas inibidoras conhecidas como IkBs (Inhibitor k B proteins) B
(ZINGARELLLI, 2005).

O NF-kB pode ser ativado por diversos sinais, como: bactérias Gram-positivo e Gram-
negativo, produtos bacterianos (endotoxinas, peptideoglicanos, acido lipoteicoico), virus e
componentes virais, protozoarios, citocinas (como TNF-a e IL-1p), radicais livres e agentes
oxidantes (CAAMANO & HUNTER, 2002).

A ativagdo desse fator de transcrigdo requer a fosforilagdo de seus inibidores
fisiologicos, isto ¢, as IkBs, em especial a IkB-0, em residuos especificos de serina
(ZINGARELLI et al., 2003). A degradagdo proteolitica das IkBs permite que o NF-kB se
transloque para o nucleo, onde ele regula a expressdo de centenas de genes que sdo
importantes nas respostas imune e inflamatoria (ZINGARELLI et al., 2003) (FIGURA 7).
Esses incluem genes para citocinas, moléculas de adesdo e quimioquinas, receptores
requeridos para a adesao de neutrofilos e sua transmigragao nas paredes dos vasos sanguineos,
receptores envolvidos no reconhecimento imune (como membros do complexo principal de
histocompatibilidade) e proteinas envolvidas na apresentacdo de antigenos. Ativando a
expressao de varios genes que interagem no processo de apoptose e regulam a sobrevivéncia e
proliferagao celular. O NF-kB também modula a sobrevivéncia de neutréfilos e a proliferacao
e diferenciacdo de linfocitos B e T no local da inflamagdo, permitindo que essas células
desempenhem suas fung¢des imunoldgicas (SEN & BALTIMORE, 1986; CAAMANO &
HUNTER, 2002; ZINGARELLI et al., 2003).

Além do controle da resposta imune, o NF-kB estimula a expressdo de enzimas cujos
produtos contribuem para a patogénese da resposta inflamatoria, incluindo a ciclo-oxigenase-
2, a forma induzivel da 6xido nitrico sintase, e uma variedade de citocinas pro-inflamatoérias.
Virios desses mediadores inflamatdrios, que sdo regulados pelo NF-kB (como TNF-a, IL-1
e IL-8) podem, por sua vez, ativar este fator de transcri¢ao, criando, dessa forma, um ciclo
inflamatorio que se auto mantém, o que aumenta a gravidade e a duragdo da resposta

inflamatéria (CAAMANO & HUNTER, 2002; ZINGARELLI et al., 2003). Do mesmo modo,
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como parte de um controle de “feedback’ negativo do processo inflamatorio, o NF-kB induz a
transcricdo de seu proprio inibidor (IkB-a), ativando um mecanismo que limita sua prépria
ativagdo. Desse modo, ¢ possivel que exista um balanco dindmico entre 0 mecanismo de
defesa e o papel inflamatério do NF-kB. Entretanto, esse balango pode ser desligado quando
se ativa uma resposta inflamatodria sistémica exagerada, levando a uma ativagao prolongada
do NF-kB e inapropriada expressao de moléculas toxicas (CAAMANO & HUNTER, 2002;
ZINGARELLI et al., 2003).

IL-1, TNF, LPS
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FIGURA 7. Ativacao do fator de transcricio NF-kB. O NF-kB ¢ mantido no citoplasma
pelas proteinas inibidoras IkBs. Sob determinados estimulos, IkB ¢ fosforilado, ubiquitinado e
degradado, e o NF-kB fica livre para migrar para o nucleo, onde induz a transcrigao de
diversos genes dependentes de kB. NF-kB ¢, depois, inativado por novas proteinas IkBs

sintetizadas. (JOBIN & SARTOR, 2000).
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1.8.2 As MAP quinases

As MAP quinases sdo vias de sinalizagdo fortemente conservadas ao longo da
evolucdo. As vias envolvendo as MAP quinases constituem as vias mais importantes da
transdugdo do sinal, da superficie celular ao nucleo. Elas estdo implicadas na proliferagao,
diferenciacdo e morte celular. Sio uma cascata onde cada membro ativa outro por fosforilagao
dos residuos treonina e/ou tirosina.

Na extremidade da cadeia encontramos as MAP quinases controle. A cascata cldssica
de MAP quinase consiste da ativagdao de trés proteinas quinases intracelulares, que se inicia
quando o primeiro membro, MAP quinase quinase quinase (MAPKKK), ¢ ativada. MAPKKK
¢ uma proteina quinase que fosforila e ativa MAP quinase quinase (MAPKK), e essa ativagao
¢ seguida pela ativagdo de uma MAP quinase especifica (FIGURA 8). Dessa maneira, as
MAPKSs ativam numerosas proteinas quinases, proteinas nucleares e fatores de transcrigdo,
levando a uma transducao do sinal.

A ativagdo da cascata de MAPK ¢ rapida e possibilita as células responder a mudangas
ambientais de uma maneira regulada. Trés grandes grupos de MAP quinasses sao
reconhecidas em células de mamiferos: ERK1/2 (extracellular signal regulated kinase), p38 e
JNK (c-Jun NH2 terminal kinase) (WAETZIG & SCHREIBER, 2003; CUSCHIERI &
MAIER, 2005) que, junto com NF-kB, controlam a resposta celular ao estresse e a
inflamacgao.

A MAP ERK foi a primeira proteina da familia das MAPK identificada, apresentando-
se sob duas isoformas, ERK1 e ERK2, também conhecidas por p44 e p42 MAPK e,
normalmente, referida como ERK1/2 (p44/42). Esta proteina esta envolvida, primariamente,
na prolifera¢do, transformacdo e diferenciagdo celular (COWLEY et al., 1994; HILL &
TREISMAN, 1995; HUNTER, 1995; MARSHALL, 1995). Sua ativacdo ¢ iniciada pela
fosforilagdo e ativacdo de Raf (MAPKKK), seguida da fosforilagdo e ativacdo de MKK1/2
(MAPKK), que leva a ativagdo de ERK1/2 (MAPK) (KOLCH, 2000) (FIGURA 9).

p38 MAPK, também conhecida como RH (ROUSE et al., 1994) ou CSBP (HAN et
al., 1994), ¢ ativada em resposta a estresses fisiologicos, endotoxina, estresse osmotico,
exposicdo a raios ultravioleta, citocinas inflamatérias, LPS e fatores de crescimento
(FRESHNEY et al., 1994; HAN et al., 1994; LEE et al., 1994; ROUSE et al., 1994;
RAINGEAUD et al., 1995) e participa na cascata de sinaliza¢do, controlando as respostas
celulares a citocinas e estresses celulares (FRESHNEY et al., 1994; HAN et al., 1994; LEE et
al., 1994; ROUSE et al., 1994). Cinco isoformas do grupo p38 ja foram identificadas: p38-a
(SAPK2), p38-b, p38-b2, p38-g (SAPK3) e p38-d (CHEN et al., 2001). A expressdo dessas
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isoformas varia entre os tecidos. p38-a ¢ altamente expressa em leucdcitos e medula dssea,
p38-b ¢ expresso no coracao ¢ no cérebro, e p38-g ¢ expresso, predominantemente, nos
musculos esqueléticos. A ativacdo de p38 ¢ iniciada pela fosforilacdo e ativagdo de MEKK4,
TAKI1, ASK-1, MLK3 (MAPKKK), seguida da fosforilagio e ativagdo de MKK 3.,4,6
(MAPKK), que fosforila p38 (MAPK) nos residuos treonina 180 e tirosina 182 (CUSCHIERI
& MAIER, 2005) (FIGURA 6).

A MAPK JNK foi originalmente identificada como uma proteina quinase de 54 kDa
ativada por estresse e, por isso, ¢ também conhecida por SAPK (stress-activated protein
kinase). Ela ¢ ativada por varios estimulos que ativam p38, como LPS, TNF-a, IL-1p, estresse
osmoético e radiacao ultravioleta (DAVIS, 1999; ICHIJO, 1999; CHEN et al., 2001;
KYRIAKIS & AVARUCK, 2001). As proteinas quinases JNK sao codificadas por trés genes:
JNK1, INK2 e JNK3. JNK 1 e 2 sdo expressos de forma ubiqua, enquanto JNK3 ¢ expresso
apenas no cérebro, coragdo e testiculos. Quando ativada como um dimero, JNK se transloca
para o nucleo onde regula a transcri¢do, via seus efeitos no c-Jun, ATF-2 e outros fatores de
transcricdo. A ativagdo de JNK ¢ iniciada pela fosforilagao e ativagao de MEKK1-5, TAK1,
ASK1 e MLKI-4 (MAPKKK), seguida da fosforilagdo e ativacio de MKK4 e MKK?7
(MAPKK), que fosforila JNK (MAPK) na treonina 183 e tirosina 185 (CUSCHIERI &
MAIER, 2005) (FIGURA 8).

A MAP JNK ativada fosforila ATF-2, Elk-1 e c-Jun. Desse modo, JNK desempenha um
importante papel na ativagdo do fator de transcricio AP-1, que € constituido de um
homodimero c-Jun ou um complexo c-Jun-c-Fos. Embora os efeitos de JNK ndo sejam tdo
bem compreendidos como os de ERK e p38, este desempenha um importante papel na
expressao de TNF e oxido nitrico sintase induzivel em macréfagos e monocitos (LAHTI et
al., 2003). Adicionalmente, JNK desempenha um papel na proliferacio de células T,
diferenciacdo e producdo de IL-2. Os sinais de estresse sao transmitidos a essa cascata pelas
pequenas proteinas GTPases da familia Rho (Rac, Rho, Cdc42). Racl e Cdc42 medeiam a
estimulacdo de MEKKs e MLKs. Alternativamente, MKK4-7 podem ser ativadas por uma via
independente de GTPases, via estimulagdo de um membro da familia quinase centro germinal

(GCK, germinal center kinase) (KYRIAKIS, 1999).
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FIGURA 8. Esquema mostrando a sinalizacao celular via cascata das MAP quinases
ERK, JNK e p38. (Adaptado de KATSOULIDIS et al., 2005).

1.8.3. As Citocinas

Os quimioterapicos promovem a liberagdo de citocinas do epitélio e dos tecidos
conectivos na primeira fase da inflamagao (SONIS, 2015). Citocinas como o fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina 1B (IL-1B) podem iniciar uma resposta inflamatoria que
resulta em aumento da vascularizagdo sub epitelial (PICO et al., 1998). Uma quimiocina
produzida e liberada por macrofagos e células epiteliais, ¢ implicada na ativagdo de
neutr6filos, monocitos, basodfilos e linfocitos T por meio de sua ligagdo com o receptor

CXCR2, a CXCLI1 (TRAVES SL et al., 2004).

Citocinas podem induzir apoptose e tém contribuido para a disfungao de barreira
presente nos processos inflamatérios intestinais (STRATER et al., 1997). Citocinas
inflamatorias, tais como IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-2 e citocinas anti-inflamatorias, tais
como IL-1ra, TGF-B, IL-10 e IL-11 podem estar envolvidas na lesdo e reparo da mucosa

(WILSON; GIBSON, 1997).
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O TNF-0, uma importante citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por
macréfagos € mondcitos ativados, exerce um papel chave como mediador das respostas
inflamatoérias e imunes (DOHERTY et al., 1991; SCHMIDT-CHOUDHURY et al., 1996).
Muitos disturbios estdo frequentemente associados com uma elevagdo sérica dos niveis de
TNF-0, e muitos procedimentos terapéuticos, como quimioterapia, irradiacao e transplante de
medula 6ssea, podem induzir a expressao de TNF-o (YANG et al., 1997).

A lesdo intestinal relacionada ao 5-Fluorouracil, leva a ativacdo de mediadores
inflamatorios, como TNF-a, IL-1 e IL-4 (JUSTINO et al, 2014; SOARES et al, 2013). O uso de
animais knockout para o receptor do PAF (Fator de Ativagdo de Plaquetas) ou do antagonista de
receptores de IL-1 (IL-1ra) preveniram o dano e os distirbios de motilidade intestinais associados
a este quimioterapico. Adicionalmente, Wu e colaboradores (2011), demonstraram que o uso do
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) foi capaz de diminuir a apoptose nas criptas jejunais, de
atenuar as alteracdes histopatologicas e de reduzir a gravidade da diarreia, em camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil.

Interleucina-6 (IL-6) é uma citocina que provoca uma variedade de respostas celulares
e fisioldgicas, incluindo a resposta imunitaria, inflamagao, hematopoiese, ¢ oncogénese. Ela
pode ser produzida diretamente pelas células musculares lisas durante a inflamagao intestinal
(SCHWARZ et al., 2004; WEHNER et al., 2005).

Sabe-se que uma infeccdo ou um dano no organismo, como o uso de um
quimioterapico, resulta em inflamacdo, cuja principal caracteristica € o recrutamento de
neutrofilos do sangue para o tecido onde ocorreu o dano. Esse processo ¢ direcionado por
polipeptideos quimiotaticos de 8 a 14 kDa, conhecidos como quimiocinas. Aproximadamente,
40 quimiocinas sdao conhecidas (ZLOTNIK & YOSHIE, 2000). A IL-8 foi identificada em
1987 como um novo tipo de citocina ativadora de neutrofilos e muitas de suas propriedades,
incluindo sua estrutura tri-dimensional, receptores, mecanismos de sinalizacdo e fungdes
adicionais na angiogénese, progressao de tumores, mitose e remodelamento tissular, sdo bem
conhecidas (BAGGIOLINI & CLARK-LEWIS, 1992). Uma de suas principais propriedades ¢
a variagdo nos niveis de expressao. Normalmente, a IL-8 ¢ fracamente secretada em células
ndo-induzidas, mas sua producdo ¢ rapidamente induzida por uma grande variedade de
estimulos, que abrangem as citocinas pro-inflamatorias, como TNF- o ou IL-1B
(KASAHARA et al., 1992; BRASIER et al., 1998), bactérias (AIHARA et al., 1997;
HOBBIE et al., 1997), produtos virais MURAYAMA et al., 1997; MASTRONARDE et al.,
1998) e estresse celular (DEFORGE et al., 1993; SHAPIRO & DINARELLO, 1995; LEE et
al., 1997, SONODA et al., 1997). Entretanto, alguns estimulos, como IL-1f e TNF-a,
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aumentam a expressao de IL-8 em mais de 100 vezes (KASAHARA et al., 1992;
MURAYAMA et al., 1997; SONODA et al., 1997; BRASIER et al., 1998).

Enfim, as citocinas formam um grupo diversificado de proteinas de sinalizacdo
intercelular que regulam ndo apenas as respostas inflamatorias e imunoldgicas locais e

sistémicas, como também a cicatrizagdo, a hematopoese e outros processos biologicos.

1.9. MYDSS e os Receptores Toll-Like

O MyD88 (fator de diferenciagdo mieldide 88) ¢ uma molécula adaptadora essencial
para sinalizagdo através dos TLRs e IL-1R resultando na transdugdo de sinais e na producao
de citocinas pro-inflamatorias.

Existem duas cascatas de sinalizagdo, uma dependente de MyD88 e outra MyD88
independente. Na primeira via, o dominio TICAM (do inglés “Toll Interleukin-1 receptor-
containing adapter molecule) se associa a molécula adaptadora MyD88, comum a quase
todos os TLR, que leva a ativacdo da expressdo de centenas de genes da resposta inflamatoria
induzidos pelo fator de transcricdo NF-kB (KAWAI et al, 1999; TAKEUCHI et al, 2000).

Os receptores TLR3 e TLR4, entretanto, sdo capazes de ativar a via de sinalizagdo
independente do adaptador MyD88, que ¢ mediada pelas moléculas adaptadoras TRIF e
TRAM, com resultados distintos. Esta via ¢ capaz de induzir a fosforilagdo de elementos
reguladores de interferon (IRFs), culminando na sintese de interferons do tipo I, tais como
IFN-y e B. Outra caracteristica desta via € a indu¢do de NF-kB tardiamente, em um processo
mediado pela proteina cinase RIP-1(YAMAMOTO et al, 2000; UEMATSU & AKIRA,
2007).

Os receptores Toll-like (TLRs) funcionam como receptores de reconhecimento padrao
(PRR) presentes nos macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e monocitos/macrofagos. Em
geral, reconhecem padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs), que sdo moléculas
enddgenas liberadas nos processos de morte celular ou necrose, e padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs), como flagelina, DNA bacteriano, peptidoglicano, RNA
viral ou LPS (Figura 9) (KAWAI & AKIRA, 2009; 2010; TAKEUCHI & AKIRA, 2010).
Este processo de reconhecimento dard inicio a resposta imune inata caracterizada pela
secre¢ao de citocinas e quimiocinas € aumento da expressdo de moléculas de adesdo. A agdo
conjunta desses fatores ira estimular e facilitar a migracdo de células especializadas
responsaveis por desencadear a resposta imune adaptativa (AKIRA & TAKEDA, 2004;
LIEW et al, 2005; ARANCIBIA et al, 2007).
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FIGURA 9: Ligantes especificos para receptores Toll-like. Os receptores Toll-like (TLR)
reconhecem uma variedade de Padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS). O
reconhecimento do TLR4 requer duas proteinas acessorias: CD14 ¢ MD2. O TLR2 reconhece um
ampla quantidade de ligantes ndo relacionados estruturalmente e funciona em combinagdo com outros
(mas néo todos) receptores Toll, incluindo TLR1 e TLR6. TLR3 esta envolvido no reconhecimento de
fita-dupla (dsRNA). TLRS ¢é especifico para flagelina bacteriana, enquanto TLRY é o receptor para
CyG nido metilado, que sdo abundantes no DNA bacteriano. LPS: Lipopolissacarideo. G-: Gram
negativo. G+: Gram positivo. Proteina F do virus sincicial respiratorio. CYG DNA: DNA bacteriano.

Fonte: Adaptado de MEDZHITOV, 2003. Nature Reviews Immunology, 1:135-145, 2003.

Os TLRs s3o encontrados na membrana citoplasmatica ou em compartimentos
endossomais intracelulares, estruturalmente os TLRs sao classificados como receptores
transmembrana € possuem trés caracteristicas comuns; um dominio extra-celular contendo
repeti¢des ricas em leucina (LRR), uma regido transmembranar curta, ¢ um dominio
intracelular homologo ao do receptor para IL-1 conhecido como TIR (Receptor Toll/IL-1)
essencial para a transdugdo dos sinais (AKIRA & TAKEDA, 2004). A familia dos receptores
do tipo Toll compreende, at¢ o momento, treze proteinas identificadas em mamiferos (13
receptores identificados em camundongos e 11 receptores em humanos) (KAWAI & AKIRA,

2009).
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Os receptores Toll-like e a familia dos receptores da interleucina 1 (IL-1Rs), incluindo
IL-1R e IL-18R, apresentam homologia em sua regido citoplasmatica, conhecida como
dominio Toll/IL-1R (TIR) (Figura 9) (SLACK er al, 2000; AKIRA & TAKEDA, 2004).
Apesar desta similaridade, a por¢do extracelular de ambos receptores € estruturalmente
diferente. Os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 estdo presentes na membrana plasmatica, de modo que eles
contém um dominio intracelular, constituido de proteinas do tipo TIR (MyDS88, TIRAP, TRIF
e TRAM), e um extracelular (repetigdes ricas em leucina, LRR). Entretanto, os TLRs 3, 7, 8§,
9 e 10 estdo localizados intracelularmente (AHMAD-NEJAD et al, 2002).

O dominio TIR ¢ requerido para iniciar a geragdo dos sinais intracelulares, sendo que a
proteina MyD88 esta presente em todos os receptores, exceto no TLR3 (AKIRA & TAKEDA,
2004; McGETTRICK & O'NEILL, 2010). Este dominio inicia o recrutamento do gene
adaptador primario da resposta mieloide (MyD88) e a consequente ativacdo da familia de
receptores de IL-1 associado a quinases (IRAK). A ativacdo da IRAK induz a liberacdo de
serina e treonina quinases responsaveis pela degradacdo do IkBa (inibidor de NF-xB). A
diminui¢do das concentragdes citoplasmaticas IkBa permite que o fator de transcricao NF-kB,
se desloque do citoplasma para o nticleo, uma vez no nucleo da célula, o NF- kB interage com
genes kKB dependentes, induzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e outros
mediadores inflamatorios importantes para a resposta imune (Figura 10) (TAKEDA et al,

2003; AKIRA & TAKEDA, 2004).
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Figura 10: Vias de Sinalizacio dos receptores Toll-like. Os receptores Toll-like (TLR) e a
familia de receptores IL-1 apresentam diversos componentes da sinalizagdo, incluindo o
adaptador MyD88, a proteina de interagdo do Toll (TOLLIP), a proteina quinase IRAK e
TRAF6 (fator 6 associado ao receptor de TNF). TRAF6 pode ativar o fator nuclear kB (NF-
kB) através de TAKI1 e JNK e p38 MAP quinase através de MKK6 (proteina quinase 6
ativada por mitégeno). TLR4 sinaliza através de outra proteina adaptadora além do MyDS8S.
TIRAP (Dominio de homologia dos receptores Toll/Interleucina-1 que contem a proteina
adaptadora) que ativa a sinalizagdo do TLR4 independente de MyD88. TLR: Receptor Toll-
like, MyD88: Fator de diferenciacao mieldide 88, IRAK: Kinase associada ao receptor de IL-
1, TRAF6: Fator 6 associado ao receptor TNF, JNK: Proteina Kinase c-Jun NH,-terminal.
Fonte: Adaptado de MEDZHITOV, 2003. Nature Reviews Immunology, 1:135-145, 2003.
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Sugere-se que os mecanismos regulados por TLRs possam ter participagdo
fisiopatoldégica em uma gama de desordens, incluindo doengas autoimunes, alérgicas ou
infecciosas (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000). Estudos mostram que os receptores Toll-
like estdo envolvidos em varios distarbios gastrintestinais, tais como doenca celiaca
(THOMAS et al, 2006), doenga inflamatoria intestinal (FRANCHIMONT et al, 2004), cancer
de colon (CLEVERS, 2004) e colite infecciosa (UEMATSU et al, 2006).

O receptor Toll-like 2 (TLR2) reconhece componentes de uma grande variedade de
microorganismos. Estes incluem lipoproteinas de patdgenos, tais como bactérias gram-
negativas, Mycoplasma e Shigella, peptidoglicano, acido lipoteicdico de bactérias gram
positivas e reconhece LPS atipicos, entre outros (Quadro 1) (NETEA et al, 2003).

O receptor Toll-like 4 (TLR4) forma um complexo membranar com as proteinas CD14
e MD-2, ¢ ativado pelo PAMP, lipopolissacarideo (PARK et al., 2009), iniciando uma
sinalizacdo de um dominio intracelular TIR (Toll/Receptor IL-1) via moléculas adaptadoras,
predominantemente MyD88 (Fator de diferenciacdo mieloide 88) (O’NEIL & BOWIE, 2007).
Cinco das seis cadeias lipidicas do LPS se ligam a MD2 e a cadeia lipidica remanescente
associa-se ao TLR4 ocorre entdo a homodimerizagdo e a fase inicial da ativa¢do do receptor

(KAWAI et al, 2010).



QUADRO 1 - Receptores Toll-like e seus principais ligantes

Receptor Ligante Origem do ligante

TLR1 Triacil Lipopeptideos Bactérias e micobactérias
Fator soluvel Neisseria meningitidis

TLR2 Lipoproteinas/Lipopeptideos Virios patogenos
Peptidoglicano Bactéria gram positiva
Acido lipoteicéico Bactéria gram positiva
Lipoarabinoman Micobactéria
Modulin fenol sohivel Staphylococcus epidermidis
Fosfolipidios glico Inositol Trypanosoma cruzi
Glicolipideo Treponema maltophilum
Lipopolissacarideo atipica Leptospira interrogans
Lipopolissacarideo atipica Porphyromonas gingivalis
Zimosan Fungos
Proteina de choque térmico 70 Hospedeiro

TLR3 RNA de dupla hélice Virus

TLRA4 Lipopolissacarideo Bactéria gram negativa
Taxol Plantas
Proteina de Fusdo Virus sincicial respiratdrio
Proteina de choque térmico 60 Chiamydia pneumoniae
Proteina de choque térmico 70 Hospedeiro
Oligossacarideos de acido Hospedeiro
hialurénico
Fibrinogénio Hospedeiro

TLRS Flagelina Bactéria

TLR6 Diacil lipopeptideos Micoplasma
Acido lipoteicdico Bactéria gram positiva
Zimosan Fungos

TLR7 Imidazoquinolina Comipostos sintéticos
Loxoribina Compostos sintéticos
RNA de dupla hélice Virus

TLRS Imidazoquinolina Compostos sintéticos
RNA de dupla hélice Virus

TLR9 DNA contendo CpG Bactérias e virus

TLR10 N.D N.D

TLRI11 N.D Bactérias uropatogénicas
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Fonte: AKIRA & TAKEDA, 2004. Nat. Rev. Immunol. 4: 499-511, 2004. TLR: Receptores
Toll-like. N.D.: Nao determinado

Por ser uma bactéria Gram-negativa, a E. coli exprime em sua parede externa o LPS,
uma molécula extremamente imunogénica. A LBP (LPS-binding protein), proteina de ligacao
ao LPS, ¢ uma proteina sérica cuja principal caracteristica ¢ apresentar o LPS sob a forma
monomérica ao receptor CD14, sua forma livre em solucao sendo micelar (SALEZ & MALO,

2004). A fixagdo do LPS a célula ndo provoca a ativacao celular de imediato. O intervalo de
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tempo necessario a ativagao (15 a 30 minutos) se explica pela necessidade de internalizar o
complexo LPS/CD14. Alguns estudos mostram que o bloqueio da fusdo endossémica ou da
internalizacdo provocam uma ruptura na sinalizagdo induzida pelo LPS (TRIANTAFILOU &
TRIANTAFILOU, 2002).

Baseado na literatura, o presente trabalho destinou-se a pesquisa dos possiveis
mecanismos das vias celulares NF-kB, MAPK e TLR/MyD88 que sdo alterados pelo 5-

Fluorouracil e que podem estar envolvidos no mecanismo de acdo do SB.



JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ uma das doengas mais incidentes no mundo, sendo a segunda causa de
obito. Estima-se que em 2030 existam 75 milhdes de sobreviventes a esta doenga, muitos
sofrendo os efeitos colaterais da terapia anti-cancer. Dentre os tipos de cancer, o cancer
colorretal (CCR) ¢ a terceira neoplasia mais prevalente em todo o mundo e responsavel por
cerca de 8% das mortes relacionadas ao cancer. E, o 5-Fluoruracil, ¢ um antineoplésico
bastante utilizado nos tratamentos anticancer, principalmente para o cancer colorretal, e,
infelizmente esse tratamento antineopldsico pode causar diversos efeitos colaterais, como
efeito colateral bastante relevante temos a mucosite intestinal.

Existe um grande nimero de agentes que tém sido estudados para a prevengdo e ou
manejo das mucosites induzidas pela quimioterapia do cancer (HERRSTEDT, 2000). Assim
as abordagens terapé€uticas ou preventivas das formas intestinais das mucosites t€ém incluido
os usos de citocinas, prostaglandinas, vitaminas, drogas antiinflamatérias, glutaminas e
probidticos (SUMAN A, et al. 2004).

O interesse no uso de agentes microbianos vivos, os probidticos, com o propdsito de
beneficiar a saide do hospedeiro e prevenir ou tratar doengas tem sido bastante explorado
nesses ultimos anos.

Esses organismos vém sendo propostos como medicamentos para prevencao ou
tratamento de um grande numero de desordens gastrintestinais. A grande vantagem da terapia
com os probidticos ¢ a auséncia de efeitos secundérios, como a selecdo de bactérias
resistentes. Os efeitos benéficos destes microrganismos sdo basicamente os mesmos da
microbiota normal do corpo humano. O que se faz, neste caso, ¢ a utilizagdo, em grande
quantidade, daqueles que possuem eficacia comprovada, podendo ser constituintes normais da
microbiota, como € o caso das bifidobactérias e dos lactobacilos, ou ndo, como da levedura
Saccharomyces boulardii.

Atualmente, a principal levedura disponivel no mercado para uso como probiodtico em
seres humanos, e com eficicia comprovada, é a SB (Floratii®). E um medicamento
patenteado pelos Laboratoires Biocodex (Paris, Franga), e comercializado no Brasil pela
MERCK S.A. (Rio de Janeiro, RJ).

No presente trabalho objetivamos investigar o efeito da levedura Saccharomyces
boulardii nos padroes gerais e inflamatorios do desenvolvimento da mucosite intestinal
induzida pelo 5-Fluorouracil, tanto em animais como in vitro, utilizando as células de
adenocarcinoma de coélon retal humano (Caco2). Os experimentos celulares foram realizados

no laboratorio da Dra. Dorota Czerucka (Laboratoire de Gastroentérologie et Nutrition,
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Faculté de Médecine, Université de Nice-Sophia Antipolis, Nice, France). Que ja trabalha
com o Saccharomyces boulardii desde 1982, mostrando sua eficicia no combate,
principalmente as infec¢des bacterianas gastrintestinais.

Acredita-se que, por meio dessas avaliagdes do Saccharomyces boulardii na mucosite
intestinal induzida por 5-Fluorouracil, podemos encontrar agdes terapéuticas mais adequadas que
possam ser implementadas melhorando a satude e a qualidade de vida das pessoas que precisam

utilizar a terapia anticancer.



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

v' Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii em eventos inflamatdrios e nas vias de
sinalizacdo celular NF-kB, MAPK e TLR/MyD88 na mucosite intestinal induzida por

5-Fluorouracil e em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii nas alteragdes de variagdo de peso
corporal, diarreia, alteragdes histopatoldgicas, infiltragdo neutrofilica no curso da

mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos.

v Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii na atividade anti-inflamatoria e produgéo
de citocinas pro-inflamatorias no curso da mucosite intestinal induzida por 5-
Fluorouracil em camundongos e, em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil, in

vitro.

v Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii na via de sinalizagio celular, NF-kB, em
animais com mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil e, em células Caco2

incubadas com 5-Fluorouracil, in vitro.

v' Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii na via de sinalizagido celular, MAPK

(ERK 1/2, p38 e INK), em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil, in vitro.

v Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii na participagdo da proteina adaptadora

MyD88 na mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos.
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v Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii na expressdo dos receptores Toll-Like 2

e Toll-like 4 na mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos.

v Avaliar o efeito do Saccharomyces boulardii na participagdo de receptores Toll-like 2
e Toll-like 4 em células Caco?2 incubadas com 5- Fluorouracil e infectadas ou ndo com

Lipopolissacarideo (LPS).



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss jovens, machos, pesando entre 25-30g,
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard. Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno, a temperatura ambiente, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12h, recebendo
racdo padrao (Purina Chow) e agua “ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum de

solidos 18 horas antes da realizagdo dos experimentos.

4.2. ASPECTOS ETICOS

Os protocolos experimentais desenvolvidos foram realizados de acordo com os
Padrdes de Uso de Animais de Laboratério da UFC. A pesquisa foi previamente submetida a
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara e
aprovado de acordo com o protocolo CEPA n° 98/11. Todos os esforcos foram realizados no

sentido de reduzir o nimero de animais, a dor, o sofrimento e o estresse dos mesmos.

4.3. CULTURA CELULAR

Foram utilizadas células epiteliais de adenocarcinoma do colon humano (Caco2), que
foram obtidas da European Collection of Animal Cell Culture (Salisbury, England) e
cultivada em frascos de 75 cmz, a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO2, cultivadas
em frascos de 75 cmz, em meio completo, constituido dos meios Dulbecco-Vogt modified
Eagle (DMEM) (SIGMA, Saint Quentin 73 Fallavier, France), na propor¢cdo de 1:1,
suplementado com 1% de glutamina, 1% MEM Non-essential Amino Acid Solution (SIGMA
M7145), 20% de soro fetal bovino (HYCLONE, Bezons, France), 50 mg/ml de penicilina e
50 mg/ml de estreptomicina (SIGMA, Saint Quentin Fallavier, France), conforme descrito por

CZERUCKA et al. (2000). O meio foi trocado a cada 48 horas e, apds confluéncia de



71

aproximadamente 80-90%, as células foram tripsinizadas com uma solucdo de 0,25% de

tripsina-Edta (SIGMA) e, cultivadas em placas de 6 pocos para os experimentos posteriores.

a) Tripsinizacao e contagem das células

Antes da realizagdo da contagem, as células aderidas (Caco2) na placa de cultura
confluente foram liberadas da superficie em que se encontravam aderidas. Utilizou-se
Tripsina-EDTA, a tripsina age digerindo e clivando as proteinas de adesdao; e o EDTA, por
sua vez, quela os cations divalentes livres (CURI & PERES, 2005).

Para iniciar o processo de tripsinizacdo, verificou-se a confluéncia das células com o
auxilio do Microscopio invertido, em seguida o frasco foi devolvido a incubadora até o
momento do uso. E feito entdo o processo de limpeza do fluxo laminar ligando-se a luz
ultravioleta durante 30 minutos, colocaram-se no fluxo todo o material a ser utilizado.

Adicionou-se 1 mL de Tripsina-EDTA ao frasco com as células a fim de desprendé-las
durante 5 minutos na estufa. As células ja tripsinizadas adicionaram-se 4 a 5 mL de meio com
soro bovino fetal misturando suavemente a solucdo. As proteinas do soro s3o clivadas pela
tripsina e competem com as moléculas de adesao das células, permanecendo as viaveis. Apds
o recolhimento da solugdo (células, meio, tripsina-EDTA) para um tubo falcon de 15 mL
foram centrifugadas a 1500 rpm por 8 min sob refrigeracio a 4°C. Removeu-se
cuidadosamente o sobrenadante do tubo falcon, e em seguida adicionaram-se ao pellet 5 mL
de meio com glutamina e ele foi resuspendido. Depois, retirou-se 100 pL da suspensdo de
células e colocados em tubo de 2 mL contendo 900 pL. de meio DMEM, fazendo uma diluigao
de 1:10 para a realizacdo da contagem de células.

A contagem de células foi realizada na camara de Neubauer com auxilio de microscopio
optico (100X), foram contados os quatro quadrantes e feita a média para obtengdo do
resultado. As células sobre as linhas inferiores e da direita ou superiores e da esquerda foram
excluidas da contagem. A concentragdo total de células na suspensao original foi calculada da

seguinte forma:
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A =N oral de células contadas x 10% x fator de diluicao (10)

N° de quadrados contados

Sendo a seguinte formula utilizada para o plaqueamento das células:

Ax100xVI=C2x V2

A — concentracdo contada na camara de Neubauer

V1 — volume a ser retirado das células

C — concentracdo de células desejada para o experimento

V2 — volume total para preenchimento das placas.

Apds o preparo da nova solugdo, os pogos foram plaqueados para os experimentos. Foi
verificada ao microscopio invertido a quantidade de células adicionadas aos pogos € em

seguida levados a incubadora de CO2.

4.4. LEVEDURAS

O probiotico utilizado foi o Saccharomyces boulardii do Laboratoires Biocodex, Paris,
Franca (Ultra-levure®) e do Laboratorio MERCK, Rio de Janeiro, RJ, Brasil (Floratil®).

As linhagens foram mantidas em meio contendo 1% de extrato de levedura, 2%
de peptona e 25% de glicerol e conservadas a -86°C, em tubos criogénicos de 2 ml.
Para todos os experimentos celulares, as leveduras foram crescidas em meio YPG (1% de
extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose), a 37°C, por 24 h, sob agitacdao

constante (150 rpm) e concentradas para obter uma quantidade de 10° UFC/ml.



4.5. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORAIS

- Agitador Vortex — Cetomart MV

- Autoclave

- Balanga Analitica Marte A1200

- Balanga Analitica Ohaus AS2600

- Banho-Maria BM100, Fanem

- Bomba Perfusora 900, Holter Holler. Extracorporeal Medical Specialties, King of Prussia,
PA, EUA

- Camera de contagem Neubauer

- Centrifuga refrigerada Eppendorf 5804R

- Contador Automatico de Células - Colter

- Deonizador de 4gua Mili-Q, Millipore

- Espectrofotometro de placas - ELISA ELX800, Biotek

- Espectrofotometro UV-VIS

- Estufa Incubadora de CO2

- Fluxo Laminar

- Fotometro de chama 443, Instrumentation laboratory, Lexington, EUA
- Frasco para cultivo celular de 75 cm2 (FALCON)

- Freezer -80°C, Thermo Scientific

- FujiFilm imaging system (LAS3000)

- Gaiola metabdlica em inox

- Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8

- HPLC c/coluna de troca idnica com software analisador de Carboidrato BioLC, Dione
- Lamina lisa para microscopia 26 x 76 mm

- Laminula 24 x 32 mm

- Laminula circular 13 mm

- Material cirurgico

- Medidor de pH, Hanna Instruments HI 8519N

- Membrana para Western Blotting - "Hyband" (GE Healthcare)

- MicroAmp, 96well 0,1ml (Applied Biosystems)

- Micropipeta Multicanal Gilson 200 pL
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- Micropipetas de 20, 100, 200 e 1000pul - Gilson

- Micropipetas Gilson de 2, 20, 200 ¢ 1000 uL

- Microscopio binocular Alphaphot2 VS2 - Nikon

- Microscépio Confocal, Olympus

- Microscépio Optico binocular acoplado a camera fotografica Olympus
- Microscépio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2

- Microscopio Optico de invertido Nikon Diaphot

- Micrétomo - Olympus

- Nanodrop (Thermo Scientific)

- Odyssey FC (Li-Cor Biosciences)

- Pipetas sorologicas de 1, 5 e 10 mL

- Placa de 96 pogos — TPP

- Placa estéril de 6 ¢ 24 pogos

- Plastico filme (Saran)

- Ponteiras para pipetas automaticas - Gilson

- PTC-100 Programmable Thermal Controller - MJ Research, Inc.
- Seringas - B-D Plastipak

- Step One Plus — qPCR - Applied Biosystems

- Tubos de Falcon 15 e 50 mL

4.6. DROGAS E SOLUCOES

- 2-Mercaptoethanol, for electrophoresis (Sigma)
- 5-Fluorouracil (5-FU) — Eurofarma

- Acido Sulfarico PA — Reagen

- Acido Tricloroacético 20% (TCA) — Vetec
- Acido tricloroacético 50% - Vetec

- Acrilamida 30% (Bio Rad)

- AEBSF (Sigma)

- Agua destilada

- Agua Mili-Q

- Albumin Bovine - BSA 10% (Sigma)

- Alcool 70%

74



75

- Amido Black (Sigma)

- Ampicilina (Sigma)

- APROTININE (Sigma)

- Avidina-Peroxidase (Dako)

- Azul de tripan 0,04%, (Sigma)

- Bleu Laemnli

- Brometo de hexadecitrimetilamonico 0,5% (HTAB) — Vetec
- Caldo BHI (Brain Heart Infusion)

- Cloreto de Potassio (KCL) 1,15% - Vetec

- Cloridrato de Quetamina 10% (Frasco ampola 10mL, Kensol®)
- Cloridrato de Xilazina 2% (Frasco ampola 10mL, Kensol®)
- Diaminobenzidina —-DAB (Dako)

- Dianisidine

- Dimetil Sulféxido (DMSO) a 100% (Merck)

- DMEN + GlutaMAX (Dulbecco'os Modified Eagle Medium) (Gibco by life Technologies)
- DMSO - Dimethyl sulfoxide (Sigma)

- DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline) (Gibco by life Technologies)
- DTNB 0,01M — Fluka

- ECL - Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare)
- EDTA 0,02M — Dinamica

- Eosina (Merck)

- Eter etilico — Dinamica

- Fenolsultaleina (PSP)

- Gentamicina

- GoTaq qPCR Master Mix (Promega)

- Hematoxilina (Merck)

- Kit Bioquimico para Enterobacterias (Probac®)

- Kit de extracdo de RNA (Applied Biosystems)

- Kit Fermentas (sintese de DNAc)

- Kit Macherey-Nagel (preparacdo de RNA)

- LEUPEPTINE (Sigma)

- Meio Agar BHI

- Meio Agar Muller Hinton

- Meio de cultura DMEM (Sigma)

- Men Non- Essential Amino Acid Solution



- MTT 5mg/mL (Sigma)

- NaCl

- NADPH

- Nitrato Redutase

- Nucleic Acid and Protein Purification (Macherey-Nagel)
- o-dianisidina (Sigma)

- Paraformaldeido 4% (PFA)

- Pepstatine (Sigma)

- Perdxido de Hidrogénio - Merck-Brasil

- Peroxido de Hidrogénio 30% (Sigma)

- Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
- RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)
- Saccharomyces boulardii (Floratil ®) - Merck-Brasil

- Saccharomyces boulardii (Biocodex®) - France

- Salina (NaCl 0,9%) - Fresenius, Brasil

- Salina tamponada com fosfato (PBS)

- SDS 10%

- Solugdo de Agucares contendo 250 mg/L de Lactulose e 50 mg/L de manitol (IBIMED)
- Solucao de Descoloragao (Bio Rad)

- Solucdo de Griess — Synth

- Solugdo de Lavagem — TBS (Bio Rad)

- Solucao de NaOH 0,1N e 0,5N - Synth

- Solugdo de Stripping (Bio Rad)

- Solucgao glicosada 5% - Synth

- Solugdo salina estéril (NaCl 0,9%).

- Soro Bovino fetal (Sigma)

- Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamdonio (HTAB)
- Tampao de Corrida (Bio Rad)

- Tampao de Lise (Bio Rad)

- Tampao de Transferéncia (Bio Rad)

- Tampao fosfato de potéassio - Synth

- Tampao PBS com anti-proteases — Synth

- Tampao TRIS 0,4M pH 8.9 — Vetec

- Temed

- Tribromoetanol 25% - Sigma Aldrich
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- Tripsina-EDTA 0,25% (Sigma)

- Tris-HCL

- Tween20 (Sigma)

- Vermelho de fenol 0,75mg/ml — Vetec

4.7. ANTICORPOS E PRIMERS

4.7.1. ANTICORPOS

anti-goat DAKO

anti-mouse DAKO

anti-Rabbit |DAKO

anti-TLR2 abcam

anti-TLR4 abcam

ERK1/2 total |invitrogen

ERK1/2 total |Cell Signaling

JNK total invitrogen

JNK total Cell Signaling

MYDS88 abcam

NFkb Santa Cruz Biotechnology
NOS2 Santa Cruz Biotechnology
P38 total invitrogen

P38 total Cell Signaling

pERK1/2 invitrogen

pERK1/2 Cell Signaling

pJNK invitrogen

pJNK Cell Signaling

pP38 invitrogen

pP38 Cell Signaling
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4.7.2. PRIMERS

18s _F Eurogentec | CGGCTACCACATCCAAGGAA

18s _R Eurogentec | GCTGGAATTACCGCGGCT

IkB up Sigma Proligo | GGAGCGCTTGGTGGACGAT

IkB down Sigma Proligo |CTCATCCTCGCTCTCGGGTAG

TNF-a _F Eurogentec | TCAATCGGCCCGACTATCTC

TNF-a _R Eurogentec | CAGGGCAATGATCCCAAAGT
IL1-B_F Eurogentec | CCCTAAACAGATGAAGTGCTCCTT
IL1-p_R Eurogentec | GTAGCTGGATGCCGCCAT

IL-8 _F Eurogentec | TCTGCAGCTCTGTGTGAAGG

IL-8 _R Eurogentec | AGTGTGGTCCACTCTCAATC

IL-6_R Eurogentec | GGCGCTTGTGGAGAAGGA

IL-6_F Eurogentec | CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTA
IL-4 _F Sigma Proligo | ACAGAGCTATTGATGGGTCT

IL-4 _R Sigma Proligo | GTGATGTGGACTTGGACTCA

IL-12 _F Sigma Proligo | GGGACATCATCAAACCAGACC

IL-12 _R Sigma Proligo | GCCAACCAAGCAGAAGACAGC

IFN gamma _F Sigma Proligo | TCTGAGACAATGAACGCTAC

IFN gamma _R Sigma Proligo | GAATCAGCAGCGACTCCTTT

iNOS up Sigma Proligo | TGCTGTATTTCCTTACGAGGCGAAGAAGG
iNOS down Sigma Proligo | GCTGCTTGTTAGGAGGTCAAGTAAAGGGC
TLR2 _F Eurogentec | TCCTGTGCCACCGTTTCC

TLR2 _R Eurogentec | GCTTTCCTGGGCTTCCTTTT

TLR4 _F Eurogentec |CAAATCTCTCAAAAGGCTTACTTTCA
TLR4 _R Eurogentec | CAAGGCTTGGTAGATCAACTTCTG

78



79

4.8. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.8.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais camundongos machos SWISS foram divididos em grupos (n= 6-8).

Grupo Controle | Controle negativo injetado com salina (NaCl 0,9%, 1i.p.)

sacrificados no dia 4 experimental;

Grupo 5-FU Animais injetados com 5-Fluorouracil (450mg/kg, i.p., dose Uinica)

sacrificados no dia 4 experimental;

Grupo SB Animais tratados com Saccharomyces boulardii (1.10° UFC/kg,

gavagem, durante 3 dias) sacrificados no dia 4 experimental;

Grupo 5-FU+SB | Animais injetados com 5-Fluorouracil (450mg/kg, i.p.) e tratados
com Saccharomyces boulardii (1.10° UFC/kg, gavagem)

sacrificados no dia 4 experimental;

4.8.2 INDUCAO DA MUCOSITE INTESTINAL POR 5-FLUOROURACIL E
TRATAMENTO COM Saccharomyces boulardii

a) Animal

Como o esquema mostrado na figura 11, os camundongos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n= 6-8, por grupo), um grupo salina (controle negativo)
injetado com salina (NaCl 0,9%, i.p.), um grupo 5-FU com camundongos tratados com 5-FU
(450 mg/kg, i.p. dose tinica), um grupo SB com camundongos tratados com Saccharomyces
boulardii (1.10° UFC/kg, gavagem, durante 3 dias) e um grupo 5-FU+SB com camundongos
injetados com 5-Fluorouracil (450mg/kg, i.p. dose unica) e tratados com Saccharomyces
boulardii (1.10° UFC/kg, gavagem, durante 3 dias). No 4° dia experimental todos os animais
foram levemente anestesiados com tribromoetanol, amostras de sangue periférico foram
coletadas diretamente do plexo retro-orbital para a contagem total de leucdcitos plasmaticos.

Posteriormente, foi realizada a eutanasia e os fragmentos dos segmentos de jejuno e

ileo foram retirados e congelados no freezer a -80°C para posterior dosagem da atividade da
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enzima mieloperoxidase (MPO), citocinas, analises histopatoldgicas e imunohistoquimicas.

(SOARES et al., 2008).

Saccharomyces boulardii o
(gavagem) -1 .10° UFC/kg Sacrificio

®

Tempo
(dias)

A

5-FU (i.p.) - 450 mg/kg
ou salina(controle)

FIGURA 11 - Esquema da inducao da mucosite por 5-fluorouracil e tratamento com

Saccharomyces boulardii em camundongos

b)  Célula

Como o esquema mostrado na figura 11 apos as cé€lulas serem cultivadas em placas de 6
pogos com cerca de 1x10° cel/ml, elas foram tratadas com 5-FU na concentracao de 1mM, co-
incubadas ou ndo com Saccharomyces boulardii na concentracdo de 1.10° UFC/ml
(BIOCODEX), pelo periodo de 24h e, o grupo controle ndo recebeu nada. Apds foram

tripsinizadas e utilizadas para Western blotting e dosagens de proteinas por qPCR.
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FIGURA 12 - Esquema da inducao da mucosite por S-fluorouracil e tratamento com

Saccharomyces boulardii em células Caco2

49 AVALIACAO DOS PARAMETROS GERAIS DA MUCOSITE INTESTINAL

INDUZIDA POR 5-FLUOROURACIL E TRATADOS COM Saccharomyces boulardii

a) Avaliacao Ponderal

Os animais foram pesados diariamente durante todo o periodo experimental. Os valores

encontrados foram expressos em varidvel de peso, em relagdo ao peso inicial.

b) Contagem Sanguinea de Leucdcitos Totais

O numero total de leucdcitos plasmaticos foi determinado para verificar o efeito do 5-

Fluorouracil na indugdo da leucopenia. Os animais foram levemente anestesiados com
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tribromoetanol para coleta do sangue do plexo retro-orbital, e em seguida realizou-se a
contagem de leucocitos totais no contador automatico de células (Coulter Ac.T). Os
resultados foram expressos como numero de células x 10/ uL. Adicionalmente, a contagem
do numero total de leucdcitos foi realizada em todos os experimentos com o auxilio da cimera
de Neubauer. Essa observacao serviu como controle do efeito imunossupressor do 5-

Fluorouracil sobre o animal.

¢) Avaliacao da Diarreia

Os animais foram tratados conforme protocolo de indu¢ao da mucosite por 5-Fluorouracil,
ja citado anteriormente, e foram sacrificados no quarto dia experiemental, ¢ um segmento de
10cm do ileo terminal foi retirado e rapidamente estendido e isoladas as extremidades, por
amarracao com fio cirurgico, para conter o extravazamento das fezes, foram feitas fotos para

posteriores analises da estrutura das fezes dentro de cada segmento.

d) Histopatologia do Intestino Delgado

Os segmentos obtidos do jejuno e ileo foram fixados em formol a 10%. Decorridas 24
horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados em éalcool 70% e posteriormente
parafinizados. A seguir, foram realizados cortes histologicos de 3 a 4 um de espessura e
fixados em hematoxilina e eosina. Posteriormente, com o auxilio de um microscopio Otico
acoplado ao sistema de aquisicdo de imagens (MOTIC IMAGES PLUS 2.0), um
histopatologista (PMGS) que ndo conhecia os tratamentos realizados analisou todas as

laminas.

e) Determinacio da infiltracio de neutrdfilo através da atividade da enzima

Mieloperoxidase (MPO)

A quantificagdo do acumulo de neutrofilos no intestino (jejuno, ileo) de animais
apos a indugdo da mucosite por 5-Fluorouracil foi determinada pelo ensaio da atividade de
MPO, uma enzima encontrada nos granulos azurdfilos de neutrofilos, utilizada como
marcador da presenca de neutrofilos no tecido inflamado. Uma porg¢do de intestino
(previamente perfundido com salina) foram coletadas e incubadas em 200uL de tampao

gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7), posteriormente, os tecidos
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foram homogeneizados com o auxilio de um triturador (Pollytron). O material
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Realizou-se, um choque
hipotonico no sedimento celular (pellet) com 1000 pl de NaCl 0,2%. Apos nova centrifugagao
a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o “pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO4 0,05M (pH
5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente
homogeneizado. A seguir, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a
4°C. Apos centrifugacao, 50 puL. do sobrenadante do intestino foram colocados em placa de 96
pogos para o ensaio. Em cada poco, adicionaram-se 25 pL de TMB (3, 3°, 3, 3-
tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 uL de H202 (0,5 mM) e posteriormente a placa foi
incubada por 5 min a 37 °C. A seguir, a reacao foi interrompida com acido sulfurico 4 M.
Realizou-se a quantificagdo dos neutrdfilos a partir de uma curva padrdo de neutréfilos (1 x
10° neutrofilos/ pogo/ 50 pL). Determinou-se a absorbancia em leitor de ELISA no
comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como numero de

neutr6filos/mg de tecido (ALVES-FILHO et al, 2006).

4.10 EFEITO DO Saccharomyces boulardii NA AVALIACAO DOS PARAMETROS
INFLAMATORIOS, DAS VIAS DE SINALIZACAO CELULAR (NF-kB E MAPK),
DA PROTEINA ADAPTADORA MyD88 E DOS RECEPTORES TOLL-LIKE (TLR2
E TLR4) NA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5- FLUOROURACIL EM
CAMUNDONGOS E, EM CELULAS CACO2 INCUBADAS COM 5-
FLUOROURACIL.

a) Imunohistoquimica para o Fator de Transcricio NF-kB, iNOS, MAPK
(phospho-ERK1/2, phospho-p38, phospho-JNK), MyD88, TLR2 e TLR4

Os animais receberam salina ou 5-FU ou 5-FU+SB e foram sacrificados por
deslocamento cervical no quarto dia experimental. Amostras de jejuno e ileo foram retiradas e
fixadas em formol tamponado a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do
formol e colocados em alcool 70%. Posteriormente foram desidratas em alcool e xilol, e entao
parafinizadas. A seguir, foram realizados cortes histologicos de 3 a 4 micrometros (um) de
espessura com o auxilio de um micrétomo e as laminas foram colocadas em estufa a 60°C por
15 min. As secdes de tecidos foram montadas em laminas silinizadas especiais para

imunohistoquimica.
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As pecas histologicas foram desparafinizadas e em seguida hidratadas. Apos a hidratagao
as pecas foram imersas em tampao citrato 0,1 M (pH 6.0), seguida da ativacdo antigénica
(~100 °C por 18 min). Realizou-se o bloqueio da peroxidase endogena com solugdo de
peroxido de hidrogénio (H20;) a 3% por 15 min. Posteriormente, foi realizada a lavagem das
laminas com PBS 0,01M (5 min.), seguido por glicina 0,1M em PBS (5 min.) e PBS 0,01M (5
min.). As laminas foram entdo mergulhadas numa solucdo de PBS com albumina bovina
(BSA) a 1%, durante 30 min. Em seguida, as laminas foram incubadas com os anticorpos
priméarios (anti-NFkB, iNOs, MyD88, pERK1/2, pp38, pJNK, TLR2, TLR4) provenientes da
empresa Santa Cruz Biotechnology ou abcam na diluicdo de 1:100 em BSA 1%, overnight a
4°C. O controle negativo (background) ndo recebeu anticorpo primdrio. Em seguida, as
laminas foram lavadas trés vezes em PBS-BSA 1% e incubadas com o anticorpo secundario
(30 min) marcado com biotina (anticorpo anti- Ig-G de camundongo) da Santa Cruz
Biotechnology, na dilui¢ao de 1:1000, por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds a remogao do
excesso de anticorpo, as laminas foram incubadas com o complexo estreptoavidina- biotina-
peroxidase diluido em PBS, por 35 minutos, a temperatura ambiente. Apds a lavagem com
PBS, a reagdo foi revelada utilizando diamino-benzidina- peréxido de hidrogénio em PBS, a
temperatura ambiente, por 5 min., no escuro. Apos controle da intensidade, a reacdo foram
interrompida pela lavagem com agua corrente por 5 min. A contra-coloragdo foi feita com
hematoxilina de Mayer, por 45 segundos, sendo o excesso retirado com agua corrente.
Posteriormente, as 1aminas foram colocadas em hidréxido de amonia a 0,5%, por 10 segundos
e lavadas novamente em dagua destilada. Finalmente, as mesmas foram submetidas a
desidratacao com alcool 95%, alcool absoluto, xildis € montadas com laminulas em Entellan
(RIBEIRO et al, 2002). A quantificagdo das imagens foi realizada pelo programa Image J

com extensdo FIJI com a representacdo dos dados em % area imunomarcada/area total.

b) Avaliacdo da expressdao do Fator de Transcricio NF-KB e MAPK (phospho-
ERK1/2, phospho-p38, phospho-JNK) por eletroforese em gel de poliamida,
técnica de Western Blotting em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil

e/ou S. boulardii

Para avaliar a expressdao do NF-kB e phospho-ERK1/2, phospho-p38, phospho-JNK,
foram utilizadas células Caco2 com 80 - 90% de confluéncia em placas de 6 pogos. Apos o
tratamento com 5-Fluorouracil (I mM) durante 24h, na presenga, ou ndo, de S. boulardii

(1.10° UFC/ml). Apés o periodo, o sobrenadante da cultura foi descartado e as células
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retiradas e lavadas trés vezes com PBS estéril, a 4°C. As células foram rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -86°C até o momento de extracao das proteinas
totais, que ¢ feita utilizando-se um tampao de lise com inibidores de proteases (Trinton X-100
1%, Nonidet P-40 0.2%, 250ul NaF, 125ul NaPPi, 50ul AEBSF, 25ul Glycéro-phosphate, 1ul
Aprotinine, Sul Leupeptine, 10ul Pepstatine) e com o mesmo tampao de lise com inibidores
de proteases as células sao sonificadas e transferidas posteriormente para tubos de 2ml (marca
eppendorf) e centrifugadas a 14000 rpm a 4°C. A concentragdo proteica do sobrenadante foi
determinada pelo kit Biorad DC em placa de 96 pocos com leitura em espectrofotometro
(absorbancia de 630nm) e os resultados dados como pg /ul de proteina.

Foi padronizada a quantidade presente de proteina para 100pug/mg de células, de acordo
com uma curva padrio para proteina nas especificagdes contidas no kit. Os lisados foram
congelados a —86° C até a andlise. Em seguida, foi realizada a separagdo eletroforética (Bio
Rad mini-gel) das amostras apds desnaturacdo (por meio de ebolicdo) em gel de
poliacrilamida 12% (SDS - Page), com o marcador de proteina (Invitrogen). O gel foi entdo
transferido para uma membrana de PVDF em aparelho de transferéncia na voltagem maxima
e 450mA (Bio Rad mini-transfercell) durante 3h30 a 4° C. Apds, a membrana de celulose foi
bloqueada com leite desnatado 5% ou BSA 5% por 1 hora, a fim de bloquear outras proteases,
seguida de incubagdo com anticorpo primdrio (anti-NF-kB, anti- phospho-ERK1/2, anti-
phospho-p38, anti-phospho-JNK) over night, diluicdo 1:800 em BSA 5%. Apds lavagens com
tampao, foi feita incuba¢do com anticorpo secundario provenientes da Invitrogen, diluido
1:1000 em leite desnatado ou BSA 5%, durante 1 hora, em plataforma oscilante. Depois de
lavar com o tampao de lavagem, foi feita a revelagdo da membrana pela técnica de ECL, em
aparelho FujiLab (LAS3000), com posterior leitura e o diagndstico da densidade das bandas
(Multi Gauge V3.0).

¢) Avaliacao da expressao de IK-B, TNF-q, IL-1p, IL-8, IL-4, IL-6, IL.-12, IFN-y,
iNOS, TLR2 e TLR4 em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil e/ou S.

boulardii, através da técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

Para avaliar a expressdo do mRNA para IK-B, TNF-q, IL-1B, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12,
IFN-y, iNOS, TLR2 e TLR4 foi utilizada a técnica de qPCR (quantitativo em tempo real), e
foram utilizadas células com 80- 90% de confluéncia em placas de 6 pogos. Apds o
tratamento com 5-Fluorouracil (1 mM) durante 24h, na presenga ou ndo de S. boulardii (1.10°

UFC/ml) (para a andlise dos receptores Toll-like foi adicionado o Lipopolissacarideo de E.
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Coli na dose de 1pug/ml), o sobrenadante da cultura foi descartado e as células lavadas trés
vezes com PBS estéril, a 4°C. As células foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido
e mantidas a -86°C até o momento de extragdo do RNA total. A extragdo do RNA total foi
realizada nas células Caco2 pelo método do tiocianato de guanidina-fenol-cloroférmio
(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). O RNA foi convertido em cDNA, utilizando-se oligo
(dT) 18 em 20 ml de solucao de reagao para transcrigdo reversa (Fermentas) e depois usada
para a reagdo em cadeia da polimerase. O cDNA foi amplificado utilizando-se o kit SYBR
Green para PCR (Eurogentec), em placas Opticas de microtitulagdo de 96 pogos (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France), em um sistema de detec¢do StepOne Software v2.1
(Applied Biosystems), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os sinais de fluorescéncia
foram gerados a cada ciclo de PCR, pela incorporagdo direta do SYBR Green na dupla fita de
DNA, para gerar as informagdes do PCR quantitativo em tempo real. As condi¢cdes do PCR
foram: 10 min a 94°C e 40 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 60°C e 30s a 72°C para cada
amplificacdao, num volume final de 20 ml.

O gene de referéncia 18S foi usado para todos os cdlculos, uma vez que ele ndo
apresenta mudanga na sua expressao durante o tratamento das células. Os valores foram

expressos como “fold increased” em relagdo ao controle negativo.

d) Avaliacao da expressao de Citocinas (TNF-a, IL-1p e CXCL-1) dos segmentos

intestinais dos animais tratados com 5-Fluorouracil e/ou S. boulardii

A concentracdo de TNFa, IL-1B e CXCL-1 foram determinadas nos fragmentos do
jejuno e ileo congelados no freezer a -80°C. Estes foram homogeneizados em solu¢do tampao
de PBS com anti — proteases, a amostra foi centrifugada por 10 min em 3000 rpm e o
sobrenadante foi imediatamente coletado para dosagem de TNFa, IL-1B e CXCL-1. A
deteccdo das concentragdes dessas citocinas foi realizada por ELISA espécie - especifica,
conforme orientacdo do fabricante (R&D system). Os resultados foram expressos em pg/ml a

partir de uma curva padrao fornecida pelo fabricante.
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4.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = E.P.M (Erro Padrao da Média), para as
variaveis com distribuicdo normal ou pela mediana (minimo-maximo) para as variaveis sem
distribui¢cdo normal.

A andlise estatistica entre os grupos realizou-se empregando o teste de analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni ou Kruskal
Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedade respectivamente para dados
paramétricos ¢ ndo-paramétricos, baseando-se na continuidade das varidveis em analise,
sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

Para a realizacdo dos testes estatisticos utilizou-se o Software GraphPad Prism®,

versao 5.0.
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S. RESULTADOS

5.1. EFEITO DO Saccharomyces boulardii NOS PARAMETROS GERAIS E
INFLAMATORIOS DA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-
FLUOROURACIL EM CAMUNDONGOS.

Inicialmente, induziu-se a mucosite intestinal através da administracdo de 5-
fluorouracil (5-FU) na dose unica de 450 mg/Kg, intraperitoneal e administrou-se via oral, por
gavagem, o Saccharomyces boulardii (1.10° UFC/ml), por 3 dias consecutivos. Ao longo do
periodo de inducao da mucosite, realizou-se a analise da curva ponderal. No quarto dia apos a
administracdo Unica do 5-FU (primeiro dia experimental), analisou-se a contagem sanguinea
de leucocitos, e entdo os animais foram sacrificados para analise dos parametros gerais da
mucosite, incluindo a analise da diarreia, histopatologia (jejuno e ileo) e dosagem de
mieloperoxidase.

A Figura 13 ilustra que o 5-FU promoveu uma significativa (P<0,05) perda ponderal,
ja no primeiro dia experimental, quando comparado ao grupo controle tratado apenas com
salina. Os animais tratados com 5-FU + SB tiveram uma perda de peso significantemente
reduzida em relagdo ao grupo tratado somente com 5-FU (5-FU + SB: 2,51 + 0,46%), no
primeiro dia experimental. Observou-se ganho de peso corporal no grupo controle e no grupo
SB durante todo o periodo experimental, sendo o ganho maximo no quarto (Gltimo) dia do
experimento (C: 8,497 £ 0,48%; SB: 8,815 + 1,46%). O grupo 5-FU teve uma perda de peso

de 9,75 + 0,58% no ultimo dia do experimento em relagdo ao primeiro dia.
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FIGURA 13 - Efeito do Saccharomyces boulardii na variacio de peso corporal nos
grupos experimentais. No primeiro dia experimental todos os animais receberam dose unica,
intraperitonial, de 5-FU (450mg/Kg). Os animais foram tratados com S. boulardii (1.10°
UFC/Kg) durante trés dias consecutivos. Os animais foram pesados diariamente durante todo
o experimento. Os valores foram expressos como média + E.P.M. *p<0,05 comparado com o
grupo controle/salina (C), # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU + salina, pelo teste

ANOVA seguido de Bonferroni.

Adicionalmente, verificou-se (Figura 14) que o 5-FU induziu uma diarreia observada
no segmento ileal, e, o grupo tratado com 5-FU+SB reverteu esse quadro diarreico quando
comparado ao grupo tratado somente com 5-FU. Na Tabela 1 observa-se que o 5-FU induziu
uma significativa (P<0,05) leucopenia no ultimo dia experimental (68 %) quando comparado

ao grupo salina.
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FIGURA 14 — Efeito do Saccharomyces boulardii na diarreia nos grupos experimentais.
No primeiro dia experimental todos os animais receberam dose Unica, intraperitonial, de 5-FU
(450mg/Kg). Os animais foram tratados com S. boulardii (1.10° UFC/Kg) durante trés dias
consecutivos. No quarto dia experimental os animais foram sacrificados ¢ 10cm do segmento

final do ileo foi retirado para avaliag@o da diarreia.

TABELA 1 - Saccharomyces boulardii nao altera a leucopenia induzida por 5-FU

CONTROLE (salina) 5289,00+851,30
S-FU+SALINA 1673,00138.90 *
J-FU+ 5B 2823,00+303 30

A tabela apresenta o efeito do 5-FU em diminuir o niimero total de leucdcitos circulantes,
verificou-se a leucopenia no grupo tratado com 5-FU+salina e o grupo tratado com 5-FU +
SB ndo apresenta leucopenia significante. Os valores representam a média + E.P.M. * p <0,05

quando comparado ao grupo controle (salina). ANOVA e teste de Bonferroni.
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Apos, as amostras armazenadas de intestino (jejuno e ileo) foram utilizadas para
analise histopatologica. Observa-se que o 5-FU promoveu uma redugao dos vilos em todos os
segmentos intestinais avaliados quando comparado ao grupo salina. As referidas altera¢des
estdo evidenciadas nas fotomicrografias do jejuno (Figura 15) e ileo (Figura 16) em que se
verificaram uma destrui¢do da arquitetura dos vilos e criptas, presenca de células
polimorfonucleares e necrose de células da cripta versus o grupo salina. Observamos que o
tratamento de 5-FU+SB reverteu essas alteragdes induzidas por 5-FU, no jejuno (Figura 15 —

G,H) e no ileo (Figura 16 — G,H).
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FIGURA 15 — Fotomicrografias de amostras do jejuno apos a administracao de Saccharomyces
boulardii na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. (A, C, E, G) -
Fotomicrografias (100X) do jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (C), 5-FU+salina (E),
5-FU+SB (G). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (G) revertem o encurtamento dos vilos e
aprofundamento das criptas induzidos por 5-FU (E, setas). (B, D, F, H) — Fotomicrografias (400X) do
jejuno de camundongos tratados com salina (B), SB (D), 5-FU+salina (F), 5-FU + SB (H). Observa-se
que os tratamentos com 5-FU+SB (H) revertem o intenso infiltrado inflamatoério, vacuolizacdo e
edema na mucosa e na camada muscular, induzidos por 5-FU (F, cabega de seta).
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FIGURA 16 - Fotomicrografias de amostras do ileo ap6és a administracio de
Saccharomyces boulardii na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. (A,
C, E, G) - Fotomicrografias (100X) do jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB
(C), 5-FU+salina (E), 5-FU+SB (G). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (G)
revertem o encurtamento dos vilos e aprofundamento das criptas induzidos por 5-FU (E,
setas). (B, D, F, H) — Fotomicrografias (400X) do jejuno de camundongos tratados com salina
(B), SB (D), 5-FU+salina (F), 5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB
(H) revertem o intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizacdo e edema na mucosa e na camada
muscular, induzidos por 5-FU (F, cabega de seta).
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A Figura 17 demonstra que a administragdo de 5-FU induz um aumento significativo
(P<0,05) do infiltrado neutrofilico no jejuno (5,87+1,06 UMPO/mg) e no ileo (14,09+2,99
UMPO/mg), com valores 2 e 8 vezes maiores (238,6% e 828,5%), respectivamente, quando
comparados aos segmentos dos animais controle (100%) (jejuno:1,73+0,36 UMPO/mg e
ileo:1,51+£0,17 UMPO/mg). O tratamento com 5-FU+SB reduziu a infiltragdo neutrofilica no
jejuno (5-FU+SB: 3,08+0,46 UMPO/mg), e também no ileo (5-FU+SB: 3,67+0,85

UMPO/mg), quando comparados aos animais que receberam somente 5-FU.
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FIGURA 17 — Efeito do Saccharomyces boulardii na infiltracao neutrofilica causada na
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Os animais receberam salina (5
mL/kg, 1.p) ou 5-FU (450 mg/kg, 1.p.) no primeiro dia experimental e foram tratados com SB
(1.10° UFC/Kg, gavagem) ou salina durante trés dias consecutivos e foram sacrificados no
quarto dia experimental. Segmentos do jejuno e ileo foram obtidos para a realiza¢do do ensaio
da atividade de MPO. Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n = §). Significancia
(P < 0.05), * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando
comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB:

Saccharomyces boulardii.
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5.2. EFEITO DO Saccharomyces boulardii NAS VIAS DE SINALIZACAO CELULAR
(NF-kB e MAPK) NA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-
FLUOROURACIL EM CAMUNDONGOS E, EM CELULAS Caco2 INCUBADAS
COM 5-FLUOROURACIL.

Foi realizado o ensaio de imunohistoquimica para NF-kB (Figura 18) dos
segmentos de jejuno e ileo dos animais 3 dias ap6s inducdo da mucosite por 5-FU tratados ou
ndo com S. boulardii. A figura 18 (C e G) mostra que houve um aumento na imunomarcagao
para os animais tratados somente com 5-FU nos segmentos do jejuno e ileo, respectivamente,
em relagdo ao controle jejuno e ileo, figura 18 (A e E) respetivamente. E os animais tratados
com 5-FU+SB (D e H) reverteram essa imunomarcagdo, apresentaram uma reducdo na
expressao de NF-kB, tanto no jejuno como no ileo. E, os animais tratados somente com SB (B

e F) ndo tiveram alteragdes.

Na porcentagem das areas imunomarcada, observou-se um significativo aumento
(P<0,05) da imunomarcagdo no grupo tratado somente com 5-FU nos segmentos do jejuno
(6,8 £ 0,2 %) e ileo (7,2 £ 0,5 %), respectivamente, quando comparados ao grupo controle
jejuno (2,2 £ 0,5 %) e ileo (2,9 £ 0,3 %). O grupo tratado com 5-FU+SB reduziu essa
imunomarcagdo quando comparados com o grupo tratado somente com 5-FU, tanto no jejuno

(3,7+ 0,1 %) como no ileo (3,0 = 0,2 %).
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FIGURA 18: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de NF-KB nos segmentos
do Jejuno e fleo imunomarcados de camundongos incubados com 5-FU. (A, B, C, D) -
Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU + salina
(C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a
imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C). (E, F, G, H) -
Fotomicrografias do fleo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),
5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcacao
que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificagdo da area imunomarcada
para NF-kB. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando
comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB:

Saccharomyces boulardii.
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Para complementar, analisamos a expressao de NF-kB pelo método western blotting
em células Caco?2 incubadas com 5-FU (1ImM) e/ou SB (1.10° UFC/ml). E, observou-se que
ha um aumento de 290,6 % da expressdo de NF-kB no grupo de células Caco2 incubadas
somente com 5-FU (4.192 £ 0.57) quando comparados ao grupo controle (1.073 + 0.06), e
que no grupo de células incubadas com 5-FU+SB (1.117 £ 0.16) reduziu em 73,3 % em

relag@o ao grupo 5-FU sozinho (Figura 19).
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FIGURA 19: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressiao de NFKB em células Caco2
incubadas com 5-Fluorouracil. As cé€lulas foram lisadas ap6s 24h da administracao de 5-FU
e/ou SB e as amostras foram corridas em SDS-PAGE e analisadas, por “imunoblotting”, com
anticorpos anti-phospho-NFkB. C, controle; SB, Saccharomyces boulardii; 5-FU, 5-

Fluorouracil.
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E, analisamos também a expressao de mRNA para IkB em células Caco2 incubadas
com 5-FU e/ou SB. Observamos que as células incubadas com 5-FU sozinho tiveram uma
baixa expressdo de mRNA de IkB (1.014 £+ 0.32), assim como o grupo controle (1.150 +
0.06), mas as células incubadas com 5-FU+SB (5.817 £+ 0.29) tiveram um aumento de 473%
da expressao do mRNA para IkB quando comparadas ao grupo tratado somente com o 5-FU

(Figura 20).
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FIGURA 20: Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para IkB em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. Efeito de S. boulardii (SB) nos niveis de
mRNA para IkB, induzidos por 5-FU, em células Caco2. mRNA para IkB foi analisado nas
células Caco2, por PCR quantitativo apds 24h da administracdo do 5-FU na presenca ou nao
de SB. # P < 0,05 quando comparado ao grupo 5-FU (n = 4). C, controle; SB, Saccharomyces
boulardii; 5-FU, 5-Fluorouracil.
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Diversos trabalhos ja mostraram que a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias €
dependente de fatores de transcricdo, como NF-kB e AP-1, assim como das MAP quinases
(p38, ERK 1/2 e JNK) (HOBBIE et al., 1997, CZERUCKA et al., 2000; GEWIRTZ et al.,
2000; CZERUCKA et al., 2001; DAHAN et al., 2002; HOFFMANN et al., 2002; DAHAN et
al., 2003). Baseado nessa informagdo avaliou-se o efeito do 5-FU na presenca ou ndo de S.
boulardii na indu¢do de citocinas pro- inflamatérias, os animais foram tratados como ja
descrito anteriormente e, as citocinas dos segmentos intestinais (jejuno ¢ ileo) foram dosadas
por ELISA. As células Caco2 foram cultivadas em placas de 6 pogos, incubadas com 5-FU na
presenga ou ndo de SB e analisadas por qPCR (PCR quantitativo em tempo real).

A figura 21 (A) mostra o efeito do SB na expressdao de TNF-a no jejuno e ileo dos
animais tratados ou ndo com 5-FU, apos a indug¢dao da mucosite intestinal. Nos animais que
receberam somente 5-FU, foi encontrado um importante aumento da expressdo de TNF-a nos
segmentos do jejuno (2729,0 + 142,7 U/mg) e do ileo (2477,0 + 162,4 U/mg) quando
comparados aos segmentos dos animais controle (jejuno:1521,0 = 28,6 UMPO/mg e
ileo:1006,0 £+ 144,8 U/mg).

O tratamento com 5-FU+SB reduziu a expressio de TNF-a no jejuno (5-FU+SB:
1307,0 = 85,0 U/mg), e também no ileo (5-FU+SB: 1256,0 £ 109,3 U/mg), quando
comparados aos animais que receberam somente 5-FU.

A figura 21 (B) mostra o efeito do SB na expressdao de mRNA para TNF-a em células
Caco2 incubadas com 5-FU, corroborando com os resultados nos animais, observou-se que
também h4d um aumento de 30 vezes na expressio de mRNA para TNF-o nas células
incubadas somente com 5-FU (32,02 + 4,0 U) quando comparadas ao grupo controle (1,07 +
0,04 U), e as células incubadas com 5-FU+SB (1,99 + 0,16 U) houve uma reducao de 16,09

vezes dessa expressao.
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FIGURA 21 (A-B): Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de TNF-o em
camundongos apdés a administracao de 5-FU e, nos niveis de mRNA para TNF-a em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. (A) - Efeito do SB na expressdo de TNF-a
nos segmentos intestinais (jejuno e ileo) de animais com mucosite intestinal induzida por 5-
FU. (B) - Efeito do SB nos niveis de mRNA para TNF-a, em células Caco2, incubados com
5-FU. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle, #P<0,05 quando comparado com

o grupo 5-FU, n =4. C, controle; SB, Saccharomyces boulardii; 5-FU, 5-Fluorouracil.
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Na figura 22 (A) observa-se que o tratamento somente com 5-FU, no jejuno e ileo,
induziu um aumento na concentracdo de IL-1B (jejuno: 3405,0+272,1 pg/ml, referente a
81,79% e, no ileo: 2197,0+ 249,3 pg/ml, referente a 107,49%) quando comparados ao grupo
controle (100%), observou-se ainda que o tratamento com 5-FU+SB reduziu
significativamente, no jejuno, as concentragdes de IL-1f em relacdo aos tratados somente com
5-FU, nos animais tratados com 5-FU+SB essa reducdo foi de 58,59% (21784295,3 pg/ml).
Mas, na mucosa do ileo essa reducdo foi bem maior, para 5-FU+SB foi de 128,22%
(839,3+79,85 pg/ml) quando comparados ao grupo 5-FU.

A figura 22 (B) correlaciona com o resultado anterior, a nivel celular, pois mostra o
efeito do SB na expressao de mRNA para IL-1p em células Caco2 incubadas com 5-FU.
Observou-se que hd um aumento bastante significativo na expressdo de mRNA para IL-1f3 nas
células incubadas somente com 5-FU (37,13 £+ 5,66 U), aumento de 36,4 vezes, em relagao ao
grupo controle (1,02 £ 0,1 U), e as células incubadas com 5-FU+SB houve uma redugdo dessa
expressao (10,71 + 2,95 U), redugdo de 3,45 vezes, quando comparadas ao grupo incubado

somente por 5-FU.
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FIGURA 22 (A-B): Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de IL-1 em

camundongos apés a administracao de 5-FU e, os niveis de mRNA para IL-1p em células

Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. (A) - Efeito do SB na expressdao de IL-1B nos

segmentos intestinais (jejuno e ileo) de animais com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

(B) - Efeito do SB nos niveis de mRNA para IL-1pB, em células Caco2, incubados com 5-FU.

* P < 0,05 quando comparado com o grupo controle, #P<0,05 quando comparado com o

grupo 5-FU, n =4. C, controle; SB, Saccharomyces boulardii; 5-FU, 5-Fluorouracil.
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A figura 23 mostra que também ocorreu um aumento na expressdo da quimiocina
CXCL-1 nos animais tratados somente com 5-FU (jejuno: 1443,0+396,8 pg/ml, referente a
5,8 vezes e, no ileo: 1991,0 = 837,5 pg/ml, referente a 2,8 vezes) quando comparados ao
grupo controle (1x). Observamos também que nos animais tratados com 5-FU+SB houve uma
reducdo significante na expressdo tanto no jejuno dos animais 7,25 vezes (198,9+151,5
pg/ml), como no ileo, de 6,31 vezes (376,6+£107,1 pg/ml) quando comparados ao grupo

tratado somente com 5-FU.
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FIGURA 23: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de CXCL-1 em
camundongos apdés a administracao de 5-FU. Dados apresentam as médias + E.P.M. (n =
6). Significancia (P < 0.05), * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P
<0,05 quando comparado ao grupo tratato somente com 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni.

5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces boulardii.

E, na figura 24 observa-se o efeito do SB na expressao de mRNA para IL-8 em células
Caco2 incubadas com 5-FU. Observou-se que hd um aumento de 127 vezes na expressao de
IL-8 nas células incubadas somente com 5-FU (139,8 = 16,9 U) quando comparadas ao grupo
controle (1,1 £ 0,5 U), e as células incubadas com 5-FU+SB (7,9 + 1,2 U) houve uma redugao

de 17, 69 vezes quando comparadas ao grupo 5-FU.
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FIGURA 24: Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para IL-8 em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. Dados apresentam as médias £ E.P.M. (n =
3). Significancia (P < 0.05), * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P
<0,05 quando comparado ao grupo tratato somente com 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni.

5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces boulardii.

A figura 25 (A-D) mostra que o grupo de células Caco2 incubadas somente com 5-FU
tem um aumento na expressao de 4,6 vezes para IL-4 (5-FU: 5,68 + 0,50 U), 88,3 vezes para
IL-6 (5-FU: 106,0 = 12,17 U), 3 vezes para IL-12 (5-FU: 3,61 = 0,17 U) e 14,5 vezes para
IFN-y (5-FU: 17,50 £ 1,47 U), quando comparados ao grupo controle (1 x). E, que os grupos
celulares incubados com 5-FU+SB revertem esse aumento de expressdo em 2,24 vezes para
IL-4 (2,55 £0,27 U) ), 8,61 vezes para IL-6 (12,34 + 1,39 U), 3 vezes para IL-12 (1,22 £ 0,18
U) e 5,46 vezes para IFN-y (3,24 + 0,80 U) quando comparados ao grupo tratado somente
com 5-FU.
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FIGURA 25 (A-D): Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para IL-4,
IL-6, IL-12 e IFN-y em células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. Dados apresentam

as médias = E.P.M. (n = 3). Significancia (P < 0.05), * P <0,05 quando comparado ao grupo
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controle (salina). # P <0,05 quando comparado ao grupo tratato somente com 5-FU. ANOVA
e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces boulardii. A: qPCR para
mRNA IL-4. B: qPCR para mRNA IL-6. C: qPCR para mRNA IL-12. D: qPCR para mRNA
IFN-y.

Na figura 26, foi realizado o ensaio de imunohistoquimica para enzima Oxido Nitrico
Sintetase Induzivel (iNOS) nos segmentos de jejuno e ileo dos animais 3 dias apds inducao
da mucosite por 5-FU, tratados ou ndo com S. boulardii. Observa-se que no jejuno o0s
tratamentos com 5-FU+SB (D) reduziram o aumento da imunomarcagdo que ocorre no grupo
tratado com 5-FU+ salina (C). O mesmo observa-se no ileo, que os tratamentos com 5-
FU+SB (H) reduzem a imunomarcagao que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G).

A percentagem da area imunomarcada mostra o aumento da imunomarcagdo dos
segmentos de jejuno (12,9 + 1,4%) e ileo (12,6 + 0,5%) para os animais que receberam
somente 5-FU em relagdo ao grupo controle, jejuno (2,1 + 0,2%) e ileo (3,7 = 0,5%),
respetivamente. E nos animais tratados com 5-FU+SB observou-se a redugdo da
imunomarcagdo para iNOS tanto no jejuno (5-FU+SB: 2,8 £+ 0,3%), como no ileo (5-FU+SB:

5,8 + 0,8%), quando comparados aos animais que receberam somente 5-FU.
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FIGURA 26: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de iNOS nos segmentos do

jejuno e ileo de camundongos apdés administracdo de 5-Fluorouracil. (A, B, C, D) -

Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU + salina

(C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a

imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C).

(E, F’ G’ H) =

Fotomicrografias do fleo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),

5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcagao

que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificagdo da area imunomarcada

para iNOS. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando

comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB:

Saccharomyces boulardii.
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Correlacionado com esses resultados acima, analisou-se também a expressdo do
mRNA para iNOS nas células Caco2 incubadas com 5-FU e/ou SB. E, observou-se que a
nivel celular também ocorre um aumento significativo da expressao de mRNA para iNOS nas
células incubadas somente com 5-FU, um aumento de 7 x (7,98 £ 0,98 U) quando
comparadas com o grupo celular controle (1 x), € o grupo celular incubado com 5-FU+SB,
ocorre uma reducao de 4,26 x (1,87 £ 0,41 U) dessa expressao quando comparados ao grupo

incubado somente com 5-FU, como mostra a figura 27.

INOS mRNA

Expressao relativa de

C SB 5-FU 5-FU+SB

FIGURA 27: Efeito do Saccharomyces boulardii nos niveis de mRNA para iNOS, em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. Dados apresentam as médias + E.P.M. (n =
3). * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando comparado ao
grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces

boulardii.
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5.3. EFEITO DO Saccharomyces boulardii NA AVALIACAO DA PARTICIPACAO DA
PROTEINA ADAPTADORA MyD88 E DAS PROTEINAS MAP quinases (phospho
ERK1/2, phospho P38, phospho JNK) NA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR
5-FLUOROURACIL EM CAMUNDONGOS E, EM CELULAS CACO2 INCUBADAS
COM 5-FLUOROURACIL.

Foi realizado o ensaio de imunohistoquimica para MyD88 (Figura 28) dos
segmentos de jejuno e ileo dos animais 3 dias apos indugao da mucosite por 5-FU, tratados ou
ndo com S. boulardii. A figura 28 mostra que houve aumento na imunomarcagdo dos
segmentos de jejuno e ileo dos animais tratados com 5-FU (C e G) em relagdo ao jejuno e ileo
do grupo controle (A e E), respetivamente. E nos animais tratados com 5-FU+SB (D e H)
houve uma reducao desse parametro quando comparados ao grupo tratado somente com 5-FU
(C e G). O grupo tratado com SB (B e F) ndo se observou alteragdo em relagdo ao grupo
controle.

Observou-se em nossa analise da quantificacdo da area imunomarcada para MyD88
que houve aumento da imunomarcagao no segmento de jejuno (17,28 + 3,54 %) e ileo (16,04
+ 0,88 %) do grupo tratado somente com 5-FU, comparados ao grupo controle jejuno e ileo
(6,83 = 1,40 e 3,85 + 0,27 %), respectivamente (Figura 28). E, nos animais tratados com 5-
FU+SB houve uma reducao importante (jejuno: 9,52 + 1,71%; ileo: 9,70 + 0,60%) quando

comparados ao grupo 5-FU.
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FIGURA 28: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de MyD88 nos segmentos

do jejuno e ileo de camundongos apés administracao de 5-Fluorouracil. (A, B, C, D) -

Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU + salina

(C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a

imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C).

(E9 F, G’ H) =

Fotomicrografias do fleo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),

5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcagao

que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificacdo da area imunomarcada

para MyD88. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando

comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB:

Saccharomyces boulardii
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Através da proteina adaptadora MyD88 pode ocorrer a ativacdo da via MAPK e
assim aumentar a producdo de NF-kB e a produgdo de citocinas pro-inflamatorias,
aumentando assim o processo inflamatorio.

Para analisarmos a via MAPK (phospho-P38, phospho-ERK 1/2, phospho-JNK),
utilizou-se a técnica de imunomarcacdo para os tecidos dos segmentos do jejuno e ileo,
extraidos de animais tratados com 5-FU e/ou SB, como ja descrito. E, utilizou-se também a
técnica de expressao de proteinas por eletroforese em gel, western blotting (WB) para as
proteinas extraidas das culturas celulares Caco2 incubadas com 5-FU e/ou SB (como ja
descrito).

No ensaio de imunohistoquimica para phospho-ERK1/2 (Figura 29), observa-se que
ocorre uma maior expressdao da imunomarcagdo para phospho-ERK1/2 no grupo de animais
tratados somente com 5-FU (C e G) tanto no jejuno (101,6 = 7,7%) e no ileo (122,3 + 26,5%)
quando comparados ao grupo controle (A e E) (jejuno: 65,7 + 3,6%; ileo: 101,0 + 18,1%), e
uma redugdo significativa principalmente no ileo dessa expressdo quando os animais sao
tratados com 5-FU+SB (D e H) (no jejuno: 86,1 £ 5,6% e, no ileo: 79,1 = 6,4%), quando

comparados com o grupo tratado somente com 5-FU.
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FIGURA 29: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-ERK 1/2 nos

segmentos do jejuno e ileo de camundongos apdés administracio de 5-Fluorouracil. (A, B,

C, D) - Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU +

salina (C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a

imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C).

(E9 Fa Ga H) =

Fotomicrografias do ileo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),

5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcagao

que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificagdo da area imunomarcada

phospho-ERK 1/2. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando

comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB:

Saccharomyces boulardii.
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Corroborando com os resultados obtidos no tecido, observou-se que a nivel celular
(figura 30), ocorre um aumento discreto, mas importante da expressdao da phospho-ERK1/2 no
grupo celular incubado somente com 5-FU (14,04%) em relagdo ao grupo controle (100%), e
uma reducdo dessa expressdo quando as células sdo incubadas com 5-FU+SB (16,5%) quando

comparados ao grupo incubado somente com 5-FU.
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FIGURA 30: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-ERK 1/2 em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. Dados apresentam as médias = E.P.M. (n =
6). * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando comparado ao
grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces

boulardii.
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No ensaio de imunohistoquimica para phospho-p38 (Figura 31), observa-se que
ocorre uma maior expressao da imunomarcagdo para phospho-p38 no grupo de animais
tratados somente com 5-FU (C e G) tanto no jejuno (54,8 + 2,4%) como no ileo (73,4 =+ 3,0%)
quando comparados ao grupo controle (A e E) (jejuno: 30,3 + 2,6%; ileo: 40,4 + 4,0%), e uma
reducdo dessa expressdo quando os animais sdo tratados com 5-FU+SB (D e H) no jejuno
(42,4 £ 1,4%) e no ileo (35,8 £ 1,8%), quando comparados com o grupo tratado somente com

5-FU.
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FIGURA 31: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de phospho-P38 nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administracao de 5-Fluorouracil. (A, B,
C, D) - Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU +
salina (C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a
imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C). (E, F, G, H) -
Fotomicrografias do ileo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),
5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcacao
que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificagdo da area imunomarcada
phospho-p38. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando
comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB:

Saccharomyces boulardii.
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Corroborando com os resultados obtidos no tecido, observou-se que a nivel celular
(figura 32), ocorre uma expressao bastante significativa de phospho-p38 no grupo celular
incubado somente com 5-FU, observou-se um aumento de 75,7 % quando comparado ao
grupo controle (100%), e uma redugdo de 29,9 % dessa expressdo quando as células sdo

incubadas com 5-FU+SB comparadas com o grupo tratado somente com 5-FU.
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FIGURA 32: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de phospho-P38 em células
Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. Dados apresentam as médias + EP.M. (n = 6). * P
<0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando comparado ao grupo

5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces boulardii.

No ensaio de imunohistoquimica para phospho-JNK (Figura 33), observa-se que
ocorre uma maior expressao da imunomarcag¢do para phospho-JNK no grupo de animais
tratados somente com 5-FU (C e G) tanto no jejuno (57,87 £ 2,4%) como no ileo (58,1 +
3,5%) quando comparados ao grupo controle (A e E) (jejuno: 33,2 + 1,4%; ileo: 38,5 + 2,5%),
e uma reducdo dessa expressdo quando os animais sdo tratados com 5-FU+SB (D e H) no
jejuno (44,2 £ 1,3%) e no ileo (43,9 £ 2,0%) quando comparados com o grupo tratado

somente com 5-FU.
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FIGURA 33: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de phospho-JNK nos
segmentos do jejuno e ileo de camundongos apds administracao de 5-Fluorouracil. (A, B,
C, D) - Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU +
salina (C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a
imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C). (E, F, G, H) -
Fotomicrografias do ileo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),
5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcacao
que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificagdo da drea imunomarcada
phospho-JNK. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando
comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB:

Saccharomyces boulardii.
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Corroborando com os resultados obtidos no tecido, observou-se que a nivel celular
(figura 34), ocorre um aumento importante de 111,8% da expressdo de phospho-JNK no
grupo celular incubado somente com 5-FU em relagdo ao grupo controle (100%), ¢ uma
reducdo de 44,8% dessa expressdo quando as células sdo incubadas com 5-FU+SB e

comparadas com o grupo incubado somente com 5-FU.
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FIGURA 34: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressiao de phospho-JNK em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil. Dados apresentam as médias = E.P.M. (n =
6). * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando comparado ao
grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces

boulardii.
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5.4. EFEITO DO Saccharomyces boulardii NA PARTICIPACAO DOS RECEPTORES
TOLL-LIKE (TLR2 e TLR4) NA MUCOSITE INDUZIDA POR 5-FLUOROURACIL
EM CAMUNDONGOS E, EM CELULAS CACO2 INCUBADAS COM 5-
FLUOROURACIL.

Para o ensaio de imunohistoquimica de TLR2 (Figura 35) dos segmentos de jejuno e
ileo dos animais 3 dias apds indugdo da mucosite por 5-FU, tratados ou ndo com S. boulardii.
Observa-se que (C e G) mostram que houve aumento na imunomarcacao dos segmentos de
jejuno e ileo dos animais tratados somente com 5-FU em relagao ao controle jejuno e ileo (A e
E), respetivamente. E nos animais tratados com 5-FU+SB (D e H) apresentaram uma redu¢ao
da expressao desse receptor.

Observou-se em nossa analise da quantificagdo da area imunomarcada para TLR2 que
houve um aumento da expressdao no segmento do jejuno (40,07 £+ 5,84%) e do ileo (37,57 =
1,85%) do grupo 5-FU, comparados ao grupo controle, jejuno (24,70 = 1,42%) e ileo e (23,97
+ 1,13%), respectivamente. E, nos animais tratados com 5-FU+SB houve uma redug¢ao, jejuno
(31,90 £ 1,62%) e no ileo (20,46 = 3,26%), quando comparados ao grupo tratado somente
com 5-FU.
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FIGURA 35: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de TLR2 nos segmentos do
jejuno e ileo de camundongos apdés administracio de 5-Fluorouracil. (A, B, C, D) -
Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU + salina
(0C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a
imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C). (E, F, G, H) -
Fotomicrografias do ileo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),
5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcagao
que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificagdo da drea imunomarcada
TLR2. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando comparado
ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces

boulardii.
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Para os receptores Toll-like (TLR4), na figura 36 (C e G) mostra que houve
aumento na imunomarcacao dos segmentos de jejuno e ileo, respectivamente, no grupo
tratado somente com 5-FU em relacdo ao grupo controle jejuno e ileo (A e E), respetivamente.
E nos animais tratados com 5-FU+SB (D e H) apresentaram uma redu¢ao da expressdo desse
receptor quando comparados ao grupo que recebeu somente 5-FU.

Observou-se em nossa analise da quantificagao da area imunomarcada para TLR4
que houve aumento da expressdo no segmento do jejuno (44,74 + 5,46%) e do ileo (40,09 =
5,85%) do grupo 5-FU, comparados ao grupo controle, jejuno e ileo (10,77 + 3,79 e 18,24 +
2,06%), respectivamente. E, nos animais tratados com 5-FU+SB houve uma reducdo da
expressao desses receptores de forma significativa tanto no jejuno (22,60 £ 2,04) como no

ileo (17,47 £ 3,58), quando comparado ao grupo 5-FU (Figura 36).
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FIGURA 36: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressao de TLR4 nos segmentos do
jejuno e ileo de camundongos apdés administracio de 5-Fluorouracil. (A, B, C, D) -
Fotomicrografias do Jejuno de camundongos tratados com salina (A), SB (B), 5-FU + salina
(0C), 5-FU + SB (D). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (D) reduzem a
imunomarcagdo que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (C). (E, F, G, H) -
Fotomicrografias do ileo de camundongos tratados com salina (E), SB (F), 5-FU + salina (G),
5-FU + SB (H). Observa-se que os tratamentos com 5-FU+SB (H) reduzem a imunomarcacao
que ocorre no grupo tratado com 5-FU+ salina (G). Quantificagdo da drea imunomarcada
TLR2. * P <0,05 quando comparado ao grupo controle (salina). # P <0,05 quando comparado
ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces

boulardii.
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Para verificarmos se o 5-FU realmente induz um aumento da expressdao de receptores
Toll-like, como mostrado anteriormente, fizemos uma analise em células Caco2 para a
expressdao de mRNA para TLR2 e TLR4 e, utilizamos o lipopolissacarideo de E. coli (LPS)

como controle positivo para aumento da expressao de receptores Toll-like.

A figura 37 mostra a expressao relativa de mRNA para TLR2, onde observa-se que o
SB sozinho foi capaz de aumentar (49,7 x) a expressao de TLR2 em relacdo ao grupo controle
(1x). O grupo 5-FU (101%) assim como o grupo LPS (151%) incubados sozinhos também
alteram de forma significativa essa expressao do TLR2 quando comparados ao grupo controle
(100%). O tratamento com SB reduz essa alteracdo de forma significativa, tanto para 5-
FU+SB (reduz 51,61% comparado ao 5-FU), como 5-FU+SB+LPS (reduz 53,7% quando
comparado ao 5-FU+LPS).
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FIGURA 37: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de mRNA para TLR2 em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil na presenca ou nao de LPS. Dados
apresentam as médias + E.P.M. (n = 4). * p <0,05 quando comparado ao grupo controle
(salina). # p <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. + p <0,05 quando comparado ao grupo
5-FU+LPS. ANOVA ¢ teste de Bonferroni. 5-FU: 5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces
boulardii, LPS: Lipopolissacarideo E. coli.
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A figura 38 mostra a expressao relativa de mRNA para TLR4, observa-se que o SB
sozinho, também, foi capaz de aumentar (46,3 x) a expressdao de TLR4 quando comparado ao
grupo controle. E, o grupo 5-FU (99,3 x) assim como o grupo LPS (261,1 x) incubados
sozinhos também alteram de forma significativa essa expressdo de TLR4 quando comparados
ao grupo controle (1x). E, o SB reduz essa alteracdo de forma significativa, tanto para 5-
FU+SB (reduz 51,2% comparado ao 5-FU), como 5-FU+SB+LPS (reduz 63,7% quando
comparado ao 5-FU+LPS).
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FIGURA 38: Efeito do Saccharomyces boulardii na expressio de mRNA para TLR4 em
células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil na presenca ou nao de LPS. Dados
apresentam as médias + E.P.M. (n = 4). * P <0,05 quando comparado ao grupo controle
(salina). # P <0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. ANOVA e teste de Bonferroni. 5-FU:

5- Fluorouracil, SB: Saccharomyces boulardii, LPS: Lipopolissacarideo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o tratamento com o Saccharomyces boulardii foi
capaz de reverter de forma significante as alteragdes causadas pelo 5-FU, o qual, resultou na
inducdo de uma lesdo intestinal apresentando um importante comprometimento da barreira
epitelial funcional com a presenca das seguintes alteracdes: encurtamento acentuado das
vilosidades intestinais, necrose parcial das criptas, achatamento e vacuolizacao de enterocitos,
com importante reducdo da relacdo vilo/cripta, presenca de infiltrado mono e
polimorfonucleares, leucopenia, causando também a diarreia, e alteragdes da expressdao de
NF-kB e IkB, e aumento da producdo de citocinas pro-inflamatdrias (IFN-y, TNF-a, IL-18,
CXCL1, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12).

J4 com o intuito de se estudar o efeito do SB na mucosite intestinal provocada pelo 5-
FU, Justino (2014) e colaboradores do nosso grupo mostraram que o 5-FU alterou a histologia
e morfometria intestinal, aumentando a expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1,
CXCL-1), aumentando o consumo de GSH, ou seja, aumentando a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, assim como a producao de 6xido nitrico. E, todas essas alteracdes foram
revertidas pelo tratamento com Saccharomyces boulardii. Os dados do presente trabalho
corroboram com tais achados.

Conforme a literatura sabe-se que a mucosite oral induzida por antineoplésicos
provoca a destruigdo das células epiteliais e subsequente indugdo de resposta inflamatdria
local (SONIS et al. 2004; RUBEINSTEIN et al. 2004). Podemos hipotetizar que 0 mesmo
ocorre na mucosite intestinal. Onde, observa-se também a diarreia como uma das
manifestagdes mais comuns da mucosite intestinal relacionada a quimioterapia do cancer

(ARNOLD et al. 2005).

Em nossa pesquisa observou-se que a presenca de diarreia nos animais tratados com 5-
FU, no ultimo dia experimental, ndo foi tdo intensa como a diarreia causada por outros
agentes antineopldsicos, como o irinotecano (GIBSON et al. 2007; LOGAN et al. 2008;
STRINGET-r et al. 2009), outro estudo de Kang er al (2013), mostraram que a diarreia foi
observada somente no dia 5 ap6s a administracdo de 5-FU. Indicando que a administra¢do de
5-FU afeta o peso corporal dos animais possivelmente devido a ativacdo de respostas
inflamatoérias seguido pelo mau funcionamento gastrintestinal. Logo a presenga de diarreia
nos animais tratados com 5-FU somada as alteracdes da mucosa intestinal, como a necrose e
perda na altura dos vilos e alteragdo da profundidade das criptas, por exemplo, justificam a

menor capacidade de absor¢ao do intestino, levando os animais a um quadro de desnutrigao,
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com uma perda de peso significativa (JUSTINO et al. 2014) e, de acordo com a nossa
hipotese, essas alteracdes estdo relacionadas com o processo inflamatério e a disfungdo

intestinal.

Os neutrodfilos tem uma importante participacdo no mecanismo de mucosite intestinal
(RIBEIRO et al. 2002), ¢ a dosagem da atividade da enzima mieloperoxidase, tem sido
utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de neutrofilos nos processos
inflamatorios em varios tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Nos destacamos a
importante participacdo dos neutréfilos onde foi observado um aumento importante da
atividade da enzima mieloperoxidase. A liberacdo da enzima mieloperoxidase dos granulos
azurofilos catalisa a formag¢do de um poderoso acido oxidante, o acido hipocloroso, o que
pode levar a danos no DNA, proteinas e lipideos. Além disso, a mieloperoxidase pode agir no
endotélio vascular promovendo a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios e expressao de
moléculas de adesao, levando ao aumento da permeabilidade vascular e aumento da adesao de
neutrofilos. Apo6s desgranulagdo, o neutrdfilo também libera varias substidncias como
proteinas antimicrobianas, proteases, componentes da resposta oxidativa, varios receptores de
membrana para moléculas de adesdo endotelial, metaloproteinases de matriz (“Matrix
Metalloproteinases” - MMPs) e mediadores soliveis da inflama¢do (FAURSCHOU &
BORREGAARD, 2003).

Nossos dados estdo de acordo com a literatura, que demonstra que a injuria epitelial
associada a utiliza¢do de quimioterapicos antineoplésicos, geralmente, ocorre com infiltragao
de neutrdfilos para a mucosa intestinal que configura a fase inflamatoria da mucosite (SONIS
et al. 2004) também descrita por Duncan e Grant (2003). Outros achados da literatura revelam
os neutrofilos como componentes centrais da resposta inflamatoria, fato relevante para os
mecanismos de fagocitose, producao de radicais livres e bem como para produgdo e ativagao
de mediadores inflamatorios (REAVES; CHIN; PARKOS, 2005). E, nés mostramos que o
uso do probidtico SB € capaz de reverter de forma significativa essa intensa migracao de

neutrofilos.

Outros estudos, como o de Sezer et al. (2008) demonstraram a acdo do SB melhorando
a mucosite intestinal. Eles mostraram que na mucosite intestinal induzida por irinotecano
observa-se uma migracdo de leucécitos e uma inflamacdo da mucosa intestinal
significativamente menores nos animais que receberam o tratamento com SB. Esses autores
demonstraram também que a espessura das vilosidades intestinais nos animais tratados com

irinotecano ¢ significativamente menor em rela¢do a dos animais que receberam irinotecano +
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SB, mostrando que o SB tem um efeito protetor proeminente sobre a lesdo na mucosa
intestinal. Dados esses que corroboram com os nossos achados de reversdo, pelo SB, dos

aspectos gerais da inflamagao na mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Como encontramos em nossa pesquisa, outros autores ja& mostraram que o SB ¢ capaz
de atenuar sinais de inflamagdo como hiperplasia das criptas intestinais, os escores de danos
histologicos e reduzir a atividade de mieloperoxidase, em modelos animais de colite induzida

por Citrobacter rodentium (Wu et al. 2007).

A migracdo dos enterdcitos para reparar o epitélio danificado é considerada uma
importante etapa na resolugdo do processo inflamatorio. Na tentativa de explicar porque o SB
¢ eficiente em atenuar a resposta inflamatodria, Canonici ef al. (2011), demonstraram que o SB
secreta compostos que aumentam a migragao dos enterocitos, independentemente da
proliferacdo celular. Esta migracdo avancada foi associada com a capacidade do SB de
favorecer a interagcdo de células da matriz extracelular. Estes autores concluiram que o SB
secreta fatores mitogé€nicos que aumentam a restitui¢do celular através da regulagdo dindmica
da atividade da integrina o,f;, in vitro e em animais C57BL.

Considerando que os mecanismos associados & prote¢do intestinal induzidos pelo
Saccharomyces boulardii durante a mucosite intestinal causada pelo 5-FU ndo estdo
completamente compreendidos, optou-se por avaliar o efeito do SB em duas vias celulares
bastante importantes no processo inflamatorio, as vias NF-kB e MAP quinase, assim como

avaliar também a expressdo de citocinas pro-inflamatorias.

Os dados do presente trabalho evidenciaram uma reducgdo, pelo uso do SB, da
expressao do fator de necrose kB (NF-kB), assim como o aumento da expressao de kB, seu
inibidor fisiologico, e uma redugdo, bastante significativa, da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-qa, IL-1B, CXCL1, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12 e IFN-y, apos a
indugdo da mucosite pelo 5-FU e em ensaios com cultura de células Caco-2 in vitro, apds
inducdo pelo 5-FU. Assim, duas possibilidades foram postuladas na tentativa de estabelecer o
mecanismo de acao do SB: 1) que ele age inibindo a via NF-kB diminuindo assim o processo
inflamatorio, agindo diretamente sobre o IkB, aumentando a sua expressdo e inibindo a

producdo de NF-kB. 2) que ele age inibindo a via MAP quinase, por inibir indiretamente a

transcricdo de NF-kB e de outras citocinas inflamatorias pela inibigdo da fosforilagao de

proteinas como ERK1/2, p38 e INK.
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O papel da via NF-kB na mucosite induzida por 5-FU ja foi estabelecido no trabalho
de Chang et al. (2012), onde eles mostraram um aumento da expressao da proteina NF-kB na
mucosa do intestino delgado em animais tratados com 5-FU em comparagdo com o grupo de
controle. Nos encontramos resultados convergentes no nosso trabalho, sendo o SB capaz de
atenuar a expressao desse mediador.

Outras investigagdes mostraram que o SB produz um fator anti-inflamatorio soluvel
(SAIF), que inibe a ativacdo do NF-kB e atenua a sinalizacdo pro-inflamatéria em células
hospedeiras (SOUGIOULTZIS S et al. 2006. DAHAN S et al. 2003). Sougioultzis et al.
(2006) mostrou que em colonécitos humanos HT-29 e em monocitos THP-1 estimulados com
IL-1B, TNF-o ou LPS na presenca ou auséncia do sobrenadante da cultura de Sb (SBS), o
SBS inibiu a produgdo de IL-8, impedido a degradacdo de IkB-a, e reduziu tanto a ligagdo
como o gene de NFkB. Concluiram que o SB exerce um efeito anti-inflamatério através da
producao de um fator solivel de baixo peso molecular que bloqueia a ativagao de NF-kB ¢ a
expressdo do gene de NF-kB em células epiteliais intestinais € em monocitos. Logo, o SAIF
podem mediar, pelo menos em parte, os efeitos benéficos do SB na doenga humana intestinal,
infecciosa e nao infecciosa.

Alguns estudos demonstraram que as citocinas regulam e ampliam a resposta imune,
induzem lesao tecidual e mediam complicagdes, como a diarreia (SARTOR, 1994). Williams
(2001) relatou que citocinas inflamatorias como IL-1p, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-2 contribuem
com a gravidade e manutencdo de lesdes na mucosa intestinal. De Koning et al. (2006)
demonstraram que a resposta imune da mucosa tem um papel importante durante a mucosite
induzida por metotrexato. TNF-a e IL-10 contribuem para regular o dano da mucosa através
da restricdo excessiva da mucosite. Sabe-se também que a IL-1a, IL-1B e TNF-a estimulam a
secrecdo de outras citocinas, outros metabolitos do 4acido araquidonico e proteases por
macrofagos, neutrofilos, células musculares lisas e células epiteliais (SARTOR, 1994).

Assim como encontramos em nosso trabalho, outros autores mostraram que o 5-FU
altera as expressdes de citocinas pro-inflamatorias durante todo o desenvolvimento da
mucosite (CURRA et al. 2013; WATANABE et al. 2013; JUSTINO et al. 2014; JUSTINO et
al. 2015). Soares et al. (2013), observou que o 5-FU induziu mucosite intestinal com um
aumento concomitante na concentracao de IL-4. De acordo com Fang et al. (2014), em
estudos com células Caco2, eles demonstraram que a expressao do gene TNF-a, MCP-1, e IL-
12 exibiu uma hiperregulacao nas células Caco2 incubadas com 5-FU durante as primeiras 24

h. Dados esses também mostrados por nos nesse estudo.
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A literatura tem mostrado que outras drogas utilizadas na quimioterapia do cancer
também podem levar a uma mucosite intestinal com a participagdo de citocinas. Melo et al.
(2008) demonstrou que o irinotecano (CPT-11), importante quimioterapico bastante utilizado
na clinica, causa significante dano a mucosa intestinal, induzindo um aumento significativo na
concentracdo de TNF-a, IL-1B ¢ CXCLI no intestino de camundongos. Outros trabalhos
observaram que a radioterapia também ¢ capaz de induzir aumento dos niveis de TNF-o e IL-
1B em modelos animais de mucosite oral (SONIS et al. 2000). Essas evidéncias mostram a
importancia das citocinas no desenvolvimento da mucosite gastrintestinal induzida pelo
tratamento anticancer.

O SB mostra, em varios estudos, reduzir a resposta inflamatoria intestinal, através da
diminui¢do da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (FIDAN et al. 2009; JUSTINO et al.
2015). Em outras doencas como o HIV, o SB também se mostrou importante, por exemplo,
Villar-Garcia et al. (2015) em seus estudos concluiram que pacientes HIV infectados, apos 12
semanas de tratamento com SB diminuiram a produgdo de IL-6, diminuindo o quadro
inflamatorio. Assim como Lee et al. (2008) em seu estudo usando o modelo quimico de colite
induzida por TNBS, descobriram que a administragdo do SB reduz todos os aspectos da
colite, incluindo danos histoldgicos, diarreia, € os niveis dos mediadores pro-inflamatorios das
mucosas (IL-1B, IL-6, TNF-a, e iNOS).

Nesse estudo, nds demonstramos que o SB € capaz de atenuar o aumento da expressao
de mRNA para [FN-y causado pelo 5-FU, mas ja em 2007, Jawhara e Poulain, ja haviam
demonstrado que o SB foi capaz de reduzir a reagdo inflamatdria e a colonizacdo do intestino
de ratos, em um modelo de colite induzido por s6dio dextrana-sulfato (DSS), que estava
associado a diminui¢do da expressao dos niveis de mRNAs para INFy no colon. Outro estudo
mostrou que o SB inibe a produg¢do de IFNy no cdlon que estd correlacionada com o
aprisionamento de células T em nddulos linfaticos mesentéricos (DALMASSO G et al. 2006).

Logo, n6s demonstramos que as citocinas e as vias de sinalizagdo inflamatoria sao
modificadas pelo tratamento com SB, e podem também reduzir a lesdo intestinal, assim como
Sezer et al. (2008) demonstrou em seu estudo de mucosite oral. Com tudo, o efeito protetor do
SB, encontrado em nosso estudo, pode ser explicado por sua capacidade em inibir o aumento
das citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1pB, IL-8, CXCL1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12 e IFN-y)
e alterar as vias de sinalizacao celular.

Vale ressaltar que a produgdo de niveis elevados de NO esta associada a efeitos

inflamatorios (DIJKSTRA ef al. 1998). A atividade da iNOS ¢ regulada durante a ativagdo
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imune e pode resultar na sintese de niveis elevados de NO. O efeito inibitério do SB na
atividade da iNOS foi exibido em modelo de indugdo de diarreia pelo o6leo castor
(mamona/ricinio) em ratos. O nivel de citrulina (um marcador de producao de NO) estava
aumentado no colon desses ratos, considerando que a administragdo de SB foi mostrada por
bloquear esta produ¢do. O mesmo efeito ¢ relatado com o uso de um inibidor de iNOS. Estes
resultados sugerem que a inibicdo da iNOS por SB pode ser benéfica no tratamento da
diarreia e da inflamagao associada a producao exagerada do NO (GIRARD et al., 2005). Noés
observamos também em estudos anteriores (JUSTINO et al. 2014) que o tratamento com SB
foi capaz de atenuar as concentragdes de nitrito que estdo aumentadas com a administragdo do
5-FU. E, nesse estudo, nds observamos que o SB mais uma vez foi capaz de atenuar o
aumento da expressdo de iNOS causado pelo 5-FU, tanto nos tecidos de animais com
mucosite intestinal induzida por 5-FU, como em células Caco2 incubadas com 5-FU.

Com o intuito de avaliar a segunda possibilidade na tentativa de estabelecer o
mecanismo de a¢do do SB, realizou-se a técnica de eletroforese em gel para as proteinas
fosforiladas (ERK1/2, p38 e JNK). E, os resultados do presente trabalho, evidenciaram que as
MAP quinases sdo alteradas pela indu¢do da mucosite pelo 5-FU, todas as MAP quinase
analisadas mostraram um aumento da sua expressdo quando o 5-FU era administrado, mas
observamos que o tratamento com SB foi capaz de atenuar esse aumento na expressao dessas
MAP quinases, mostrando que o SB pode agir inibindo a fosforilacio de ERK1/2, p38 e JNK,
diminuindo assim o processo inflamatdrio por inibir a transcri¢do do NF-kB e de citocinas

pro-inflamatoérias, como TNF-a, IL-18, CXCLI, IL-8, IL-4, IL-6, IL-12 e IFN-y.

Na literatura ja haviam estudos que demonstravam que o 5-FU interfere na via MAP
quinase, Yang et al. (2010), por exemplo, mostraram que a phospho-p38 MAPK foi afetada
pelo tratamento com 5-FU em células HT29, o nivel de phospho-p38 foi significativamente
elevado em comparacdo com as células ndo tratadas. Sugerindo que o 5-FU aumentou
significativamente a fosforilacdo da p38 em células HT29. Para a cascata MEK MAPK, eles
verificaram que ambos os niveis de p42/44 e phospho-p42/44 nao foram alterados apos o
tratamento, indicando que a via MEK MAPK nao foi afetada pela administracio do 5-FU
(TROPPMAIR et al. 1994). E, Morcillo et al. (2012) em seu estudo também observou um
aumento da expressao de phospho-p38 quando se administra 5-FU, mas eles concluiram que a
phospho-p38 ¢ a tnica MAPK claramente ativada pelo 5FU, e que para a expressdao de
phospho-ERK e phospho-JNK ndo existe um aumento expressivo de suas concentragdes

quando se ¢ administrado 5-FU. Em contraste, Dinicola et al. (2013) demonstrou que a
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estimulacdo de células Caco-2 e células HCT-8 com 5-FU por 24 h era capaz de induzir um

aumento estatisticamente significativo da fosforilacdo de ERK1/2.

No6s demonstramos que em células Caco2 incubadas com 5-FU ocorre uma alteragao
da expressao de phospho-ERK1/2, phospho-p38 e phospho-JNK, e que quando essas células
sdo co-incubadas com 5-FU e SB, in vitro, ocorre uma redugdo dessas expressdes, mostrando
uma possivel interacdo do SB com a fosforilagdo dessas MAP quinases (ERK1/2, p38 e

JNK).

J& haviam evidéncias de que o SB em outros modelos poderia agir pela via MAP
quinase, Martins et al. (2010) revelou em seu estudo que o SB diminuiu a capacidade de S.
typhimurium de invadir células T84 e evitou a secrecdo de IL-8, por meio da inibi¢do da
sinalizacdo das vias MAPK. Chen er al. (2006), demonstraram que a presenca do
sobrenadante de cultura SB (SbS) reduziu significativamente a producdo de IL-8 e IL -1P e
inibiu as MAP quinases ERK1/2 e JNK/SAPK mas ndo p38 MAPK, em células NCM460,
estimuladas pela toxina A do C. difficile. Dahan et al. (2002), demonstram que o SB exerce
um efeito preventivo sobre a infeccdo por EHEC por também diminuir a secre¢do de IL-8,
citocina pro-inflamatoria, através da inibicao das vias de sinalizacdo NF-kB ¢ MAPK em

células T84 infectadas.

No presente trabalho investigou-se o papel de receptores toll-like na patogénese da
mucosite intestinal induzida por 5-FU. Dentre eles foram estudados os receptores toll-like do
tipo 2 e 4 e a proteina adaptadora MyD88. Pois, podemos concluir que o SB foi capaz de
inibir as vias NF-kB e MAPK. Como os dados celulares em Caco2 ndo evidenciam o mesmo
ambiente in vivo, pois ndo hé intera¢do com as bactérias da microflora intestinal, por exemplo,
no6s utilizamos um modelo de infecgdo de células Caco2 com LPS (DAVOODI H. et al 2013).
E, analisarmos como o SB agiu durante o processo infeccioso em células Caco2 incubadas
com 5-FU na presenca ou ndo de LPS. Vale ressaltar que mesmo o ambiente ndo sendo o
mesmo, in vivo e in vitro, nossa hipotese € que essa via esta presente nos dois modelos.

Varios receptores toll-like e receptores da familia IL-1 de citocinas sdo conhecidos por
sinalizarem através de uma rede intracelular complexa que envolve vias dependentes de
MyD88 ou independente de MyD88 (COHEN et al. 2002) que regulam a resposta imune da
mucosa (HAUSMANN et al. 2002; REUTER et al. 2004). Curiosamente, Frank et al. (2015)
demonstraram que camundongos nocaute para TLR2 injetados com metotrexato apresentaram

uma mucosite exacerbada. Além disso, Sukhotnik ez al. (2014) sugeriram que a sinalizagdo
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dependente de MyD88 para TLR4 ¢ um fator protetor contra a lesdo intestinal induzida pelo
metotrexato.

E bem sabido que a via de TLR / MyD88 induz a ativa¢do da sinalizagio do fator
nuclear kappa B (NF-kB). E, ja existe evidéncia de que a expressao de NF-kB ¢ aumentada
durante a mucosite (CHANG et al. 2012).

Logo, uma das nossas hipdteses ¢ que as citocinas pro-inflamatorias liberadas no
processo inflamatério causado pelo 5-FU podem estar agindo via MyDS88, ativando a via
MAPK e a via NF-kB, levando a um aumento do processo inflamatorio geral que consegue
ser atenuado pelo uso do SB. Nesse trabalho observou-se que o 5-FU foi capaz de promover
um aumento na expressao de MyD88 em animais tratados com 5-FU, nos segmentos do
jejuno e ileo, e que o SB foi capaz de atenuar essa alteragdo de forma significativa,
principalmente no ileo.

No estudo de Wong et al. (2015) eles demonstraram em amostras do intestino, que os
camundongos noucautes para MyD88 exibiram uma reducdo da ativagdo de NF-kB, assim
como da expressao de mediadores pro-inflamatorios. Estes resultados sugeriram claramente
que a transcri¢ao deste fator com consequente transcricdo de mediadores inflamatorios esta
ligado a via de TLR / MyD88. Da mesma forma, foi demonstrado que a ativagdo de TLR2 em
células microgliais BV-2 leva a inducao da via de sinalizacdo MyD88 / PI3-quinase / AKT /
NF-kB, que medeia a expressao de varias citocinas, bem como de COX-2 e iNOS (LIN et al.
2010). Possivelmente, a notavel resposta protetora mostrada com MyD88 reflete ndo apenas a
modula¢do da sinalizag¢do pelos receptores toll-like, mas também uma modulagdo mais ampla
de membros da familia da IL-1.

Outros estudos também demonstraram que o TLR4 ativa a sinalizagdo do NF-kB por
meio da via de MyD88, que conduz a transcri¢do de citocinas pro-inflamatorias bem como
muitos componentes importantes da resposta inflamatoria (O’Leary ef al. 2012).

A interagdo de padroes moleculares associados aos patogenos (PAMPs) ou de
produtos quimicos com receptores toll-Like € capaz de ativar vérios fatores de transcricao,
particularmente NF-kB e MAP quinases, e aumentar a produc¢do de citocinas pro-
inflamatorias (RAKOFF-NAHOUM et al. 2004; KAWAI & AKIRA, 2006). A desregulagdo
da sinalizacdo de TLRs em células epiteliais intestinais parece ser um importante fator
patogénico no estabelecimento de inflamacgdes intestinais (PODOLSKY'. 2002), incluindo a

mucosite.
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Noés demonstramos que o 5-FU foi capaz de aumentar a expressao de TLR2 e TLR4
em segmentos intestinais (jejuno e ileo) dos animais tratados com 5-FU em rela¢do ao grupo
controle.

De acordo com LI et al. (2014) os TLR sdo como sensores de morte celular e sao
responsaveis pela remodelacdo de tecidos, podendo ter um papel universal no cancer por
ativar o sistema imunitario inato. Eles constituem um eclo entre imunidade inata (ndo
especifica) e adaptativa (especifico), contribuindo na capacidade do nosso sistema imunitario
para combater eficazmente patogenos. Eles também permitem que as células imunes possam
discriminar entre o eu e o antigeno nonself (NIEDZIELSKA et al. 2009).

J& foi demonstrado em um estudo clinico, que em pacientes que utilizam 5-FU pode-se
observar além da perda de peso, ulceracdes gastrintestinais, grande infiltrado neutrofilico e de
eosinofilos, aumento da expressdo de IL-6 e TNF-a e da permeabilidade intestinal, ja firmado
pela literatura, observa-se também um aumento na expressao de TLR4, um aumento trés
vezes maior em relagdo ao grupo controle (FERREIRA et al. 2012).

Antagonistas TLR4 foram encontrados por representar um risco de comprometer a
imunidade do hospedeiro em outros estudos, de modo que ¢ um dilema cientifico, se um
agonista ou antagonista de TLR4 deve ser alvo como tratamento para o cancer (MAI et al.
2013).

Em nosso estudo verificamos que nas células Caco2 incubadas com 5-FU por 24h
observa-se o aumento dos niveis de mRNA para TLR2 e TLR4, corroborando com o0s nossos
resultados nos animais, onde também encontramos um aumento da expressdo desses
receptores no jejuno € no ileo dos animais tratados com 5-FU. Esse aumento dos niveis dos
receptores toll-like causado pelo 5-FU nas células Caco2 foi ainda maior quando co-
incubamos essas células com 5-FU + LPS que ¢ um agonista de receptores toll-like, ¢ um dos
mais potentes agonistas de TLR4 que pode até mesmo afetar a resposta a quimioterapia do 5-
FU (GARAY RP et al. 2007. PAULOS CM et al. 2007), nds mostramos que o 5-FU tem um
efeito adicional ao efeito do LPS.

Um estudo de Homa Davoodi et al. (2013), ja haviam demonstraram o efeito do 5-FU e
do LPS sobre a expressdo de diferentes variantes do TLR4, em células de cancer colorretal
HCT116. Eles concluiram que o 5-FU induziu um aumento na expressio de TLR4 na

presenga e na auséncia de LPS.

Nos observamos que o tratamento com S5-FU+LPS+SB conseguiu diminuir a

expressao dos receptores toll-like quando comparados ao grupo 5-FU+LPS. Assim como, a
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incubagdo de 5-FU+SB também foi capaz de reduzir o aumento da expressdo de TLR2 e
TLR4 quando comparados com as células incubadas somente com 5-FU.

E interessante ressaltar que a incubagfio com o SB sozinho foi capaz de aumentar a
expressao de TLR2 e TLR4, mas esse aumento ndo ¢ suficiente para causar a ativacdo de um
processo inflamatdrio. Ele somente ativa a imunidade inata. Tem um papel protetor na
mucosa intestinal. Pois os probioticos modulam a expressdo dos TLRs e induzem a produgao
de citocinas (LI et al. 2014), e uma estimulag¢ao constante dos TLRs pode ser necessaria para
manuten¢do da homeostase imune (RAKOFF et al. 2004). No entanto, os receptores inatos
desempenham um papel importante para equilibrar a redu¢dao de indugdo e inflamagdo no
hospedeiro (WEN et al. 2011). Sugere-se que bactérias comensais podem agir como um anti-
inflamatorio através de uma inibicdo do fator de transcricdo nuclear (NF-kB) através da
inibi¢do da ubiquitinizagdo do IkB (NEISH et al. 2000). A administragdo oral de probidticos
pode modular a resposta de células resultando no aumento da regulacdo da producdo de
citocinas (CHRISTENSEN et al. 2002).

Ja haviam evidéncias que em condigdes normais, a estimulagdo da mucosa imune por
microorganismos ndo patogénicos como SB, regula os TLR e a expressdo de citocinas, que
podem ter efeitos favoraveis sobre o desenvolvimento e manutengdo do sistema imune e
podem favorecer o hospedeiro com uma maior capacidade para resistir a qualquer resposta

inflamatoria (A. Kourelis et al. 2010).
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Com base nos dados que obtivemos, sugerimos o seguinte modelo hipotético:
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‘ Citocinas pré Inflamatérias: TNFa, IL1b, CXCL1,IL-8, iNOS, IFNg ‘ inflamagido, apoptose (P53)

FIGURA 39 — Hipédtese do Mecanismo de acdo do Saccharomyces boulardii

Em nosso modelo hipotético, o 5-FU causa um quadro inflamatério, gerando diarreia e
perca de peso nos animais, aumentando a migracao de neutrdfilos, causando necrose celular e
alteracdo da histologia do intestino, causa também o aumento da producdo de radicais livres e
de 6xido nitrico, aumentando a expressdo de NF-kB, de MAP quinases e de citocinas pro-
inflamatorias, através da ativacao de receptores IL-1, TLR 2 e TLR4 dependentes de MyD&S.
Na nossa hipotese o SB consegue reduzir esse quadro inflamatoério aumentando a expressao
de 1IkB, causando assim uma diminui¢do da transcri¢do de NF-kB. Interferindo na via MAP
quinase por reduzir a fosforilacio de ERK1/2, p38 e JNK. Resultando assim na atenuagdo da
expressao de citocinas pro-inflamatoérias, e, por conseguinte reduzindo o quadro inflamatorio

geral, tanto nos animais como em células de adenocarcinoma colorretal.
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Logo, sabendo que o Saccharomyces boulardii ¢ um probidtico de baixo custo, tem uso
conveniente, ¢ uma droga ndo absorvida pelo hospedeiro, e desprovida de toxicidade.
Podemos concluir que o SB fornece uma interessante abordagem alternativa de tratamento na
mucosite intestinal induzida por 5-FU. O SB pode combater o processo inflamatério
estabilizando o ambiente microbiano intestinal, a permeabilidade da barreira intestinal e a
degradacdo de antigenos enterais alterando sua imunogenicidade. Podem também, mediar
esse processo através do controle do equilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatorias. Pode
ser considerado como uma alternativa para alcangar efeitos intestinais profilaticos ou

terapéuticos nas doencas inflamatorias intestinais.
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7. CONCLUSAO

v’ Saccharomyces boulardii atenuou as alteragdes de perca de peso, diarreia, infiltragdo
de neutréfilos e alteragdes histopatologicas causadas no modelo de lesdo intestinal

induzida por 5-Fluorouracil em camundongos.

v’ Saccharomyces boulardii apresentou atividade anti-inflamatoria no modelo de lesdo

intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos.

v Saccharomyces boulardii alterou a via de sinalizac¢@o celular, NFkB, em animais com
mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil e em células Caco2 incubadas com 5-

Fluorouracil.

v Saccharomyces boulardii atenuou o aumento da expressio de citocinas pro-
inflamatorias na mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil e em células Caco2

incubadas com 5-Fluorouracil.

v’ Saccharomyces boulardii alterou a via de sinalizagdo celular, MAP quinase, em

células Caco2 incubadas com 5-Fluorouracil.

v’ Saccharomyces boulardii alterou a sinalizagdo da proteina adaptadora MyD88 na

mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos.

v’ Saccharomyces boulardii alterou a expressdo de receptores Toll-like 2 e Toll-like 4, na
presenca ou auséncia de Lipopolissacarideo (LPS), em células Caco2 incubadas com

5-Fluorouracil.
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