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RESUMO 

 

Introdução: 5-Fluorouracil é um antimetabólito comumente prescrito no tratamento 

do câncer, e seu uso em tecidos altamente proliferativos trazem problemas 

significativos como a mucosite. Bacillus clausii (B. clausii) é um probiótico baciliforme 

comumente usado na proteção contra diarreia aguda e distúrbios gastrintestinais 

associados à disbiose gastrintestinal. Objetivos: Avaliar os efeitos do probiótico 

B.clausii sobre a inflamação e as alterações gastrintestinais no curso da mucosite 

intestinal experimental induzida por 5-FU. Métodos: Camundongos machos Swiss 

(25-30g) foram tratados com 5-FU (450 mg/kg, i.p.) (5-FU e B. clausii + 5-FU) ou 

solução salina (salina, B. clausii). B. clausii foi administrado por gavagem em volume 

correspondente a (1×109 UFC) durante 3 dias após a administração de 5-FU, sendo 

realizada durante esse tempo, análise de alterações ponderais. Após 3 dias, os 

animais foram sacrificados e amostras do duodeno, jejuno e íleo foram obtidas para 

avaliação da histomorfometria e histopatologia, atividade de MPO, níveis de MDA e 

GSH. Amostras de sangue foram retiradas para a contagem total de leucócitos. Em 

outros grupos de animais foram avaliados o esvaziamento gástrico e o trânsito 

intestinal, a permeabilidade intestinal, a contratilidade do músculo liso intestinal, a 

resistência elétrica transepitelial (TEER) e o transporte intestinal de água e 

eletrólitos. A resposta mecânica foi avaliada utilizando-se um transdutor de força 

isométrico acoplado a um sistema de aquisição de dados. Carbacol (10-10-10-4 M) foi 

aplicado sobre músculo liso do jejuno e do íleo. A permeabilidade e a TEER foram 

aferidas em câmaras de Ussing. Resultados: O tratamento com B. clausii atenuou a 

lesão da mucosa, revertendo a diminuição da relação vilo/cripta e do peso corporal.  

Diminuiu a infiltração de neutrófilos, os níveis de MDA, o consumo de GSH, a 

retenção gástrica, a secreção de água e eletrólitos, a hipercontratilidade intestinal e 

o aumento da permeabilidade intestinal induzida por 5-FU. No entanto, o tratamento 

com 5-FU apresentou aumento dos valores de TEER e B. clausii não foi capaz de 

diminuir esses valores. Conclusão: A administração de B. clausii pode ser uma 

nova abordagem terapêutica para a mucosite intestinal, pois, esse probiótico foi 

capaz de atenuar a mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. 

 

 

Palavras-chave: Probiótico, Mucosite, 5-Fluorouracil, Bacillus clausii, Quimioterapia.  
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ABSTRACT 

 

Bacillus clausii ATTENUATES 5-FLUOROURACIL-INDUCED INTESTINAL 
MUCOSITIS IN MICE 

 

Background 5-Fluorouracil is an antimetabolite commonly prescribed in the 

treatment of cancer, and its use in highly proliferative tissues brings significant 

problems such as mucositis. Bacillus clausii (B. clausii) is a bacillary probiotic 

commonly used in protection against acute diarrhoea and gastrointestinal disorders 

associated with gastrointestinal dysbiosis. Objectives: To evaluate the effects of 

probiotic B.clausii on inflammation and gastrointestinal changes 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.) (5-FU and B. clausii + 5-FU) or saline 

solution (saline, B. clausii). B. clausii was administered by gavage in volume 

corresponding to (1×109 CFU) for 3 days after administration of 5-FU, during which 

time, analysis of weight changes was performed. After 3 days, the animals were 

sacrificed and samples of duodenum, jejunum and ileum were obtained for 

evaluation of histomorphometry and histopathology, MPO activity, MDA and GSH 

levels. Blood samples were taken for the total white blood cell count. In other groups 

of animals, gastric emptying and intestinal transit, intestinal permeability, intestinal 

smooth muscle contractility, transepithelial electrical resistance (TEER) and intestinal 

transport of water and electrolytes were evaluated. The mechanical response was 

assessed using an isometric force transducer coupled to a data acquisition system. 

Carbacol (10-10-10-4 M) was applied on smooth muscle of jejunum and ileum. 

Permeability and TEER were measured in Ussing chambers. Results: Treatment 

with B. clausii attenuated mucosal injury, reversing the decrease in villus/crypt ratio 

and body weight. Also, decreased neutrophil infiltration, MDA levels, GSH 

consumption, gastric retention, water and electrolyte secretion, intestinal 

hypercontractility, and increased 5-FU-induced intestinal permeability. However, 

treatment with 5-FU showed increased TEER and B. clausii was not able to decrease 

these values. Conclusion: The administration of B. clausii may be a new therapeutic 

approach for intestinal mucositis because this probiotic was able to attenuate 5-FU 

induced intestinal mucositis in mice. 

 

Key words: Probiotic, Mucositis, 5-Fluorouracil, Bacillus clausii, Chemotherapy. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

 Câncer ou neoplasia maligna é o nome dado a um conjunto de mais de 100 

doenças que têm em comum o crescimento desordenado de células que invadem os 

tecidos e órgãos, podendo espalhar-se para outras regiões do corpo sendo causado 

por um mau funcionamento dos mecanismos bioquímicos de sinalização que dirigem 

o ciclo celular (LEVITZKI e KLEIN, 2010, INCA-2018). O diagnóstico de câncer 

modifica o estilo de vida. Além de desconforto e dor, que comprometem a 

capacidade laboral, há também perda de auto-estima e modificações de ordem 

social. O câncer é atualmente o segundo maior causador de morte no mundo 

(PAIVA, 2006; BRANDÃO et al., 2010; INCA-MS, 2018).  

 Uma das estratégias utilizadas no combate ao câncer é a terapia 

antineoplásica, utilizada tanto no tratamento de tumores não curáveis por operação 

ou radioterapia, como também de forma isolada para alguns tipos de neoplasia (AL 

SAFARJALANI et al., 2006). Assim, entre os fármacos utilizados pode-se citar o       

5-Fluorouracil (5-FU) que é um antimetábolito eficiente no controle das células 

neoplásicas e foi desenvolvido na década de 50 do século XX com a função de inibir 

moléculas de DNA e/ou RNA, impedindo a síntese e metabolismo de novas células. 

Contudo, este fármaco possui citotoxicidade inespecífica, lesando tanto as células 

neoplásicas, quanto as células normais, provocando efeitos colaterais. Dentre os 

efeitos colaterais, destaca-se a mucosite intestinal que afeta a maioria dos pacientes 

que fazem uso do fármaco (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). 

 A mucosite intestinal pode representar, ainda, aumento dos custos 

hospitalares, atingindo o triplo dos valores habituais (LALLA et al., 2006; TOOLEY; 

HOWARTH; BUTLER, 2009). Sendo assim, é evidente a necessidade de se estudar 

formas que possam minimizar o impacto da mucosite em pacientes com câncer.  

 Como demonstrado, a terapia anticâncer com o uso de antineoplásicos, tais 

como o 5-FU, traz repercussões gastrintestinais adversas, como a mucosite. No 

intuito de investigar alternativas de controle da mucosite induzida por 5-FU nosso 

grupo tem demonstrado expertise com o uso de probióticos e Justino et al. (2015) 

demonstraram que o tratamento com o próbiótico Saccharomyces boulardii foi capaz 

de reverter de forma significativa às alterações da mucosite intestinal causadas pelo 

5-FU em camundongos, mostrando que essa alternativa terapêutica pode contribuir 
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para amenizar os efeitos colaterais da mucosite instestinal advinda do tratamento 

com antineoplásicos (JUSTINO et al., 2015). 

 Diante dessa perspectiva buscou-se, no presente estudo, investigar o 

conjugado de quatro cepas de B. clausii, comercialmente conhecido como 

Enterogermina®. A atividade de B. clausii tem sido descrita na prevenção e 

tratamento da diarreia aguda e infecções intestinais, proteção contra efeitos 

gastrintestinais secundários devido à antibioticoterapia, atividade imunomoduladora. 

Apesar de seu efeito comprovado em doenças que acometem o TGI sua ação 

probiótica frente à mucosite intestinal causada por 5-FU não foi investigada. Sendo 

assim, resolvemos investigar se o tratamento com B. clausii pode exercer efeitos 

protetores durante a inflamação e disfunção gastrintestinal induzida por                   

5-Fluorouracil em camundongos. 

 

2.  REVISÃO DE LITERATURA  

2.1.    O câncer: caracterização, incidência, tratamento e suas repercursões 

  

 O termo câncer é utilizado para definir um conjunto de doenças complexas e 

potencialmente letais que compartilham uma característica fundamental: a 

proliferação celular anormal descontrolada e a capacidade de invadir tecidos 

adjacentes (MUKHERJEE, 2012; WHO, 2015; BRASIL, 2018). Essa enfermidade se 

caracteriza como um conjunto de mais de cem doenças que tem em comum um 

crescimento desordenado de células malignas, sendo no momento, a segunda causa 

de óbito no mundo. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima 27 milhões de 

casos novos de câncer no mundo em 2030, com uma expectativa de 17 milhões de 

mortes e 75 milhões de sobreviventes a esta doença.   

 Assim, nas últimas décadas, esta doença tornou-se um problema de saúde 

pública mundial. Estima-se, ainda, que o câncer, já a partir de 2020, tornar-se-á a 

doença com a maior taxa de mortalidade, superando as doenças 

cardiovasculares. Em 2017 o câncer foi mundialmente a principal causa de morte, 

sendo responsável por 8,8 milhões de óbitos, representando aproximadamente 

14,1% de todas as mortes no mundo (WHO, 2018). 

  Estima-se, para o Brasil, biênio 2018-2019, a ocorrência de 600 mil casos 

novos de câncer, para cada ano. Excetuando-se o câncer de pele não melanoma 
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(cerca de 170 mil casos novos), ocorrerão 420 mil casos novos de câncer. Os 

cânceres de próstata (68 mil) em homens e mama (60 mil) em mulheres serão os 

mais frequentes.  Na figura 01 evidencia-se que à exceção do câncer de pele não 

melanoma, os tipos de câncer mais incidentes em homens serão próstata (31,7%), 

pulmão (8,7%), intestino (8,1%), estômago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas 

mulheres, os cânceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do útero (8,1%), 

pulmão (6,2%) e tireoide (4,0%) figurarão entre os principais (INCA, 2018). 

 

FIGURA 01 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 

2018 por sexo, exceto pele não melanoma*.  

 

 

Fonte: Instituto Nacional do Câncer, 2018 

  

 As estimativas para o estado do Ceará e para Fortaleza das taxas brutas de 

incidência por 100 mil habitantes e do número de novos casos de câncer, segundo o 

sexo e localização primária demonstram que os quatro tipos de cânceres mais 

incidentes em homens são: próstata, estômago, cólon e reto. Nas mulheres são: 

mama, cólo de útero estômago e cólon e reto (Tabela 01). 

 Dentre os tipos de câncer, o câncer colorretal (CCR) é o terceiro comumente 

diagnosticado em homens e o segundo, em mulheres sendo responsável por cerca 

de 8% das mortes relacionadas ao câncer (FERLAY et al., 2011). No Brasil, o câncer 
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colorretal representa o terceiro tipo mais incidente, tanto em homens como em 

mulheres (INCA, 20018). 

 

TABELA 01: Estimativas para o estado do Ceará e Fortaleza para o ano de 2018 das taxas brutas 

de incidência por 100 mil habitantes e do número de casos novos de câncer, segundo sexo e 
localização primária*.  

 

 

 
Fonte: Instituto Nacional do Câncer, 2018 
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 O tratamento contra o câncer ou neoplasia maligna é um desafio constante 

na pesquisa clinica. Embora crescente o número de estudos em torno dessa doença 

multifatorial é ainda muito difícil o tratamento e a cura dessa enfermidade, pois a 

mesma compromete as células com perda da estrutura fisiológica resultando em 

proliferação celular descontrolada, perda de função, poder de invasão e capacidade 

de disseminação para outras partes do corpo (VERDE, 2007). 

 O paciente diagnosticado com câncer apresenta diversos aspectos de sua 

vida alterados apresentando em muitas situações desconforto e dor que 

comprometem sua capacidade laboral bem como suas atividades rotineiras, 

comprometendo tanto a vida diária como repercutindo financeiramente e também 

levar à perda de autoestima e modificações de ordem social (PAIVA, 2006).  

  A evolução da medicina permitiu o surgimento de uma quantidade 

significativa de novos fármacos para o tratamento do câncer, aumentando a 

sobrevida global e qualidade de vida dos pacientes (CALABRESI e CHABNER, 

2012; RANG, 2008). Apesar desse avanço, mais de 50% dos pacientes não 

respondem à terapia inicial, e a doença progride para a doença metastática      

(CHU, 2005). A Tabela 02 esquematiza as principais classes de drogas utilizadas 

contra o câncer (antineoplásicos) e seus mecanismos de ação. 

 

TABELA 02: Classes de fármacos utilizadas na terapia do câncer com respectivos mecanismos 

de ação e exemplares típicos. 

 

 

Fonte: Instituto Nacional do Câncer, 2018 
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2.2.  Quimioterapia  

 

 Como pode ser observado na tabela 02, uma das estratégias utilizadas no 

combate ao câncer é a terapia antineoplásica com quimioterápicos, utilizada tanto no 

tratamento de tumores não curáveis por operação ou radioterapia, como também de 

forma isolada para alguns tipos de neoplasia. Essa terapia também é utilizada 

naqueles casos em que se deseja reduzir a dimensão e a agressividade de cirurgias 

oncológicas através de um tratamento pré-operatório (quimioterapia neo-adjuvante) 

(INCA 2018).  

 Embora o grande avanço na terapêutica alcançado nos últimos anos tenha 

possibilitado um prognóstico melhor em diversos tipos de tumores, os pacientes 

oncológicos continuam sofrendo bastante com a toxicidade oriunda da quimioterapia 

e radioterapia. O número limitado do arsenal terapêutico para tratar os efeitos 

colaterais da quimioterapia e radioterapia se dá muito em parte ao escasso 

conhecimento dos mecanismos patológicos subjacentes à toxicidade do tratamento 

oncológico (BOSSI, 2015). Dessa forma, os efeitos colaterais conduzem, na maioria 

das vezes, ao interrompimento do tratamento quimioterápico e radioterápico, 

levando ao comprometimento da eficácia geral do tratamento oncológico (BOSSI, 

2015). 

 O objetivo primário da quimioterapia (QT), forma mais comum de terapia 

antiblástica, é destruir as células neoplásicas, preservando as normais. Entretanto, a 

maioria dos agentes antiblásticos atua de forma não específica, lesando tanto as 

células neoplásicas, quanto às células normais. No momento em que populações 

celulares normais são comprometidas, surgem os efeitos colaterais tóxicos. 

Consequentemente, estas substâncias podem provocar efeitos tóxicos graves 

(CALABRESI; CHABNER, 2012), sendo um dos órgãos mais afetados o trato 

gastrintestinal (TGI) (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999). 

 Dentre os antineoplásicos aplicados em QT, o 5-Fluorouracil (5-FU) é um 

dos fármacos mais utilizados, mas sua utilização pode comprometer o tratamento 

em consequência de suas reações adversas. Este medicamento foi desenvolvido na 

década de 50 do século XX e mostrou-se promissor por inibir moléculas de DNA 

e/ou RNA, impedindo a síntese e metabolismo de novas células. No entanto, o 

tratamento pode apresentar efeitos colaterais, muitas vezes responsáveis por 
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recusas da terapia, dentre os quais a mucosite intestinal, que afeta a maioria dos 

pacientes que fazem desse fármaco (SONIS, 2004).  

 Mielotoxicidade, cistite, toxicidade pulmonar, cardiotoxicidade e mucosite 

são efeitos adversos mais encontrados após o uso de 5-FU (LEITÃO, 2007;  

VERDE, 2007). 

 Diante do que foi exposto observa-se que é importante à compreensão e a 

correta caracterização das repercussões gastrintestinais em pacientes que fazem 

uso de antineoplásicos.  

 

2.3. 5-Fluorouracil: mecanismo de ação, metabolismo e repercussões em 

pacientes oncológicos 

 

 O 5-Fluorouracil (5-FU) foi desenvolvido em 1957 e pertence à classe das 

fluoropirimidinas (HEIDELBERGER et al., 1957). Esse fármaco antimetabólico foi 

gerado com a finalidade de tratar pacientes com câncer por meio da inibição de 

processos como a incorporação de moléculas de DNA e/ou RNA, processo essencial 

para síntese e metabolismo de novas células. (RUTMAN; CANTAROW e 

PASCHKIS, 1954). 5-FU é administrado por via intravenosa, na forma de bolus 

(administração rápida, em tempo menor ou igual a um minuto) ou como infusão 

contínua prolongada (tempo superior a 60 minutos, ininterruptamente) durante 

determinado período. A meia-vida é curta, de dez a vinte minutos, tornando a 

infusão contínua vantajosa (LIMA, 2004). 

 O 5-FU é um análogo da uracila que contem um átomo de fluorina na 

posição C-5 em vez de hidrogênio (figura 02). Ele entra nas células por meio de 

transporte facilitado, mecanismo semelhante ao da uracila. O 5-FU pode ser 

convertido em três metabólitos ativos, são eles: monofosfato de fluordeoxiuridina 

(FdUMP), trifosfato de fluordeoxiuridina (FdUTP) e trifosfato de fluoruridina (FUTP) 

(LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 2003). 

 O mecanismo de ativação do 5-FU se dá pela conversão em monofosfato de 

fluoruridina (FUMP), que é então fosforilada em difosfato de fluoruridina (FUDP), que 

pode ser fosforilada no metabólito ativo, o trifosfato de fluoruridina (FUTP), ou pode 

ser convertido em difosfato de fluordeoxiuridina (FdUDP). Esse composto 

intermediário do metabolismo de 5-FU pode ser fosforilado ou defosforilado dando 

origem aos metabólitos ativos FdUTP e FdUMP, respectivamente. Um caminho 
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alternativo é catalisado pela timidina fosforilase (TP) que converte 5-FU em 

fluordeoxiuridina (FUDR), que é então fosforilado em FdUMP pela timidina quinase. 

A conversão do 5-FU em diidrofluorouracil (DHFU) pela diidropirimidina 

desidrogenase (DPD) é 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 

fígado (Figura 03) (LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 2003). 

 

 

     FIGURA 02 - Estrutura química do 5-Fluoruracil e da uracila. Adaptado de LONGLEY  

     et al.,  2003. 

 
 O metabolismo do 5-FU varia de individuo para individuo devido à variação 

genética e à degradação da enzima DPD que é provavelmente a base genética mais 

importante para a variação da farmacocinética entre indivíduos (SOVERI et al., 

2014). 

 A enzima Timidilato Sintase (TS) catalisa a conversão de deoxiuridina 

monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10-

metileno tetraidrofolato (CH2THF) como um doador de grupos metil. O metabólito 

ativo do 5-FU que é o monofosfato de fluordeoxiuridina liga-se no sítio de ligação do 

nucleotídeo da enzima TS e forma um complexo estável TS e CH2THF. Esse 

complexo é capaz de bloquear o acesso de dUMP ao sítio de ligação do nucleotídeo 

inibindo a síntese de dTMP. Isso resulta em um desequilíbrio nas concentrações de 

deoxinucleotídeos (dNTP) e também um aumento dos níveis de deoxiuridina 

trifosfato (dUTP), ambos podem causar destruição do DNA. A extensão ao dano do 

DNA causado pela dUTP é dependente dos níveis das enzimas pirofosfato dUTPase 

e uracil-DNA glicosilase (UDG) (LONGLEY, HARKIN e JOHNSTON, 2003; figura 

04). 

 O 5-FU é utilizado para o tratamento de vários tipos de câncer, incluindo o 

câncer de mama e o colorretal, sendo de maior impacto nesse último. Os efeitos 

colaterais do 5-FU variam consideravelmente de acordo com o tratamento, a dose 

utilizada e a via de administração e são mais evidentes em células com grande 
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índice de mitose, como tecidos de rápida proliferação. Seus efeitos colaterais 

incluem mielossupressão, mucosite oral e intestinal, dermatite e diarreia 

(VANHOECKE et al., 2015). Cerca de 40% dos pacientes tratados com doses 

padrões de quimioterápicos, como o 5-FU, apresentam mucosite e há relatos de 

pacientes que a apresentam na primeira dose administrada (GIBSON et al., 2013).  

 Outros efeitos podem ainda ocorrer, tais como: náuseas, alopecia, toxicidade 

cardíaca e ocular, faringite, esofagite, gastrite, colite, dermatite (KATZUNG; 

MASTERS e TREVOR, 2014). Também são relatadas alterações na microflora 

intestinal, que podem contribuir para a ocorrência da diarreia. O aparecimento da 

mucosite, seja oral ou intestinal, é um dos principais fatores limitantes da 

continuidade do tratamento, principalmente em idosos (SAVVA-BORDALO et al., 

2010). 

 Estudo realizado com 880 pacientes da França e 153 da Finlândia com 

câncer colorretal e em uso de 5-FU evidenciou que a mucosite, a diarreia e as 

náuseas atingiram respectivamente 42%, 53% e 54% desses pacientes (SOVERI et 

al., 2014). Esses dados revelam que a mucosite é um das complicações mais 

prevalentes com o uso do 5-FU.  

 

FIGURA 03 - Metabolismo Hepático do 5-FU adapatado de Langley et al, 2003 O 5-Fluorouracil      
(5-FU) é convertido em três principais metabolitos ativos: monofosfato de fluorodeoxiuridina 
(FdUMP), trifosfato de fluorodeoxiuridina (FdUTP) e trifosfato de fluorouridina (FUTP).  O principal 
mecanismo de ativação de 5-FU é a conversão para monofosfato de fluorouridina (FUMP).   
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FIGURA 04 - Mecanismo de ação do 5-FU sobre a Timidilato Sintase. Adapatado de Langley et al, 
2003. A timidilato sintase (TS) catalisa a conversão do monofosfato de desoxiuridina (dUMP) em 
desoxitimidina monofosfato (dTMP) com 5,10-metileno tetrahidrofolato (CH2THF) como o doador de 
metil. O metabolito ativo do 5-FU, monofosfato de fluorodesoxiuridina (FdUMP) liga-se ao local de 
ligação do nucleótido na TS e forma um complexo ternário estável com TS e CH2THF, bloqueando o 
acesso de dUMP ao local de ligação de nucleótideos e inibindo a síntese de dTMP. Isso resulta em 
desequilíbrios de pool de desoxinucleótideos (dNTP) e níveis aumentados de trifosfato de 
desoxiuridina (dUTP), os quais causam danos ao DNA. A extensão do dano do DNA causado pelo 
dUTP é dependente dos níveis da pirofosfatase dUTPase e uracil-DNA glycosylase (UDG). A dTMP 
pode ser recuperada da timidina através da ação da timidina quinase (TK). 
 

 

2.4. Mucosite por antineoplásicos 

 

 Mucosite do trato alimentar é o termo clínico usado para descrever as 

alterações provocadas pela quimioterapia e radioterapia antineoplásicas sobre as 

mucosas, podendo acometer o trato alimentar de maneira global ou localizada 

(cavidade oral – mucosite oral – ou mucosa intestinal – mucosite gastrintestinal). A 

alta prevalência de manifestações clínicas adversas como disfagia, dispepsia, 

diarreia, náuseas e vômitos, dor abdominal, úlceras orais e anorretais, entre outras, 

são resultado da pouca seletividade dos agentes antineoplásicos e da alta taxa de 

proliferação do epitélio do trato gastrintestinal (GIBSON e KEEFE, 2006). 

 Esses efeitos colaterais são bastante comuns em pacientes portadores de 

câncer submetidos a tratamento com agentes quimioterápicos diversos, em especial, 

os antimetabólitos, como por exemplo, o metotrexato e 5-Fluorouracil, mas também 
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com outros agentes como cisplatina, doxorrubicina, ifosfamida, dentre outros. 

(SOARES et al., 2008). 

 Qualquer região da mucosa digestiva (desde a boca ao ânus) pode ser 

afetada. Algumas porções são mais suscetíveis que outras à mucosite de forma 

precoce ou tardia e, por esta razão, o termo mucosite alimentar, mais abrangente, 

tem sido considerado o mais adequado para descrever o processo (SONIS, 2004; 

SCULLY, SONIS e DIZ, 2006). 

 Embora a maioria das pesquisas tenham se direcionado à mucosite oral, 

pela facilidade da observação das lesões e dos resultados de tratamentos, a 

mucosite gastrintestinal destaca-se pelos seus importantes sinais e sintomas tais 

como náuseas, vômitos, dores abdominais e diarreia, retarde do trânsito 

gastrintestinal e hipercontratilidade do músculo liso jejunal e ileal comprometendo o 

tratamento e sendo causa de abandono de terapia e muitas vezes levando à morte 

(SOARES, 2008). 

 De acordo com Hauer-Jensen et al. (2004), a mucosite acomete 

principalmente o intestino delgado. Já em relação ao cólon, Logan et al. (2009) 

evidenciaram alterações mínimas no cólon após administração dos quimioterápicos 

metotrexato (MTX) ou 5-FU e Ferreira et al. (2012) não encontraram alterações no 

cólon com o uso do 5-FU por via intraperitoneal (i.p.) para indução de mucosite em 

camundongos (HAUER-JENSEN et al., 2004; LOGAN et al., 2009; FERREIRA et al., 

2012). 

 

2.4.1. Mucosite intestinal 

 

O intestino é formado por três camadas básicas, a camada epitelial, a lâmina 

própria e a muscular da mucosa. O uso de quimioterápicos pode levar a falhas na 

divisão celular e na renovação epitelial, isso ocasiona perda rápida da estrutura e 

função do intestino (DUNCAN e GRANT, 2003). 

O intestino é um local muito suscetível às lesões ocasionadas por drogas 

anticâncer por causa da rápida taxa de “turnover” do epitélio de cerca de 3-4 dias 

(BOWEN et al, 2006). O epitélio intestinal é composto por uma camada simples de 

células epiteliais cilíndricas que separam toxinas de antígenos bacterianos 

(altamente concentrados no lúmen intestinal) dos tecidos linfoides associados ao 

trato intestinal (KAGNOFF & ECKMANN, 1997). O conjunto formado por epitélio 
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mais tecido conjuntivo forma a mucosa intestinal. Dessa maneira, essa superfície 

representa uma importante barreira entre os agentes danosos presentes no lúmen e 

o organismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999; LINHARES, 2005).  

  

FIGURA 05 - Representação esquemática da estrutura intestinal animal. 

 

 

 

    

 Reproduzido de MISODOR, 2013 

  

 Diante das importantes funções que o intestino exerce para a saúde do 

organismo, como: digestão e absorção de macro e micronutrientes, produção de 

importantes hormônios reguladores, pode funcionar como órgão imune e agir como 

barreira contra agentes nocivos é compreensível que doenças que acometam essa 

região possam trazer complicações para os esquemas terapêuticos (VLIET, 2010). 

 A avaliação da mucosite é um evento difícil, pois são poucos os 

instrumentos para avaliação da mucosite intestinal. As escalas utilizadas geralmente 

são baseadas em características indiretas da mucosite, como a diarreia, que pode 

ser causada por outras condições e intervenções, dificultando a interpretação. 

Segundo Keefe (2007) a escala National Cancer Institute (NCI) Common 

Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE)–NCI/CTCAE, utilizada na 
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avaliação da mucosite oral, provavelmente seja a mais adequada para avaliação da 

mucosite intestinal. A escala vai de assintomática (1) a morte (5), de acordo com a 

gravidade dos sinais e sintomas. 

 A diarreia, o sintoma mais marcante na mucosite intestinal, é observada em 

aproximadamente 80% dos pacientes em quimioterapia, sendo maior nos primeiros 

ciclos de tratamento, quando se observa diarreia de grau 3-4 (>7 episódios de 

diarreia por dia havendo a necessidade de hidratação por um período superior às 

24h) em até 25% dos pacientes (KEEFE et al., 2007). 

 Não existe um esquema padrão para a caracterização da mucosite intestinal. 

A fisiopatologia da mucosite intestinal, especialmente da diarreia de fase tardia não 

está completamente esclarecida. Muitos avanços têm sido feitos neste aspecto, em 

parte com a contribuição do laboratório de farmacologia da inflamação e do câncer 

(LAFICA) e o Laboratório de estudos da Fisiofarmacologia Gastrintestinal (LEFFAG) 

que têm investigado os mecanismos fisiopatológicos associados à mucosite 

intestinal induzida pela quimioterapia (CARNEIRO-FILHO et al., 2004; MELO et al., 

2008; SOARES et al., 2008; SOARES et al., 2011; LEITÃO et al., 2011; LIMA-

JÚNIOR et al., 2012; SOARES et al., 2013; LIMA-JÚNIOR et al., 2014; WONG et al., 

2015, FERNANDES et al., 2018). 

  A utilização dos esquemas de escala como o proposto por Keefe et al. 

(2007) pode ser uma ferramenta importante, mas ainda existe uma enorme lacuna 

sobre os mecanismos que desencadeiam a mucosite intestinal. Muito do que 

conhecemos sobre a mucosite oral pode também ser aplicado a mucosite intestinal e 

alguns estudos se baseiam nas sequências de eventos descritas por Sonis (2004) 

(KEEFE et al. 2007; SONIS,  2004). 

 Sonis (2004) descreve a mucosite oral como resultado de uma complexa 

interação fisiopatológica em 5 fases: 1-iniciação; 2-upregulation e mensagem;         

3-sinalização e amplificação; 4-ulceração e inflamação; 5-Cura. Brevemente, a fase 

1 consiste na iniciação do dano gerado pela radio ou quimioterapia, com produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROS). As fases 2 e 3 consistem na ativação do 

fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB), levando à expressão de muitos genes, 

como de citocinas pró-inflamatórias, que ativam ainda mais NF-kB. A fase 4, 

ulcerativa, cursa com colonização bacteriana e produção de mais citocinas 

inflamatórias, o que amplifica a inflamação e o dano. Por fim, a fase de cura ocorre 
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como consequência da proliferação e diferenciação epitelial e restabelecimento da 

microbiota local. (SONIS 2004) (figura 06). 

 

 

FIGURA 06 - Fases da mucosite intestinal. Fonte: Adaptado de Sonis, 2004 e Duncan e Grant, 

2003  

  

 Apesar da origem embrionária semelhante entre a boca e intestino, o que 

permite a estrapolação do modelo da fisiopatologia da mucosite oral proposta por 

Sonis para mucosite intestinal, algumas ressalvas devem ser feitas com relação a 

isto. O modelo proposto por Sonis (2004) não considera o papel da microbiota na 

patogênese da mucosite. Sabe-se, entretanto, que a microbiota, abundante no 

intestino, pode influenciar as 5 fases do desenvolvimento da mucosite por meio da 

influência sobre o processo inflamatório, o estresse oxidativo, a permeabilidade 

intestinal, a composição da camada de muco, o reparo epitelial e sobre a resposta 

imune (VAN VLIET et al., 2010). 

 Pelo que foi exposto é evidente que a etiologia da mucosite intestinal não 

pode ser explicada por um estímulo isolado, mas sim por uma cascata de eventos, 

onde o início pode ser atribuído ao efeito apoptótico do 5-FU direto sobre as células 

intestinais (WU et al., 2011), somado a ação da microbiota na parede intestinal 

lesada, potencializando o efeito inflamatório pela presença de toxinas bacterianas e 
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consequentemente infiltrado de células de defesa (VON BÜLTZINGSLÖWEN et al., 

2003). 

 Ainda em relação a esses eventos, Duncan e Grant (2003) descrevem os 

mecanismos da mucosite intestinal em quatro fases: período inicial, restituição, 

inflamação, recuperação. A fase inicial caracteriza-se pela ação de fármacos 

antineoplásicos que bloqueiam a síntese do DNA por inibição da topoisomerase e 

síntese de timidilato. Podem também ocorrer alterações na molécula do ácido 

ribonucléico (RNA) e formação de radicais livres. Todas essas alterações inibem os 

processos mitóticos, que afetam a integridade celular e provocam o estímulo para o 

influxo de células inflamatórias e imunes da lâmina própria (DUNCAN e GRANT, 

2003).  

 Durante a segunda fase, ocorre paralisação da divisão celular por algumas 

horas e apoptose. Há, portanto, uma indução da perda progressiva de células nas 

criptas e ativa os processos de restituição. Nesta etapa, há aumento da 

profundidade e diminuição do número de criptas, encurtamento dos vilos e depleção 

de células caliciformes (KEEFE et al., 2007). Esta fase caracteriza-se por perdas de 

fluidos e colonização bacteriana (DUNCAN e GRANT, 2003). Por fim, no processo 

de recuperação ocorre uma significativa proliferação, que leva a restauração 

funcional das criptas. Consequentemente ocorre uma recuperação na estrutura e 

função dos vilos, com retorno da superfície absortiva do intestino (DUNCAN e 

GRANT, 2003). 

 Cada fase é independente e consequência de uma série de ações mediadas 

por citocinas, fatores de crescimento, efeito direto do quimioterápico sobre o epitélio 

e da flora bacteriana sobre o epitélio lesado, além de depender do “status” da 

medula óssea do paciente (PICO et al., 1998). Esses fatores são responsáveis pela 

destruição da mucosa do TGI, principalmente do intestino delgado, ocasionando o 

aparecimento de graves efeitos colaterais e contribuindo para a interrupção do 

tratamento, modificação no esquema de administração do fármaco, mudança na 

seleção do quimioterápico ou redução das doses, comprometendo a eficácia da 

terapia proposta e refletindo na saúde e qualidade de vida do paciente (SONIS, 

2004; STRINGER et al., 2009; VAN-VLIET et al., 2010). 

 Um aspecto importante da mucosite intestinal induzida por antineoplásicos 

consiste no fenômeno da translocação bacteriana através de um epitélio danificado 

funcionalmente e estruturalmente, evento que parece desempenhar papel relevante 
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na toxicidade intestinal da quimioterapia e da radioterapia (FOX et al.,1988; 

ALVERDY, 1990; SOUBA et al., 1990). A destruição celular gastrintestinal observada 

na mucosite por uso de quimioterápicos, é resultado de hipoproliferação celular 

(ALTMAN et al., 1974), com atrofia das vilosidades, aprofundamento das criptas que 

resulta de disfunção absortiva, alteração na secreção de eletrólitos, principalmente 

Na+ e K+, que pode resultar em diarreia (KEEFE; GIBSON e HAUER-JENSEN, 2004; 

CARNEIRO-FILHO et al., 2004). 

 Alterações da permeabilidade intestinal durante o curso da mucosite 

sugerem que os efeitos deletérios sistêmicos como desnutrição e desidratação 

advêm principalmente dos danos causados à capacidade absortiva da mucosa 

intestinal (KEEFE, GIBSON e HAUER-JENSEN, 2004). 

 A inflamação intestinal pode desencadear consideráveis alterações na 

estrutura da mucosa, como infiltração de polimorfonucleares que atuam sobre as 

tight juctions, causando prejuízo na função de barreira, promovendo aumento da 

permeabilidade e dificultando a absorção (NUSRAT et al., 1997; SEIDLER et al., 

2006). Foi também demonstrado por Madara et al. (1993), que os polimorfonucleares 

podem produzir adenosina monofosfato cíclico (cAMP) que se convertido em 

adenosina, ativa a secreção eletrogênica de cloreto e o transporte passivo de água 

para o lúmen intestinal. Com isso, é possível elucidar, parcialmente, a ocorrência da 

diarreia secretória em processos inflamatórios intestinais (SOARES et al., 2013). 

 Estudos de Pritchard, Potten e Hickman (1998) mostram que p53 é 

responsável pela destruição de criptas decorrente do tratamento com 5-FU. 

Observou-se que camundongos deficientes para (p53-/-) tratados com 5-FU tiveram 

menor resposta apoptótica comparado aos camundongos selvagens (p53+/+). Nesta 

mesma linha, Gibson et al. (2005) observaram que o uso de MTX (5 mg/kg) induziu 

aumento da atividade pró-apoptótica, destruição grave das criptas e aumento da 

expressão de p53. 

 A citocina imunomoduladora IL-4 e pró-inflamatória IL-1β também 

demonstraram importante função na patogênese da mucosite intestinal induzida por 

5-FU. Animais nocautes para IL-4 tiveram aumento do comprimento das vilosidades 

intestinais, redução de mieloperoxidase e de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF-

α e IL-8), apresentando dessa forma importante papel no recrutamento de neutrófilos 

(SOARES et al., 2013). A liberação de IL-4 promove migração de leucócitos, 
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incluindo neutrófilos, por aumentar a expressão de CCL2 ou por elevar a expressão 

do receptor de TNF do tipo 1 solúvel (sTNFR1) (RATTHE et al., 2009).  

 As citocinas da família IL-1 e o seu receptor IL-1R são produzidos na 

mucosa intestinal (DAIG et al., 2000). Após 24h de administração de 5-FU há 

elevada expressão gênica de IL-1β na mucosa intestinal de ratos. Antagonista do 

receptor de IL-1β reduziu a apoptose e transcrição gênica de fatores pró-apoptóticos 

como BAX e caspase-3 e, aumentar os fatores anti-apoptóticos como BCL-2, elevar 

a viabilidade de células epiteliais intestinais expostas ao 5-FU, bem como 

potencializar o efeito antitumoral do 5-FU (WU et al, 2011a). Além disso, o uso desse 

antagonista também reduziu a perda de peso, aumentou a sobrevivência, diminuiu a 

severidade da diarreia e melhorou os parâmetros microscópicos, elevando o 

comprimento dos vilos (WU et al., 2011b). 

 Na mucosite intestinal induzida por 5-FU também foi evidenciado o aumento 

de CXCL9, CXCR3 e TGF-β que foram implicados na redução da proliferação de 

células epiteliais ocorrente nesse processo. A quimiocina CXCL9 foi descrita como 

importante molécula sinalizadora desse processo via mTOR/p70S6K, estimulando a 

secreção de TGF-β que é um potente inibidor do crescimento da maioria das células 

epiteliais (LU et al., 2015). 

 Soares et al. (2011) demonstraram por meio da utilização de animais 

nocautes para o receptor do fator ativador plaquetário (PAFR) e antagonista 

farmacológico desse receptor, que o fator ativador plaquetário (PAF) tem importante 

função nas alterações microscópicas e na suprarregulação de IL-8 induzida por 5-FU 

em modelo de mucosite intestinal. Em condições inflamatórias, PAF é sintetizado no 

intestino por células epiteliais e é um potente mediador de diversos processos 

inflamatórios, incluindo a síntese de eicosanoides, a indução de apoptose e a 

ativação de NFκB (LU et al., 2008; VENKATESHA et al., 2004).  

 

2.4.2 .   Possíveis alvos terapêuticos na mucosite intestinal 

 

 Evidencia-se na literatura a busca crescente de estratégias terapêuticas que 

vêm sendo utilizadas em modelos de mucosite intestinal experimental induzida por 

5-FU com a finalidade de desenvolver uma terapia capaz de reduzir eficazmente as 

alterações gastrintestinais tais como: a perda da integridade da barreira 
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morfofuncional, a diarreia, e a perda de peso que são advindas da mucosite induzida 

por este antineoplásico. 

 Podemos citar como exemplo o Fator de Crescimento Semelhante à 

Insulina-1 (IGF-1), que foi implantado por via subcutânea na região supraescapular 

de ratos submetidos à mucosite intestinal induzida por 5-FU, melhorou apenas o 

comprimento das vilosidades e os parâmetros microscópicos (COOL et al., 2005). 

 Ainda, foi observado que a minociclina, derivado semissintético da 

tetraciclina, reduziu a perda de peso e a severidade da diarreia induzidas por 5-FU 

em camundongos, bem como aumentou o comprimento das vilosidades do jejuno e 

do íleo, diminuiu a expressão gênica de IL-1β e TNF-α, reduziu a apoptose e 

suprimiu a ativação de (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP-1) (HUANG et al., 2009).  

 Buscando utilizar estratégias de mecanismo de inibição enzimática Renck    

et al. (2014) também conseguiram reduzir a perda de peso e a severidade da 

diarreia através da administração do inibidor da uridina fosforilase-1 em ratos Wistar 

submetidos a mucosite intestinal por 5-FU (RENCK et al., 2014) 

 Kawashima et al. (2015) demonstraram que o uso de dieta elementar pode 

ser eficaz na prevenção à mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos Wistar 

devido o aumento da produção de muco através da ativação de células produtoras 

de muco na mucosa intestinal (KAWASHIMA et al., 2015). 

 Outra estratégia que tem sido utilizada nos últimos anos é o uso de 

probióticos para tentar evitar os danos causados pela utilização do 5-FU sobre o 

TGI. Nesse sentido Justino et al. (2014) demonstraram que Saccharomyces 

boulardii, conseguiu reduzir a inflamação e a dismotilidade gastrintestinal induzida 

por 5-FU, onde aumentou as vilosidades intestinais, reduziu o recrutamento de 

neutrófilos, aumentou os níveis de glutationa reduzida (GSH), diminuiu os níveis de 

nitrito e nitrato e citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-8 e TNF-α), além de reduzir o 

esvaziamento gástrico e trânsito na porção proximal e distal do intestino delgado. 

 Foi demonstrado que fatores de sobrenadantes derivados de Escherichia 

coli Nissle 1917 reduzem a morte celular, retardando a apoptose e aumentando a 

resistência elétrica transepitelial em um modelo de lesão induzida por 5-FU em 

células epiteliais intestinais (WANG, 2014). 

 Justino et al. (2015) demonstraram que o probiótico Lactobacillus acidophilus 

apresenta papel regulatório sobre a mucosite intestinal induzida por 5-FU onde foi 
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capaz de reverter tanto o processo inflamatório quanto as alterações da motilidade 

gastrintestinal (JUSTINO et al., 2015).  

 Mi et al. (2017) demonstraram que o probiótico Bifidobacterium infantis 

efetivamente atenua a mucosite intestinal induzida por quimioterapia, diminuindo a 

resposta Th1 e Th17 e aumentando a resposta de Tregs CD4+,CD25+, Foxp3+        

(MI et al., 2017).  

 Como exemplificamos acima existem evidências na literatura que mostram 

que o uso de probióticos é uma ferramenta que pode ser útil na terapêutica contra a 

mucosite intestinal induzida por 5-FU.  

 

2.5. Microbiota intestinal, probióticos e Bacillus clausii  

  

 É sabido que o TGI é o sítio orgânico mais densamente povoado por 

microrganismos comensais e simbióticos, na maioria bactérias, mas também fungos, 

Archaea e vírus (ARUMUGAM et al , 2011) abrigando dez vezes mais bactérias que 

o número de células que formam nosso organismo. Estudos de metagenômica 

indicam que, na microbiota humana, haja cerca de 3,3 milhões de diferentes genes, 

150 vezes mais que o genoma humano (QIN et al., 2010). 

 A figura 07 ilustra bem esses aspectos, mostrando a maior densidade 

bacteriana no íleo terminal e intestino grosso. Além de diferenças na microbiota, os 

intestinos delgado e grosso diferem com relação à camada de muco. No intestino 

delgado esta é descontinua e única, o que condiz com o requerimento da 

capacidade absortiva dos enterócitos nesta região. Contrariamente, no intestino 

grosso, existe uma camada dupla e contínua de muco, vital para separar o epitélio 

da microbiota, rica neste local (OHANSSON et al., 2008; WLODARSKA et al., 2011). 

A camada mais interna é densa e livre de bactérias, enquanto que a camada mais 

externa é fina, onde residem as bactérias da microbiota (JOHANSSON et al., 2011). 

 A microbiota intestinal pode perder sua homeostase por diversos fatores 

endógenos e exógenos, tais como composição da dieta, estilo de vida, 

envelhecimento, desordens peristálticas, câncer, cirurgias, doenças hepáticas ou 

renais, anemia perniciosa, síndrome da alça cega, radioterapia, estresse emocional, 

desordens do sistema imunológico, antibioticoterapia, entre outros        

(ARUMUGAM et al , 2011). Muitos desses microrganismos podem exercer efeitos 
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benéficos tendo ações importantes sobre a homeostasia caracterizando-se como 

probióticos. 

 Van-Vliet et al. (2010) propuseram a participação efetiva da microbiota 

intestinal comensal no desenvolvimento de muitas doenças inflamatórias intestinais, 

tais como Doença de Crohn, estomatite (mucosite oral) e mucosite intestinal induzida 

pela radioterapia e quimioterapia. Os autores sugeriram cinco pontos importantes no 

desenvolvimento da mucosite potencialmente influenciados pela microbiota intestinal 

comensal: 1) processo inflamatório e estresse oxidativo; 2) permeabilidade intestinal; 

3) composição da camada mucosa; 4) resistência à estímulos nocivos e mecanismos 

de reparo epitelial e 5) ativação e liberação de moléculas efetoras imunes (VAN 

VLIET et al., 2010). 

 Alguns estudos adicionalmente tem mostrado a participação da microbiota 

na mucosite intestinal como foi evidenciado por Wong et al. (2015) onde esses 

autores indicaram bacteremia e aumento da translocação bacteriana para órgãos 

secundários, tais como fígado e linfonodos mesentéricos nos camundongos tratados 

com irinotecano (WONG et al., 2015). No que se refere à disbiose intestinal induzida 

pelo irinotecano, Stringer et al. (2007) evidenciaram um aumento de enterobactérias 

patogênicas, dentre elas a Escherichia coli, produtora de β-glicuronidase no intestino 

delgado exacerbando a lesão intestinal (STRINGER et al., 2009).  

 Dessa forma, vale ressaltar o papel relevante da microbiota intestinal 

comensal na patogênese da mucosite e que a sua modulação com probióticos é 

fundamental para o tratamento dessa doença. 
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FIGURA 07 - Distribuição espacial e composição da microbiota ao longo do trato gastrintestinal. O 
intestino é a maior fonte de microrganismos comensais, com mais de 500 espécies diferentes e o 
número de bactérias geralmente aumenta ao longo do trato gastrintestinal na direção do cécum 
sendo que no íleo terminal chega a conter uma quantidade grande de bactérias, assim como o cólon. 
(MOWAT e AGACE , 2014) 

  

 Li et al. demostraram em camundongos Balb/c que, além da mucosite do 

intestino delgado, 5-FU também induz mucosite cólica. Tanto a microbiota intestinal 

quanto os perfis inflamatórios de citocinas/quimiocinas foram alterados 

significativamente, o que foi acompanhado de danos à barreira mucosa e ativação 

da via de sinalização inflamatória (LI et al., 2017) 

 Nessa perspectiva é evidente que a manipulação da microbiota pode 

constituir-se como uma alternativa terapêutica eficaz através do uso de 

probioticoterapia.  

 O termo probiótico possui deriva do grego pro (a favor) e bio (vida), e foi 

proposto inicialmente para descrever compostos ou extratos de tecidos capazes de 

estimular o crescimento microbiano. Os probióticos eram definidos como 

suplementos alimentares à base de microrganismos vivos, que afetam 

beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o seu balanço microbiano 

(FULLER, 1989). Entretanto, a definição atualmente aceita internacionalmente é que 

eles são microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que 

conferem benefícios à saúde do hospedeiro (WHO, 2002; SANDERS, 2003). 
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 Vários microrganismos são usados como probióticos, entre eles bactérias 

ácido-lácticas, bactérias não ácido-lácticas e leveduras. Bactérias pertencentes aos 

gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium e, em menor escala, Enterococcus faecium, 

são mais frequentemente empregadas como suplementos probióticos para 

alimentos, uma vez que têm sido isoladas de todas as porções do TGI humano 

saudável. O íleo terminal e o cólon parecem ser, respectivamente, o local de 

preferência para colonização intestinal dos lactobacilos e bifidobactérias. Dentre as 

bactérias pertencentes ao gênero Bifidobacterium, destacam-se a B. bifidum, B. 

breve, B. infantis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B. thermophilum. Dentre as 

bactérias láticas pertencentes ao gênero Lactobacillus, destacam-se Lb. acidophilus, 

Lb. helveticus, Lb. casei-subsp.paracasei e subsp.tolerans, Lb. paracasei, Lb. 

fermentum, Lb. reuteri, Lb. johnsonii, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus e Lb. Salivarius 

(HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002). 

 Para que os probióticos possam atuar satisfatoriamente no organismo, eles 

devem apresentar algumas características específicas: serem habitantes normais do 

intestino; reproduzirem-se rapidamente; produzirem substâncias antimicrobianas; 

resistirem ao tempo entre a fabricação, comercialização e ingestão do produto 

devendo atingir o intestino ainda vivos na concentração mínima de 106 UFC/mL ou 

g. Assim, o mecanismo de atuação dos probióticos no organismo se refere 

principalmente à inibição que estes exercem na colonização do intestino por 

bactérias patogênicas. Os mecanismos através dos quais os probióticos reduzem as 

bactérias patogênicas seriam: produção de substâncias bactericidas; disputa por 

nutrientes; alteração do metabolismo microbiano; estimulação do sistema 

imunológico a partir da capacidade de adesão à mucosa intestinal        

(ALVARENGA et al., 2001). 

 Os conhecimentos sobre os efeitos potenciais dos probióticos no tratamento 

de enfermidades intestinais de diferentes origens, embora ampliados e 

fundamentados em vasta literatura médica, ainda são pouco difundidos e muitos 

médicos de diferentes especialidades não se aprofundaram ou mesmo 

desconhecem tais aspectos. A consciência de probióticos como uma modalidade 

terapêutica aumentou dramaticamente e a frequência de artigos de revisão e de 

ensaios clínicos randomizados tem mantido o interesse global nesse inovador 

método de terapia. Inúmeras cepas probióticas foram investigadas quanto à eficácia 
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clínica, incluindo várias cepas de bactérias: lactobacilos, bifidobactérias, 

estreptococos, Clostridium e linhagens de fungos: Saccharomyces boulardii,           

S. cerevisiae, e Monascus purpureus (MCFARLAND, 2009; CZERUCKA et al., 2007; 

JUSTINO et al., 2014, 2015).  

 Nesse sentido, Justino et al. (2014) demonstraram que o tratamento com o 

probiótico Saccharomyces boulardii reverteu de forma significante às alterações 

inflamatórias e da disfunção da motilidade gastrintestinal causadas pelo 5-FU. 

(JUSTINO et al., 2014). Demostraram ainda que o probiótico Lactobacillus 

acidophilus apresenta papel regulatório sobre a mucosite intestinal induzida por 5-FU 

onde foi capaz de combater tanto o processo inflamatório quanto as alterações da 

motilidade gastrintestinal (JUSTINO et al., 2015).  

 Dando continuidade a esses estudos sobre o uso de probióticos durante as 

alterações intestinais advindas da mucosite intestinal induzida por 5-FU resolvemos 

investigar o probiótico Enterogermina (Sanofi Aventis Farmacêutica Ltda) cujas 

cepas estão agrupadas sobre o nome Bacillus clausii (B. clausii) e avaliar sua ação 

sobre os eventos inflamatórios e a disfunção intestinal induzida pelo tratamento com 

5-FU. 

 B. clausii é uma bactéria gram-positiva, aeróbia, formadora de endosporos. 

Suas características relevantes são a produção de catalase e oxidase, hidrólise de 

amido, redução de nitrato, o crescimento em temperaturas de 30º a 50º C em 

ambientes de salinidade de até 10% de NaCl. O teor de guanina e citosina do seu 

DNA é de cerca de 43% (NIELSEN et al., 1995).  

 Estirpes de B. clausii são frequentemente encontradas como componentes 

de microflora do solo e algumas propriedades podem ser utilizadas para aplicações 

importantes em campos industriais notadamente alcalinos e em Biotecnologia na 

produção de protease e de xilanase (NIELSEN et al., 1995;. KUMAR et al., 2004). 

 A atividade probiótica de B. clausii lida com a prevenção e tratamento da 

diarreia aguda e infecções intestinais (MAZZA, 1994), aos efeitos gastrintestinais 

secundários devido à antibioticoterapia (MAZZA et al., 1992; NISTA et al., 2004), 

atividade imunomoduladora, estimulando a regulação de imunoglobulinas sistêmicas 

(IgA, IgG), e afetando o padrão de citocinas em humanos (CIPRANDI et al., 2004).  

 Os esporos de B. clausii sobrevivem ao trânsito gastrintestinal humano. Eles 

podem sofrer germinação, crescimento e multiplicação como formas vegetativas. As 

estirpes de B. clausii podem ter diferentes capacidades para sobreviver no ambiente 
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intestinal e podem ser administrados como suspensão líquida ou forma liofilizada 

comportando-se de forma semelhante in vivo sendo capaz de sobreviver durante o 

seu trânsito GI e manter quantidade considerável no intestino por até 12 dias após 

uma única administração oral tendo capacidade de germinar 6 horas após a 

administração (GHELARDI et al., 2015). 

 Estudos experimentais mostram que essa espécie de bacilo apresenta 

atividade antimicrobiana contra espécies gram-positivas (por exemplo, 

Staphylococcus aureus e Clostridium difficile) e é capaz de induzir tanto a 

proliferação de células T CD4+ de murino e a ativação de populações de leucócitos 

peritoneais e do baço (URDACI et al., 2004).  

 Diante dos efeitos da utilização de B. clausii na prevenção e tratamento da 

diarreia aguda e infecções intestinais, aos efeitos gastrintestinais secundários devido 

à antibioticoterapia, atividade imunomoduladora, estimulando a regulação de 

imunoglobulinas sistêmicas e afetando o padrão de citocinas em humanos em outras 

regiões do organismo, resolvemos investigar se o tratamento com B. clausii pode 

atenuar a inflamação e a disfunção gastrintestinal induzida por 5-FU em 

camundongos. 

 

2.6. Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer–LAFICA e        

Laboratório de Estudos da Fisiofarmacologia Gastrintestinal-LEFFAG e sua 

contribuição para a compreensão da Mucosite Intestinal 

 

 Muitos dos conhecimentos atuais sobre a patogênese da mucosite intestinal 

induzida por quimioterápicos se deve a importante contribuição desses dois grupos 

de pesquisa na elucidação dos mecanismos relacionados a essa enfermidade.  

 Há mais de uma década esses dois grupos tem acumulado expertise e 

vem desenvolvendo ou aprimorando modelos experimentais de mucosite intestinal 

com antineoplásicos dedicando-se ao estudo dos mecanismos e mediadores 

envolvidos nos efeitos colaterais da quimioterapia do câncer, como a mucosite 

intestinal. Mais recentemente foram incorporadas aos estudos sobre a mucosite 

intestinal estratégias terapêuticas que visam atenuar ou fazer cessar os efeitos 

colaterias advindos do uso de antineoplásicos, dentre eles os possiveis alvos 

terapêuticos como o uso de probióticos e mais recentemente a ativação de Linfócitos 

T reguladores (Treg). 
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 Sendo assim, desde 2004 foi sugerido que o TNF-α teria um importante 

papel na fisiopatologia da mucosite oral por 5-FU. Em modelos de mucosite induzida 

por 5-FU em hamsters foi demonstrado que a pentoxifilina (PTX) e a talidomida 

(TLD) foram capazes de inibir a lesão macroscópica e microscópica, bem como o 

aumento da atividade de mieloperoxidase (MPO), observada nos animais tratados 

com 5- FU (LIMA et al., 2005).  

 Leitão et al. (2007) também demonstraram o papel relevante do óxido nítrico 

na gênese da mucosite oral por 5-FU através da observação de que inibidores 

seletivos da óxido nítrico sintase induzível (iNOS/1400W e aminoguanidina) 

reduziram a lesão macroscópica e microscópica, bem como a infiltração de 

neutrófilos medida pela atividade de MPO na bochecha de hamsters com mucosite 

oral por 5- FU, além de se demonstrar a expressão da iNOS por imunohistoquímica 

e western blot (LEITÃO et al., 2007). 

 Medeiros et al. (2010) demonstraram também que a atorvastatina (ATV) 

reduziu, significativamente, as lesões macroscópicas e microscópicas induzidas pelo 

5-FU na mucosa oral de hamsters. Os efeitos macroscópicos de proteção foram 

associados com a redução da produção de TNF-α e IL-1β, diminuição da infiltração 

de neutrófilos, demonstrados pela análise histopatológica e da atividade da MPO. 

Além disso, a ATV reduziu o estresse oxidativo induzido (MEDEIROS et al., 2010). 

 Estudando os mecanismos envolvidos na mucosite intestinal por 

antineoplásicos, pesquisadores desse grupo também foram responsáveis por 

demonstrar que o tratamento com metotrexato em ratos induz uma acentuada atrofia 

de vilos com aumento das criptas, no duodeno, jejuno e íleo. Observaram ainda, que 

o metotrexato foi capaz de aumentar a secreção de sódio e potássio medido pela 

modelo de perfusão intestinal, bem como reduziu a área absortiva medida pela razão 

de excreção do manitol (CARNEIRO- FILHO et al., 2004).  

 Em estudos envolvendo o tratamento com irinotecano (CPT-11) em 

camundongos foi observado que esse antineoplásico causou uma significativa 

diarreia nos animais, com diminuição dos vilos intestinais e perda da arquitetura das 

criptas. Observaram ainda, um aumento na concentração intestinal de TNF-α, IL-1β 

e CXCL1. Demostraram também que o TNF-α, IL-1β e CXCL1 são importantes 

mediadores na patogênese da mucosite intestinal e que a pentoxifilina (PTX) e a 

talidomida (TLD) tiveram um efeito protetor nas estruturas intestinais. No entanto, 

apenas a PTX reduziu a severidade da diarreia induzida por CPT-11. Este resultado 
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pode ser explicado pelo fato da TLD ser mais seletiva na inibição do TNF-α       

(MELO et al.; 2007). 

 Foi demonstrado também que a mucosite intestinal induzida por 5-FU em 

ratos está associada a alterações na motilidade digestiva que persistem mesmo com 

a resolução do processo inflamatório após 15 dias (SOARES et al., 2008).   

 Ainda contribuindo com o entendimento da mucosite intestinal Soares et al. 

(2010) demonstraram pela primeira vez o papel do fator de ativação plaquetária 

(PAF) na patogênese da mucosite intestinal induzida por 5- FU usando ratos PAFR/- 

e com a inibição farmacológica do receptor de PAF, com BN52021. Demonstraram 

que os ratos PAFR/- foram protegidos contra os danos causados pelo tratamento 

com 5-FU na microscopia intestinal. 

 Foi demonstrado ainda por Soares et al. (2011) que a mucosite intestinal 

induzida por MTX está associada a um atraso no esvaziamento gástrico e no trânsito 

gastrintestinal de líquidos em ratos acordados e eles sugerem que poderia haver 

uma via fisiopatológica entre a mucosite intestinal e a síndrome da dispepsia 

associada ao tratamento com MTX (SOARES et al, 2011).  

 Soares et al.(2013) foram importantes em revelar o papel da IL-4 na indução 

da mucosite intestinal com um aumento concomitante da concentração de IL-4 em 

camundongos de tipo selvagem em comparação com os de tipo selvagem não 

tratados. Além disso, o nocaute da IL-4 impediu as alterações patológicas da 

mucosite induzida por 5-FU (diminuição da relação vilo/cripta, infiltração de 

neutrófilos e aumento do nível das citocinas TNF-α, IL-β e CXCL-8) no duodeno dos 

ratos. Desta forma, este autor demonstrou o papel pró-inflamatório para essa 

interleucina na mucosite intestinal induzida por 5-FU sugerindo que o tratamento 

com antagonistas de IL-4 pode ser uma estratégia terapêutica lógica e inovadora 

para esta condição (Soares, et al; 2013). 

 Como contribuição a possíveis alvos terapêuticos contra a mucosite 

intestinal importante contribuição foi dada por Justino et al. (2014) demonstrando 

que Saccharomyces boulardii, conseguiu reduzir a inflamação e a dismotilidade 

gastrintestinal induzida por 5-FU, onde aumentou as vilosidades intestinais, reduziu 

o recrutamento de neutrófilos, aumentou os níveis de glutationa reduzida (GSH), 

diminuiu os níveis de nitrito e nitrato e citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-8 e   

TNF-α), além de reduzir o tempo de esvaziamento gástrico e trânsito na porção 

proximal e distal do intestino delgado. 
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 De maneira semelhante Justino et al. (2015) demonstraram que o probiótico 

Lactobacillus acidophilus apresenta papel regulatório sobre a mucosite intestinal 

induzida por 5-FU onde foi capaz de combater tanto o processo inflamatório quanto 

as alterações da motilidade gastrintestinal (JUSTINO et al., 2015).  

 Lima-Júnior et al. (2015) demonstraram que a inibição de IL-18 atenuou a 

mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundongos. À medida que a 

atividade de IL-18 é equilibrada pela presença de uma elevada afinidade, IL-18bp de 

ocorrência natural, a suplementação de IL-18bp endógena, com IL-18bp exógena, 

para inibir seletivamente a função de IL-18 pode ser uma abordagem terapêutica 

promissora para mucosite intestinal (LIMA-JÚNIOR, et al 2015). 

 Pereira et al. (2016) contribuíram com a elaboração de um modelo animal 

que combina dois medicamentos que são comumente usados nos mesmos regimes 

anticancerígenos na prática clínica. Nesse estudo, elaboraram o modelo 

experimental de mucosite intestinal combinando irinotecano e 5-FU, caracterizado 

por pronunciado dano intestinal acompanhado de uma reação inflamatória e diarreia. 

Utilizaram doses muito mais baixas (doses subclínicas) do que as utilizadas em 

estudos anteriores em que os mesmos agentes quimioterapêuticos foram 

administrados sozinhos (PEREIRA, et al.; 2016). 

 Ribeiro et al. (2016) sugeriram que o bloqueio farmacológico do TLR-2 

mostra-se potencial alvo terapêutico para atenuar a toxicidade da quimioterapia 

(RIBEIRO et al., 2016). 

 Mais recentemente Fernandes et al. (2018) demonstraram pela primeira vez 

o papel de células T regularoas (Tregs) no controle da mucosite intestinal induzida 

pelo irinotecano, uma vez que o esgotamento dessas células exacerbou o dano 

tecidual e aumentou a mortalidade animal. Para esses autores, a modulação do 

sistema imunológico em sinergia com a quimioterapia antitumoral é atualmente um 

marco na oncologia, mas os esforços para o manejo adequado de efeitos colaterais, 

como a mucosite, devem ser especialmente considerados para melhorar a qualidade 

de vida dos pacientes (FERNANDES et al, 2018). 
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3. JUSTIFICATIVA  

 

 O câncer é responsável por 15% de todas as causas de óbito no mundo, 

mais de 8,8 milhões de pessoas morrem anualmente (IARC-OMS, 2017). Estima-se 

que em 2030, o ônus global do câncer será de 21,4 milhões de casos novos e 13,2 

milhões de mortes. Dentre as neoplasias, podemos destacar as de mama e de cólon 

e reto. O câncer de mama, no panorama mundial, corresponde ao segundo tipo de 

neoplasia mais frequente, 25% de casos novos anualmente (GLOBOCAN, 2012) 

sendo o primeiro e mais letal na população feminina. Para o Brasil, biênio 2018-

2019, estima-se a ocorrência de 600 mil casos novos de câncer. A estimativa prevê 

17.380 casos novos de câncer de cólon e reto em homens e 18.980 em mulheres 

para cada ano do biênio 2018-2019. Esses valores correspondem a um risco 

estimado de 16,83 casos novos a cada 100 mil homens e 17,90 para cada 100 mil 

mulheres. É o terceiro mais frequente em homens e o segundo entre as mulheres 

(INCA-MS 2018).  

 Se por um lado o uso de antineoplásicos é uma estratégia para aumentar 

a sobrevida dos portadores de câncer, por outro lado, a ocorrência da mucosite 

intestinal com eventos inflamatórios importantes e dismotilidade traz como 

consequência uma perda da qualidade de vida dos pacientes, infringindo aos 

mesmos, diversos sintomas adversos tais como: saciedade precoce, náusea, 

vômitos, diarreia, anorexia, dor abdominal, além de perda de peso e 

consequentemente baixa da imunidade com risco de infecções sistêmicas reduzindo 

as chances de sobrevida ao câncer.  

 Sabendo que a mucosite intestinal é um grave efeito colateral do tratamento 

quimioterápico com 5-FU e que a ocorrência desta culmina na redução dos ciclos 

e/ou doses da quimioterapia, prejudicando a eficácia terapêutica dos 

antineoplásicos, além de aumentar os dias de hospitalização e os custos com a 

saúde como um todo, o que leva em muitas vezes, ao abandono do tratamento 

anticâncer bem como consequências mais sérias que resultam na morte do paciente 

é de suma importância o desenvolvimento de novas estratégias terapeuticas que 

possam ser coadjuvantes ao tratamento.  

 Em virtude de apresentar efeito já estabelecido sobre patologias do trato 

gastrintestinal, mas ainda não comprovados sobre a mucosite intestinal e, por 

existirem indícios de sua participação em eventos inflamatórios e fisiológicos do TGI 
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tais como o controle de quadros de diarreia e no combate a microrganismos 

patogênicos acredita-se que B. clausii, pode exercer seus efeitos probióticos em 

doenças que acometem o TGI tais como a mucosite causada por 5-FU cuja 

participação desse microrganismo probiótico ainda não foi investigada. 

 Acreditamos que a pesquisa com B. clausii pode comprovar seu papel 

probiótico além do que já está estabelecido na literatura e mostrar sua importante 

participação como protetor durante a mucosite intestinal e ampliar o leque de 

indicações desse composto. Fatos que nos fazem sugerir tal efeito protetor desse 

probiótico são evidenciados em casos fora do TGI, mas acreditamos que sua 

capacidade de induzir vias anti-inflamatórias podem também ser reproduzidos nessa 

região do corpo. Hipotetizamos que as alterações gastrintestinais (tanto a inflamação 

quanto a perda da função) advindas da mucosite intestinal induzidas por 5-FU 

podem ser revertidas pelo tratamento com o probiótico Bacillus clausii. 

  

 

4.     OBJETIVOS  

 

4.1.  Objetivo Geral 

 

 Avaliar o efeito do tratamento com B. clausii na resposta inflamatória e nas 

alterações funcionais no curso da mucosite intestinal induzida por 5-FU em 

camundongos.  

 

4.2.  Objetivos Específicos  

 

 Avaliar o efeito do tratamento com B. clausii sobre alterações histopatológicas, 

morfométricas, condições inflamatórias (atividade de MPO) e oxidantes (GSH e 

MDA) no curso da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos.  

  Avaliar o efeito do tratamento com B. clausii sobre as alterações de 

esvaziamento gástrico e trânsito gastrintestinal presentes no curso da mucosite 

intestinal induzida por 5-FU.  

 Avaliar o efeito do tratamento com B. clausii sobre as alterações do transporte 

intestinal de água e eletrólitos presentes no curso da mucosite intestinal induzida por 

5-FU. 
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 Avaliar o efeito do tratamento com B. clausii sobre as alterações de 

permeabilidade intestinal presentes no curso da mucosite intestinal induzida por 5-

FU.  

 Avaliar o efeito do tratamento com B. clausii sobre as alterações de 

contratilidade da musculatura lisa intestinal presentes no curso da mucosite intestinal 

induzida por 5-FU.  

 Avaliar o efeito do tratamento com B. clausii sobre as alterações de resistência 

eletrica transepitelial (TEER) presentes no curso da mucosite intestinal induzida por 

5-FU.  

 

5.     MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1.  Animais 

  

 Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso variando entre 25 

a 30 g, procedentes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC. Os animais foram mantidos em 

caixas apropriadas com água e comida à vontade e com ciclo de luz e escuro.       

Os protocolos experimentais estão de acordo com os padrões de uso de animais 

experimentais e esse projeto foi aprovado pelo comitê de Ética em Pesquisa com 

Animais-UFC sob o número141/2014. 

 

5.2.  Indução da mucosite e tratamento com B. clausii 

 

 Os animais foram separados em 04 grupos experimentais, conforme o 

esquema de administração (salina, salina + B. clausii, 5-FU e B. clausii + 5-FU).      

Os animais dos animais tratados com 5-FU e B. clausii + 5-FU receberam injeção 

única, por via intraperitoneal (i.p.), de 5-Fluorouracil (5-FU, adquiridos da empresa 

EUROFARMA), volume corresponde a dose de 450 mg/kg, marcando o dia 0 da 

indução. Os grupos salina e salina + Bacillus receberam (i.p), volume 

correspondente a 450 mg/kg de solução salina. Após 30 minutos os animais foram 

divididos em 2 grupos: um que recebeu apenas salina por gavagem                         

(5 administrações de 0,5 mL, no intervalo de 30 minutos a cada administração, 2,5 

mL/animal). Da mesma forma o outro grupo recebeu solução de esporos de             
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B. clausii (5 administrações de 0,5 mL, no intervalo de 30 minutos a cada 

administração). Essa administração de 2,5 mL corresponde, segundo o fabricante, a 

109 esporos de B. clausii.  

 Durante os 03 dias que correspondem ao pico inflamatório induzido por       

5-FU foram repetidas as administrações de salina e B. clausii. Ao final do 3º dia de 

administração do 5-FU os animais foram sacrificados e posteriormente, foi realizada 

uma laparotomia e exérese do intestino delgado. Então amostras do duodeno, jejuno 

e íleo foram obtidas obedecendo a sua divisão anatômica, da seguinte forma 

percentual: 20% de duodeno; 60% de jejuno e 20% de íleo (FERRARIS; 

VINNAKOTA, 1995). No estudo da contratilidade foi utilizado amostras no 

comprimento de 1 cm, sempre utilizando o primeiro segmento proximal, do duodeno, 

do jejuno e do íleo, enquanto que as demais amostras de cada segmento foram 

acondicionadas em freezer a –80ºC para posteriormente serem submetidos aos 

protocolos de avaliação para cada estudo desenvolvido como exemplificado na 

figura 08 

. 

 

 

FIGURA 08 - Representação esquemática da indução da mucosite intestinal induzida por 5-FU 

em camundongos e retirada de materiais biológicos com exemplificação das análises 

realizadas 
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5.3. Parâmetros avaliados na mucosite intestinal induzida por 5-FU em 

camundongos 

 

5.3.1. Curva Ponderal 

  

 Um importante fenômeno no curso da mucosite  é a perda de peso que pode 

ser decorrente de diarreia, caracterizada pelo desequilíbrio entre absorção e 

secreção no intestino. No intuito de avaliar a perda ou o ganho de peso dos animais 

dos 04 grupos experimentais durante os 03 dias que correspondem ao curso da 

mucosite intestinal induzida por 5-FU, os animais foram pesados e ao final foi 

montada uma curva ponderal em porcentagem, considerando o peso inicial como 

100% (JUSTINO et al., 2015). 

 

5.3.2. Contagem de leucócitos no sangue 

  

 As amostras de sangue obtidas por punção cardíaca dos trinta e dois 

camundongos Swiss masculinos dos 4 grupos experimentais acima descritos foram 

transferidas para tubos de ensaio, heparinizadas e diluídas em solução de Turk (380 

mL de sangue e 20 mL de solução diluente). Então, as células foram contadas em 

uma Câmara Neubauer sob um microscópio de luz (SOARES et al., 2008). 

 

5.3.3.  Análise morfométrica e histopatológica  

  

 As amostras do duodeno, jejuno e íleo obtidas após o sacrifício dos animais 

foram fixadas numa solução de formol 10% por 24 h. Em seguida foram transferidas 

para uma solução de álcool 70%, onde permaneceram até a realização dos 

procedimentos histológicos. Posteriormente, o material biológico foi seccionado e 

embebido em parafina. Logo depois, foram feitos cortes (5 μm), colocados numa 

lâmina e corados com hematoxilina/eosina (H/E) para análise ao microscópio óptico.  

 A avaliação histopatológica foi realizada através de um estudo duplo-

cego. O grau e a severidade da mucosite foram determinados de acordo com o 

sistema de escores como indicado na tabela 03.   
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 A análise morfométrica dos segmentos intestinais foi obtida pela avaliação 

da altura dos vilos e da profundidade das criptas, utilizando-se microscópio óptico 

com ocular milimetrada ou sistema de aquisição de imagens e posteriormente 

utilizado o software de medida (LEICA). A análise foi obtida a partir da medida de 10 

vilos e criptas para obtenção da medida estimada da altura dos vilos e da 

profundidade das criptas, bem como da relação vilo/cripta dos animais avaliados.  

 

 
TABELA 03 - Sistema de escores de acordo com Macpherson e Pfeiffer (1978) 

 

Escores Achados Microscópicos 

0 Achados histológicos normais. 

 

1 

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

células inflamatórias, vacuolização e edema.  

Muscular: normal. 

 

2 

Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, 

intenso infiltrado de células inflamatórias, vacuolização e edema.  

Muscular: Normal. 

 

3 

Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, 

intenso infiltrado inflamatório, vacuolização e edema.  

Muscular: edema, vacuolização e infiltrado neutrofílico. 

 

 

5.3.4. Ensaio para mieloperoxidase 

 

 A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos grânulos azurófilos de 

neutrófilos (KLEBANOFF, 2005), o que permite estimar a sua infiltração no foco 

inflamatório por dosagem da sua atividade (ARNHOLD; FLEMMIG, 2010), pois as 

concentrações teciduais da MPO estão relacionadas com o número de neutrófilos 

em um dado tecido (GENOVESE, 2006). Portanto, tem sido utilizada como um 

marcador quantitativo da infiltração de neutrófilos nos processos inflamatórios em 

vários tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. A medida de atividade de MPO 

baseia-se na velocidade de oxidação do substrato H2O2 na presença de o-

dianisidina, evidenciada pela mudança de absorbância medida a 450nm. 
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Resumidamente, 50 a 100 mg do tecido gastrointestinal dos animais submetidos a 

mucosite intestinal induzida por 5-FU,foram colocados num tampão de potássio com 

0,5% de brometo de hexadecitrimetilamônio (pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e 

posteriormente homogeneizados num Politron. e homogeneizadas num Politron. Em 

seguida, centrifugadas (4500 rpm, 20 min, 4°C) e colhido o sobrenadante. A 

atividade da MPO foi quantificada através da técnica descrita por Bradley 

ecolaboradores (1982), utilizando 0,0005% de peróxido de hidrogênio e o-

dianosidine como substrato para a MPO. A unidade de MPO foi definida como 

aquela capaz de converter 1 mmol de peróxido de hidrogênio a água em 1 minuto a 

22°C. À medida que ocorre degradação do peróxido de hidrogênio o ânio superóxido 

é produzido. Este é responsável por converter o-dianisidina em composto de cor 

marrom. As leituras foram realizadas a 450nm em espectrofotômetro UV/visivel 

(Thermo Scientific, modelo BioMate 3S) e os resultados expressos como unidade de 

MPO/mg de tecido (BRADLEY et al, 1982). 

 

5.3.5. Análise do Malonaldeído 

  

 A presença de extresse oxidativo tem como alvo o ataque aos ácidos graxos 

dos lipídios da membrana, terminando com a quebra de lipídeo peroxidado, 

aparecimento de malondialdeído (MDA) e outros produtos. Amostras de jejuno e íleo 

foram retiradas de 06 animais por grupo experimental citado anteriormente. Após a 

retirada os materiais foram congelados no freezer -80 e posteriormente foram 

avaliados usando o método do Tbars adaptado, como o descrito por Lee et al. 

(2012).  A mistura de 50L de soro com 100L de dodecil sulfato de sódio (SDS) 

ficou em banho-maria por 30 min a 37°C. Em seguida foi adicionado 200L do ácido 

tiobarbitúrico (0,6%) nos tubos e esta solução permaneceu em banho-maria por mais 

50min a 100°C. Como padrão foi utilizado o 1,1,3,3-Tetrahetoxipropano (TMP). O 

sobrenadante foi mensurado em espectrofotômetro e o resultado expressa a 

diferença de absorbâncias entre as faixas 535 nm e 525 nm, tendo como unidade 

nmols de MDA/g de tecido. O sobrenadante foi mensurado em espectofotometro na 

faixa de 535nm (DANTAS, 2006). 

 

 

 



52 

 

 

5.3.6.  Ensaio para Glutationa 

 

 A glutationa reduzida (GSH) é um grupo sulfidrílico não proteico que tem 

ação primordial como antioxidante, sendo essencial na proteção das células contra o 

estresse oxidativo e na multiplicação dos linfócitos. A dosagem da GSH foi realizada 

segundo o método de Sedlak & Lindsay (1968) para analisar o consumo de GSH 

nas amostras de duodeno, jejuno e íleo dos grupos da pesquisa. Para determinação 

dos níveis de grupos sulfidrílicos não protéicos, uma amostra de 50 a 100 mg de 

duodeno, jejuno e íleo dos animais induzidos com 5-FU e controle foi 

homogeneizada em 1 ml de Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 0,02 M para 

cada 100 mg de tecido. Alíquotas de 400 μL do homogeneizado foram misturadas a 

320 μL de água destilada e a 80 μL de Ácido Tricloroacético (TCA) a 50% para 

precipitação de proteínas os tubos foram centrifugados (3.000 rpm, 20 min, 4 °C). 

Para 400 μL do sobrenadante foi adicionado 800 μL de tampão Tris 0,4 M (pH 8,9) e 

20 μL de DTNB 0,01 M (reagente de Ellman). A mistura foi agitada por 3 minutos e a 

absorbância lida a 412nm em espectrofotômetro. As concentrações de grupos 

sulfidrílicos não-proteicos foram expressas em μg de NP-SH/g de tecido (SEDLAK e 

LINDSAY, 1968)   

 

5.3.7.  Medidas de contratilidade com fármacos 

 

 Foram utilizados tiras longitudinais de íleo e jejuno (1,5-2cm), sendo essas 

tiras lavadas para retirada de resíduos com solução nutridora de Krebs (pH= 7.4), 

composição (mmol/l): 128 NaCl, 4,5 KCl, 2,5 CaCl2, 1,18 MgSO4, 1,18 KH2PO4,   

125 NaHCO3 e 5,55 glicose. As tiras foram montadas em câmaras orgânicas com 

volume de 5ml, contendo solução de Krebs, a temperatura de 37ºC, pH=7.4, 

oxigenadas com mistura de 5% de CO2 e 95% de O2, uma das extremidades da tira 

ficava presa à base fixa e a outra a um transdutor de força isométrico (modelo 

Panlab S.L, Barcelona, Espanha). Tensão de 1g foi aplicada por um período de 

equilíbrio de 60 minutos. Para avaliar a responsividade do tecido utilizou-se Carbacol 

(10-10 a 10-4M) além de KCl na concentração de 60 mM. 

 Os valores de contração ou relaxamentos obtidos nos segmentos 

intestinais pelo KCl foram expressos em gráficos de coluna como resultado do Δg 

(em gramas) de contração fornecendo informações sobre a contratilidade muscular, 
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mas sem discriminar entre alterações tróficas e funcionais (FARMER e LANIYONU 

1984). Por isso, para normalização da resposta contrátil faz-se necessário expressar 

contrações como a percentagem de uma contração de referência (GOLDHILL et al., 

1999). Assim, foi utilizado a relação percentual da contração em KCl 60mM. Para 

cálculo do Δg de contração, foi estabelecido como valor inicial o vale mais estável 

antes do estímulo (KCl) e como valor final o pico maior e mais estável depois do 

estímulo que representa o valor da contração máxima (MOREELS et al., 2001).  

 

5.3.8.  Modelo de estimulação elétrica  

 

 Tiras de intestino (jejuno e íleo) foram obtidos de animais controle, B. clausii, 

5-FU e B. clausii + 5-FU no 3º dia experimental. Posteriormente esses tecidos foram 

montados em câmaras de banho de órgãos contendo solução nutritiva de Krebs e 

sob condições ideais de temperatura, aeração e pH (37ºC, 95% O2/5% CO2, 7,4, 

respectivamente). Antes do início dos protocolos experimentais esses tecidos 

permaneceram por 1h na condição de equilíbrio. 

 Para esses experimentos foram utilizados os seguintes parâmetros elétricos: 

voltagens variando de 20 e 40 V, 1ms, e a duração do estímulo foi de 10 s. Foi 

obtida então uma curva de frequência variando de 4, a 8 Hz, os valores obtidos 

pelos tecidos estimulados foram comparados com dados obtidos das contrações 

desses tecidos induzidos por KCl 60mM. Para a avaliação do Δg elétrico, o vale mais 

estável que antecede o estímulo de 10 V foi estabelecido como valor inicial para 

todas as respostas elétricas, ou seja, antes do primeiro estímulo elétrico, essa 

escolha padronizou um valor basal universal antes de qualquer atividade elétrica 

para todos os estímulos elétricos, já o valor final foi escolhido pelo maior pico depois 

de cada estímulo (LIMA et al., 2016) 

 

FIGURA 09 - Modelo de avaliação da resposta contrátil. Reproduzido com autorização de Lima, 

2016.  
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5.3.9. Avaliação do esvaziamento gástrico e trânsito intestinal 

 

 O esvaziamento gástrico e trânsito intestinal foram avaliados através da 

técnica de Reynell & Spray (1978) modificada. Os animais foram divididos em 

grupos como especificado no item 5.2. Inicialmente, os animais receberam, por 

gavagem, 300 µL da refeição teste que consiste de um marcador não absorvível 

(0,75 mg/mL de solução de fenol vermelho em 5% de glicose). Decorridos 20 

minutos, os animais foram sacrificados por uma overdose de tribromoetanol. Após a 

laparotomia, o estômago e o intestino delgado foram expostos, rapidamente 

isolados, por ligaduras nas junções esôfago-gástricas, gastro- duodenal e ileo-cecal, 

e finalmente removidos. Após as duas primeiras ligaduras, o estômago e o intestino 

delgado foram, então, cuidadosamente removidos (exérese) e posteriormente 

estendidos sobre uma prancha, com intuito de se determinar sua extensão, 

mensurado em cm. Finalmente, uma terceira ligadura foi colocada no íleo terminal, 

ao nível da junção íleocecal. As vísceras expostas foram divididas em quatro 

segmentos consecutivos: Estômago (Et), Intestino proximal (P – inicial), Intestino 

medial (M – intermediário) e Intestino distal (Dt – final). O intestino foi dividido nas 

seguintes proporções: P (40%), M (30%) e Dt (30%). 

  Cada um destes segmentos foi introduzido num cilíndro graduado e o 

volume total foi aferido através da adição de 10 ml de 0,1 N NaOH. Para 

determinação dos volumes das vísceras, foi utilizada uma simples diferença 

volumétrica, como mostra a fórmula abaixo:  

VOL.(v) = VOL.(t) – VOL.(p).  

Onde: Vol. (v) = Volume visceral.  

Vol. (p) = Volume da proveta contendo 100ml.  

Vol. (t) = Volume total [Vol. (p) + víscera]. 

  A seguir, os segmentos foram cortados em pequenos fragmentos e 

homogeneizados por 30 s. Após 30 minutos da homogeneização, 1 mL do 

sobrenadante foi centrifugado por 10 min à 2800 rpm. As proteínas no 

homogeneizado foram precipitadas através da adição de ácido tricloroacético (20%), 

e novamente centrifugadas por 20 min à 2800 rpm. A seguir, 150 µL do 

sobrenadante foram adicionados a 200 mL de 0,5 N de NaOH. A absorbância das 

amostras foi estabelecida em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 

540nm e expresso em densidade óptica (D.O.). A curva padrão foi obtida da medida 
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por espectrofotômetro à 540 nM de uma concentração conhecida de vermelho de 

fenol diluída em 0,1 N NaOH. Após a determinação do coeficiente linear () da curva 

padrão, a concentração da solução (C=D.O.) e a quantidade de fenol vermelho (m) 

por cada segmento (m=C x volume) foram determinados. A retenção em cada 

segmento (x) foi expressa pela % de acordo com a seguinte formula: Retenção de 

corante em cada segmento x = (quantidade de fenol vermelho em cada segmento/ 

total de fenol vermelho em todos os 04 segmentos). 

 

5.3.10.  Avaliação do transporte ileal de água e eletrólitos 

  

 Após jejum de 24 horas com livre acesso à Solução de Reidratação Oral 

(SRO) cloreto de sódio 2,6 g (65 mmol de sódio), glicose anidra 13,5 g (75 mmol de 

glicose), cloreto de potássio 1,5 g (20 mmol de potássio e 65 mmol de cloreto), 

citrato de sódio diidratado 2,9 g (10 mmol de citrato), os animais foram anestesiados 

com ketamina e xilazina (90mg/kg/16mg/kg, i.p). A seguir foram submetidos à 

laparotomia mediana de aproximadamente 5cm para visualização das vísceras. 

Após o isolamento de um segmento terminal do íleo (10cm), cânulas de polivinil 

(OD=0,2cm e OI=0,1cm) foram introduzidas em suas extremidades proximal e distal, 

mediante criação de fístulas. As fístulas foram ocluídas por meio de ligadura 

obstrutiva com fios cirúrgicos (algodão 3.0) e as cânulas fixadas mediante ligaduras 

formando, entre as cânulas e o segmento isolado, o circuito a ser perfundido (Lima, 

2002). 

 Após a cirurgia, foi iniciada a perfusão mediante conexão da cânula proximal 

a uma bomba do tipo peristáltica (Mini-pump variable flow, Control Company, 

Edgewood Friendswood, TX, USA) promovendo fluxo de 0.14 mL/min, com solução 

de Tyrode sem glicose (NaCl 8,0g/L; KCl 0,35g/L; MgCl2 0,1g/L; CaCl2 0,2g/L; 

NaHCO3 1g/L; NaH2PO4 0,05g/L e, ainda, vermelho de Fenol 0,05 mg/mL, como 

marcador não absorvível). O líquido perfusor foi mantido aquecido em banho-maria a 

37 ºC. 

 Após estabilização de fluxo luminal, o perfusato foi coletado em tubos de 

ensaio a cada 20 min, durante 60 min de perfusão total (amostras T20, T40 e T60). O 

volume de cada amostra foi medido. Ao final do experimento, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical e o segmento ileal perfundido retirado, sendo 

imediatamente pesado (peso úmido). Novas medições de peso desses segmentos 
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foram realizadas após os mesmos serem mantidos em estufa sob 100 ºC por 48h, 

de modo a permitir a correção dos parâmetros funcionais (peso seco). 

 Alíquotas da solução perfusora foram obtidas no início e no final de cada 

experimento para determinação dos parâmetros controle. Foram determinadas as 

diferenças entre as amostras controle e as coletas do perfusato quanto aos valores 

de concentrações de sódio, potássio e cloreto (mEq/L) e Vermelho de Fenol. 

 As dosagens das concentrações de sódio e potássio e cloretos no perfusato 

por análise em íon seletivo (Roche-Brasil). O método de colorimetria foi empregado 

para determinação de água (Labtest Bio. Diagnósticos; Belo Horizonte, MG, Brasil) 

de acordo com as instruções do fabricante. 

 Diferenças entre os valores das concentrações de Na+, K+ e Cl- foram 

utilizadas para calcular a taxa de transporte ileal de eletrólitos. Já diferenças entre as 

concentrações de vermelho de fenol foram empregadas para avaliar a taxa de 

secreção/absorção de água pelo segmento perfundido. Os parâmetros, de secreção 

ou absorção dos eletrólitos ou da água, foram corrigidos pelo tempo e pela massa 

do segmento ileal perfundido, de acordo com o descrito por Lima (2002). 

 

5.3.11.  Avaliação da Permeabilidade Intestinal 

 

 As secções de mucosa ileal foram montadas em uma câmara de difusão 

para medir a permeabilidade à fluoresceína (376 Da, 1 mg/ml, diluída em KHBB, pH 

7,4) (27). Após um período de estabilização com KHBB (pH 7,4, 30 min), as 

soluções no lado luminal foram substituídas por uma solução contendo o marcador 

fluorescente. Uma amostra (100μl) foi retirada do lado seroso em intervalos (0, 30, 

60, 90 e 120) durante 2h. O marcador fluorescente foi medido utilizando um leitor de 

placas de fluorescência (FLUOstar Omega; BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha). 

Os valores de fluorescência foram expressos a partir de uma curva padrão feitos 

para cada análise (VANUYTSEL, et al., 2014). 
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5.3.12.  Avaliação da Resistência Elétrica Transepitelial (TEER) 

 

 Segmentos do íleo foram montados em câmaras de Ussing (Mussler 

Scientific Instruments, Aachen, Alemanha) sem remoção da camada seromuscular, 

com área exposta de 0,096 cm2. As camadas mucosa e serosa foram preenchidas 

com tampão de bicarbonato de Krebs-Ringer, suplementado com manitol 10 mM e 

glicose 10 mM, respectivamente. As soluções foram mantidas a 37 0C e gasificadas 

com carbogênio. A diferença do potencial transmucoso foi continuamente 

monitorada usando eletrodos Ag/AgCl.  A resistência elétrica transepitelial (TEER) foi 

calculada de acordo com a lei de Ohm a partir das deflexões de tensão induzidas 

por pulsos de corrente bipolar de 50 mA a cada 60 s com uma duração de 200 ms. 

Os valores TEER foram registrados para cada tecido a intervalos de 30 min. A TEER 

média entre 90 e 120 minutos foi calculada para cada grupo experimemental. Estes 

tempos foram selecionados porque um platô TEER estável é alcançado, na maioria 

dos tecidos, entre 90 e 120 minutos após a montagem (VANUYTSEL, et al., 2014)  

 

 

6.     ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

 Os dados estão expressos como média ± EPM (variáveis com distribuição 

normal) ou como mediana ± mínimo e máximo (variáveis sem distribuição normal). A 

análise estatística foi feita usando o teste de análise de variância ANOVA seguido do 

teste de Bonferroni quando apropriado. “Mann-Whitney” foi utilizado para o cálculo 

da mediana dos escores histopatológicos. Significância estatística foi observada 

quando P<0,05. Para realização dos testes estatísticos utilizamos o software Prisma 

versão 5.03 da GraphPad Software. 
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7. RESULTADOS  

 

7.1. Efeito do tratamento com B. clausii sobre a perda de peso induzida por       

5- FU em camundongos Swiss   

 

 O tratamento com 5-FU promoveu intensa perda de peso nos animais ao 

longo do estudo, sendo o menor peso registrado no último dia (72,57±1,4%) quando 

comparados aos animais do grupo controle que apresentaram ganho de peso, 

mostrando-se maior no 3º dia (107,2±0,84%). O tratamento com B. Clausii + 5-FU 

preveniu a perda de peso nos animais tratados com 5-FU, embora estes resultados 

fossem menores quando comparados aos animais controle (95,15±1,27%). Ainda, 

observou-se que o tratamento com B. clausii de forma isolada não apresentou 

diferenças significativas quando comparados aos animais do grupo controle 

(105,7±1,56%) mostrando um ganho real de peso nesses animais (figura 10). 

  

FIGURA 10 - CURVA PONDERAL (%) EM CAMUNDONGOS TRATADOS COM Bacillus clausii NA 
MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-FU. Os animais foram tratados com salina 0,9% ou 5-FU 
(450 mg/kg i.p.) ou B. clausii + 5-FU (2,5 ml/dia, 3 dias, n=7). Os animais foram pesados todos os dias 
para aferição da perda ou ganho de peso. Os valores representam perda ou ganho de peso 
comparados ao dia 0 (100% peso aferido) e avaliados durante 3 dias.*P < 0,05 vs controle e             
#P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do teste de Bonferoni. 
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7.2.  Efeito do tratamento com B. clausii sobre a leucopenia induzida por 5-FU 

em camundongos Swiss 

 

 O tratamento com 5-FU induziu intensa leucopenia nos animais           

(912,5±96,25/mm3) quando comparados aos animais controle (4394±182,6/mm3). O 

tratamento com B. clausii não apresentou diferenças significativas em relação aos 

animais controle (4256±136,7/mm3). Por sua vez, o tratamento com B. clausii + 5-FU 

não reverteu a leucopenia quando comparados aos animais que receberam apenas 

5-FU (1339±399,8/mm3) (figura 11 A). 

 Um dos efeitos do 5-FU é promover neutropenia como é demonstrado na 

figura 11B. O tratamento com 5-FU reduziu o número de neutrófilos                 

(152,1±29,69/mm3) quando comparados aos animais do grupo controle            

(548,3± 97,93/mm3). O tratamento com B. Clausii aumentou o número de neutrófilos 

(363,1±57,41/mm3) quando comparado ao grupo B. clausii + 5-FU 

(314,7±76,77/mm3). 

 Em relação ao número de monócitos, o tratamento com 5-FU reduziu 

(32,63±7,171/mm3) o número de células comparado aos animais do grupo controle 

(75,56±28,91). O tratamento dos animais com B.clausii (46,38±14,86/mm3) não 

apresentou diferença estatística quando comparado aos animais B. clausii + 5-FU 

(64,67±16,63/mm3) (figura 11 C). 

 Na figura 11 D, pode-se observar que o tratamento com 5-FU 

(356,3±40,04/mm3) reduziu o número de linfócitos quando comparados aos animais 

controle (2245±192,8/mm3). Já o tratamento B. clausii + 5-FU (920,7±88,77/mm3) 

aumentou o número de linfócitos comparado aos animais tratados apenas com 5-FU. 
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FIGURA 11 - CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE LEUCÓCITOS EM CAMUNDONGOS 
TRATADOS COM B. clausii NA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-FU. Os animais foram 
tratados com salina 0,9% ou 5-FU (450mg/kg i.p.) ou com B. clausii + 5-FU (2,5ml /dia, 3 dias, n=7). 
Os valores representam a contagem através de esfregaço avaliado no 3º dia de tratamento.*P < 0,05 
vs controle e  #P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do teste de Bonferoni 

 

 

7.3. Efeito do tratamento com B. clausii sobre os parâmetros de Histopatologia 

e Morfometria Intestinal  

  

Os animais tratados com 5-FU tiveram alterações histopatológicas no duodeno, 

jejuno e íleo: mucosa com vilosidades encurtadas com vacuolado de células, 

infiltrado inflamatório intenso e vacuolização (figura 12, A, B e C) quando 

comparados aos animais do grupo controle. Já em relação aos animais tratados com 

B. clausii não houve alterações histológicas significativas nos segmentos intestinais, 

sendo semelhantes aos animais controle. No entanto, o tratamento B. clausii + 5-FU, 

reduziu os efeitos do 5-FU sobre a mucosa intestinal no duodeno, jejuno e íleo. 

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

L
e

u
c

ó
c

it
o

s
/m

m
3

*

Controle

                5-FU

B. clausiiB. clausii

A

 

0

200

400

600

800

*

B

Controle

                5-FU

B. clausiiB. clausii

N
e

u
tr

ó
fi

lo
s

/m
m

3

 

0

50

100

150

C

Controle

                5-FU

B. clausiiB. clausii

M
o

n
ó

c
it

o
s

/m
m

3

0

1000

2000

3000

*

#

D

Controle

                5-FU

B. clausiiB. clausii

L
in

fó
c

it
o

s
/m

m
3

 



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 12 - ESCORES HISTOPATOLÓGICOS EM CAMUNDONGOS TRATADOS COM B. clausii 
NA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR (5-FU). Os animais foram tratados com salina 0,9% ou 
5-FU (450 mg/kg i.p.) ou com B. clausii + 5-FU (2,5 ml/dia, 3 dias, n=7). A-duodeno; B-jejuno, C-íleo. 
*P < 0,05 vs controle e #P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do teste de Bonferoni 
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 A figura 13 apresenta as fotomicrografias dos segmentos intestinais duodeno 

(A, B e C), jejuno (D, E e F) e íleo (G, H e I), respectivamente. Animais tratados com 

5-FU apresentam encurtamento dos vilos e aumento da profundidade das criptas 

quando comparados aos animais controle. Já o tratamento com B.clausii + 5-FU é 

capaz de restaurar a integridade da mucosa intestinal fazendo com que ocorra uma 

diminuição da profundidade das criptas e uma renovação dos vilos em todos os 

segmentos estudados. 

 

 
FIGURA 13 - Fotomicrografias de duodeno, jejuno e íleo de camundongos controle (A- D-G), e 
submetidos à mucosite intestinal pelo 5-FU (B-E-H) e tratados com B. clausii + 5-FU (C-F-I).  
Animais foram tratados com salina 0,9% ou 5-FU (450 mg/kg i.p.) ou com B. clausii + 5-FU              
(2,5 ml/dia, 3 dias, n=7). (A-B-C) duodeno; (D-E-F) jejuno e (G-H-I) íleo. (       edema e vacuolização               
     infiltrado neutrofílico). 
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Ao analisarmos a figura 14 (painel A, B e C) podemos observar a 

histomorfometria das vilosidades intestinais dos camundongos submetidos à 

mucosite intestinal por 5-FU. Como se observa na figura 14 A, o tratamento com     

5-FU provoca diminuição do comprimento do vilo tanto no duodeno quanto no jejuno 

e no íleo quando comparados aos animais do grupo controle. No entanto, em 

relação aos animais tratados com B. clausii + 5-FU pode-se observar que o 

tratamento é capaz de prevenir a diminuição do comprimento das vilosidades 

intestinais no duodeno, jejuno e no íleo quando comparados aos animais tratados 

somente com 5-FU. 

 Ainda analisando a figura 14 (painel B) podemos observar a 

histomorfometria das criptas intestinais onde se pode constatar que o tratamento 

com 5-FU provoca aumento da profundidade das criptas quando comparados aos 

animais do grupo controle. No entanto, em relação aos animais tratados com B. 

Clausii + 5-FU pode-se observar que o tratamento previne o aumento da 

profundidade das criptas quando comparados aos animais tratados somente com 5-

FU.  

 Na figura 14 (Painel C) pode ser observada a relação vilo/cripta onde o 

tratamento com 5-FU promove lesões que comprovam que há um desbalanço entre 

o comprimento do vilo e a profundidade da cripta quando comparados aos animais 

controle e o uso de B. clausii + 5-FU previne as alterações desses parâmetros 

quando comparados aos animais tratados somente com 5-FU.  
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FIGURA 14 - Análise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos submetidos à 
mucosite intestinal pelo 5-FU e tratados com B. clausii. Os animais foram tratados com salina 
0,9% ou 5-FU (450 mg/kg i.p.) ou com B. clausii + 5-FU (2,5 ml/dia, 3 dias, n=7). Altura dos vilos 
(painel A),  profundidade das criptas (painel B) e a razão vilosidade/cripta (painel c). Os valores foram 
expresos como média ± E.P.M. *P < 0,05 vs controle e 

#
P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do teste 

de Bonferoni 
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7.4.  Efeito do tratamento com B. clausii sobre a atividade de MPO, ensaio de 

Glutationa e concentrações de Malonaldeído 

 

 Após a administração de 5-FU, os animais apresentaram aumento 

significativo na infiltração de neutrófilos no duodeno (14,59±1,31 UMPO/mg)  jejuno 

(17,13±1,44 UMPO/mg) e íleo (11,35±2,28 UMPO/mg) respectivamente, em 

comparação ao grupo controle, duodeno (2,34±0,55 UMPO/mg), jejuno (1,84± 0,50 

UMPO/mg) e  íleo (1,62±0,48 UMPO/mg). Tratamento com B. clausii + 5-FU reduziu 

a infiltração de neutrófilos no duodeno (3,43±0,98 UMPO/mg), no jejuno (2,84±0,88 

UMPO/mg) e no íleo (3,92± 0,64 UMPO/mg) quando em comparados aos animais 

que receberam somente 5-FU figura 15 (painel A, B e C ).  
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FIGURA 15 - Efeito do B. clausii sobre o infiltrado neutrofílico no curso da mucosite intestinal 
induzida por 5-FU em camundongos. Os animais foram tratados com salina 0,9% ou 5-FU         
(450 mg/kg i.p.) ou com B. clausii + 5-FU (2,5 ml/dia, 3 dias, n=7). Segmentos de duodeno (painel A) 
jejuno (painel B) e íleo (painel C) foram utilizados para a realização de ensaio da atividade de MPO. 
Os valores foram expressos como média ± E.P.M. *P < 0,05 vs controle e 

#
P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA 

seguida do teste de Bonferoni. 
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Ao se observar a figura 16, percebe-se que o tratamento com 5-FU induziu 

significativa redução da concentração de GSH no duodeno (198,5±8,394 μg/mg),  

jejuno (185,2±15,01μg/mg) e de maneira mais intensa no íleo (93,19±17,82 μg/mg) 

em comparação ao grupo controle, duodeno (383,3± 65,09 μg/mg), jejuno 

(477,1±58,33μg/mg) e íleo (312,6±30,44 μg/mg) respectivamente. No entanto, o 

tratamento com B. clausii + 5-FU aumentou os valores de GSH no duodeno 

(383,4±25,96 μg/mg), jejuno (523,9±46,54 μg/mg)  e íleo (258,8±33,08 μg/mg), figura 

16 (A, B e C) quando comparado aos animais que receberam somente 5-FU.  

  

 

 

Controle B. clausii  B. clausii
0

100

200

300

400

500

*

#

A Duodeno

5-FU

G
S

H
 (


g
/g

 d
e

 t
e

c
id

o
)

Controle B. clausii B. clausii
0

200

400

600

5-FU

*

#

                               JejunoB
G

S
H

 (


g
/g

 d
e

 t
e

c
id

o
)

 

Controle B. clausii B. clausii
0

100

200

300

400

5-FU

*

#

                                ÍleoC

G
S

H
 (


g
/g

 d
e

 t
e

c
id

o
)

 

 

FIGURA 16 - Efeito do B. clausii sobre a concentração de GSH nos segmentos intestinais no 
curso da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Os animais foram tratados 
com salina 0,9% ou 5-FU (450 mg/kg i.p.) ou com B. clausii+ 5-FU (2,5 ml/dia, 3 dias, n=7). 
Segmentos de duodeno (painel A), jejuno (painel B) e íleo (painel C) foram utilizados para aferir as 
concentrações de GSH. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. *P < 0,05 vs controle e 

#
P 

< 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do teste de Bonferoni. 
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 A figura 17 mostra que o tratamento com 5-FU aumentou as concentrações 

de MDA no jejuno (118,7±4,582 nmol/g de tecido) e íleo (128,5±11,03 nmol/g de 

tecido) respectivamente, quando comparados ao controle, jejuno (90,09±8,23 nmol/g 

de tecido) e íleo (62,09±5,79 nmol/g de tecido). O tratamento com B. clausii + 5-FU 

dimuiu as concentrações nos dois segmentos avaliados: jejuno e íleo 

(95,71±5,340nmol/g de tecido e 87,11±4,833 nmol/g de tecido, respectivamente) 

quando comparados aos animais tratados somente com 5-FU. 
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FIGURA 17 - Efeito do B. clausii sobre a concentração de MDA nos segmentos intestinais no 
curso da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Os animais foram tratados 
com salina 0,9% ou 5-FU (450 mg/kg i.p.) ou com B. clausii + 5-FU (2,5 ml/dia, 3 dias, n=7). 
Segmentos de jejuno (painel A) e íleo (painel B) foram utilizados para aferir as concentrações de 
MDA. Os valores foram expressos como média ± E.P.M. *P < 0,05 vs controle e 

#
P < 0,05 vs 5-FU. 

ANOVA seguida do teste de Bonferoni 

 

 

7.5. Efeito do tratamento com B. clausii sobre o esvaziamento gástrico e 

trânsito intestinal 

 

A figura 18 A mostra que os valores de retenção gástrica foram 

significativamente maiores nos animais tratados com 5-FU (41,34±1,82%) quando 

comparado aos animais controle (25,11±4,84%) (Figura 17 A). Observou-se que o 

tratamento com B. clausii + 5-FU (25,36±1,30%) faz com que os valores de retenção 
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retorne aos valores normais quando comparados aos animais que receberam 

apenas 5-FU. O painel B mostra a retenção intestinal. Observa-se que o tratamento 

com B. clausii + 5-FU promove dimuição da retenção na região proximal e aumento 

da retenção na porção medial, e na porção distal não houve diferenças de retenção 

significativas quando comparados aos animais tratados somente com 5-FU. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 18 - Efeito do B. clausii sobre o esvaziamento gástrico e transito gastrintestinal no 
curso da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Atividade remanescente no 
estômago (A) e segmentos intestinais (Proximal, Medial e Distal). 20 min após a gavagem de solução 
de fenol vermelho (0,75 mg/mL em 5% de glicose). Os valores foram expressos como porcentagem 
da atividade total no trato gastrintestinal e como média ± E.P.M. *P < 0,05 vs controle e 

#
P < 0,05 vs 

5-FU. ANOVA seguida do teste de Bonferoni. 
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7.6. Efeito do tratamento com B. clausii sobre o Transporte intestinal de água e 

eletrólitos e contratilidade intestinal 

 

 A figura 19 resume os resultados do transporte intestinal de água e 

eletrólitos em camundongos submetidos à mucosite intestinal por 5-FU. Observou-se 

que o tratamento com 5-FU aumenta a secreção de H2O, Na+ K+ e Cl-, quando 

comparados aos animais do grupo  controle (-0,087±0,009 vs 0,057±0,012 ml/g/min; 

-15,98±0,927 vs 26,34±3,588 µEq/g/min; -0,130±0,169 vs 0,642±0,115 µEq/g/min;    

-14,12±2,029 vs 19,06±3,932 µEq/g/min, respectivamente). Já o tratamento com     

B. clausii + 5-FU reverte os valores de secreção apresentados nos animais que 

receberam o tratamento somente com 5-FU, aumentando a absorção de H2O 

(0,068±0,018 ml/g/min;), Na+ (25,12±4,753 µEq/g/min),  K+ (0,272±0,098 µEq/g/min) 

e  Cl- (10,35± 3,464µEq/g/min), figura 19 (painel A, B, C e D). 
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FIGURA 19 - Efeito do B. clausii sobre o transporte intestinal de água e eletrólitos no curso da 
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Os animais anestesiados foram tratados 
(i.p) tiveram o íleo terminal perfundido com solução de Tyrode com vermelho de fenol (VF)            
(0,05 mg/ml) ao longo de 60 min. Os valores foram expressos em média ± E.P.M de secreção (valores 
negativos) ou absorção (valores positivos) *P < 0,05 vs controle e  #P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida 
do teste de Bonferoni 
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Ao avaliar a atividade mecânica do músculo liso gastrintestinal, observou-se 

hipercontractilidade induzida por 5-FU no músculo jejunal e ileal dos animais 

submetidos à mucosite intestinal quando estimulada pelo carbacol em 

concentrações cumulativas (10-10-10-4 mM) (fig. 20 A e B). Os valores representam 

a média da concentração com maior contração de carbacol (10-4 CCh). 

Na figura 20 A pode-se observar que os animais tratados com 5-FU 

apresentam maiores respostas contráteis (hipercontractilidade) no jejuno quando 

comparados ao grupo controle, respectivamente (0,771±0,095 vs 0,323±0,083 g).   

No entanto, quando se observa a mesma figura, os animais tratados com               

B. clausii + 5-FU apresentam diminuição dos valores de contração quando 

comparados ao que grupo que recebeu somente 5-FU, respectivamente 

(0,771±0,095 vs 0,338±0,045 g). 

A figura 20 B mostra que os animais tratados com 5-FU apresentam maiores 

respostas contráteis (hipercontractilidade) no íleo em relação ao grupo controle, 

respectivamente (1.416±0,067 vs 0,591±0,043 g).  B. clausii + 5-FU diminui os 

valores de contração quando comparados ao grupo que recebeu somente 5-FU, 

respectivamente (1.416±0,067 vs 0,526±0,077 g). 

Ao avaliar a resposta contrátil ao Campo de Estimulação Elétrica observou-se 

que ocorre a hipercontractilidade induzida por 5-FU no músculo liso jejunal e ileal. 

Na padronização de ΔG jejunal (fig. 20 C), mostrou hipercontractilidade no 

grupo tratado com 5-FU tanto com o estímulo de 20 V quanto com o estímulo de 40 

volts quando comparado ao grupo controle, respectivamente (20V:0,651±0,057 vs 

0,195±0,023 g (40V:0,982±0,031 vs 0,347±0,050 g). O tratamento com B. clausii + 

5-FU diminuiu os valores de contração quando comparados ao grupo que recebeu 

somente 5-FU, em estímulo de 20V e 40 volts, respectivamente (20V:0,651±0,057 

vs 0,176±0,032 g) (40V:0,982±0,031 vs 0,458±0,048 g). 

 A figura 20 D mostra que o íleo mostrou hipercontractilidade no grupo de 5-

FU tanto com o estímulo de 20 V quanto com o estímulo de 40 volts comparado ao 

grupo controle, respectivamente (20V:0,794±0,028 vs 0,312±0,033 g), 

(40V:1.013±0,040 vs 0,4550±0,040 g). O tratamento com B. clausii + 5-FU, diminuiu 

os valores de contração quando comparados ao grupo que recebeu somente 5-FU, 
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tanto no estímulo de 20 V quanto no de 40 volts, respectivamente 

(20V:0,794±0,028 vs 0,223±0,024 g) (40V:1,013±0,040 vs 0,400±0,048 g). 

 Da mesma forma, os dados da figura 20 E mostram que as respostas 

contráteis com estímulos na frequência 4Hz no jeuno são maiores em animais 

tratados com 5FU (0,543±0,063 vs 0,271±0,031 g) quando comparados ao grupo 

controle e o tratamento com B. clausii + 5-FU diminuiu esses valores 

(0,193±0,024vs 0,543±0,063 g) quando comparado ao grupo que recebeu somente 

5-FU. Da mesma forma, os valores das respostas contráteis com estímulos na 

freqüência de 8Hz são  aumentados em animais tratados com 5FU (0,869±0,058 

versus 0,332±0,042 g) quando em comparação com o grupo controle e o 

tratamento com B. clausii + 5-FU diminuiu esses valores (0,458±0,040 vs 

0,869±0,058 g) quando comparados ao grupo que recebeu somente 5-FU. 

 As respostas contráteis com estímulos na frequência 4Hz no íleo (fig. 20 F) 

são maiores em animais tratados com 5FU (0,585±0,052 vs 0,248±0,047 g) quando 

comparados ao grupo controle e o tratamento com B. clausii + 5-FU diminuiu esses 

valores de contração (0,339±0,031 vs 0,585±0,052 g) quando comparado ao grupo 

que recebeu somente  5-FU. Para a frequência de 8Hz, os animais tratados com 5-

FU apresentam valores maioresde contração (0,925±0,085 vs 0,480±0,069 g) 

quando comparado ao grupo controle e o tratamento com B. clausii + 5-FU diminuiu 

esses valores (0,434±0,037 vs 0,925±0,085 g) quando comparado ao grupo que 

recebeu somente 5-FU. 
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FIGURA 20 - Efeito do B. clausii sobre a contractilidade do músculo liso jejunal e ileal no 
curso da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Os animais anestesiados 
foram tratados (i.p) tiveram segmentos (0,5 cm) do íleo e do jejuno retirados e submetidos à 
contratilidade em um sistema de banho de órgãos. Os valores foram expressos em média ± E.P.M 
das curvas de CCh no jejuno (painel A) e íleo (painel B). Estimulação elétrica em Voltagem jejuno 
(painel C) e íleo (painel D) e em Hertz no jejuno (painel E) e íleo (painel F) *P < 0,05 vs controle e #P 
< 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do teste de Bonferoni. 
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7.7. Efeito do tratamento com B. clausii sobre a permeabilidade intestinal 

  

 

 Conforme mostrado na figura 21, os animais os animais tratados com 5-FU 

apresentaram aumento de permeabilidade da mucosa ileal (P <0,05) (3885±1838 vs 

1620±678,8 μmol/cm2, respectivamente) em comparação com o grupo controle e o 

tratamento com B. clausii + 5-FU dimminuiu a permeabilidade (2304±1082 vs 

3885±1838 μmol/cm2, respectivamente) em comparação com o grupo que recebeu 

somente 5-FU. 
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FIGURA 21- Efeito do B. clausii sobre a permeabilidade ileal no curso da mucosite intestinal 
induzida por 5-FU em camundongos. Os animais anestesiados foram tratados (i.p) tiveram 
segmentos (0,5 cm) do íleo retirados e montados em câmaras de Ussing para avaliação da 
permeabilidade à fluoresceína (376 Da). Os valores foram expressos em média ± E.P.M.*P < 0,05 vs 
controle e #P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do teste de Bonferoni. 
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7.8. Efeito do tratamento com B. clausii sobre a resistência elétrica 

transepitelial 

  

 Conforme mostrado na figura 22, os animais tratados com 5-FU 

apresentaram aumento da resistência elétrica transepitelial (TEER) (36,82±3,944  

Ω/cm2) ileal significativa aos 90 minutos quando comparada aos animais controle 

(28,40 ±2,188 Ω/cm2). O tratamento com B. clausii + 5-FU (34,95±3,950 Ω/cm2) não 

foi capaz de reverter os efeitos do 5-FU sobre a TEER. 
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FIGURA 22 - RESISTÊNCIA ELÉTRICA TRANSEPITELIAL (TEER) EM CAMUNDONGOS 
TRATADOS COM B. CLAUSII ou 5-FU. Os animais anestesiados foram tratados (i.p) tiveram 
segmentos (0,5 cm) do íleo retirados e montados em câmaras de Ussing para avaliação da TEER O 
tratamento com B. clausii melhorou os parâmetros de permeabilidade dos animais 5-FU. Os valores 
são expressos em média ± E.P.M.*P < 0,05 vs controle e #P < 0,05 vs 5-FU. ANOVA seguida do 
teste de Bonferoni. 
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8.     DISCUSSÃO  

  

 O estudo atual é o primeiro a investigar o efeito do probiótico Bacillus clausii 

(B. clausii) na mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil (5-FU). Este estudo 

demonstra que o tratamento com B. clausii é capaz de reverter as alterações 

induzidas por 5-FU que repercute em mucosite intestinal comprometendo a 

integridade da barreira epitelial funcional, desordens sobre a histomorfometria 

intestinal e desordens da motilidade gastrintestinal em camundongos. 

 Para chegarmos a esses resultados utilizamos metodologia de indução de 

mucosite intestinal já bem caracterizada e utilizada em nosso laboratório, descrita por 

Soares et al. (2008), e observamos as alterações dos parâmetros inflamatórios e 

funcionais.  

 A avaliação dos dados demonstra que houve a indução da mucosite, pois no 

3º dia após a administração do 5-FU houve alterações tanto de caráter inflamatório 

quanto funcional, tais como: a perda de peso, aumento da concentração de 

mieloperoxidase com presença de infiltrado mono e polimorfonucleares, produção de 

radicais livres (EROS) com consumo de GSH, aumento de MDA, perda da 

morfometria intestinal com diminuição da relação viilo/cripta e retarde do 

esvaziamento gástrico e trânsito intestinal, aumento da secreção intestinal de água e 

eletrólitos e aumento da permeabilidade intestinal e, ainda, aumento da contratilidade 

do músculo liso intestinal como também demonstrado na literatura. No entanto, houve 

aumento da resistência elétrica transepitelial. (SOARES, et al.,2008; FERREIRA et al., 

2012; NAKAO et al., 2012; JUSTINO et al., 2014; JUSTINO et al., 2015).  

 Um dos eventos que acometem pacientes com mucosite intestinal é a perda 

de peso e diversos autores têm atribuído a redução de peso observada em animais 

com mucosite induzida por agentes antineoplásicos, entre os quais o 5-FU, a uma 

diminuição da absorção de alimentos devido às alterações nas vilosidades intestinais 

e à perda de água e eletrólitos provocada em consequencia da diarreia (CARNEIRO 

et al., 2004; DUNCAN; GRANT, 2003; MELO et al., 2008; SOARES et al., 2013 ). 

 Ao se mensurar diariamente a variação de peso dos animais durante os 03 

dias experimentais da mucosite intestinal induzida por 5-FU, observou-se que em 

animais tratados com B. clausii + 5-FU houve prevenção da perda de peso  embora 

estes resultados não consigam reproduzir aqueles encontrados no grupo controle e no 

grupo B. clausii de forma isolada.  
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 Outro dado que comprova a mucosite intestinal com o uso de 5-FU é a 

presença de leucopenia também descrita por diversos autores do grupo 

LAFICA/LEFFAG (SOARES et al., 2008, 2013; JUSTINO et al., 2014, 2015) e o 

tratamento com B. clausii + 5-FU não altera a ocorrência da leucopenia demonstrando 

que esse probiótico não interfere na ação do 5-FU. Esse fato pode ser explicado, 

possivelmente, devido ao fato de o probiótico exercer suas ações preferencialmente 

em nível local, pois este probiótico apresenta baixo risco de translocação (LOPETUSO 

et al.,2016) 

 Com o intuito de investigar a participação dos neutrófilos no presente estudo, 

sabendo que estes tem uma importante participação no mecanismo de mucosite 

intestinal (RIBEIRO et al., 2002), foi aferida a atividade da enzima mieloperoxidase 

(MPO), por esta ser considerada um importante marcador quantitativo da infiltração de 

neutrófilos nos processos inflamatórios em vários tecidos, entre eles o TGI.  

 A liberação dessa enzima dos grânulos azurófilos dos neutrófilos catalisa a 

formação de um poderoso ácido oxidante, o ácido hipocloroso, o que pode levar a 

danos no DNA, proteínas e lipídeos. Além disso, a mieloperoxidase pode agir no 

endotélio vascular promovendo a liberação de mediadores pró-inflamatórios e 

expressão de moléculas de adesão, levando ao aumento da permeabilidade vascular 

e aumento da adesão de neutrófilos. Após desgranulação, o neutrófilo também libera 

várias substâncias como proteínas antimicrobianas, proteases, componentes da 

resposta oxidativa, vários receptores de membrana para moléculas de adesão 

endotelial, metaloproteinases de matriz (MMPs) e mediadores solúveis da inflamação 

(MELO et al., 2008; LIMA-JÚNIOR et al., 2012; LIMA-JÚNIOR et al., 2014; WONG et 

al., 2015). 

  Nesse estudo observou-se que os animais tratados com 5-FU 

apresentavam níveis maiores de MPO do que os animais controle e o tratamento 

com B. clausii reverteu esses níveis de MPO nos 03 segmentos estudados 

(duodeno, jejuno e íleo). Dados da literatura demonstram que esse probiótico é 

capaz de atuar durante o processo inflamatório por seu papel imunomodulador 

(URDACI et al., 2004;  CIPRANDI et al., 2005). 

  A literatura disponível até este momento demonstra que os achados deste 

presente estudo estão de acordo com outros autores onde a injúria epitelial associada 

à utilização de quimioterápicos antineoplásicos, geralmente, ocorre com infiltração de 

neutrófilos para a mucosa intestinal que configura a fase inflamatória da mucosite 
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(DUNCAN e GRANT 2003; SONIS et al. 2004). Dados recentes atestam que os 

neutrófilos são como componentes centrais da resposta inflamatória, fato relevante 

para os mecanismos de fagocitose, produção de radicais livres e bem como para 

produção e ativação de mediadores inflamatórios (PEREIRA et al., 2016). 

 Outros parâmetros que comprovam a indução da mucosite intestinal no 

presente trabalho são a redução do comprimento das vilosidades intestinais, o 

elevado escore histopatológico da mucosa em todos os segmentos estudados, 

características também observadas por Ferreira et al. (2012). 

 Um dos efeitos relacionados à mucosite intestinal é a perda da arquitetura 

intestinal demonstrando que o intestino delgado é especialmente suscetível aos danos 

causados pelos antimetabólitos como o 5-FU, principalmente pela sua elevada taxa de 

proliferação (KEEFE et al 2007; SOARES et al 2008; LOPES, 2014; LEOCÁDIO et al 

2015) e, outro fato que demonstra as consequências diretas do uso de 

antineoplásicos é o dano das células epiteliais intestinais, acompanhado por 

destruição da mucosa e estabelecimento de um severo processo inflamatório 

(DUCAN; GRANT, 2003; SONIS 2004; APRILE et al., 2015). 

 No presente estudo observou-se que o comprimento dos vilos, a profundidade 

das criptas e a relação vilo/cripta apresentaram alterações deletérias como as 

descritas na literatura (SONIS et al., 2004, PEREIRA et al., 2016) devido a utilização 

do 5-FU e o tratamento com B. clausii + 5-FU foi capaz de reverter essas alterações. 

Diversos mecanismos podem ser evocados para a recuperação da integridade da 

barreira morfofuncional, dentre estes podemos citar a migração dos enterócitos para 

reparar o epitélio danificado e auxiliar no processo de resolução do processo 

inflamatório (CHANG et al, 2017). 

   Esse potencial efeito benéfico da utilização de esporos de B. clausii pode ser 

explicado possivelmente por sua capacidade de tratar ou prevenir alterações que 

levem a deficiência da barreira intestinal por exercer efeitos antimicrobianos e 

atividades imunomoduladoras (URDACI et al, 2004, DI CARO et al, 2005), regulação 

do crescimento celular e diferenciação, sinalização de célula à célula, adesão celular, 

transcrição de sinal e transdução (DI CARO et al, 2005), produção de vitaminas 

(SALVETTI et al, 2003) e proteção contra agentes  genotóxicos intestinais (CENCI et 

al., 2006). 

 Evidencia-se na literatura que a destruição das células epiteliais após a 

indução da mucosite intestinal é o principal estímulo para o recrutamento de células 
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inflamatórias para a mucosa intestinais estando as ulcerações associadas com a 

ativação dos fatores nucleares de transcrição da família NF-κB (SONIS, 2004; 2009; 

RUBEINSTEIN et al., 2004). A migração de neutrófilos para as células epiteliais pode 

induzir alterações de permeabilidade do epitélio intestinal. Essas alterações da 

permeabilidade poderiam estar relacionadas a eventos dispépticos associados à 

mucosite intestinal por 5-FU (EDENS et al., 2002). 

 Um dos mecanismos para o dano intestinal evidenciados durante a mucosite 

intestinal ocorre incialmente após a liberação de EROs, e por consequência a 

desestabilização das estruturas orgânicas, levando a destruição do DNA das células 

epiteliais intestinais e morte celular, além de um poderoso estresse oxidativo (SONIS, 

2004; MAEDA et al 2010). Por isso, torna-se crucial a quantificação da concentração 

da glutationa reduzida (GSH), um tripeptídeo (L-γ-glutamil-cysteinyl-glicina) que atua 

principalmente como um antioxidante endógeno, tendo papel crucial no combate a 

radicais livres, defendendo as células do estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2012). Seu 

consumo reflete uma defesa celular contra a liberação de EROs, que por sua vez 

estão presentes na fisiopatologia da mucosite (MAEDA et al 2010; PEREIRA et al., 

2016). 

 Com o objetivo de investigar se o tratamento com B. clausii poderia trazer 

benefícios também nesse parâmetro de estudo, a análise dos dados, evidenciou que 

os níveis de GSH estavam diminuídos nos animais tratados com 5-FU, demonstrando 

que esses achados estavam de acordo com o que foi demonstrado por outros autores 

(JUSTINO et al. 2014; 2015), e com isso observou-se que o tratamento com 5-FU traz 

a consequente ação de ROS induzindo a um intenso estresse oxidativo no intestino. 

Observou-se que os animais tratados com B. clausii + 5-FU apresentaram níveis de 

GSH mais elevados. Esse fato revela que B. clausii pode ser uma ferramenta eficaz 

no combate a mucosite intestinal embora o mecanismo correto como ele exerça esses 

efeitos ainda não foi estabelecido. 

 Podemos sugerir que a ação protetora de B. clausii seja por sua capacidade 

de alterar vias e genes relacionados ao processo inflamatório e assim trazer 

benefícios ao hospedeiro. A literatura já demonstra que essa hipótese é plausível 

devido ao fato de que os genes ligados à resposta inflamatória, imune e de defesa, 

permeabilidade intestinal, adesão celular, crescimento celular, diferenciação celular, 

sinalização celular, apoptose, transcrição de sinal e transdução foram modulados pelo 

tratamento com B. clausii em humanos (DI CARO et al., 2005). Entre estes genes, B. 
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clausii pode desencadear a expressão de defensinas, que são cruciais na defesa da 

barreira intestinal contra possíveis agentes patogênicos, contribuindo de forma 

benéfica durante a disbiose (O’NEIL, 2003). 

 Na mesma perspectiva de avaliar o processo de estresse oxidativo, agora a 

luz da presença de peroxidação lipídica medida através da dosagem do 

malonildialdeído (MDA), uma vez que esse representa o principal aldeído reativo 

formado na peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados nas membranas biológicas, 

sendo lido como marcador de dano celular via estresse oxidativo (VACA et al., 1988) 

foram dosados os níveis de MDA em animais tratados com 5-FU e B. clausii. 

 Os resultados obtidos desta análise demonstram que os níveis de MDA 

estavam aumentados nos animais tratados com 5-FU e juntamente com o que foi 

demonstrado para os níveis de GSH encontrados sugere-se que 5-FU atue como pró-

oxidante sobre o epitélio intestinal, mantendo a mucosa em constante dano oxidativo. 

Hipotetizamos que, nesse contexto de dano oxidativo, B. clausii possa atuar, 

prevenindo a mucosite induzida por 5-FU, pois o tratamento B. clausii + 5-FU diminuiu 

os valores de MDA quando comprados aos animais tratados somente com 5-FU. 

 Não está estabelecido o mecanismo de ação probiótica do B. clausii, mas, foi 

demonstrado que este pode atuar induzindo vias anti-inflamatórias e diminuindo a 

expressão de vias pró-inflamatórias (DI CARO et al., 2005) podemos hipotetizar que a 

presença desse microrganismo atue como um protetor da mucosa durante esse 

tratamento pois, a literatura demonstra que este é capaz de  sobreviver durante o seu 

trânsito GI e manter quantidade considerável no intestino por até 12 dias após uma 

única administração oral tendo capacidade de germinar 6 horas após a administração 

(GHELARDI et al., 2015).  

 Após a avaliação dos eventos inflamatórios presentes na mucosite intestinal 

induzida por 5-FU passou-se a analisar se o probiótico B. clausii teria algum efeito 

protetor nas alterações funcionais da motilidade gastrintestinal, tal como foi descrita 

por Soares et al. (2008) onde esses autores demonstraram pela primeira vez que a 

administração de 5-FU causou a inflamação de todo o intestino delgado em ratos, 

resultando também em alteração da contratilidade no fundo gástrico e do músculo liso 

duodenal que, avaliado na presença de carbacol, apresentou hipercontratilidade na 

fase inflamatória e pós-inflamatória, contrastando com o retarde do esvaziamento 

gástrico e trânsito intestinal observado também por esses autores (SOARES et al., 

2008). 
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 Avaliou-se ainda, se o tratamento com B. clausii teria algum efeito sobre o 

retarde do esvaziamento gástrico e o trânsito gastrintestinal bem como as alterações 

contráteis do músculo liso jejunal e ileal em animais com mucosite intestinal induzida 

por 5-FU. Ainda com vistas a esclarecer o papel protetor desse probiótico sobre as 

alterações da mucosa intestinal avaliou-se o transporte intestinal de água e eletrólitos, 

a permeabilidade intestinal e a TEER.  

  A análise dos dados demonstrou retarde no esvaziamento gástrico e no 

trânsito intestinal em animais com mucosite, resultados que vão ao encontro do 

descrito na literatura, pois Justino et al. (2015; 2014) também observaram essas 

alterações por 5-FU em camundongos, e, principalmente, por Soares et al. (2008), 

quando descrevem pela primeira vez a associação entre a mucosite e o dano 

funcional do TGI traduzido por uma situação contraditória de retardo do esvaziamento 

gástrico e trânsito intestinal e hipercontratilidade do músculo liso intestinal 3 e 15 dias 

após a indução de mucosite através da administração de 5-FU por dose única. 

 A literatura está de acordo com o que foi descrito por essse autores e que 

também foram encontrados no presente estudo. Foi evidenciado, no presente estudo, 

retarde do esvaziamento gástrico e trânsito intestinal e hipercontratilidade do músculo 

liso e esse efeito reflete o que acontece na prática clínica, quando pacientes 

submetidos à terapia anticâncer manifestam desordens da motilidade gastrintestinal 

(NELSON et al., 2002, RIEZZO et al., 2005) com repercussão em sintomas tais como, 

dispepsia, disfagia e diarreia, onde esse conjunto de sintomas foi denominado 

síndrome dispéptica associada à quimioterapia do câncer (CADS) (RIEZZO et al., 

2005).  

 Embora não tenhamos avaliados as alterações da mucosite intestinal por 5-

FU e o tratamento B. clausii + 5-FU no 15º dia, nossos resultados mostram que o 

tratamento com B. clausii + 5-FU preveniu os eventos de retenção gástrica e 

diminuição do trânsito gastrintestinal e também foi capaz de reverter a 

hipercontratilidade jejunal e ileal quando comparados aos animais tratados com 5-FU 

de forma individual.  

 Esse fato pode ser parcialmente explicado, como mencionamos 

anteriormente, pela capacidade desse probiótico ser indicado em casos de diarreia e 

também como foi demonstrado no presente estudo ter melhorado o peso dos animais 

com mucosite e como este probiótico pode também atuar em vias imunomoduladoras 

do processo inflamatório tais como descrito por Urdaci et al. (2004) sustentamos a 
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hipótese de que tratamento com B. clausii após reduzir o processo inflamatório 

melhora a função gastrintestinal durante a mucosite intestinal induzida por 5-FU. 

 Soares et al. (2008) atribuiram o retarde do esvaziamento gástrico e trânsito 

intestinal às alterações na motilidade intestinal impostas pelo processo inflamatório 

intestinal, uma vez que o maior tempo do movimento de massa gastrintestinal em 

animais com mucosite ocorre na ausência de danos inflamatórios do estômago, mas 

com desordens inflamatórias intestinais (MOREELS et al., 2001; AKIHO et al., 2005; 

SOARES et al., 2008).  

 Soares et al. (2008) sustenta ainda, que, o efeito do 5-FU sobre o retarde do 

esvaziamento gástrico em ratos, pode ser oriundo do aumento na complacência 

gástrica ou na resistência antro-duodenal (HABA; SARNA, 1993, SOARES., et al, 

2008). Também foi demonstrado que a hipomotilidade intestinal e o retarde do 

esvaziamento gástrico podem ser encontrados em um modelo de íleo paralítico em 

rato (DE JONGE et al., 2003). Observou-se ainda, que a sepse inibe a motilidade 

gastrintestinal podendo ser influenciada pela produção de óxido nítrico (DE WINTER 

et al., 2010). 

 Outro resultado obtido que está de acordo  com a literatura, e foi observado 

de maneira isolada na fase inflamatória da mucosite, é aceleração do trânsito 

intestinal, fato esse que pode ser o responsável pela diarreia persistente que acomete 

os camundongos 3 dias após a administração de 5-FU, também observada em ratos 

(SOARES et al., 2008) e coincide com a observação clínica em humanos que fazem 

uso de 5-FU. 

 Diante do que foi exposto vale salientar que a literatura carece de informações 

sobre a atuação de probióticos na motilidade intestinal. No entanto, dados da literatura 

demonstraram que a inflamação intestinal está associada com anormalidades do 

controle da motilidade gastrintestinal em modelos de lesão inflamatória 

(MARTINOLLE et al., 1995; AKIHO et al., 2005) e é evidente que o processo 

inflamatório traz consigo a ativação de células capazes de produzir substâncias que 

podem levar a uma dismotilidade gastrintestinal tais como os macrófagos que podem 

produzir óxido nítrico e prostaglandinas contribuindo então para a dismotilidade 

(TAJIMA et al., 2012). 

 Verdú et al. (2004) demonstraram que os probióticos diminuem a 

hipercontratilidade do músculo modelo murino de disfunção intestinal pós-infecciosa. 
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Este provavelmente ocorre tanto via modulação imunológica da resposta à infecção 

como por um efeito do probiótico ou através de um metabólito, ainda não 

identificado, produzido pelo probiótico durante a hipercontratilidade muscular pós-

infecciosa. 

 Urdaci et al. (2004) demonstraram cepas de B. clausii foram capazes de 

induzir a atividade da NOS II sintetase, a produção de IFN-γ e a proliferação de 

células T CD4+, desta forma podemos hipotetizar que a modulação de vias anti-

inflamatórias podem repercurtir na melhora da dismotilidade e na contratilidade 

observadas nesse estudo, pois nesse contexto inflamatório e repercussão de 

alterações funcionais B. clausii foi capaz de prevenir tanto o retarde do esvaziamento 

gastrintestinal quanto trânsito intestinal e melhorar a hipercontratilidade do músculo 

liso intestinal. 

 Os resultados de transporte intestinal de água eletrólitos, do presente estudo, 

estão de acordo com o descrito na literatura onde os animais tratados com     5-FU 

apresentaram aumento da secreção de H2O, Na+, K+ e Cl- e o tratamento com  B. 

clausii + 5-FU foi capaz de reverter esses efeitos voltando a uma situação de 

absorção desses íons (CARNEIRO-FILHO et al., 2004) 

 O epitélio intestinal tem a finalidade de transportar nutrientes essenciais para 

o organismo, além de ser uma barreira seletiva que reveste e protege o intestino, 

evitando a absorcão de substâncias nocivas. No entanto, a parede intestinal pode 

sofrer modificacões em decorrência de doenças como cirrose hepática, pancreatite 

aguda, doenca celíaca, câncer de cólon, doença de Crohn, mucosite intestinal e 

reacões adversas a alimentos, podendo apresentar manifestações clínicas como 

diarreia e perda de peso, devido alteracão na permeabilidade intestinal (BARBOZA   

et al., 1999). 

 A barreira intestinal é um complexo sistema responsável pela saúde do 

hospedeiro composta por lâmina própria e matriz, sistema imunológico, vias 

vasculares e linfáticas e sistemas neuroentéricos e enteroendócrinos. Muitas doenças 

estão associadas quebra da barreira funcional intestinal e nesse cenário, um 

probiótico perfeito deve ser capaz de restaurar biodiversidade dentro da microbiota, 

antagonizar microrganismos patogênicos, melhorar a produção de muco em termos 

de abundância e composição, estimular a proliferação epitelial para reestabelecer a 

composição da mucosa, modular a permeabilidade intestinal e melhorar tanto os 

aspectos anti-inflamatórios quanto anti-fibróticos (SCALDAFERRI et al, 2013). 
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 Funcionalmente, a perda de integridade da barreira epitelial intestinal 

ocasiona uma maior permeabilidade do conteúdo luminal. No presente estudo, 

utilizou-se uma câmara de difusão para medições de permeabilidade à fluoresceína, 

uma molécula de tamanho pequeno e também para medição da TEER.  

 Os resultados dessas análises mostraram uma maior permeabilidade à 

fluoresceína nos animais tratados com 5-FU em comparação aos animais controle e o 

tratamento com B. clausii + 5-FU preveniu esse aumento da permeabilidade. É sabido 

que o 5-FU pode comprometer a barreira epitelial funcional por causar diminuição dos 

vilos e aumento da profundidade das criptas e destruir a área absortiva dos 

enterócitos (DUCAN; GRANT, 2003; SONIS 2004; APRILE et al 2015). Embora não 

tenhamos avaliado a expressão de genes e vias relacionados ao processo 

inflamatório, não podemos descartar que B. clausii pode trazer benefícios à 

recuperação da barreira epitelial funcional atuando em eventos que possam melhorar 

a permeabilidade intestinal, adesão celular, crescimento celular, diferenciação celular, 

sinalização celular, apoptose, transcrição de sinal e transdução, pois em humanos 

essas vias foram moduladas pelo tratamento com B. clausii e estudos posteriores 

podem evidenciar as lacunas que existem em relação à ação protetora desse 

probiótico e a expressão desses genes em doenças que comprometem o TGI (DI 

CARO et al., 2005). 

 Dentre os resultados avaliados a TEER, no presente estudo, mostrou-se 

diferente do que a literatura tem descrito onde a TEER é diminuída com o 5-FU e no 

presente estudo houve aumento desse parâmetro estudado e o tratamento com         

B. clausii + 5-FU manteve os valores de TEER semelhantes ao tratamento com 5-FU 

de forma isolada (PRISCIANDARO et al., 2012). É possível que o tratamento com     

B. clausii + 5-FU reflita mecanismos de proteção sobre a permeabilidade intestinal 

com melhoria da integridade e recuperação da mucosa, melhorando assim a TEER.  

 O aumento de TEER nos animais tratados com 5-FU necessita de mais 

estudos para melhor compreensão dessa diferença em relação ao que já havia sido 

evidenciado na literatura. Semelhantemente ao que foi encontrado no presente 

estudo, Nakao et al., utilizando tratamento com irinotecano, também encontraram 

esse valor de TEER aumentado contraditando ao que a literatura preconiza. A 

hipótese sugerida por este autor é que o edema limita o movimento passivo de ions 

em todo o tecido e eleva TEER. Outros estudos devem ser realizados para melhor 

compreensão desse fenômeno uma vez que no presente estudo houve aumento da 
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secreção de água e eletrólitos e isto pode ter influência sobre os movimentos de 

transporte de íons no intestino. 

 A aplicação de preparações que contenham B. clausii no tratamento ou 

prevenção do comprometimento da fisiologia intestinal é amplamente apoiada nos 

últimos anos e tem sustentado suas aplicações clínicas. Seus efeitos favoráveis foram 

associados a várias propriedades, que são cruciais para manter a homeostase 

intestinal. No entanto, seu mecanismo de ação ainda não é compreendido e novos 

estudos são necessários para melhorar suas propriedades terapêuticas. Futuros 

ensaios clínicos bem desenvolvidos devem ser realizados na tentativa de elucidar os 

mecanismos de ação desse probiótico tais como um estudo de microbioma que 

comprove sua atividade antimicrobiana contra bactérias patogênicas durante o curso 

da mucosite,  estudo mais aprofundado sobre as vias das interleucinas anti--

inflamatórias e as linhagens da imudidade que podem ser favorecidas por esse 

probióticos. Estudos sobre substâncias produzidas por este bacilo tais como a 

clausina (aprofundando suas repercussões biológicas) e não deve ser 

desconsiderados também, estudos sobre a atividade probiótica não apenas dessas 

cepas, mas também dos sobrenadantes produzidos durante sua cultura. 

  Nesse sentido pode-se observar que o probiótico B. clausii apresenta efeitos 

benéficos que podem ser considerados promissores na busca de alternativas que 

venham a melhorar ou atenuar a o tratamento das reações adversas produzidas pelo 

5-FU em pacientes que utilizam este fármaco no tratamento quimioterápico.  

 Diante dos dados que obtivemos sugerimos o modelo hipotético que pode 

ser observado na figura 23 abaixo: 
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Figura 23 – Modelo hipotético dos possíveis mecanismos de ação do probiotico Bacillus clausii na proteção 

contra a mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos 
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9.     CONCLUSÃO 

 

 

 B. clausii atenuou as alterações de perca de peso, infiltração de neutrófilos e 

alterações histopatológicas causadas no modelo de lesão intestinal induzida por 5-

Fluorouracil em camundongos.  

 B. clausii atenua a inflamação protegendo contra os efeitos da mucosite intestinal 

induzida por 5-FU em camundongos.  

 B. clausii pode recuperar a motildade gastrintestinal alterada no curso da mucosite 

intestinal induzida por 5-FU em camundongos. 

 B. clausii pode agir como protetor da barreira epitelial funcional alterada durante a 

mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos. 
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