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RESUMO

Introducdo: A esteato-hepatite ndo alcoolica (NASH) é uma sindrome causada pelo acumulo
de gordura e de células inflamatorias no figado. Uma parcela significativa dos pacientes com
cancer colorretal metastatico tratados com irinotecano na adjuvancia desenvolvem NASH, e
esse efeito colateral limita a eficicia da intervencdo cirdrgica. O consenso geral é de que a
microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na patogénese de NASH em
diferentes modelos experimentais. Contudo, o seu envolvimento na NASH induzida por
irinotecano ainda é desconhecido. Dessa forma, no presente estudo, objetivamos investigar a
participacdo da microbiota intestinal na patogénese da NASH induzida por irinotecano.
Metodos: Inicialmente, camundongos C57BL/6 foram tratados com uma associacdo de
antibidticos (metronidazol, ciprofloxacina, vancomicina e imipenem) na agua de beber
(50mg/kg/dia para cada antibi6tico). No 10° dia apos inicio da antibioticoterapia (ANTB), 0s
animais foram tratados com irinotecano (50 mg/kg, 3x/semana por 5 ou 7 semanas, i.p.). Em
outro protocolo, os camundongos foram tratados com solucdo salina ou irinotecano (50
mg/kg, 3x/semana por 5 semanas, i.p.) isoladamente ou em combina¢do com administracéo
diaria de suspensdo probidtica (Simfort®, que contém Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacteririum lactis,
1x10" UFC/mL, v.0.). Apés 5 ou 7 semanas, amostras de sangue periférico foram coletadas
para avaliar a bacteremia, a atividade da ALT (U/L) e realizar a contagem de leucdcitos totais.
No figado realizou-se analise histopatoldgica pelos escores de Kleiner (inflamacéo lobular,
esteatose e balonizacdo), de parametros inflamatérios (nimero focos neutrofilicos, niveis de
IL-1B e TNF-0, e expressdo do receptor Toll-like 4 (TLR4) e da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS), acimulo de lipidios e a translocacéo bacteriana. Amostras intestinais foram
coletadas para avaliacdo histopatologica. Além disso, citometria de fluxo foi realizada para
caracterizacdo fenotipica das subpopulacdes de linfocitos esplénicos. Resultados: A deplecédo
bacteriana intestinal aboliu a bacteremia e a translocacdo bacteriana para o figado relacionada
a NASH induzida por irinotecano. Uma reducdo na atividade da ALT (IRI: 25,5+3,2 U/L;
IRI+ANTB: 15,8+1,5 U/L), do dano hepatico [IRI: 5(3-7); IRI+PRO: 3(1-7)], do acimulo de
lipidios no figado (IRI: 49,9+2,5 mg/g; IRI+ANTB:37+3,7 mg/g), aumento do peso Umido do
figado (IRI: 1962+165,3 mg/30g; IRI+ANTB: 1366+74,3 mg/30g) e na alteracdo da
arquitetura intestinal [IRI: 9 (7-12); IRI+ANTB: 3 (2-6)] também foi observada no grupo
tratado com ANTB quando comparado ao grupo tratado apenas com irinotecano. Além disso,
a producdo local de IL-1B (IRI: 978+55,6 pg/mL; IRI+ANTB: 74829 pg/mL), TNF-a (IRI:
177577 pg/mL; IRI+ANTB: 156528 pg/mL), a expressdo de iNOS (IRI: 2,6%0,2;
IRI+ANTB: 1,6£0,2), de TLR4 (IRI: 1,11+0,1; IRI+ANTB: 0,33%0,2) e acimulo de células
inflamatédrias (IRI: 11,94£2,5; IRI+ANTB: 4,6+1,6) também foram reduzidos no grupo ANTB.
Foi ainda observado que o uso de probidticos pode reduzir a diarreia (IRI: 1,5+0,4; IRI+PRO:
0,2+0,1), atenuar o dano hepatico [IRI: 4,5(2-6); IRI+PRO: 3(2-3)] e intestinal [IRI: 10(7-
12); IRI+PRO: 5(3-8)], alem de reduzir o infiltrado de células inflamatorias induzidos por
irinotecano (IRI: 7,6£2; IRI+PRO: 2,7£0,6). O acumulo de lipideos hepaticos (IRI: 49,4+2,5
mg/g; IRI+PRO: 38+4,3 mg/g), aumento da atividade de ALT (IRI: 63,2+7,6 U/I; IRI+PRO:
39,4453 U/l) e da frequéncia (%) de células CD45°CD25'CCR6" (IRIl: 39,7+24;



IRI+PRO:32,2£1,8) no baco de animais também foram reduzidos pelos probidticos.
Probidticos aumentam a % de linfécitos TCD4 esplénicos quando comparado ao grupo
irinotecano (IRI: 29+3,3; IRI+PRO: 40+1,3). Concluséo: A translocacdo bacteriana intestinal
para o figado é um fator chave para o desenvolvimento da NASH induzida por irinotecano.
Além disso, a modulacdo da microbiota por meio do uso de probioticos pode atenuar a NASH
relacionada a esse quimioterapico. Suporte financeiro: CAPES, CNPqg e FUNCAP.

Palavras-chave: Esteato-hepatite. Irinotecano. Microbiota intestinal. Probidticos.



ABSTRACT

IRINOTECAN INDUCES EXPERIMENTAL  ESTEATO-HEPATITIS BY
TRANSLOCATION OF INTESTINAL BACTERIA: PROTECTIVE EFFECT OF
PROBIOTICS

Introduction: Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a syndrome caused by the
accumulation of fat and inflammatory cells in the liver. A significant portion of patients with
metastatic colorectal cancer treated with adjuvant-irinotecan therapy develops NASH and this
side effect reduces the effectiveness of surgical intervention. The general consensus is that the
intestinal microbiota plays a key role in the pathogenesis of different NASH models.
However, its involvement in irinotecan-induced NASH is still unknown. Thus, in the present
study, we aimed to investigate the participation of the intestinal microbiota in the
pathogenesis of NASH induced by irinotecan. Methods: Initially C57BL/6 mice were treated
with an antibiotic combination (metronidazole, ciprofloxacin, vancomycin and imipenem) in
drinking water (50mg/kg/day). On the 10th day after initiation of antibiotic therapy (ANTB)
the animals were treated with irinotecan (50 mg/kg, 3x/week for 5 or 7 weeks, i.p.). In other
protocol, the mice were treated with either saline or irinotecan (50 mg/kg, 3x/week for 5
weeks, i.p.) alone or in combination with daily administration of probiotic suspension
(Simfort®, containing Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis,
Bifidobacterium bifidum and Bifidobacteririum lactis, 1x10’ CFU/mL, v.0). After 5 or 7
weeks, peripheral blood samples were collected to assess bacteremia, to measure ALT (U/L)
levels and to perform total leukocyte count. In the liver were analyzed the Kleiner scores
(lobular inflammation, steatosis and balonization), inflammatory parameters (number of
neutrophilic foci, IL-1p and TNF-a cytokines, and expression of Toll-like receptor 4 - TLR4
and nitric oxide synthase inducible - iINOS), lipid accumulation and bacterial translocation.
Intestinal samples were collected for histopathological evaluation. Additionally, flow
cytometry was performed to characterize the phenotype of splenic lymphocytes
subpopulation. Results: Intestinal bacterial depletion abolished bacteremia and bacterial
translocation to the liver related to irinotecan-induced NASH. In addition, a reduction in ALT
serum levels (IRI: 25.5+£3.2U/L, IRI+ANTB: 15.8+1.5U/L), number of inflammatory foci
(IRl: 11.9+2,5; IRI+ANTB: 4.6x1.6), hepatic injury [IRl: 5 (3-7); IRI+PRO: 3(1-7)]
accumulation of lipids in the liver (IRI: 49.9+2.5mg/g, IRI+ANTB: 37+3.7mg/g), and the
alteration in the intestinal architecture [IRI: 9 (7-12); IRI+ANTB: 3 (2-6)] were also observed
in the ANTB treated group vs. irinotecan group. In addition, local production of IL-1p (IRI:
978455.6 pg/mL; IRI+ANTB: 748129 pg/mL), and TNF-o (IRI: 177577 pg/mL;
IRI+ANTB: 1565+28 pg/ml), iINOS (IRI: 2.6£0.2; IRI+ANTB: 1.6£0.2) and TLR4 expression
(IRI: 1.11£0.1; IRI+ANTB: 0.33%£0.2), and increased moist liver weight were also reduced in
the ANTB group (IRI: 1962+165.3 mg/30g; IRI+ANTB: 1366+74.3 mg/30g). Furthermore, it
was observed that the use of probiotics reduce diarrhea (IRI: 1.5+0.4; IRI+PRO: 0.2+0.1),
hepatic [IRI: 4.5 (2-6); IRI+PRO: 3 (2-3)] and intestinal damage [IRI: 10 (7-12); IRI+PRO: 5
(3-8)] and reduce inflammatory foci number (IRI: 7.6+2; IRI+PRO: 2.7£0.6) induced by



irinotecan. The hepatic lipids accumulation (IRI: 49.4+2.5 mg/g, IRI+PRO: 38+4.3mg/qg),
increased ALT activity (IRl: 63.2+7.6 U/L; IRI+PRO: 39.4+53 U/L) and the
CD45'CD25"CCR6" frequency spleens cells (%) (IRI: 39.7+2.4; IRI+PRO: 32.2+1.8) were
also reduced by probiotics. Probiotics increase the % of splenic TCD4 lymphocytes when
compared to the irinotecan group (IRI: 29£3.3; IRI+PRO: 40+1.3). Conclusion: Intestinal
bacterial translocation to the liver is a key factor for the development of irinotecan-induced
NASH. Additionally, the modulation of the microbiota through the use of probiotics might
attenuate the NASH associated to irinotecan based chemotherapy. Financial support:
CAPES, CNPg and FUNCAP.

Keywords: Steatohepatitis. Irinotecan. Intestinal microbiota. Probiotics.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer colorretal metastatico

Céncer € o termo utilizado para definir um conjunto de doencas complexas e
potencialmente letais que compartilham uma caracteristica fundamental: a proliferacdo celular
anormal descontrolada e a capacidade de invadir tecidos adjacentes (MUKHERJEE, 2012;
BRASIL, 2018; WHO, 2015). Dentre os diferentes tipo de cancer, o cancer colorretal (CCR)
aparece como a quarta neoplasia mais incidente no mundo (Figura 1). Em nosso pais é o
terceiro mais incidente em homens e o segundo entre as mulheres, representando uma das
principais causas de ébito por cancer (IARC/GLOBOCAN, 2018; BRASIL, 2018).

Figura 1. Distribuicdo da estimativa de incidéncia e mortalidade dos diferentes tipos de

canceres no mundo.
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Fonte: The Global Cancer Observatory-World Health Organization (2018).

O figado é reconhecidamente o sitio mais frequente de metastatase do cancer
colorretal, pois a maior parte da drenagem das veias mesentéricas intestinais chega a esse
local pelo sistema venoso porta hepatico. Mesmo contando com abordagens eficazes para seu
diagndstico, cerca de 25% dos casos de CCR sdo diagnosticados em estagios avancados da
doenca e ja apresentam metastases hepaticas (sincronicas). Além disso, mais de 50% dos
casos apresentardo metastases metacronicas, aquelas desenvolvidas no curso da doenca
(CHEN et. al., 2011).
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Essas evidéncias destacam-se também pelo fato de a expectativa de vida dos pacientes
com metastases hepéticas nao tratadas ser limitada, ndo ultrapassando 6 a 12 meses (ADAM
et al., 2004). Adicionalmente, sabe-se que cerca de 30% dos Obitos por CCR apresentam
metastases restritas a esse 6rgdo, confirmando sua significativa relevancia no curso da doenca.
Por outro lado, para doenga restrita ao figado, a resseccao cirurgica é o procedimento que
oferece o melhor beneficio em termos de sobrevida (MISIAKOS et al. 2011). Essa abordagem
é capaz de promover um eficaz controle da doenca a longo prazo, com uma melhora adicional
na sobrevida global em 5 anos, variando entre 30 e 60% dos pacientes (KUVSHINQV,
FONG, 2007; WEI et al., 2006).

No entanto, apesar do nitido beneficio trazido por essa abordagem cirlrgica, apenas
10% a 20% dos pacientes com metastases hepéticas sdo inicialmente candidatos a cirurgia.
Devido a essa limitacdo, os tratamentos farmacologicos neoadjuvantes adquirem grande
importancia no manejo dessa neoplasia, uma vez que levam a reducdo da massa tumoral,
tornando ressecaveis as lesdes inicialmente consideradas irressecaveis, 0 que permite uma
chance real de controle da doenca a longo prazo (ADAM et al., 2004; BISMUTH et al., 1996;
KUVSHINOV, FONG, 2007, SABANATHAN et al. 2016). Atualmente, os principais
protocolos de tratamento neoadjuvante para CCR metastatico baseiam-se em regimes que
utilizam cloridrato de irinotecano (VAN CUSTEM et al., 2014; SABANATHAN et al. 2016).

1.2 Uso do irinotecano (CPT-11) no tratamento do cancer colorretal metastatico.

Muitas abordagens farmacoldgicas surgiram ao longo dos anos e sdo atualmente
empregadas no tratamento do CCR metastatico (LEE, SUN, 2016). Inicialmente, utilizou-se
uma combinagédo de 5-Fluorouracil e leucovorin, apresentando uma taxa de sobrevida de cerca
de 20% (ZORZI et al., 2007). No entanto, essa taxa representou uma pequena mudanga ao
longo das Ultimas décadas, estimulando pesquisas que culminaram no surgimento de
antineoplasicos mais eficazes, como o irinotecano, que ao ser associado a fluoropirimidinas
como 5-FU promoveram uma melhora drastica nas taxas de sobrevida. Os protocolos a base
de irinotecano representam a primeira e segunda linha de tratamento do CCR metastatico,
levando a taxas de resposta de aproximadamente 55% com uma sobrevida mediana de 22
meses (ZORZI et al., 2007; SABANATHAN et al. 2016). O irinotecano, também chamado de
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CPT-11, é um derivado semi-sintético da camptotecina, um alcaldide extraido da
Camptotheca acuminata, planta nativa na China e no Tibet. Esta molécula foi inicialmente
isolada nos Estados Unidos na década de 60 e alteracBes posteriores em sua estrutura
culminaram no surgimento de farmacos similares como o epotecano e o proprio irinotecano
(WALL et al., em 1966). Esses farmacos séo inibidores seletivos da enzima topoisomerase I,
responsavel pela quebra parcial do DNA, importante para sua replicacdo e transcricdo,

processos imprescindiveis para a proliferacao de células tumorais (SATO et al., 2008).

Farmacologicamente, o CPT-11 é um prd-farmaco que apresenta pouco ou nenhum
efeito in vitro. Seu efeito citotoxico € observado ap6s sua conversdo enzimatica em seu
metabdlito ativo, SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina), que possui um efeito citotéxico 100
a 1.000 vezes maior que o farmaco original (KANEDA et al., 1990). Sua metabolizacéo
ocorre pela acdo da enzima carboxilesterase (CE) principalmente no figado, onde sdo
encontradas as maiores concentracfes da enzima, € em menor propor¢do no intestino
(RIVORY et al, 1996; SATOH et al., 1998; CHESTER et al., 2003; TAKIMOTO,
ARBUCK, apud KOIZUMI et al., 2006).

Por fim, o SN-38 ¢é inativado via glicuronidacdo mediada pela enzima uridina difosfato
glicuronosil-transferase (UDP-GT) UGT1Al (CHESTER et al., 2003; MATHIJSSEN et al.,
2004), sendo eliminado principalmente nas fezes (60-70%) e em menores proporcdes, na bile
(25%) e urina (10-20%) (ALIMONTI et al., 2004). Por outro lado, parte do glicuronideo pode
sofrer a agdo de enzimas B-glicuronidases, presente em bactérias intestinais como Escherichia
coli e Clostridium perfringens, levando a reativacdo do SN-38 com aumento da sua
lipossolubilidade, o que promove sua reabsorcdo pelo epitélio intestinal, efeito conhecido
como ciclo éntero-hepatico (TAKASUNA et al., 1998). Esse evento aumenta de forma
significativa a meia-vida do farmaco no organismo. Assim, o SN-38 possui meia-vida de 17—
25h, enquanto o irinotecano, de apenas 13h (ALIMONTI et al., 2004).

O uso do irinotecano de fato aumentou a resposta a quimioterapia neoadjuvante e a
percentagem de pacientes beneficiados com a cirurgia para ressecgdo das metastases
hepéticas. No entanto, sabe-se que esse farmaco pode induzir efeitos colaterais indesejados
graves. Devido a sua inespecificidade, o CPT-11 pode atuar em qualquer tipo celular que
mostre elevada taxa proliferativa (SHARMA et al., 2005), levando ao aparecimento de efeitos

colaterais como leucopenia, mucosite oral e intestinal e esteato-hepatite que podem
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determinar desde a reducdo do esquema terapéutico até sua total interrup¢do (BLEIBERG &
CVITKOVIC, 1996; VAUTHEY et al., 2006) .

No contexto do CCR metastatico é crescente o receio quanto aos efeitos desse farmaco
sobre o parénquima hepéatico ndo tumoral, uma vez que as ressec¢fes hepaticas com um
remanescente parénquima hepatico patolégico podem limitar a capacidade de regeneracéo
desse 6rgdo, impactando negativamente nos resultados dessa abordagem cirdrgica. O tecido
hepético possui ampla capacidade regenerativa, podendo ter até aproximadamente 80% do seu
volume total ressecado com seguranca. No entanto, condi¢des patoldgicas reduzem essa
capacidade, induzindo lesbes hepaticas que podem levar ao aparecimento de insuficiéncia
hepatica pos-operatoria (KUVSHINOV, FONG, 2007). Dentre aquelas lesdes, a esteato-
hepatite tem sido frequentemente associada ao emprego de irinotecano (Figura 2) (MORRIS-
STIFF et al., 2007, SCHUMACHER & GUO, 2015).

Figura 2. Manuseio de metastases hepaticas no cancer colorretal.
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Fonte: Acervo Prof. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bleiberg%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8943661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cvitkovic%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8943661
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1.3 Aspectos gerais da esteato-hepatite induzida por irinotecano

A esteato-hepatite induzida por irinotecano pode comprometer consideravelmente o
tratamento do CCR metastatico. Nesse sentido, estudos mostram que a presenca de esteato-
hepatite nos pacientes submetidos a hepatectomias aumenta de forma significativa a
morbimortalidade pos-operatdrias, devido a maior ocorréncia de insuficiéncia hepatica apds o
procedimento, indicando menor reserva funcional do figado remanescente (VAUTHEY et al.,
2006, JEAN-NICOLAS et al., 2006; KAROUI et al., 2006).

A esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH, do inglés non-alcoholic steatohepatitis) faz
parte do grupo das doencas hepéticas gordurosas nao alcodlicas (NAFLD, do inglés Non-
alcoholic fatty liver disease). Essas doencas podem ser induzidas por diferentes agentes e sdo
caracterizadas pelo acimulo de lipideos nos hepatdcitos. A NASH se mostra como um
estagio intermedidrio da NAFLD e € caracterizada por esteatose hepatica e lesdo celular,
inflamacéo hepatica, fibrose e necrose (MULHALL, ONG, YOUNOSSI, 2002).

A esteato-hepatite € uma das mais graves formas de NAFLD e estd intimamente
associada a sindrome metabolica, obesidade, diabetes mellitus do tipo 2, dislipidemia e
hipertensdo, sendo essas condi¢bes fatores de risco que aumentam consideravelmente a
incidéncia da doenca (HAMAGUCHI et al., 2005). O figado de pacientes acometidos pela
doenca apresenta um aspecto macroscépico caracteristico, descrito como “figado amarelo”,

conferido pelo excesso de gordura no tecido hepatico.

Clinicamente, a NASH pode variar desde uma condicdo assintomatica até diferentes
graus de disfuncdo hepatica, o que dificulta o diagndstico preciso somente com base em
parametros clinicos. Por sua vez, as alteragdes histologicas incluem esteatose, inflamacédo
lobular e vacuolizacdo dos hepatdcitos, sendo classificadas quanto a sua gravidade de acordo
com o sistema de escores desenvolvido por Kleiner e colaboradores, que leva em
consideracdo a presenca de esteatose (graus de 0 a 3); de inflamac&o lobular (graus de 0 a 3) e
vacuolizagdo celular (graus de 0 a 2). O escore final gerado varia de 0 a 8 e € amplamente
utilizado no diagndstico da doenga. Assim, escores < 3 indicam auséncia de NASH, escores 3
e 4 indicam NASH marginal e escores > 5 confirmam o diagnostico de NASH (KLEINER et
al., 2005).

A teoria dos “multiplos hits” ¢ a mais aceita atualmente para explicar a progressao da

NAFLD para NASH. Neste modelo considera-se que multiplos insultos agem em conjunto em
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individuos geneticamente predispostos (BUZZETTI et al., 2016). Tais fatores incluem
resisténcia insulinica, secrecdo de hormonios a partir do tecido adiposo, fatores nutricionais,
microbiota intestinal e fatores epigenéticos. A resisténcia a insulina € um dos fatores chave
no desenvolvimento de NASH e resulta em aumento lipogénese com consequente aumento do
fluxo de &cidos graxos para o figado e aumento da secrecdo de adipocinas e citocinas
inflamatorias (BUGIANESI et al., 2010). O acumulo de gordura no figado desencadeia
disfuncdo mitocondrial e estress oxidativo (CUSI, 2009). Além disso, a microbiota intestinal
alterada leva ao aumento de permabilidade, da absorcdo de acidos graxos e de citocinas pro-
inflamatorias (KIRPICH, MARSANO, CLAIN, 2015). Em sujeitos predispostos por fatores
genéticos ou epigenéticos, esses insultos causam acimulo de gordura nos hepatécitos e
predispdem a um ambiente inflamatorio, levando a um estado de inflamacéo hepética crénica
(BUZZETTI et al., 2016).

H& poucos anos ndo havia modelo experimental disponivel para estudar os
mecanismos envolvidos na esteato-hepatite induzida por irinotecano (KEIZMAN et al., 2010;
MIKALAUSKAS et al., 2011). A maioria dos estudos sobre o tema envolviam pacientes, e
serviam para a descricdo de aspectos clinicos e para a identificacdo de grupos de risco, mas
com deficiéncia no estudo dos mecanismos envolvidos e na proposicdo de medidas
preventivas ou terapéutica eficazes (MAOR & MALNICK, 2013).

Nesse sentido, nosso laboratério padronizou um modelo experimental de esteato-
hepatite induzida pelo irinotecano, a fim de compreender de forma mais clara 0s mecanismos
e mediadores envolvidos na sua fisiopatologia e dessa forma permitir a identificacdo de
possiveis hepatoprotetores. Nesse modelo, camundongos foram tratados com CPT-11,
50mg/kg trés vezes por semana, em dias alternados, durante sete semanas, obtendo-se um
modelo experimental bastante representativo dos eventos observados nos pacientes (COSTA
etal., 2014).

No curso do desenvolvimento de esteato-hepatite induzida por irinotecano em
camundongos, observa-se aumento dos marcadores de fungdo hepética alanina e aspartato
aminotransferases (ALT e AST, respectivamente), hepatomegalia, presenca de todos os
critérios histoldgicos indicativos de NASH (infiltrado neutrofilico portal, esteatose, infiltrado
neutrofilico lobular e vacuolizacdo dos hepatocitos), aumento de mieloperoxidase e de

lipideos totais, além de aumento da expressdo de IL-1B, oxido nitrico sintase induzivel
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(iNOS) e do receptor de reconhecimento padrdo Toll-like 4 (TLR-4) no figado de animais
tratados com irinotecano (COSTA et al.,, 2014; MARCOLINO et al., 2017). A fibrose,
comumente observada em pacientes com NASH, foi observada no modelo apenas na nona

semana de tratamento, quando existiam poucos animais sobreviventes (COSTA et al., 2014).

Costa e colaboradores (2012) também observaram a presenca significativa de bactérias
gram-negativas no sangue portal e periférico, principalmente nas primeiras trés semanas de
tratamento, decaindo nas semanas subsequentes (dados ndo publicados). Em conjunto, esses
eventos sugerem que o desenvolvimento de esteato-hepatite induzida por irinotecano envolve
a translocacao de bactérias gram-negativas intestinais para o figado, as quais sdo reconhecidas
pelos receptores Toll-like 4, promovendo liberacdo de IL-1B ¢ ativacdo de iNOS, que
induzem a migracdo de neutréfilos, amplificando a resposta inflamatoria local e afetando
outros hepatdcitos, que passam a acumular lipideos e ficarem entumecidos. Um esquema
representativo da hipotese de desenvolvimento da esteato-hepatite induzida por irinotecano é

apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Modelo hipotético do papel de IL-1, iNOS, TLR-4 e translocacdo bacteriana na

patogénese da NASH induzida por irinotecano.
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Fonte: COSTA, 2012.

Costa (2012) sugere um modelo hipotético para explicar o estabelecimento de NASH
induzida por irinotecano. O SN38 (metabdlito ativo do irinotecano) ao causar dano direto ao
intestino promove a translocacdo de bactérias intestinais para o figado através da veia porta. A
endotoxina bacteriana (LPS) é entdo reconhecida pelos receptores TLR-4 nos macrofagos
residentes, que sdo ativados e liberam IL-1, além de induzir a produgédo de Oxido nitrico pela
INOS. O aumento na secre¢do de IL-1 provoca migracdo celular, levando ao acumulo de
neutrofilos no figado. Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio geram estresse oxidativo,
causando lesdo de membranas lipidicas e disfuncdo mitocondrial, ocasionando esteatose e

tumefagdo de hepatocitos.
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1.4 Papel da microbiota intestinal na patogénese da esteato-hepatite induzida por

irinotecano

Nos altimos anos o papel da microbiota intestinal passou a ser visto como de grande
importancia na saude, inclusive participando da patogénese de doencas inflamatdrias e
metabolicas, como diabetes tipo 2 e obesidade, e estudos recentes demonstram um possivel
envolvimento desta no desenvolvimento de NAFLD (CHU et al., 2018, SCHWENGER et al.,
2018).

Cerca de 70% do suprimento sanguineo do figado € proveniente da veia porta, sendo
um dos 6rgdos mais expostos as bactérias intestinais e antigenos derivados da microbiota do
intestino (COMPARE et al., 2012). A relacdo entre a microbiota intestinal e o
desenvolvimento de NAFLD tem sido demonstrada na literatura em humanos e animais ha
décadas, e vérios indicios apontam para o envolvimento do crescimento desordenado de
bactérias do intestino delgado na transicdo de NAFLD para NASH (IMAJO et al., 2014,
CHENG et al., 2018). Em modelo animal de doenca hepatica associada a nutricdo parenteral
total, a proliferacdo de bactérias gram-negativas devido a reducdo da motilidade intestinal
ocasionou a producdo de substancias hepatotdxicas como endotoxinas e TNF-a, levando ao
desenvolvimento de lesdo hepatica, e quando tratados com polimixina B, o figado dos
animais apresentaram consideravel reducdo no acumulo de lipideos (PAPPO et al., 1992).
Pacientes com NASH tratados com metronidazol apresentaram regressdo da esteatose
hepatica (DRENICK et al., 1982), enquanto camundongos germ-free transplantados com
microbiota normal do ceco desenvolveram acimulo de triglicerideos hepéaticos e aumento de
gordura corporal em 60% (BACKHED et al., 2004). Em outro estudo, camundongos tratados
com probidticos apresentaram reducdo da esteatose induzida por dieta hipercaldrica através da
reducédo da atividade do fator de transcricdo NF-«xB e aumento de células NK hepaticas (MA
et al., 2008). Adicionalmente, a administracdo do prebidtico lactulose em um modelo
experimental de NASH reduziu a resposta inflamatéria (FAN & WANG, 2005). Esses dados
sugerem que a modulacdo da microbiota intestinal com antibidticos e pro- ou prebio6ticos
parece ser capaz de reduzir a endotoxemia e consequentemente a lesdo hepatica, inibindo ou

alterando o crescimento de bactérias gram-negativas.

Um fator facilitador da translocagéo de bactérias intestinais para o figado € o aumento

da permeabilidade do epitélio intestinal. Esse evento pode ser ocasionado por alteragcdes em
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tight junctions entre as células do epitélio intestinal causada por toxinas bacterianas e outros
mediadores inflamatorios. De fato, a literatura mostra o aumento da permeabilidade intestinal
como fator associado com a patogénese e progressdo de NASH em ratos (LORENZO et al.,
2003; BRANDL & SCHNABL, 2017) e endotoxemia portal em camundongos obesos
(DUMAS et al., 2006). Corroborando com essas evidéncias, estudos mostram que niveis
circulantes de componentes bacterianos estdo elevados tanto em pacientes quanto em animais
com NAFLD (TSUKUMO et al., 2007; RIVERA et al., 2007; SPRUSS et al., 2009). A
consequéncia disso é que os hepatocitos estdo expostos a uma carga elevada de ligantes para

os receptores do tipo Toll-like (TLR).

Receptores Toll-like s&o receptores de reconhecimento padrédo que desempenham
importante papel na resposta imune inata, bem desencadeando a resposta imune adaptativa.
Foram identificados em células do sistema imunoldgico, principalmente macrofagos e células
dendriticas (UEMATSU & AKIRA, 2006). O TLR4 atua como receptor de
lipopolissacarideos (LPS), um componente estrutural da membrana externa de bactérias gram-
negativas (GARAY-MALPARTIDA et al.,, 2011). A ativacdo desse receptor promove
estimulacdo da sintese de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, contribuindo para a
patogénese da esteato-hepatite (MIURA & OHNISHI, 2014). A literatura mostra que a
sinalizacdo via TLR aumenta o dano hepatico em NASH, esteato-hepatite alcodlica e hepatite
viral cronica (MIURA et al., 2010; DHILLON et al., 2010; INOKUCHI et al., 2011), em que
os receptores TLR2, TLR5, TLR4 e TLR9 mostram-se envolvidos (SZABO et al., 2005;
RIVERA et al., 2010; MIURA et al., 2010; VIJAY-KUMAR, 2010; CSAK et al., 2011).

E cada vez mais evidente que a microbiota intestinal regulada influencia no sistema
imune do hospedeiro, apresentando papel essencial na funcdo e inducdo de perfis celulares,
podendo conferir beneficios ao organismo hospedeiro, diferentemente dos microorganismos
patogénicos. As respostas de células T tém se mostrado dependentes da composicdo da
microbiota intestinal. Camundongos germ-free tém a frequéncia de células Thl e Thl7
relativamente reduzidas, enquanto apresentam aumento de células T regulatérias (Tregs)
(IVANOQV et al., 2008). Células T regulatdrias sao celulas capazes de suprimir a imunidade
contra varios estimulos, incluindo a presenca de bactérias comensais e auto antigenos
(KANAMORI et al., 2016), enquanto linfocitos Th17 sdo células T que produzem a citocina
pro-inflamatoria IL-17, especialmente em resposta a presenca de bactérias extracelulares

(MATRICON et al., 2010). Dados da literatura mostram que bactérias filamentosas
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segmentadas possuem um papel importante na inducdo de células Th1l7, com aumento da
expressao de I1L-17 e IL-22 (GABORIAU-ROUTHIAU et al., 2009; IVANOV et al., 2009).
Além disso, a colonizacdo de camundongos germ-free com espécies de Clostridium foi capaz
de induzir a diferenciacdo de Tregs (células T regulatdrias) (ATARASHI et al., 2013), e a
utilizacdo de probidtico contendo cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium aumentou a
frequéncia dessas células (DI GIACINTO et al., 2005).

Na patogénese da mucosite intestinal induzida por irinotecano, nosso grupo
demonstrou que animais knockout para os receptores TLR-2 e TLR-9, que reconhecem o
peptidioglicano de bactérias gram positivas e DNA ndo metilado bacteriano (CpG),
respectivamente, apresentam menor dano intestinal e bacteremia durante o tratamento com
irinotecano (WONG et al., 2015). Esses dados, sugerem que o controle de patdgenos por meio
da utilizacdo de antibidticos ou probidticos poderia modular a translocacdo bacteriana e o

desenvolvimento da esteato-hepatite induzida por irinotecano.

1.5 Probidticos

De acordo com a OMS, probiéticos sdo organismos vivos que quando administrados
na quantidade adequada promovem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002).
Cepas ideais para producdo de probidticos devem ter caracteristicas especiais, como serem
resistentes a bile, &cido cloridrico e suco pancreético, serem toleraveis ao transporte gastrico,
além de estimularem o sistema imune (FOOLADI et al, 2013). Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Bacillus, Streptococcus e algumas cepas de fungos
Saccharomyces tem sido utilizados como probiodticos (PARVEZ et al., 2006; GUPTA &
GARG, 2009, JUSTINO et al., 2015). Doses diarias de probidticos que variam entre 10° e
10" Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) tém sido demonstradas como
comprovadamente eficazes em seres humanos (KHANI et al., 2012).

Os efeitos benéficos exercidos pelos probidticos sobre o epitélio intestinal vém sendo
descritos na literatura ha décadas. Como exemplos desses mecanismos temos o reparo da
barreira mucosa, a prevencao de apoptose devido ao fornecimento de acidos de cadeia curta e
a melhora da viabilidade epitelial intestinal (KANAUCHI et al., 1999; MA et al., 2014). Além
disso, probio6ticos podem induzir o crescimento de bactérias gram-positivas e anaerdbias,

limitando o crescimento de gram-negativas (ZAO et al., 2004). O controle das bactérias da
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microbiota promovido pelos probidticos pode levar & diminuigdo de endotoxinas e outros
compostos toxicos derivados desses microorganismos, como o etanol, fenol e indois, que
causam lesGes hepaticas (O'SULLIVAN, 2008).

Probidticos apresentam diversos efeitos anti-inflamatorios (SOLGA & DIEHL, 2003).
Esses efeitos incluem competicdo com bactérias patogénicas por nutrientes, alteragdo na
sinalizacdo de citocinas induzida pelo crescimento de bactérias intestinais, melhora da funcéo
de barreira intestinal via modulacdo de proteinas do citoesqueleto e tight junctions (juncdes
apertadas entre as membranas laterais das celulas), aumento da integridade do epitélio
intestinal pelo fornecimento de nutrientes essenciais, particularmente sob a forma de &cidos
graxos de cadeia média e inibicdo direta da producdo de mediadores pré-inflamat6rios como
TNF-o. (MADSEN et al., 2001; RESTA-LENERT & BARRETT, 2003; LI et al., 2003;
IACONO et al., 2011).

Diversos estudos em modelos animais tém mostrado evidéncias de que probidticos
podem reduzir a gravidade da NASH. Em um deles, os simbidticos Bifidobacterium infantis
associado a oligossacarideos foram administrados em animais com NASH, se mostrando
capazes de reduzir a inflamacdo e o acimulo de triglicerideos no figado, além de reduzir a
expressdo de genes de mediadores pré-inflamatdrios no figado e intestino (JENA et al., 2018).
Em outro trabalho, animais submetidos a uma dieta hipercalorica foram tratados com VSL#3
(uma mistura de oito cepas - Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus paracasei, e Lactobacillus delbrueckii), o que reduziu a expressao
de marcadores de peroxidacao lipidica, TNF-a, iNOS e ciclooxigenase-2 (ESPOSITO et al.,
2009).

Pouco se sabe acerca do efeito de probioticos sobre a fibrose hepatica. Em um modelo
experimental de NASH induzido por uma dieta deficiente em metionina e colina, a utilizagdo
de VSL#3 reduziu a fibrose pela diminuicdo do acimulo de colageno e actina do musculo
liso, mas sem alteracdo significativa na esteatose ou inflamacdo (VELAYUDHAM et al.,
2009). Em outro estudo, a utilizagdo de Lactobacillus casei em animais suprimiu
consideravelmente o desenvolvimento de fibrose em modelo de NASH, além de reduzir a
inflamacéo hepatica e do célon (OKUBO et al., 2013).

Em pacientes, a utilizacdo de probioticos em situacdes de NAFLD também apresenta
resultados promissores. Malaguarnera e colaboradores mostraram que 0 uso da combinacéo

de Bifidobacterium longum com fruto-oligossacarideos em pacientes com NASH melhorou os
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niveis de AST, colesterol LDL, TNF- a e endotoxinas, enquanto aumentou a resisténcia a
insulina e reduziu esteatose (MALAGUARNERA et al., 2012). O consumo de iogurte
probidtico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis) por individuos com NAFLD
promoveu reducdo do nivel sérico de colesterol total, LDL e enzimas hepaticas (NABAVI et
al., 2014). Em ensaio clinico randomizado controlado por placebo, criangas com NAFLD
receberam VSL#3 por 4 meses. A analise dos desfechos mostrou que esses pacientes tinham
menos gordura hepatica e menor IMC (indice de massa corporal) comparados ao grupo
placebo (ALISE et al., 2014). Um estudo de metanalise mostrou que probidticos melhoram
significativamente uma variedade de pardmetros em pacientes com NAFLD, dentre eles,
enzimas hepéticas AST e ALT e gordura hepatica. (LAVEKAR et al., 2017)

O irinotecano reconhecidamente altera a microbiota do estbmago, jejuno e colon de
ratos, contribuindo para a ocorréncia de diarreia, infeccdo sistémica e mucosite intestinal
(STRINGER et al.,, 2007). Sabendo-se do provavel papel de bactérias intestinais na
patogénese da esteato-hepatite induzida por irinotecano, uma intervencdo no perfil
populacional de bactérias do trato gastrointestinal com antibidticos e probidticos apresenta-se
como uma alternativa viavel para estudar a influéncia de bactérias como fator desencadeador

da NASH e como estratégia para preven¢do ou minimizacao do seu desenvolvimento.
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2. JUSTIFICATIVA

O irinotecano é um dos agentes mais utilizados no tratamento de céancer colorretal
metastatico. Entretanto, sua utilizacdo tem sido limitada pelo desenvolvimento de uma
condicdo denominada esteato-hepatite ndo alcodlica, também conhecida como “Sindrome do
figado amarelo”. A incidéncia dessa condicdo varia na clinica entre 8 e 10% naqueles
pacientes expostos ao quimioterdpico (ROBINSON, et al., 2012). Atualmente, ndo se dispde

de hepatoprotetores eficazes em prevenir e tratar essa sindrome.

Em modelo experimental de NASH induzido por irinotecano, Costa e colaboradores
encontraram uma bacteremia em nivel portal e sistémico, além da ativacdo de receptores de
reconhecimento de patdégenos no intestino (TLR4) e figado dos animais (COSTA, 2012).
Corroborando com tal achado, Assis-Janior e colaboradores encontraram DNA bacteriano no
tecido hepatico de animais com esteato-hepatite (MARCOLINO ASSIS-JUNIOR et al.,
2017). Além disso, a literatura vem documentando a contribuicdo da comunicagdo existente
entre 0 eixo intestino-figado por meio de bactérias intestinais na patogénese da NASH
(BRANDL & SCHNABL, 2017).

Portanto, no presente estudo investigamos a participacdo da microbiota intestinal e sua
translocacdo para o figado como fator desencadeador de esteato-hepatite induzida por
irinotecano, bem como propusemos alternativas terapéuticas para prevenir o estabelecimento

dessa toxicidade baseado em probidticos de uso clinico.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estudar o papel da microbiota entérica na patogénese da esteato-hepatite experimental
induzida por irinotecano.

3.2. Objetivos especificos

v' Avaliar a eficacia da associacdo antibidtica (Metronidazol, Ciprofloxacina,
Vancomicina, Imipenem) para deplecéo da microbiota intestinal de camundongos;

v Auvaliar se a deplecdo da microbiota intestinal interfere no desenvolvimento da esteato-
hepatite induzida por irinotecano;

v Avaliar se a deplecdo da microbiota intestinal melhora o dano intestinal e a
translocagdo bacteriana relacionados ao tratamento com irinotecano;

v" Avaliar se a modulacdo da microbiota intestinal com probi6ticos pode prevenir o
desenvolvimento da esteato-hepatite induzida por irinotecano;

v" Avaliar se a modulacdo da microbiota intestinal com probidticos melhora o dano

intestinal e a diarreia associada ao tratamento com irinotecano.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Drogas

Foram utilizados os seguintes farmacos: Cloridrato de Irinotecano (Evoterin®,
Evolabis, S&o Paulo, Brazil, 100 mg por ampola); Metronidazol (solugdo com 500 mg,
Metrobacter®, Isofarma) Ciprofloxacina (solugdo com 200mg, Ciprobacter®, Isofarma),
Imipenem (frasco com 500 mg, genérico ABL); Vancomicina (frasco com 500 mg,
Vancocina® CP, ABL); Cepas liofilizadas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacteirium lactis (1x10° UFC/g, Simfort-
Vitafor) e salina 0,9% estéril.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, pesando entre 20 e 25 g. Os animais
foram colocados em caixas, num ambiente com temperatura de 22 £ 2°C num ciclo de 12h
claro/12h escuro, com livre acesso a agua e racdo padrdo. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (UFC) e pelo Nucleo de Biologia Experimental (NUBEX) da
Universidade de Fortaleza (Unifor). Os experimentos foram realizados de acordo com
preceitos do Comité de Etica em Uso Animal da UFC, ap6s aprovagdo no mesmo (protocolo
21/12).

4.3 Protocolos experimentais

4.3.1 Modelo de esteato-hepatite ndo alcoolica induzida por irinotecano

A esteato-hepatite ndo alcoolica foi induzida de acordo com o modelo proposto por
Costa e colaboradores (2014), no qual camundongos receberam trés injegcdes de irinotecano
(50mg/kg) semanais durante cinco semanas (D11-D45) ou sete semanas (D11-D59), em dias
alternados, por via intraperitoneal. No grupo controle foi administrado solucdo salina (SF
0,9%, 5mL/kg) pela mesma via. As administragdes eram realizadas sempre no mesmo
horério. A eutanésia dos animais foi realizada ap0s a quinta ou sétima semana de tratamento

com irinotecano (protocolos I e 11).
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4.3.2 Tratamento com antibioticos

O tratamento com antimicrobianos foi realizado para avaliar o potencial papel da
microbiota intestinal no desenvolvimento de lesdo tecidual hepatica. A microbiota intestinal
dos animais foi reduzida realizando a administracdo de uma combinacdo de antimicrobianos
de largo espectro na &gua de beber (Metronidazol, Ciprofloxacina, Vancomicina e Imipenem
— 50mg/kg de peso/diariamente). A administracdo iniciou-se dez dias antes do tratamento com
irinotecano (D1-D10), baseado-se na eficacia do coquetel em depletar a microbiota ja apos
sete dias de tratamento (SOUZA et al., 2004), e estendeu-se até o dia da eutanasia. Para
assegurar que o tratamento com antimicrobianos foi adequado na redugdo da microbiota
intestinal dos animais, apds dez dias de tratamento com o antibidtico, amostras de bolo fecal
foram colhidas e semeadas em agar BHI (brain heart infusion) e avaliadas vinte e quatro e
quarenta e oito horas ap0s incubacdo (SOUZA et al., 2004). A agua, a caixa e a maravalha dos
animais foram trocadas diariamente. Todos o0s procedimentos experimentais foram
conduzidos nas melhores condi¢fes assépticas para evitar reinfeccdo dos animais. A eutanasia
dos animais foi realizada apds a quinta (D45) e sétima semana (D59) de tratamento com
irinotecano, na qual foram colhidas amostras de figado e intestino para posteriores analises

(protocolo I).

Protocolo I:
Grupo A - Camundongos C57BL/6 foram tratados com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.) trés

vezes por semana em dias alternados durante cinco ou sete semanas;

Grupo B - Camundongos C57BL/6 foram tratados com os antimicrobianos metronidazol,
ciprofloxacina, vancomicina e imipenem (50mg/kg/dia, na 4gua de beber, pré-tratamento por

10 dias + cinco ou sete semanas) e salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.);

Grupo C - Camundongos C57BL/6 foram tratados com irinotecano (50 mg/kg, i.p.), trés

vezes por semana em dias alternados durante cinco ou sete semanas;

Grupo D - Camundongos C57BL/6 foram tratados com os antimicrobianos metronidazol,
ciprofloxacina, vancomicina e imipenem (50mg/kg/dia, na agua de beber, pré-tratamento por
10 dias + cinco ou sete semanas) e irinotecano (50 mg/kg, i.p.), trés vezes por semana em dias

alternados durante cinco ou sete semanas.
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Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=6-10). O grupo controle negativo recebeu apenas
solucdo salina (grupo A). O grupo controle positivo recebeu trés injecBes de irinotecano em dias alternados por
cinco (D45) sete (D59) semanas (grupo C). Os animais receberam o coquetel de antibi6ticos associado as
injecdes de irinotecano (grupo D) ou isoladamente (grupo B). O tratamento com antibi6ticos iniciou-se dez dias
antes do inicio do tratamento com irinotecano. Amostras fecais foram cultivadas em meio BHI para controle da
reducdo da carga microbiana intestinal.
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4.3.3 Tratamento com probidticos

O potencial efeito da modulagdo da microbiota intestinal na prevencdo da lesdo
hepatica foi avaliado administrando-se um coquetel de probidticos por via oral. Foi
administrada uma suspensao contendo cinco cepas de probioticos (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacteirium lactis) na
dose de 1x10" CFU por animal. A diluicdo de um saché contendo 1x10° CFU foi realizada em
solucdo salina e foi administrado um volume fixo para todos os animais (200uL) através de
gavagem por cinco consecutivos a cada semana, durante cinco semanas. Ao final da quinta
semana de tratamento com quimioterapico, amostras de sangue, figado, intestino e bago foram

colhidas para posteriores analises (protocolo I1) (YEUNG et al., 2015).

Protocolo I1:

Grupo A - Camundongos C57BL/6 foram tratados com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.) trés
vezes por semana em dias alternados e salina (SF 0,9%, 5mL/kg, v.0.) cinco dias por semana

durante cinco semanas;

Grupo B - Camundongos C57BL/6 foram tratados com um coquetel dos probidticos
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum e
Bifidobacteirium lactis (1x10" CFU/mL, v.0.) cinco dias por semana e salina (SF 0,9%, 5

mL/kg, i.p.) trés vezes por semana em dias alternados durante cinco semanas;

Grupo C - Camundongos C57BL/6 foram tratados com irinotecano (50 mg/kg, i.p.) trés vezes
por semana em dias alternados e salina (SF 0,9%, 5mL/kg, v.0.) cinco dias por semana durante

cinco semanas;

Grupo D - Camundongos C57BL/6 foram tratados com um coquetel dos probioticos
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum e
Bifidobacteirium lactis (1x10” CFU/mL, v.0.) cinco dias por semana e irinotecano (50 mg/kg,

i.p.), trés vezes por semana em dias alternados durante cinco semanas.
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Figura 5. Protocolo experimental 11
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Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=6-10). O grupo controle negativo recebeu apenas
solugdo salina (grupo A). O grupo Irinotecano recebeu trés injecdes de irinotecano em dias alternados (D1, D3,
D5) (grupo C). Os probidticos foram administrados cinco dias por semana com (grupo D) ou sem administracéo
de irinotecano (grupo B) (D1-D5). A eutanasia foi feita ao final da quinta semana.

4.4 Avaliacdo da deplecdo da microbiota intestinal, bacteremia e translocagdo
bacteriana para o figado apdés antibioticoterapia.

4.4.1 Andlise da deplecdo da microbiota intestinal

A eficécia da antibioticoterapia em depletar a microbiota intestinal dos animais foi
avaliada ap6s 10 dias de tratamento apenas com antibi6ticos de largo espectro e também ao
final de cinco e sete semanas ap6s 0 inicio do tratamento com irinotecano. Amostras fecais de
cada animal foram coletadas em condi¢des estéreis e homogeneizadas em solucdo salina,
sendo posteriormente inoculadas em meio Brain Heart Infusion (BHI, meio ndo seletivo). As
amostras foram incubadas a 37°C e avaliadas em 24 e 48h (SOUZA et al., 2004).

4.4.2 Analise da bacteremia e translocagao bacteriana

Para determinar a eficacia da antibioticoterapia em prevenir a bacteremia e a
translocacéo bacteriana para o figado, amostras de sangue periférico e figado foram coletadas

em condicOes estéreis apds cinco e sete semanas de tratamento com irinotecano. As amostras
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de figado foram homogeneizadas com salina estéril. O homogenato tive sua concentracao
padronizada e um volume fixo de 10uL do homogenato e do sangue foram cultivados em
meio BHI a 37 °C por 24 a 48h. Os resultados foram expressos como UFC/mL de sangue ou
UFC/g de tecido (STRINGER et. al., 2007).

4.5 Avaliacéo dos parametros gerais de inducéo de esteato-hepatite.
4.5.1 Avaliacdo ponderal e peso Umido do figado

Os animais foram submetidos semanalmente a pesagem a partir da primeira
administracdo de irinotecano até o dia da eutanasia. Os valores foram expressos em % de
variacdo de peso. Ao fim do protocolo experimental com irinotecano, o figado foi coletado
em sua totalidade e pesado em balanca analitica. Os resultados foram expressos como mg/30g

de massa corpérea do animal.

4.5.2 Contagem de leucacitos totais
Os animais foram levemente anestesiados com tribromoetanol (25 mg/kg, i.p.) para
coleta de 20 pL de sangue do plexo retroorbital que foi imediatamente diluido em 380 uL de
solucdo de Turk (Acido acético 2%, Violeta Genciana 0,2%). Em seguida, o nimero total de
leucdcitos plasmaticos foi determinado utilizando-se camara de Neubauer para verificar o
efeito da quimioterapia a base de irinotecano na inducdo da leucopenia. Essa observacao
serviu como controle da atividade citotoxica do fArmaco sobre o animal.
Os resultados da contagem das células contidas nos quatro quadrantes da camara
foram somados e o resultado multiplicado por 20, valor correspondente a diluicdo realizada e

depois por 10, fator de correcdo para determinar o niimero de células/mm?.

4.5.3 Avaliacéo do grau de diarreia

Foram atribuidos escores aos eventos de diarreia apresentados na quinta semana apos
0 inicio do tratamento dos animais com irinotecano (adaptado de Kurita et al., 2000), como
discutido na Figura 6. Esse parametro representa um indicativo de inducdo do modelo
experimental de mucosite intestinal, mostrando-se relevante tendo em vista a associa¢do do
sinal de diarreia associado a mucosite observado na pratica clinica e o desenvolvimento de

esteato-hepatite.
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Figura 6. Graus de diarreia de acordo com a intensidade apoOs tratamento com

irinotecano em camundongos.

A avaliacdo da diarreia foi realizada ao fim de cinco semanas de tratamento com irinotecano de acordo com 0s
escores atribuidos relativos a sua intensidade. Grau 0: fezes com aspecto normal; Grau 1: fezes levemente
amolecidas; Grau 2: Fezes imidas com pouca sujidade perianal; Grau 3: Fezes Umidas com bastante sujidade
perianal. Grau 4: morte decorrente da diarreia. Escores propostos por KURITA et al., 2000 e adaptado por
CARVALHO, 2016. Fonte: WONG, 2013.

Tabela 1. Escores para avaliagdo do grau de diarreia em camundongos

Escore Avaliacdo da diarreia
Escore 0 Fezes com aspecto normal

Escore 1 Fezes levemente alteradas e pouco umedecidas
Escore 2 Fezes imidas com pouca sujidade perianal

Escore 3 Fezes imidas e com bastante sujidade perianal
Escore 4 Morte decorrente da diarreia

Fonte: adaptado de KURITA et al., 2000.
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4.5.4 Avaliacdo da atividade de alanina aminotransferase plasmética (ALT)

Sob leve anestesia com tribromoetanol (2,5%), o sangue foi coletado no dia da
eutandsia atraves do plexo orbital dos animais para determinacdo da alanina aminotranferase
(ALT). Para a mensuracdo, utilizou-se um espectrofotémetro em um nivel de absorbancia de
340 nm. A anélise foi realizada de acordo com o recomendado pelo fabricante utilizando-se

Kits bioquimicos especificos (Labtest®).
4.5.5 Determinacao de lipideos no tecido hepético

As amostras de figado foram analisadas para determinacdo da quantidade de lipideos
de acordo com o método proposto por Bligh e Dyer (1959). Rapidamente as amostras foram
homogeneizadas em uma solucéo de 1:2 de cloroférmio/metanol seguindo a proporcéo de 100
mg de tecido/1,9 mL da solucdo e agitadas. Em seguida, cloroférmio foi adicionado (0,63mL)
e a solucdo novamente agitada. Finalmente, 0,63 mL de &gua destilada foi adicionada
atingindo a proporc&o final de 2:2:1 de cloroférmio/metanol/agua. A mistura foi centrifugada
em temperatura ambiente a 200 X g/ 2 min dando origem a um sistema com duas fases (polar
em cima e apolar embaixo). A fase inferior foi recuperada e o total de lipideos foi calculado

(mg lipideos/g de tecido) apos total evaporacao do solvente a 100 °C.
4.5.6 Analise histopatoldgica do figado

As amostras do figado foram fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10%,
desidratadas e emblocadas em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram obtidos e depois
corados pela técnica de hematoxilina-eosina (H&E) e em seguida examinados por
microscopia optica (100x). As laminas foram analisadas por um patologista experiente que
ndo possuia informacdes sobre o tratamento ou da divisdo entre os grupos. O diagnostico e a
graduacdo da NASH foram avaliados conforme o escore de atividade da NASH proposto por
KLEINER et. al. (2005), como representado na tabela 2.
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Tabela 2. Escores histopatologicos para anélise do figado

Critérios histopatologicos do figado

Parametro Escore

Esteatose : presente em menos que 5% das células
: presente em 5-33% das células

. presente entre 33-66% das células

: presente em >66% das células
Inflamacdo lobular : auséncia de infiltrados por campo de 200x
: até 2 infiltrados por campo de 200x

: 2 a 4 infiltrados por campo de 200x

: > 4 infiltrados por campo de 200x
Balonizacao : auséncia

:leve

N PO W N PO W N+, O

. Severa

Fonte: Kleiner et al., 2005.
4.6 Analise histopatolégica do intestino

Apobs a eutanasia dos animais, um segmento de 0,5 cm do ileo foi removido e em
seguida lavado com solucdo salina e formol para posterior fixacdo em formol tamponado 10%
e processamento para coloracdo pelo método HE (hematoxilina-eosina) para exame em
microscopia Optica 100x e 400x (Microscopio Nikon com objetiva 10x ou 40x e lente ocular
micrométrica Leitz Wetzlar 10x). A analise histopatolégica consistiu na observacdo do
aspecto das vilosidades e criptas intestinais, bem como presenca e intensidade do infiltrado
inflamatdrio. O grau e a severidade da mucosite intestinal foram determinados de acordo com

uma modificacdo do sistema de escores Macpherson e Pfeiffer, 1978, descritos na tabela 3.



Tabela 3. Escores histopatoldgicos para analise de intestino delgado
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Andlise histopatoldgica do ileo

Parametro
Arquitetura

Regeneracéo

(mitose e
apoptose)

Estratificacédo
celular

Células
inflamatorias

Proporgéo

vilo/cripta

Escore
0: arquitetura preservada

1: alterag&o discreta da polaridade
2: alteragdo moderada
3:alteracdo acentuada
0: auséncia de sinais
: discreta
: moderada

: acentuada

1

2

3

0: 1 camada de células
1: < 20% da &rea possui 2 camadas de células

2: > 20% da area possui 2 camadas de células e < 20% possui 3 camadas
3

:>20% da area possui 3 camadas de cé€lulas e o resto da area possui >4
camadas

: auséncia de células
: pequena quantidade de células

: quantidade moderada de células

. proporcao 3/1

0
1
2
3: grande quantidade de células
0
1: proporgdo 2/1

2

. proporgao 1/1

w

. propor¢do menor que 1/1

Fonte: adaptado de Macpherson e Pfeiffer, 1978.



47

4.7 Andlise de parametros inflamatorios
4.7.1 Avaliacao do infiltrado de células inflamatdrias no figado

A partir das laminas histopatologicas também foi realizada a contagem de focos de
celulas inflamatdrias no tecido hepéatico. A anélise foi realizada em cada pega e um total de
dez campos foi avaliado em objetiva de 200x. A escolha do primeiro campo foi realizada de
forma aleatdria e os demais campos foram contiguos ao campo anterior. A contagem foi feita
de forma cega e por trés pesquisadores independentes. Foi considerado como foco
inflamatorio o agrupamento de trés ou mais células inflamatorias. Foi feita a média aritmética

das trés leituras e o resultado foi expresso como numero de focos inflamatérios/campo.
4.7.2 Dosagem de citocinas IL-1f ¢ TNF-a

As amostras de figado coletadas foram homogeneizadas e processadas como descrito
por Safieh-Garabedian et al. (1995). A deteccdo de IL-1p e TNF-a foi determinada por
ELISA, como descrito previamente (CUNHA et al., 1993). Resumidamente, placas para
ELISA foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo de captura anti-IL-1p ou anti-TNF-a
murino (2pug/mL). Apds blogueio das placas, as amostras e a curva padrdo foram adicionadas
em duplicata em varias diluicGes e incubadas por 2h a 4°C. As placas foram lavadas trés
vezes com solucdo tampao e incubadas com anticorpo de deteccdo durante 2h. Apos o periodo
de incubacdo, lavou-se as placas e adicionou-se 50 uL do complexo HRP-avidina diluido na
proporcdo 1:200. O reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD, 50uL) foi adicionado 15 min
depois e incubou-se as placas no escuro a 37° C por 15 a 20 min, quando a reacdo enzimatica
foi finalizada com H,SO, 2N e a absorbancia medida em 490 nm. As concentracBes de
citocinas contidas nas amostras foram calculadas a partir de uma curva padrdo com 11 pontos,

obtida por diluicdo seriada. O resultado foi expresso em pg/mg de tecido.
4.7.3 Expressao por imunohistoquimica de iNOS e TLR-4.

Foi avaliado a expressdo dos receptores Toll-4 e iNOS em amostras de figado atraves
de técnica de imunohistoquimica. As pecas histologicas foram desparafinizadas e em seguida
hidratadas. Ap0s a hidratacdo as pegas foram imersas em tampao citrato e aquecidas a 100°C
durante 15 min, seguido de resfriamento e lavagem em PBS. Em seguida foi realizado o
bloqueio da peroxidase endogena e as laminas foram incubadas com anticorpo primario

monoclonal murinho (1:200) para Toll-4 e iINOS (overnight). Em seguida as laminas foram
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incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (Anti-mouse IgG) na proporcao de 1:200.
Apdbs a remocdo do anticorpo biotinilado, as laminas foram incubadas por 30 minutos com o
complexo ABC (Horseradish Peroxidase Standard) e posteriormente lavadas em PBS e
incubadas com DAB/perdéxido (2 min) para dar a cor da reacdo. Por fim, foi feita a contra-

coloragdo com hematoxilina de Harry’s e posterior desidratagdo e montagem das laminas.

4.7.4 Reagdo em cadeia polimerase em tempo real quantitativo (QRT-PCR) para TLR4,
TNF-a eIL-1p

Amostras de figado foram utilizadas para determinar a expressao relativa de TLRA4,
TNF-0 ¢ IL-1p mRNA. Inicialmente o0 RNA foi extraido conforme especificacbes do
fabricante por meio do kit de extracdo Aurum™ Total RNA fatty and fibrous tissue kit (Bio-
Rad, CA, USA). O rendimento e qualidade do RNA total foram verificados por meio de
quantificacdo espectrofotométrica nos comprimentos de onda de 260 nm e da razdo 260/280
nm, respectivamente. O i RNA total no volume final de 20 []] foram transcritos reversamente
por meio do kit iScript™ (Bio-Rad) em cDNA utilizando o sistema termociclador C1000
Touch™. O PCR em tempo real foi realizado no equipamento CFX96 Touch™ da Bio-Rad
utilizando o supermix IQTM SYBR (Bio-Rad), de acordo com as especificacbes do
fabricante. A expressdo do mMRNA foi determinada ap6s a normalizacdo dos valores com o do
gene de referéncia Ppia. Os valores do quantification cycle (Cq) para os genes testados foram
exportados e os niveis relativos de expressdo do gene foram calculados de acordo com a
metodologia 2-AACT, onde AACT= (CT gene alvo- CT gene referéncia controle). Abaixo é

mostrada a sequéncia dos primers utilizados.

Tabela 4. Detalhamento dos primers usados na reagdo de PCR

Primers Foward Reverse
TNF-a 5’-CCATCTTCTCAAAATTCGAGACAA-3’ 5’-TGGGAGTAGACAAGGTACACCC-3’
||_-1B 5’-CAACCAACAAGTGATATTCCATG-3’ 5’-GATCCACACTCTCCAGCTA-3’

TLR4 5’-GAGAATCTGGTGGCTGTGG-3’ 5’-TTCCCTGAAAGGCTTGGTC-3°
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4.7.5 Imunofenotipagem das subpopulac@es de linfécitos por citometria de fluxo

O baco dos animais foi removido ap6s a eutandsia, umedecido com meio RPMI
contendo soro fetal bovino 10%, e cortado em trés segmentos. Os segmentos foram colocados
em peneira de células de 70 um acoplada a tubo falcon de 50 mL e macerados mecanicamente
com émbolo de uma seringa de 3mL. O pellet resultante foi ressupenso em PBS e a
viabilidade checada utilizando azul de tripan. As células foram utilizadas quando a viabilidade
foi maior do que 85%.

Os linfocitos isolados do baco foram submetidos a marcacdo com anticorpos para
determinacdo das subpopulac@es linfocitarias por citometria de fluxo. Para tal, o painel de
anticorpos foi cuidadosamente selecionado e titulado para escolha da melhor concentracédo
capaz de detectar elevado numero de células e alta intensidade de fluorescéncia para o
marcador em questdo. Para a titulacdo, todos os anticorpos foram diluidos nas seguintes
concentragdes: 1:100; 1:200; 1:400: 1:800. Foram utilizados dois painéis de marcacdo, um
utilizando-se anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD19 e outro utilizando-se
anticorpos anti-CD25, anti-CD45 e anti-CCR6. Foram utilizadas 1x10° células por tubo de
citometria para titulacdo e no ensaio propriamente dito. As células foram incubadas por 30
minutos com as variadas concentracfes dos anticorpos de superficie, a 4°C no escuro. Apds o
periodo de incubacdo adicionou-se 2 mL de tampdo de FACS contendo PBS e soro fetal
bovino 1%. Centrifugou-se a 450g por 5 minutos a 4°C. Ap6s o descarte do sobrenadante
repetiu-se esta etapa de lavagem. Em seguida, adicionou-se 1mL da solucdo de trabalho
Fix/Perm. As amostras foram incubadas overnight (16 horas) com este tampdo de fixacéo.
Sem lavar, adicionou-se 2 mL do tampdo Perm e centrifugou-se por 5 minutos, 350g, 4°C.
Apo6s duas lavagens com 2 mL de tampdo de FACS as células foram ressupensas em 500 pl
de paraformaldeido 1% e acondicionadas no escuro a 4°C. A leitura foi realizada em até 24
horas em citometro de fluxo FACSCalibur com 2 lasers (BD Biosciences, USA), sendo
adquiridos até 100 mil eventos na gate de linfécitos. As analises foram realizadas por Unico
avaliador utilizando o software FlowJo versdo 10 (Treestar US, Ashland, OR). Os quadrantes
foram definidos de acordo com os controles isotipicos.

Painéis de marcacao:
v' Painel 1: CD3 APC/ CD4 PerCP/ CD8 -FITC/ CD19 PE
v’ Painel 2: CD45 PE /CD25 FITC/ CCR6 APC Alexa 647
v" Controles isotipicos: Rat IgG2b kpa FITC / Rat IgG2a PE /Alexa 647 Arm. Hamster
IgG / Rat 1I9G2a PE
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4.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica entre os grupos foi realizada empregando-se o teste de analise
de variancia (Two-way ANOVA) seguido por pés-teste de Bonferroni ou Kruskal Wallis,
sequido por teste de Dunn, conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e
nao-parametricos.

Os resultados foram expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média) para
variaveis com distribuicdo normal, ou pela mediana (minimo-maximo) no caso de variaveis
sem distribuicdo normal, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas
quando P<0,05.

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

versao 6.01.
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5. RESULTADOS

5.1 A terapia com antibi6ticos depleta a microbiota e mantém a deplecdo de bactérias
intestinais por sete semanas, abole a bacteremia e a translocacdo bacteriana

relacionadas ao tratamento com irinotecano.

A eficacia do tratamento com antibidticos em depletar a microbiota intestinal foi
mensurada através da analise do crescimento bacteriano nas fezes. O coquetel de antibidticos
foi administrado por dez dias antes do inicio do tratamento com irinotecano e mantido ao
longo de mais sete semanas. As amostras foram coletadas antes do tratamento com o
guimioterapico e na quinta e sétima semana apds o inicio do tratamento. Os animais que
receberam antibioticoterapia ndo apresentaram crescimento bacteriano nas fezes antes do
inicio do protocolo de inducdo de esteato-hepatite [0% (0/20)], ou mesmo ap6s cinco [0%
(0/6)] e sete semanas da indugdo do modelo experimental [0% (0/5)]. Bactérias intestinais
foram detectadas apenas nas amostras fecais do grupo controle negativo (salina) em todos 0s

momentos, mas ndo no grupo tratado apenas com antibioticos (Tabela 5 e Figura 7A).

Tabela 5 — Eficéacia da antibioticoterapia na deplecdo da microbiota intestinal.

Grupos Contaminacéo fecal

- 100 % (20/20)

ANTB 0 % (0/20) *

Os animais receberam o coquetel de antibidticos (50 mg/Kg/dia) por 10 dias antes do inicio do tratamento com
irinotecano. No décimo dia, amostras de bolo fecal foram cultivadas em meio BHI. O tratamento foi eficaz em
depletar a microbiota intestinal de todos os animais avaliados. *P<0,05 vs grupo ndo tratado. Para anlise
estatistica utilizou-se Teste t de Student.

Amostras de sangue periférico também foram coletadas na quinta e sétima semana
experimentais para a avaliagdo da bacteremia. Como mostra a Figura 7A, 0 crescimento
bacteriano foi verificado no sangue de animais que receberam irinotecano durante cinco [66
% (4/6)] e sete semanas [60% (3/5)] e foram significativamente diferentes (P<0,05) do grupo
de animais tratados com antibidticos e irinotecano [0% (0/6); 0% (0/5), respectivamente]. Os
grupos controle injetado com solugdo salina ou apenas com antibiotico ndo apresentaram

bacteremia.
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Figura 7 - Eficacia da antibioticoterapia na manutencdo da deplecdo da microbiota
intestinal, na prevencao da bacteremia e do crescimento bacteriano no figado ao longo de sete

semanas de tratamento com irinotecano.

A
Grupos Contaminacéo fecal Bacteremia
5 semanas 7 semanas 5 semanas 7 semanas
SAL 100 % (5/5) 100 % (4/4) 0 % (0/5) 0 % (0/4)
ANTB 0 % (0/5) 0 % (0/4) 0 % (0/5) 0 % (0/4)
IRI 100 % (6/6) 100% (5/5) 66 % (4/6)* 60 % (3/5)*
ANTB + IRI 0% (0/6)* 0 % (0/5)" 0 % (0/6)" 0 % (0/5)*
B C
P< 0,05 ”P< 0,05 .

P< 0,01 P< 0,01
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibiéticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administragdo de irinotecano (50 mg/Kg, i.p.) durante cinco ou sete semanas
associado ou ndo a administracéo de antibiéticos (n=4-6). Ao final do tratamento foram colhidas amostras de
bolo fecal, sangue periférico e tecido hepatico para cultura bacteriana. O tratamento com antibidticos manteve a
deplecdo da microbiota intestinal (A), preveniu a bacteremia (A) e o crescimento bacteriano no figado induzidos
por irinotecano ao longo de cinco (B) e sete semanas (C).*P<0,05 vs grupo SAL; “P<0,05 vs grupo IRI.

Para avaliar o potencial do tratamento com antibiéticos em prevenir a translocacao
bacteriana para o figado dos animais, amostras de figado foram coletadas, homogeneizadas e
cultivadas em meio ndo seletivo. A contagem do nimero de coldnias bacterianas evidenciou
que a antibioticoterapia impede a translocagdo bacteriana para o figado em curso apds a
injecéo de irinotecano. As amostras coletadas de camundongos tratados com IRI apresentaram
um crescimento bacteriano significativo na quinta semana (2,0 = 0,3) (Figura 7B) e sétima

semana (11,4 + 0,8 UFC/mL) (Figura 7C), o que foi prevenido pelo tratamento antibidtico em
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ambos 0os momentos (52 semana: 0,3 £ 0,3 UFC/mL; 72 semana: 0,0 £ 0,0 UFC/mL). Néao
houve crescimento bacteriano significativo no figado dos animais dos grupos controle salina e
antibidticos (Figura 7 B e C) (P<0,05).

5.1.2 Antibioticoterapia previne o desenvolvimento da esteato-hepatite induzida

por irinotecano.

Ao final da quinta e sétima semana de tratamento com irinotecano, amostras de sangue
periférico foram coletadas para avaliacdo da leucopenia induzida por quimioterapia e demais
andlises bioquimicas. Foi observado que a administracdo de irinotecano foi capaz de induzir
uma leucopenia significativa apds cinco semanas de tratamento (1755 261,6 x10%/mL)
(Figura 8A) quando comparado ao grupo controle salina (4020 + 399,8 x10*/mL). N&o houve
diferenca entre os grupos que receberam irinotecano isoladamente com (1755 + 261,6
x10*/mL) ou associado aos antibi6ticos (2288 + 694,4 x10°/mL). Na sétima semana
experimental, ndo foi observada diferenca nesse parametro entre os grupos (IRI: 2957 + 501,0
x10%/mL vs. SAL: 4058 + 386,5 x10°/mL; P<0,05) (Figura 8B).

O figado dos animais foi removido em sua totalidade e pesado para avaliagdo do peso
umido. A lesdo do tecido hepatico também foi evidencianda pela significativa hepatomegalia
na quinta (1500 £ 74,25 mg/30g, Figura 8C) e sétima (1962 £+ 165,3 mg/30g, Figura 8D)
semanas experimentais em camundongos injetados com irinotecano quando comparado aos
controles. Os animais que receberam o coquetel de antibidticos associado ao quimioterapico
tiveram uma reducdo significativa desse parametro nas duas avaliacdes (5% semana: 1041 +
81,71 mg/30g; 72 semana: 1366 + 74,31 mg/30g) em comparacdo ao grupo tratado apenas

com irinotecano.

Semanalmente os camundongos foram pesados, desde a primeira administracdo do
quimioterapico até o dia da eutanasia. A figura 8E mostra a perda de massa corporal induzida
pela quimioterapia com irinotecano ocorrendo a partir da quarta semana experimental e
atingindo um percentual de reducdo de 29% apoOs sete semanas de administragdo de
irinotecano quando comparada ao grupo salina. O tratamento com coquetel de antibidticos foi
eficaz em prevenir de maneira significativa (P<0,05) a perda ponderal observada nesses

animais na quarta, quinta, sétima e oitava semana.
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Figura 8 — Efeito da antibioticoterapia sobre a leucopenia, aumento do peso umido do figado,
alteracbes bioquimicas e perda ponderal ap6s cinco ou sete semanas de tratamento com

irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibioticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco ou sete semanas
associado ou ndo a administragdo de antibidticos (n=5-10). Semanalmente os animais foram pesados. O figado
foi removido e pesado, amostras de sangue periférico foram colhidas. Irinotecano causa leucopenia na quinta
semana de tratamento (A), mas ndo na sétima (B). O tratamento com antibi6ticos previne o aumento do peso
Umido do figado (C e D), previne perda ponderal (E), o acimulo de lipidios no figado (F), aumento da enzima
ALT na quinta semana de tratamento (G), mas ndo na sétima (H). *P<0,05 vs grupo SAL; p<0,05 vs grupo
ANTB+IRI. Para a andlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido por pos-teste de Bonferroni.
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Dosagens bioquimicas foram realizadas no figado de animais para determinagdo de
lipidios totais e no sangue para dosagem da enzima ALT. O acimulo de lipidios caracteristico
da esteato-hepatite foi observado apos 7 semanas de tratamento com irinotecano (IRI: 49,4+
2,5 mg/g vs. SAL: 34,72 mg/g), além disso, houve aumento nos niveis de ALT tanto na
quinta semana (IRI:25,5+3,2 U/L vs. SAL: 18,1+1,5U/L) quanto na sétima semana de
tratamento quando comparado ao controle salina (IR1:36,5+8,6 U/L vs. SAL: 14+3,4 U/L). O
acumulo de lipidios na sétima semana e 0 aumento de ALT na quinta semana de tratamento
foram prevenidos quando administrados antibidticos (37 3,7 mg/g, Figura 8F; 15,8+ 1,5
U/L; Figura 8G vs controles respectivamente), mas antibidticos ndo reduziram a atividade de
ALT na sétima semana comparado ao grupo irinotecano (IRI: 36,5+ 8,6 U/L vs. IRI+ANTB:
30,85+ 3,4 U/L; Figura 8H). O tratamento apenas com salina e antibidticos ndo promoveu

alteracdo na atividade da enzima (Figura 8G-H).

5.1.3 A deplecdo da microbiota intestinal melhora o dano hepético induzido por
irinotecano.

Apdbs cinco semanas de tratamento com o quimioterdpico irinotecano, pode-se
observar por meio de exame histopatologico do figado o estabelecimento de critérios de dano
tecidual associados a esteato-hepatite, a saber: aumento da inflamacdo lobular [1 (1-2)] e
balonizacdo celular [1,5 (0-2)]. O somatorio de todos os parametros avaliados também se
mostrou estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina [IRI: 3 (2-4) vs.
SAL: 1,5 (0-1)]. Todas as alteragdes observadas foram prevenidas pelo tratamento com
antibioticos [Inflamacdo lobular: 1 (0-1); Balonizacdo celular: 1 (0-2); Somatério: 2 (1-3),

respectivamente] (Tabela 6).

A Figura 9 mostra o resultado da avaliacdo histopatolégica ap0s sete semanas de
tratamento. Irinotecano induz inflamacéo lobular [1,5 (1-3)] e esteatose hepética [1,5 (1-3)]
significativa e aumenta os escore final de Kleiner [5 (3-7)] em relacdo ao controle. Tanto a
inflamacéo lobular [1 (0-3)] quanto o escore final de Kleiner [3 (1-7)] foram atenuados pelo

tratamento com antibiéticos.
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Tabela 6- Efeito da antibioticoterapia sobre as alteracfes histopatoldgicas induzidas apds
cinco semanas de tratamento com irinotecano.

Alteragoes histologicas

Escores final

Grupos Inflama(goé-c;)Lobular Est(c:;c))se Balc;gi;:;u;éo Kleiner
(0-8)
SAL 0(0-0) 0(0-0) 1(0-1) 1,5(0-1)
ANTB 0(0-0) 0(0-0) 2(0-2) 1(0-2)
IRI 1(1-2)* 0(0-2) 1,5(0-2)* 3(2-4)*
ANTB + IRI 1 (0_1)" 0(0-2) 1 (0_2)" 2 (1_3)“

Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibiéticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou ndo & administracdo de antibidticos (n=5-10). O figado foi coletado ap0s eutandsia e processado para analise
histopatolégica. O tratamento com antibioticos foi capaz de prevenir a inflamacdo lobular, balonizagdo e o
escore final de Kleiner. *P<0,05 vs grupo SAL; “P<0,05 vs grupo IRI. Para a andlise utilizou-se o teste de
Kruskal-wallis seguido por pés-teste de Dunn.
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Figura 9- Efeito da antibioticoterapia sobre as alteragdes histopatoldgicas no figado apos sete
semanas de tratamento com irinotecano.

Salina Irinotecano Irinotecano + antibioticos
Inflamagio lobular Esteatose

L0

Alteragdes histologicas

Wfamaio lobiar  Eseatose  BAOESE0 | e
Grupos : : (0-3) = i (0-3) : (9.'_2! ‘ (0-8)
SAL 1(0-1) 0(0-0) 2(0-2) 2(1-3)
IRI 15(1-3)* 1,5(1-3)* 1(0-1) 5(3-7)*

Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibioticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante sete semanas associado
ou ndo & administracdo de antibiéticos (n=5-10) O figado foi coletado ap6s eutanasia e processado para anélise
histopatolégica. O tratamento com irinotecano causou inflamagéo lobular e esteatose hepética. O tratamento com
antibiéticos foi capaz de prevenir a inflamag&o lobular e o escore final de Kleiner. O grupo controle salina ndo
mostrou alterages significativas. Aumento 400x. *P<0,05 vs grupo SAL; “P<0,05 vs grupo IRI. Para a analise
utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pds-teste de Dunn.
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5.1.4 Tratamento com antibidticos previne o estabelecimento de parametros
inflamatdrios no figado de animais com esteato-hepatite induzida por irinotecano.

Animais tratados com irinotecano tiveram seus figados removidos ap6s cinco ou sete
semanas de tratamento para avaliacdo de diferentes pardmetros inflamatdrios. A analise em
lamina avaliou o nimero de focos de células inflamatdrias. O figado de animais que
receberam irinotecano mostraram um aumento no infiltrado inflamatorio quando comparado
ao grupo salina, tanto apds cinco (SAL: 1,8 £ 0,6 focos/campo vs IRI:8,2 + 1,5 focos/campo;
Figura 10A) quanto ap06s sete semanas (SAL: 1,2+0,6 vs. IRI:11,9 + 2,5; Figura 10B) de
administracdo do quimioterapico. O tratamento com antibi6ticos preveniu de maneira
significativa o acumulo dessas células (5% semana: 2,5 = 1,3 focos/campo; 72 semana: 4,6 +
1,6 focos/campo; Figura 10A e B).

Os niveis hepaticos de citocinas prd-inflamatdrias também foram mensurados, como
mostra a Figura 10. Um aumento significativo nos niveis de IL-1p foi observado em animais
que receberam injecdo de irinotecano nos dois protocolos de inducdo de esteato-hepatite (52
semana: 569,6 + 61,6 pg/mL; 72 semana: 977,8 + 55,6 pg/mL) vs. controle salina (5% semana:
313,2 £ 77 pg/mL; 72 semana: 625 + 49 pg/mL) (Figura 10C e D). De forma semelhante, 0s
niveis de TNF-o também se mostraram aumentados nesse grupo (5* semana: 422,8 £ 135,0
pg/mL; 72 semana: 1565 + 27,7 pg/mL) vs. controle salina (5% semana: 348,3 + 103,6 pg/mL,;
7% semana: 1434 + 187,6 pg/mL) (Figura 10E e F). Entretanto, ambas as citocinas estavam
reduzidas naqueles animais em tratamento quimioterapico que receberam o coquetel de
antibioticos (IL-1p 5* semana: 332,0 + 65,8 pg/mL; 72 semana: 748,2 + 28,9 pg/mL vs. apenas
irinotecano) (TNF-a 5* semana: 422,8 + 135,0 pg/mL; 72 semana: 1565 * 27,7 pg/mL vs.

apenas irinotecano).
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Figura 10 — Efeito da antibioticoterapia sobre o infiltrado inflamatério e niveis de citocinas
inflamatorias no figado de animais ap6s cinco ou sete semanas de tratamento com irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibiéticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco ou sete semanas
associado ou ndo a administracdo de antibidticos (n=5-10). Ao final do tratamento, o figado foi removido e
processado para contagem dos focos de células inflamatérias em Id&mina ou armazenado para posterior dosagem
de citocinas. O tratamento com antibi6ticos previne o acimulo de células inflamatorias (A e B) e aumento dos
niveis de citocinas IL-1B (C e D) e TNF-a (E e F) induzidos por irinotecano apds cinco e sete semanas de
tratamento. Para a analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido por pés-teste de Bonferroni.
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5.1.5 Antibioticoterapia previne o dano intestinal induzido por irinotecano.

A Figura 11 mostra que o tratamento com irinotecano causou consideravel dano
intestinal nos animais que receberam o tratamento por sete semanas consecutivas, evidenciado
através de fotomicrografias do ileo e dos escores adaptados de mucosite intestinal. O
tratamento com o coquetel de antibidticos atenuou a alteragdo da arquitetura das criptas
intestinais [IRI: 2 (1-3) vs. IRI+ANTB: 0 (0-1)], a estratificagdo celular [IRI: 2 (0-3) vs.
IRI+ANTB: 1(0-1)], regeneracdo celular [IRI: 2 (2-3) vs. IRI+ANTB: 1 (0-2)], infiltracdo de
células inflamatorias na lamina propria [IRI: 2 (2-3) vs. IRI+ANTB: 1 (0-2)], além da reducéo
da proporcdo vilo/cripta causadas pelo tratamento prolongado com o quimioterapico [IRI: 1
(1- 2) vs. IRI+ANTB: 0 (0- 2)]. Irinotecano também foi capaz de aumentar o somatdrio de
todos esses critérios de forma significativa quando comparado ao controle salina [IRI: 9 (7-
12) vs. SAL: 2 (0- 3)]. Além disso, a antibioticoterapia reduziu o critério global de dano
intestinal [IRI+ANTB: 3 (2- 6)].
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Figura 11 - Efeito da antibioticoterapia sobre as alteracdes histopatoldgicas no intestino apos
sete semanas de tratamento com irinotecano.

Irinotecano
Salina Irinotecano + antibidticos Antibidticos

Parimetros Histopatolégicos - [leo

~ Arquitetura Estratificacio Regeneragao Inflamacio Vilo/
Grupos (0-3) (0-3) (0-3) (0/3) cripta Escore final
(0/3) (0-15)
SALINA
0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) 1(0-1) 0(0-1) 2(0-3)
ANTB
0(0-0) 0(0-2) 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 1(0-3)
IRI
2(1-3)* 2(0-3)* 2(2-3)* 2(2-3)* 1(1-2)* 9(7-12)*
IRI +
ANTR o(-1)" 10-1) 10-2° 102  0(0-2) 32-6)

Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibi6ticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante sete semanas associado
ou ndo a administracdo de antibidticos (n=5-10). O ileo foi coletado apds eutanésia e processado para anélise
histopatolégica. O tratamento com irinotecano causou alteracdes na arquitetura intestinal, estratificacdo e
regeneracdo celular, inflamagdo, redugdo na razdo vilo/cripta e do escore final de dano intestinal. O tratamento
com antibioticos foi capaz de prevenir todos os pardmetros avaliados. Os grupos controle salina e antibidticos
ndo mostraram alteraces significativas. Aumento 100x. *P<0,05 vs grupo SAL; “P<0,05 vs grupo IRI. Para a
andlise utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pos-teste de Dunn.




62

5.1.6 Tratamento com antibidticos reduz a expressao do receptor Toll-like 4 no figado e
intestino de animais com esteato-hepatite.

Ap0s sete semanas de inducdo do modelo de esteato-hepatite, uma porcao do figado e
do ileo de camundongos foram retirados para avaliacdo da expressédo do receptor Toll-like 4
por imuno-histoquimica. O resultado da avaliagdo mostrou que houve uma imunoexpressdo
aumentada de TLR4 no figado dos animais injetados com irinotecano [1 (1-2)] quando
comparado ao controle salina [0 (0-1)], enquanto o tratamento com antibioticos reduziu esse
parametro [0 (0-2)] (Figura 12A e C). A avaliacdo do intestino mostrou um resultado
semelhante, no qual a deplegdo da microbiota intestinal realizada com antibidticos resultou na
reducdo da imunoexpressdo desse receptor [0 (0-1)] quando comparado ao grupo de animais

injetados apenas com irinotecano [1 (1-2)] (Figura 12B e D).
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Figura 12 — Efeito da antibioticoterapia sobre a imunoexpressdo de receptor Toll-like 4 no
figado e intestino de animais apds sete semanas de tratamento com irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibidticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante sete semanas associado
ou ndo a administracdo de antibi6ticos (n=5-10). Ao final do tratamento, o figado e intestino foram removidos
para avaliacdo por imunohistoquimica da expressdo do receptor Toll-like 4. O tratamento com antibiéticos
preveniu o aumento da imunomarcacdo de TLR4 no figado (A e C; Aumento 400x) e intestino (B e D; Aumento
100x) de animais induzidos por irinotecano. Para a analise utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pos-
teste de Dunn.
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5.1.7 Antibioticoterapia previne o aumento da imunoexpressdo de iINOS no figado de
animais com esteato-hepatite.

A Figura 13 mostra a avaliacdo por meio de escores da expressdo de iNOS no figado
de animais em dois protocolos distintos de inducdo de esteato-hepatite. Na avaliacdo feita
apo6s cinco semanas de tratamento com o quimioterapico, observou-se um aumento da
expressao dessa enzima em comparagdo com grupo controle salina [IRI: 3 (3-3) vs. SAL: 1(0-
2)], sem haver reducao significativa quando da associacdo do quimioterapico com antibioticos
[IRI+ANTB: 3(0-3) vs. IRI: 3(3-3)] (Figura 13C). No entanto, na avaliacdo realizada apos
sete semanas de inducdo de esteato-hepatite, 0 aumento da imunoexpressdo de INOS no
figado induzido pelo irinotecano foi prevenido quando animais receberam tratamento com
antibidticos [IRI: 3 (2-3) vs. IRI+ANTB: 1,5 (1-3)] (Figura 13A, B e D) (P<0,05).



Figura 13 -
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Efeito da antibioticoterapia sobre a imunoexpressédo de
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou coquetel de antibiéticos (50 mg/Kg/dia, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco ou sete semanas
associado ou ndo a administracdo de antibi6ticos (n=5-10). Ao final do tratamento, o figado foi removido para
avaliagdo por imunohistoquimica da expressdo de iNOS. O tratamento com antibiéticos preveniu o aumento da
imunomarcacdo de iNOS no figado de animais apds sete semanas de administragdo de irinotecano (D), como
mostram as fotomicrografias (A: aumento 100x; e B: aumento de 400x) N&o houve diferenca apds cinco
semanas de tratamento (C). Para a analise utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pds-teste de Dunn.
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5.2 Avaliacao do efeito do uso de probidticos sobre os parametros gerais da esteato-
hepatite por irinotecano.

Camundongos receberam suspensdo de probiodticos ao longo de cinco semanas de
inducdo do modelo de esteato-hepatite. Para avaliacdo dos parametros gerais, 0S animais
foram submetidos a pesagens semanais e a gravidade da diarreia foi avaliada ao final do
tratamento. Amostras de sangue foram colhidas e o figado foi removido para pesagem apds
eutanasia. A administracdo de irinotecano induziu uma acentuada perda de massa corporea
nos animais de forma tempo dependente (Figura 14A), observada a partir da segunda semana
de tratamento, atingindo um percentual de 27,4% de redugdo na ultima semana quando
comparado ao controle salina (P<0,05), reducdo esta que ndo foi prevenida quando da
administracdo de probidticos (P>0,05, Figura 14A).

Para avaliar o efeito citotoxico do farmaco, o nimero de leucocitos totais em sangue
periférico foi mensurado. Irinotecano causou leucopenia (SAL: 2720+157,0 x10°/mL vs. IRI:
1561+138,9 x10°/mL) e aumentou o escore de diarreia apds cinco semanas de tratamento
[SAL: 0 (0-0) vs. IRI: 1 (0-4)]. A administracdo de probidticos foi eficaz em atenuar a diarreia
causada [IRI+PRO: 0 (0-1), Figura 14C], mas ndo em reduzir a citotoxicidade do
quimioterapico (IRI+PRO: 1859 # 203,7 x10%/mL; Figura 14B). N&do houve diferenca no
peso Umido do figado entre os grupos avaliados (Figura 14D).
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Figura 14 - Efeito da administracdo de probioticos sobre a variagdo de massa corporea,
contagem de leucdcitos, grau de diarreia e peso umido do figado em animais tratados com
irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou suspensdo de probiéticos (1x10" UFC/mL, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou ndo a administracdo de probidticos (n=5-10). Os animais foram pesados semanalmente e a gravidade da
diarreia foi avaliada ao final do periodo experimental. Amostras de sangue e figado foram coletadas. O
tratamento com probidticos ndo preveniu a perda ponderal (A) e a leucopenia induzidas por irinotecano (B),
porém, foi capaz de reverter a diarreia (C). Ndo houve diferenca no peso umido do figado (D). Para a andlise
estatistica de dados paramétricos utilizou-se o teste ANOVA seguido por pos-teste de Bonferroni, para nao-
paramétricos utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por p6s-teste de Dunn.
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5.2.1 Probidticos melhoram as alteracdes nos parametros bioquimicos relacionados a
esteato-hepatite induzida por irinotecano.

Amostras de sangue e de figado foram colhidas para mensurar o potencial dos
probidticos em proteger contra o desenvolvimento de alteracdes bioquimicas, como mostra a
Figura 15. Foi observado que o irinotecano induziu de maneira significativa o aumento da
atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) no sangue de camundongos, em
comparacdo com o grupo salina (SAL: 30,3 £ 4,9 U/L vs. IRI: 63,2 £ 7,6 U/L; Figura 15A).
Além disso, uma outra analise bioquimica mostrou um acumulo de lipidios no tecido hepatico
de animais tratados com o quimioterdpico (SAL: 34,7+ 1,9 mg/g vs. IRI: 49,4+ 2,5 mg/g;
Figura 15B). Todos esses parametros estavam reduzidos em animais tratados com probioticos
comparativamente com animais injetados apenas com irinotecano (IRI+PRO: 39,4 + 5,3 U/L

e 38 =+ 4,3 mg/g vs. IRI valores respectivos) (P<0,05).

Figura 15 - Efeito da administracdo de probioticos sobre a dosagem da enzima Alanina
aminotransferase (ALT) e de lipidios totais no figado de animais tratados com irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou suspensdo de probi6ticos (1x10" UFC/mL, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou nao a administracdo de probidticos. Amostras de figado foram coletadas ao final do periodo experimental. O
tratamento com probi6ticos preveniu 0 aumento nos niveis de ALT (A) e o acimulo de lipidios no figado de
animais induzidos por irinotecano (B). Para a andlise estatistica foi utilizado o teste ANOVA seguido por pés-
teste de Bonferroni.
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5.2.2 Probidticos previnem contra o dano tecidual hepético e intestinal induzido por
irinotecano.

A inducdo do modelo de esteato-hepatite foi avaliada utilizando-se o0s critérios
microscopicos estabelecidos por Kleiner, como mostra a Figura 16. O figado dos animais ap0s
cinco semanas de tratamento com irinotecano mostrou um escore final significativamente
maior do que dos animais que receberam salina [SAL: 2 (1-3) vs. IRI: 4,5 (2-6)]. Além disso,
os parametros individuais de inflamacgéo lobular [SAL: 2 (1-3) vs. IRI: 0 (0-1)] e esteatose
também se mostraram diferentes do controle [SAL: 1 (0-1) vs. IRI: 2 (0-2)]. Os animais
tratados com o probidtico mostraram uma reducdo do dano histopatolégico e do escore global
[IRI+PRO: 3(2-3)], além de uma menor esteatose [IRI+PRO: 0 (0-1)] quando comparado ao
grupo irinotecano.

No intestino, observou-se que o tratamento com o quimioterapico foi capaz de causar
dano intestinal e que a administracdo de probioticos efetivamente reduziu a alteracdo da
arquitetura das criptas intestinais [IRI: 2 (1-3) vs. IRI+PRO: 0,5 (0-1)], a estratificacdo celular
[IRI: 2 (2-3) vs. IRI+PRO: 1,5(0-2)], a alteracdo da proporcdo vilo/cripta [IRI: 2 (1-3) vs.
IRI+PRO: 0 (0-2)] e do somatdrio de todos os critérios [IRI: 10 (7-12) vs. IRI+PRO: 5 (3-8)].
O irinotecano aumentou o infiltrado inflamatorio, porém, o tratamento com probidticos nao
foi capaz de prevenir esse aumento [IRI: 2 (1-2) vs. IRI+PRO: 1 (1-2)]. N&o houve diferenca
entre os grupos estudados quando foi avaliada a regeneracdo celular [IRI: 2 (1-2) vs.
IRI+PRO: 2 (1-2)] (Tabela 7).
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Figura 16- Efeito da administracdo de probioticos sobre as alteracdes histopatologicas no
figado de animais tratados com irinotecano.

Irinotecano
Salina Irinotecano + Probidticos Probidticos

Alteragbes histologicas

Inflamag&o Lobular Esteatose Balonizagdo Escores final
Grupos (0-3) (0-3) (0-2) Kleiner
! (0-8)
SAL 0(0-1) 1(0-1) 1(1-2) 2(1-3)
PRO 0(0-1) 0(0-1) 1(0-1) 2(0-2)
IRI 2(1-3)* 2(0-2)* 2(1-2) 4,5(2-6)*
IRI+PRO 1(1-1) 0(0-1)% 1,5(1-2) 3(2-3)*%

Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou suspenséo de probidticos (1x10” UFC/mL, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou ndo a administragdo de antibidticos. O figado foi coletado apds eutandsia e processado para analise
histopatolégica. O tratamento com irinotecano causou inflamagéo lobular e esteatose hepética. O tratamento com
probidtico foi capaz de prevenir a esteatose e 0 escore final de lesdo hepatica. Os grupos controle salina e
probidticos ndo mostraram alteracdes significativas. Aumento 400x. *P<0,05 vs grupo SAL; *P<0,05 vs grupo
IRI. Para a analise utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pds-teste de Dunn.



71

Tabela 7 - Efeito da administracdo de probidticos sobre as alteracGes histopatoldgicas no
intestino de animais tratados com irinotecano.

Parametros Histopatolégicos — fleo

Grupos Arquitetura  Estratificacido  Regeneracdo Inflamacgdo Vilo/ Escore final
(0-3) (0-3) (0-3) (0/3) cripta (0-15)
{0/3)
SALINA 0(0-0) 0,5(0-1) 1(1-2) 1(1-1) 0(0-1) 3,5(3-5)
PRO 1(1-2) 2(1-2) 2(1-2) 1(1-1) 0(0-1) 5(4-8)
IRI 2(1-3)* 2(2-3)* 2(1-2) 2(1-2)* 2(1-3)* 10(7-12)*
IRl + PRO 05(0-1)* 1,5(0-2)*% 2(1-2) 1(1-2) 0(0-2)* 5(3-8)*

Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou suspensdo de probiéticos (1x10’ UFC/mL, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou ndo a administracdo de antibidticos. O ileo foi coletado apds eutandsia e processado para analise
histopatolégica. O tratamento com probidticos foi capaz de prevenir alteracBes na arquitetura intestinal,
estratificacdo, reducdo na razdo vilo/cripta e do escore final de dano intestinal induzido por irinotecano. Os
grupos controle salina e probidticos ndo mostraram alteracdes significativas. *P<0,05 vs grupo SAL; “P<0,05 vs
grupo IRI. Para a anlise utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por p6s-teste de Dunn.
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5.2.3 Probioticos previnem o acumulo de células inflamatorias na esteato-hepatite
induzida por irinotecano.

O figado dos animais foi coletado apds cinco semanas do inicio do tratamento com
irinotecano para contagem em lamina do numero de focos de células inflamatorias, avaliacéo
da expressdo génica de receptor Toll-like 4 e dosagem de citocinas. O tratamento com
irinotecano aumentou o infiltrado inflamatorio (SAL: 0,6 + 0,4 focos/campo vs. IRI: 7,6 £ 1,9
focos/campo; Figura 17A), a expressdo de Toll-like 4 (SAL: 0,9 £ 0,03 vs. IRI: 3,5+ 0,7;
Figura 17B) e TNF-a (SAL: 1,9 £ 0,7 vs. IRI: 11,68 + 3,4; Figura 17C) no figado de animais
quando comparado ao grupo salina (P<0,05). Entretanto, o tratamento com probioticos
reduziu o namero de focos inflamatoérios (IRI+PRO: 2,7 £ 0,6 focos/campo), sem reduzir a
expressao do receptor TLR4 (IRI+PRO: 2,7+0,2) ou a producdo de TNF-a (IRI+PRO: 4,9
+0,7). A expressdo de IL-1p também foi avaliada, porém, a administragdo de irinotecano ndo

alterou seu nivel de expressdo (SAL: 1,2 + 0,2 vs. IRI: 4,1 +1,1; Figura 17D).
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Figura 17 - Efeito da administracdo de probidticos sobre os parametros inflamatorios no
figado de animais tratados com irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou suspenséo de probidticos (1x10’ UFC/mL, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou ndo a administragdo de probioticos (n=5-8). Amostras de figado foram coletadas ao final do periodo
experimental. O tratamento com probidticos reduziu o acimulo de células inflamatérias (A), mas ndo reduziu a
expressdo génica de TLR4 (B) e TNF-a (C) induzidos por irinotecano. Irinotecano ndo alterou a expressao
génica de IL-1B comparada com o controle salina. Para a analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido
por pés-teste de Bonferroni.
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5.2.4 Erequéncia de células linféides no baco de animais com esteato-hepatite induzida
por irinotecano.

O baco dos animais com esteato-hepatite foi coletado para avaliacdo do impacto das
administracdes de irinotecano e de probioticos sobre a frequéncia de diferentes subpopulactes
linfocitarias. Os animais com esteato-hepatite tiveram uma reducdo na frequéncia de
linfocitos T totais (% CD3") (SAL: 63,2+ 1,2 vs. IRI: 41,27+ 4,1; Figura 18B) e de Linfdcitos
T CD4 (%CD3'CD4") (SAL: 48,8+ 3,5 vs. IRI: 28,8+ 3,3; Figura 18A e C) em relagio ao
controle. O tratamento com probidticos aumentou a frequéncia dessas células de forma
significativa (IRI+PRO: 54,0+ 1,6%; IRI+PRO: 40,0+ 1,2%; vs. IRl respectivamente)
(P<0,05). Entretanto, as populacbes de células T CD8 (%CD3'CD8") (Figura 18D) e
linfocitos B (%CD3 CD19") (Figura 18E) esplénicos ndo se mostraram alteradas nesses
animais.

Observamos, ainda, trés fenotipos distintos de células no baco dos animais C57BL/6:
CD45'CD25"CCR6", CD45"CD25"CCR6™ ¢ CD45'CD25 CCR6" (Figura 19). Animais que
receberam injecGes de irinotecano tiveram um aumento na frequéncia (%) de ceélulas
CD45'CD25"CCR6" (SAL: 31,3+ 1,2 vs. IRI: 39,6 + 2,4), sendo essa frequéncia reduzida de
forma significativa no grupo tratado com a suspensdo de probioticos (IRI+PRO: 32,2 + 1,8 vs.
IRI 39,6 + 2,4; Figura 19A e B) (P<0,05). Contudo, a avaliacdo dos fenotipos seguintes
mostraram um perfil diferente, pois apenas animais que receberam a associacdo do
guimioterapico com o0s probidticos tiveram um aumento na frequéncia de células
CD45'CD25"CCR6 (IRI+PRO: 4,4+ 0,8; Figura 19A e C) e CD45"CD25 CCR6" (IRI+PRO:
5,2 £ 0,6; Figura 19A e D), sendo essa diferenca significativa em relacdo a todos os demais

grupos.
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Figura 18- Frequéncia de linfocitos T e B esplénicos em animais tratados com irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou suspensdo de probiéticos (1x10” UFC/mL, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou ndo a administracdo de antibidticos (n=5-8). O baco foi coletado apds eutanasia e as células isoladas foram
submetidos a imunofenotipagem por citometria de fluxo. (A) Imagem representativa da frequéncia de células
CD3*CD4". A frequéncia de células T CD3" (B) e CD3'CD4" (C) aumentou nos animais que receberam
irinotecano e probidticos comparado aqueles que receberam apenas irinotecano.
CD3'CD8" (D) e CD3'CD19" (E) ndo se mostrou alterada. Para a analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA

seguido por pés-teste de Bonferroni.

A frequéncia de células
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Figura 19 - Frequéncia de células CD45+CD25+CCR6+, CD45+CD25+CCR6-, e
CD45+CD25-CCR6+ esplénicas em animais tratados com irinotecano.
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Animais receberam salina (5 mL/Kg, i.p) ou suspenséo de probiéticos (1x10° UFC/mL, v.0.) como controle. A
esteato-hepatite foi induzida com administracdo de irinotecano (50mg/Kg, i.p.) durante cinco semanas associado
ou ndo a administracdo de antibidticos. O baco foi coletado ap6s eutanadsia e as células isoladas foram
submetidas a imunofenotipagem por citometria de fluxo (n=5-8). (A) Imagem representativa da frequéncia de
leucdécitos excluindo-se células ndo B, ndo T no bago de animais. Irinotecano foi capaz de aumentar a frequéncia
de células CD45"CD25"CCR6", 0 que foi prevenido pelo tratamento com probidticos (B). A associagio de
irinotecano com probidticos foi capaz de aumentar a frequéncia de células CD45°'CD25'CCR6™ (C) e
CD45'CD25 CCR6" (D), 0 que ndo foi observado em outros grupos. Para a analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido por pos-teste de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que a deplecdo da microbiota intestinal por meio
de antibioticoterapia ou da regulacdo das populacdes de bactérias intestinais através do
tratamento com probioticos, pode efetivamente impedir o desenvolvimento de esteato-hepatite
induzida por irinotecano. Alem disso, foi demonstrado que o efeito do tratamento com
antibioticos ou com probidticos estava associado & preservacdo da barreira intestinal e a
reducdo da translocacdo das bactérias do intestino para o tecido hepatico. Dessa forma,
demostramos que a translocacdo bacteriana, a partir da microbiota intestinal para o figado,
exerce um papel chave na patogénese da NASH induzida pelo irinotecano e que a modulagéo
dessa microbiota possui grande potencial terapéutico para a prevencao do desenvolvimento da

NASH induzida por esse quimioterapico.

Estudos anteriores do grupo LAFICA (ndo publicados) evidenciaram um aumento
significativo na imunoexpressdo de TLR4 no figado de animais que receberam irinotecano.
Além disso, foram encontradas enterobactérias do tipo Escherichia coli, bactérias gram-
negativas, durante todas as semanas experimentais de inducdo do modelo de esteato-hepatite,
tanto em sangue da veia porta quanto em hemocultura sistémica, somente em camundongos
tratados com o quimioterdpico. Esses achados sugerem que Escherichia coli transloca do
intestino para o figado durante a esteato-hepatite induzida por irinotecano. Marcolino Assis-
Junior e colaboradores (2017) demostraram a presenca de bactérias no figado de
camundongos com NASH induzida por irinotecano através da identificacdo da presenca de
DNA bacteriano em amostras de figado. Assim, para investigar de que maneira as bactérias
chegam ao figado e seu real papel no desenvolvimento da inflamacdo e do dano hepatico,
propusemos avaliar o efeito da antibioticoterapia no modelo de esteato-hepatite induzida por
irinotecano. Para essa finalidade, foi utilizado um coquetel antibidtico reconhecidamente
eficaz na esterilizacdo da microbiota intestinal. Como resultado, verificamos que o protocolo
utilizado foi adequado para esgotar a microbiota intestinal em nossos animais. Souza (2004)
ja havia demonstrado a eficécia desse protocolo, no qual a administracdo com antibidticos de
largo espectro resultou em bactérias intestinais ndo detectaveis apos 21 dias de tratamento.
Em nosso modelo, tal deplecdo foi efetivamente mantida por sete semanas, permitindo a
adequada investigacdo quanto ao papel da microbiota intestinal na patogénese da esteato-
hepatite.
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Wong e colaboradores (2015) estudaram o papel da proteina adaptadora MyD88 e dos
receptores do tipo Toll-like, TLR2 e TLR9, no modelo de mucosite intestinal induzido por
irinotecano. Nesse estudo foi observada a presenca sistémica de bactérias e uma translocacéo
bacteriana regional significativa para o figado em camundongos do tipo selvagem injetados
com irinotecano, um efeito que se correlacionou com a gravidade da mucosite. No entanto, a
delecdo génica de TLR2, TLR9 ou da proteina adaptadora MyD88 resultou em redugdo da
gravidade da mucosite intestinal, alem de diminuicdo da bacteremia e translocacdo bacteriana
para o figado, eventos relacionados ao tratamento com irinotecano. Nossos resultados estdo de
acordo com os observados no estudo em questdo, uma vez que, a deplegédo da microbiota
intestinal preveniu o dano intestinal, a bacteremia e a presenca de bactérias no figado mesmo
apos sete semanas de tratamento com irinotecano, sugerindo que as bactérias que chegam a
circulacéo sistémica e ao figado de animais tratados com irinotecano vém do intestino como

consequéncia da ruptura da barreira intestinal derivada do tratamento quimioterapico.

Neste estudo, foi demonstrado que o dano histopatoldgico hepatico induzido pelo
irinotecano estava de acordo com o0s escores propostos por Kileiner (2005). Costa (2014)
descreveu 0 mesmo padrdo de dano associado a injecdo de irinotecano em camundongos
Swiss, sendo esses achados reproduzidos em nosso estudo utilizando camundongos C57BL/6.
O tratamento antibidtico atenuou 0s escores totais de Kleiner, incluindo a diminuicdo das
células inflamatdrias no tecido hepético. A literatura relata que o aumento da endotoxemia
portal e do LPS sistémico causa dano inflamatdrio hepéatico grave em modelo de obesidade
(BRUN et al., 2007). A participacdo da microbiota intestinal e sua translocacdo para o figado
como componente para o desenvolvimento da NASH também foram observadas em modelo
experimental murino de derivacdo jejuno-ileal, onde a lesdo hepética e esteatose resultantes
foram minimizadas com terapia antimicrobiana, o que demonstra o papel da resposta imune
inata via receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) responsaveis por identificar
moléculas associadas a patdgenos, como o lipopolisacarideo (LPS) bacteriano, no
desenvolvimento de doenca hepatica (VANDERHOOF et al., 1980). E de suma importancia
ressaltar que a via pela qual o LPS no figado e gera inflamac&o hepética envolve sua ligagcdo
aos receptores TLR4 (RIVERA et al., 2007).

NOs relatamos que o tratamento com irinotecano aumenta a imunoexpresséo do TLR4
no figado e no intestino de animais. A literatura demonstra que uma ativacdo prolongada ou

exagerada dos receptores do tipo Toll (TLRs) pode produzir efeitos deletérios (MENCIN et
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al., 2009). Em modelo experimental de esteato-hepatite, camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram aumento na expressao de TLR4 quando comparados ao grupo
controle, além de niveis elevados de LPS portal e inflamacdo hepatica grave (GABELLE,
2011). O papel crucial da sinalizacdo através do LPS bacteriano, ligante de TLR4, na NASH
foi demonstrado pela primeira vez através do aumento da sensibilidade hepatica em ratos
obesos mesmo utilizando-se baixas doses de LPS (YANG, 1997). Em um estudo em
camundongos que receberam dieta deficiente em metionina-colina (MCD) para inducdo de
NASH foi observada expressdo aumentada de TLR4 no figado e que animais geneticamente
modificados com expressédo deficiente de TLR4, exibem diminuicdo da lesdo e menor
acumulo de lipidios hepaticos (RIVERA, 2007). Nossos resultados mostraram que a deplecéo
da microbiota levou a uma diminuicdo da expressdo de TLR4 e da producao de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a e IL-1B. A interacdo do ligante com o complexo receptor TLR4
leva ao recrutamento de multiplas moléculas adaptadoras a membrana celular, resultando na
degradacdo do IkB e na translocacdo de NF-kB para o nucleo, que por suas vez induz a
transcricdo de diversas citocinas e outras mediadores da inflamacdo (RIVERA et al., 2007).
Assim, o TLR4 parece ser a conexdo crucial no eixo microbiota intestinal/figado relacionado

a patogénese da NASH.

A literatura relata que TNF-o e IL-1 promovem a progressdo da doenga hepatica
gordurosa ndo alcodlica (NAFLD) em modelos animais. Nesse contexto ja foi demonstrado
que o TNF-a é capaz de promover a morte de hepatocitos e 0 acimulo de colesterol nessas
células através do aumento da captacdo de colesterol através de receptores de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e da diminuigdo do seu efluxo celular (MA et al., 2000). A IL-1P
também medeia as caracteristicas encontradas na NAFLD, incluindo a esteatose (KAMARI et
al., 2011] e morte de hepatécitos (MIURA et al., 2010). Camundongos que eram deficientes
em caspase-1, enzima que converte a pro-forma de IL-1p (pro-I1L-1p) em sua forma ativa IL-
1B, também eram resistentes a esteatose/esteato-hepatite (STIENSTRA, 2010; DIXON,
2013). Esses dados corroboram com nossos achados, uma vez que, animais tratados com
irinotecano apresentaram um aumento no acumulo hepético de lipidios observado tanto por
dosagem bioquimica quanto por analise histopatologica, e que a reducdo desse parametro
obtidos apds o tratamento com antibioticos podem ser decorrentes da reducao da producédo de

citocinas pré-inflamatoérias.
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Costa e colaboradores (2014) relataram em seu estudo a presenca de inflamacao
lobular e inflamacéo portal em animais que receberam irinotecano a partir de cinco semanas
de tratamento. No mesmo estudo foi avaliado os niveis locais da citocina IL-1B, onde
observou-se um aumento da sua expressdao apos sete semanas de tratamento quimioterapico
com irinotecano em células mononucleares e em hepatécitos. No presente estudo também
observamos o aumento do infiltrado inflamatorio hepatico e da expressdo de IL-1p, além de

TNF-a apds cinco e sete semanas de tratamento com o quimioterapico.

A literatura reporta que ha uma alca de retroalimentacéo positiva envolvendo o influxo
de neutréfilos e a produgdo das citocinas TNF-o e IL-1p, responsaveis por deflagrar e
perpetuar o processo inflamatorio. Em um trabalho que utilizava modelo murino de artrite
induzida por antigeno, a contribuicdo do TNF-a, da IL-1p e do influxo de neutréfilos na
inflamacdo e na nocicepcdo articular foi avaliada. A administracdo de um anticorpo
monoclonal antagonista dos receptores TNF-a (infliximab) ou da IL-1 preveniu o influxo de
neutréfilos e a hipernocicepcdo, e isto foi comparavel aos efeitos da dexametasona. O
tratamento com fucoidina (um inibidor de adesdo de leucdcitos) suprimiu consideravelmente
o influxo de neutrofilos e a producéo local de TNF-a e IL-1p (SACHS et al., 2011). Em nosso
estudo, a deplecdo da microbiota intestinal levou a uma reducdo dos pardmetros inflamatérios
supracitados, nos levando a crer que a migracdo de células para o tecido hepético foi atenuada

pela reducdo dos niveis dessas citocinas.

O modelo de esteato-hepatite induzida por irinotecano proposto por Costa et al. (2014)
descreve que o tratamento com irinotecano induz eventos inflamatérios e oxidativos no
figado, que precedem o acimulo de lipidios na NASH em camundongos Swiss. Sabe-se que a
inflamacdo também pode levar a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(ABBAS e LICHTMAN, 2011) com consequente dano mitocondrial. Estudos prévios
demonstraram que os hepatocitos produzem oxido nitrico (NO) ap6s exposicdo a citocinas
como TNF-a, IL-1PB ¢ IL-18, em resposta ao LPS e durante a inflamacédo hepatica cronica
(KIRKALLI, 2000). Em modelos experimentais de NASH induzida por dieta, também tem sido
observado aumento da expressdo hepatica de iNOS (HA, 2010). Além disso, o 6xido nitrico
parece ter um papel chave no desenvolvimento e progressdo de NASH, estando envolvido nos
processos de inflamacdo e fibrose hepaticas, que séo alguns dos aspectos caracteristicos da
NASH (FUJITA, 2010). Nossos dados de reducdo da expressdao de iNOS em animais que



81

tiveram a microbiota depletada estéo coerentes com uma reduzida ativagdo de TLR4, uma vez

que esse receptor se encontra upstream na via inflamatéria de expressdo da iNOS.

Em nosso modelo experimental, também verificamos uma lesdo intestinal acentuada
detectada por alteracfes na arquitetura intestinal, encurtamento de vilosidades, e infiltracdo de
células inflamatdrias. N0s demonstramos que o tratamento com antibidticos atenua o dano
histopatoldgico intestinal induzido pelo irinotecano. A literatura relata que danos no epitélio
intestinal e a alteracdo da microbiota intestinal correlaciona-se com a toxicidade intestinal do
irinotecano (GIBSON et al, 2003; BRANDI et al., 2006). Um estudo clinico mostrou que
pacientes que usaram 0s antibi6ticos orais neomicina e bacitracina tiveram um potencial
efeito protetor na mucosite induzida por irinotecano e mucosite induzida pela combinacédo de
irinotecano e fluorouracil (SCHMITTEL, 2004; ALIMONTI, 2003).

A teoria mais aceita € que ap0Os o insulto inicial aos enterdcitos promovido pela
quimioterapia antiproliferativa, o epitélio da mucosa torna-se mais permeavel, e o
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), presente no limen, pode penetrar mais profundamente na
mucosa e ativar o receptor Toll-like 4 (TLR4) nos macrofagos residentes abundantes na
lamina prépria. 1sso pode levar a lesdo celular mediada por TNF-a e ativacdo secundaria do
sistema imune inato e recrutamento de células inflamatérias para o local da lesdo
(BOELSTERLI et al., 2013; WATANABE et al., 2008).

Em paralelo a investigacdo dos parametros inflamatérios, também avaliamos critérios
gerais associados ao desenvolvimento de NASH. A hepatomegalia caracteristica encontrada
apos protocolo com irinotecano foi abolida, corroborando com os dados de reducdo dos
critérios gerais de lesdo hepatica de Kleiner, assim como a reducdo da atividade da enzima
alananina aminotransferase (ALT) (marcador de lesdo hepatica) ap6s cinco e sete semanas de
tratamento com antibidticos. A antibioticoterapia preveniu a perda de peso causada por
irinotecano desde a quarta semana de tratamento. Foi avaliado, ainda, o efeito citotéxico do
irinotecano para avaliar se a deplecdo da microbiota poderia prejudicar a eficacia antitumoral
do farmaco. Contudo, ndo houve diferenca entre os grupos tratados apenas com
quimioterapico e com antibidticos mais quimioterapico apos cinco semanas de inducdo do
modelo, momento em que foi contatada a redu¢do do nimero de leucdcitos totais circulantes

de maneira semelhante em ambos 0s grupos.

Todos os trabalhos publicados utilizando o modelo de esteato-hepatite induzido por

irinotecano padronizado por Costa e colaboradores (2014) utilizaram camundongos Swiss. As
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primeiras tentativas do grupo em padronizar a utilizagdo de camundongos C57BL/6
mostraram que a NASH parecia se desenvolver de forma precoce nesses animais, 0 que
motivou a avaliacdo dos animais em dois diferentes momentos, ap0s cinco e sete semanas de
tratamento com irinotecano. Apos a avaliacdo do curso do desenvolvimento da doenca surgiu
a necessidade de optar por um dos protocolos para que se desse seguimento ao estudo.
Optamos por usar a dose de 50 mg/Kg ja padronizada, administrada em dias alternados
durante somente cinco semanas experimentais, representando este o menor periodo de
tratamento capaz de reproduzir as alteracfes histopatoldgicas, bioquimicas e inflamatorias

encontradas na NASH induzida por irinotecano.

Até 0 momento as opcdes terapéuticas para tratar NASH possuem limitada eficacia. O
tratamento com pioglitazona ndo estabeleceu indices de seguranca e eficacia a longo prazo
bem definidos. O tratamento com a-tocoferol deve ser considerado em pacientes com NASH,
embora intervengdes com essa substancia apresentem problemas de seguranga. Esse quadro,
expde a real necessidade de buscar alternativas terapéuticas mais eficazes. Sabe-se que 0
principal bioproduto bacteriano envolvido na patogénese da NAFLD/NASH é o LPS
bacteriano e que este estad relacionado ao aumento da inflamacdo que é comum a NASH
(BRANDL & SCHNABL, 2017). Considerando que a esteatose hepatica e NASH estdo
associadas a proliferacdo bacteriana e aumento da permeabilidade intestinal, pode-se esperar
que intervencdes que modulem a microbiota intestinal sejam benéficas. Nesse sentido, o uso
de probidticos, prebidticos ou ambos (simbidticos) tem sido sugeridos para serem usados no
tratamento de NASH (BUSS, 2014).

Em um estudo clinico randomizado, pacientes com NASH comprovada por anéalise
histoldgica e que apresentavam aumento da atividade da alanina aminotransferase (ALT)
receberam uma férmula que continha cinco cepas probidticas, incluindo Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus delbrueckii  ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium bifidum. Apos seis meses de tratamento, 0s
pacientes do grupo que recebereram probioticos tiveram uma reducdo significativa do
conteddo intra-hepatico de trigliceridios e de aspartato aminotransferase, em contraste com o
grupo que teve apenas cuidados usuais, no qual ndo houve reducéo desse parametro. Contudo,
ndo houve diferenca no indice de massa corporea, circunferéncia da cintura, niveis séricos de
glicose e lipidios e rigidez do figado (WONG, 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandl%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28257306
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandl%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28257306
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Em revisdo sistematica publicada por Buss e colaboradores (2014) foram avaliados
estudos que avaliavam o efeito de probioticos e simbidticos na doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica. Os niveis de aminotransferases e indice de massa corporea foram aspectos
comumente avaliados em todos os estudos. Pacientes que receberam Bifidobacterium longum
e oligossacarideos mostraram reducdo de AST e ALT e de massa corporea
(MALAGUARNERA, 2012). Em contraste, ap0s trés meses de tratamento com Lactobacilus
bulgaricus e Estreptococcus thermophiles, as aminotransferases dos pacientes estavam
significativamente diminuidas, mas ndo a massa corporal (ALLER, 2011). Por fim, Wong ao
incluir em seu estudo pacientes com NASH que receberam uma mistura de probidticos
(Lactobacillus plantarum, L. deslbrueckii, L. acidophilus, L. rhamnosus, Bifidobacterium
bifidum) e prebioticos (frutooligossacarideos) ndo foi observada melhora significativa nas
enzimas hepaticas ou massa corporal, entretanto, os pacientes tinham uma diminui¢do do

contetdo intra-hepético de triglicerideos.

Em modelo murino de NASH induzido por dieta deficiente em colina-metionina
avaliou-se o efeito da administracdo de Lactobacillus casei. O uso do probidtico suprimiu o
desenvolvimento da doenca pela atenuacdo do dano hepatico, de parametros séricos (dosagem
de ALT), da supressdo da inflamacdo, fibrose no figado e reducdo da inflamagdo do célon
(OKUBO, 2013). Esses dados estdo coerentes com os obtidos por nds, uma vez que em nosso
modelo, os altos niveis de ALT, o dano tecidual no figado e o acimulo de gordura hepética
causados pelo tratamento quimioterapico foram significativamente reduzidos ao utilizarmos
um coquetel de probioticos contendo cepas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacteirium lactis.

Probidticos do tipo L. rhaminosus e acidophilus foram usados como abordagem para
tratamento da doenca hepatica alcodlica. O alcool é capaz de aumentar a expressdo de TLR4
no figado de animais, que foi reduzida significativamente pela administracdo de probi6ticos,
estando a IL-10 envolvida nesse processo. Nesse mesmo estudo, relatou-se o prejuizo na
estrutura das microvilosidades intestinais e de tight junctions ap6s indugdo do modelo de
doenca hepatica, sendo estas estruturas eficazmente preservadas quando utilizados L.
rhaminosus e acidophilus (HONG, 2015). Curiosamente, em nosso modelo ndo observamos
reducdo da expressdo génica do receptor TLR4 quando da utilizacdo da suspensdo de

probioticos, como também, ndo houve diferenca na expressdo das citocinas pro-inflamatérias
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investigadas. Deve-se considerar, entretanto, que a avaliagdo em nivel de tradugcdo em

proteinas desses alvos néo foi realizada.

A alteracdo da composicdo da microbiota intestinal em camundongos e em seres
humanos promove a obesidade e o acimulo de gordura no figado mesmo na auséncia de
permeabilidade da mucosa aumentada e de ativacdo de TLR, e pode ocorrer através de um
aumento da capacidade bacteriana de captar energia (MIELE et al., 2009; BUZZETT] et al.,
2016). A microbiota intestinal impacta no balanco energético do hospedeiro aumentando a
absorcéo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) através do epitélio intestinal (ARSLAN,
2014). Além disso, as bactérias entéricas induzem aumento da atividade da lipoproteina lipase
e acumulo de triglicérides (TILG & MOSCHEN, 2010). A microbiota intestinal também
produz enzimas que catalisam a conversdo de colina dietética em compostos tdxicos,
particularmente metilaminas. Estas aminas podem ser captadas pelo figado, sendo entdo
transformadas em N-O6xido de trietilamina, induzindo inflamacdo e lesdo hepéatica. Como
mostrado por Spencer e colaboradores (2011), a dishiose da microbiota intestinal pode
promover a NASH por reducdo nos niveis de colina e aumento nos niveis de metilamina.
Outro mecanismo pelo qual a microbiota intestinal promove NASH é através da alteracdo no
metabolismo do &cido biliar via sinalizacdo do receptor farneséide X (FXR), interferindo,
portanto, nos processos de lipogénese e exportacdo hepatica de VLDL (lipoproteina de muito
baixa densidade) (TREMAROLI & BACKHED, 2012).

E relatado na literatura que ha vias de lesdo celular associadas a infeccdo por E. coli
que independem de receptores Toll-like. Proteinas do sistema de secrecéo tipo 11l da E. coli
presentes em seu revestimento celular injetam proteinas efetoras diretamente no citoplasma de
outras células, causando danos que incluem citotoxicidade mediada por disfuncéo
mitocondrial. A funcdo mitocondrial é de fundamental importancia no metabolismo
energético celular. O dano causado nessa organela pode levar ao acimulo de lipidio celular e
uma alteracdo na populacdo de E. coli em decorréncia da modulacdo da microbiota intestinal
poderia ser responsavel pela preservacdo mitocondrial (COBURN et al, 2007). Essas
afirmacdes poderiam explicar nossos achados, observamos que os animais que receberam o
protocolo quimioterdpico acumulam gordura possivelmente através de um mecanismo
adicional que envolve uma mudanca no fenotipo do microbioma intestinal e leséo
mitocondrial mediada por bactérias gram-negativas. Dessa forma, possivelmente o tratamento
com probidticos reduziram o acumulo intra-hepatico de lipidios por uma via independente de
TLRA4.
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Juntamente ao estudo dos critérios de esteato-hepatite, realizamos avaliacBes de
critérios relacionados a mucosite intestinal induzida por irinotecano. A gravidade da diarreia
foi avaliada ao final do periodo experimental. Observamos que 0s animais tratados
apresentavam menos diarreia do que aqueles injetados apenas com irinotecano. Probioticos
como Lactobacillus tem sido indicados como benéficos no manejo das desordens
gastrintestinais, incluindo a diarreia. A diarreia € um componente multifatorial que pode
ocorrer devido a secrecdo de fluidos e eletrdlitos, diminuicdo da absor¢do ou ambos. A
absorcéo eletrolitica no intestino de mamiferos ocorre por meio da atividade de trocadores de
jons Na'/H" e CI'THCOj3 presentes na superficie apical de células epiteliais intestinais. NH, e
NH;3 sdo as principais isoformas de NH responsaveis pela absorcdo de sodio, enquanto DRA
e PAT-1 sdo os principais trocadores de CI'/HCOj;. Alteracdes na atividade de NH3 e do
DRA sdo vistas na diarreia causada por infeccdo por E. coli enteropatogénica. Levando-se em
consideracdo que qualquer agente que estimule a absorcdo luminal de NaCl pode atuar como
agente antidiarreico, Singh e colaboradores (2012) investigaram o potencial terapéutico de L.
acidophillus em conferir beneficios através desse mecanismo. O tratamento com L.
acidophillus em células Caco-2 resultou em aumento significativo da atividade de troca de
Na'/H" e do aumento da expressdo em nivel transcricional e de traducio de NHs. Além disso,
o efeito de L. acidophillus ja havia sido demonstrado por aumentar a expressdo e funcdo da
DRA via mecanismos transcricionais a longo prazo em células Caco-2 (RAHEJA, 2010).
Lactobacillus acidophillus também mostraram efeito positivo na mucosite intestinal induzida
por quimioterapia a base de 5- Fluorouracil. O dano epitelial e a infiltracdo neutrofilica na
mucosa intestinal foram abolidos pelo tratamento probidtico. Além disso, foi visto um
aumento significativo de IL-10 localmente (JUSTINO, 2015). Em nossos animais observamos
uma atenuacdo da gravidade da diarreia que pode estar relacionada a regulacéo da absorcdo e

secrec¢do eletrolitica subjacentes aos potenciais efeitos antidiarreicos dos probidticos.

Receptores do tipo Toll e NOD que reconhecem padrfes associados a patdgenos estdo
expressos em células do sistema imune e células epiteliais e determinam a maturacdo da
apresentacdo de antigenos celulares, o que subsequentemente define o tipo de resposta imune
desenvolvida, que pode ser essencialmente efetora (Th1, Th2 ou Th17) ou reguladora (Treg)
(SANCHES, 2017). Em um modelo de mucosite intestinal também induzido por irinotecano,
Fernandes e colaboradores (2018) avaliaram o percentual de células T tanto em nivel

esplénico quanto intestinal e relataram uma queda no namero de linfocitos T totais e T CD4
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(% CD3" e % CD3+CD4+) no intestino no quinto e sétimo dias experimentais, embora um

aumento tenha sido observado no bago no quinto dia experimental seguido de um retorno a

niveis basais.

Em um estudo que avaliava a participacdo de células T CD4 na progressdo de NAFLD
para carcinoma hepatocelular, observou-se que o excesso nutricional leva a altos niveis de
acidos graxos livres, provocando fosforilacdo oxidativa e disfuncdo mitocondrial em
linfocitos T CD4", resultando em apoptose dessas células. Em condi¢Ges normais, células T
CD4" hepaticas e macrdfagos contribuem erradicando hepatdcitos senescentes e o tumor de
forma precoce, prevenindo a formacédo de carcinoma hepatocelular (WEISKIRCHEN, 2016).
A comparacdo do fenétipo de células imunoldgicas em sangue periférico de pacientes com
NASH mostrou haver uma menor porcentagem de subpopulacdes de linfécitos T CD4" e T
CD8'CD45RA do que aqueles que ndo possuiam a doenca, que estd relacionado com a
prevaléncia de um fendmeno auto-imune relatado na NAFLD (INZAUGARAT, 2011). Esse
dados estdo coerentes com 0S Nossos, em que 0 maior aporte de acidos graxos decorrente do
desequilibrio na homeostase lipidica em animais com esteato-hepatite poderia levar a morte
de linfocitos T CD4 em nivel sistémico, sem, contudo, interferir na populacdo de linfécitos T
CD8 (CD3'CD8") ou linfocitos B (CD3'CD19%). Esse fendmeno pdde ser prevenido
provavelmente através de um beneficio na homeostase dos lipidios causados pelos
probidticos, nos levando a crer que esses animais possam ter reduzido niveis de triglicerideos

plasmaéticos, uma vez que o conteudo lipidico hepatico mostra-se reduzido.

Dumoutier e colaboradores (2011) mostraram que uma populacdo de células inatas do
baco é responsavel pela producédo de IL-22 e pode ser caracterizada pela expressao de CD25 e
CCR®. Essas sdo células ndo-B e ndo-T que atuam desencadeando uma resposta inflamatéria
sistémica de fase aguda no figado, um dos principais 6rgaos alvo da IL-22. A atividade dessas
células resulta da ativacdo de receptores TLR4 (ligante de LPS) mas também de TLR5
(ligante de flagelina) e estdo sob o controle de IL-23 e IL-2, desencadeadas por respostas
imunes inatas ou adaptativas. Aqui ndés demonstramos por citometria de fluxo uma
caracterizacdo de células semelhantes a essa, na qual animais tratados com irinotecano
tiveram um aumento da populacdo CD45"CD25"CCR6" ap6s cinco semanas de tratamento.
Esse dado corrobora com aumento do dano hepatico observado na NASH, o que nos leva a
crer que possivelmente essas células também sejam produtoras de 1L-22, promovendo dano

hepatico. Isso poderia explicar, pelo menos em parte, a atenuacdo do dano observado nos
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animais que receberam probioticos, uma vez que nesses animais houve reducdo significativa
de células CD45'CD25" CCR6". Embora ndo tenhamos encontrado diferenca significativa na
ativacdo de receptores TLR4, o que poderia explicar a eficacia dos probidticos em reduzir
essas células, essa evidéncia abre novas perspectivas quanto a investigacdo da participacao de
receptores TLR5 no processo. Além disso, uma resposta mediada por receptores de
reconhecimento padrdo do tipo NOD também s&o passiveis de investigacao.

Nossos resultados nos levam a crer que o dano inicial causado pela administracdo do
quimioterapico levaria a um dano epitelial intestinal mediado pela ativacdo de receptores
TLR4. Secundariamente a ativagdo de TLR4 no figado, a citocinas pro-inflamat6rias como
TNF-a e IL-1pB sao produzidas. Supomos que estas podem ser as responsaveis por orquestrar
0S mecanismos responsaveis pelo acumulo de gordura tecidual. Até o presente momento,
sabemos que os eventos inflamatdrios antecedem o acumulo de lipidios em modelo de
esteato-hepatite induzido por irinotecano que utilizava camundongos Swiss padronizado por
Costa e colaboradores (2014). Em nosso estudo, encontramos alteracfes inflamatorias antes
da sétima semana de tratamento, entretanto, ndo investigamos o acimulo de gordura hepética
através de dosagens bioguimicas em camundongos C57BL/6. Uma investigacdo mais
minunciosa a respeito de como esses eventos orquestram o desenvolvimento da NASH
induzida por irinotecano merece atengao.

A deplecdo da microbiota intestinal com utilizacdo da terapia com antibiéticos de
largo espectro mostrou que a ativacdo de TLR4 e a chegada de bactérias ao figado sdo pontos
chaves cruciais para que ocorra o inicio da cascata de eventos que culminam com o
desenvolvimento de esteato-hepatite. O uso de probidticos como tentativa de modular a
microbiota intestinal mostrou resultado positivo, uma vez que observamos uma reducdo da
inflamacdo e do dano hepatico. Entretanto, observamos que a modulacdo proposta ndo foi
capaz de reduzir a expressdo génica hepatica de TLR4, tampouco o aumento de TNF-a. A
acdo protetora dos probiéticos parece ser diferente daquela que envolve os TLR4. Aqui,
observamos uma mudanga em nivel sistémico da resposta imune que envolve diferentes
fendtipos celulares. Entretanto, uma caracterizacdo mais especifica das células envolvidas no

processo ainda se torna necessaria.
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7. CONCLUSAO

A microbiota entérica por meio da sua translocacdo do intestino para o figado € um
fator chave que leva a progressdo da esteato-hepatite induzida por irinotecano, sendo a
administracdo de probidticos capaz de prevenir essa condicdo. Seu efeito benéfico se deve,
pelo menos em parte, & modulacéo de células do sistema imune e manutencgdo da integridade

da barreira intestinal, impedindo, assim, a translocagdo bacteriana para o tecido hepaético.
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