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RESUMO

A mucosite intestinal ¢ um dos efeitos adversos mais incidentes do tratamento com 5-
Fluorouracil. Nesse contexto, microrganismos probioticos sdo cada vez mais utilizados como
alternativas para protegdo da mucosa gastrintestinal deste efeito colateral e disturbios
associados. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de Probiotil® composto pelos
probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis, e Probiatop® composto por
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus e
Bifidobacterium lactis na mucosite intestinal experimental induzida por 5-FU. Para a
execucdo do protocolo utilizou-se camundongos machos Swiss (25-30g) que foram tratados
com dose Unica intraperitoneal de 5-FU (450mg/Kg i.p.), com excec¢do dos controles (Salina e
DMSO). Os grupos probiéticos foram tratados com o Probiotil® ou Probiatop® 1h, 24h e 48h
(v.0.) ap6s a inducdo por 5-FU, sendo eutanasiados apés 72h da inducdo de mucosite.
Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para as seguintes avaliagdes: mensuracao
da relacéo vilo/cripta; escores histoldgicos; dosagem de glutationa (GSH), malondialdeido
(MDA), citocinas pro-inflamatérias (TNF-a ¢ IL-6) e atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO). Além disso, avaliou-se a analise ponderal, leucograma, esvaziamento gastrico e
transito intestinal dos animais. Observou-se que Probiatop® diminuiu a perda de peso
induzida por 5-FU, mas este efeito ndo foi demonstrado pelo Probiotil®. Os probiéticos ndo
apresentaram efeito sobre a leucopenia induzida por 5-FU. Ambos os probioticos foram
capazes de reverter alteracBes induzidas pelo tratamento com 5-FU nos trés segmentos
intestinais (duodeno, jejuno e ileo), como por exemplo, aumentaram os niveis de GSH (com
excecdo do ileo) e diminuiram de MDA, indicando uma redugdo de estresse oxidativo;
diminuiram os niveis das citocinas TNF-a ¢ IL-6, e 0 acimulo de neutréfilos, amenizando a
resposta inflamatdria; reverteram o desarranjo da relacdo vilo/cripta demonstrando uma
protecdo da mucosa intestinal. Na andlise histopatoldgica, os probidticos ndo apresentaram
uma reversdo significativa dos escores histoldgicos. O retardo do esvaziamento gastrico foi
revertido pelo Probiatop®, mas ndo pelo Probiotil®. No entanto, ndo foi observado efeito dos
probioticos sobre as alteracbes de transito intestinal. Diante do exposto, conclui-se que
Probiotil® e Probiatop® protegem a mucosa intestinal a partir de atividades antioxidantes e

anti-inflamatérias. No entanto somente Probiatop® reverteu o esvaziamento géstrico.

Palavras-chave: Mucosite intestinal. 5-Fluorouracil. Probiéticos. Processo inflamatério.



SUMMARY

Intestinal Mucositis is a higher adverse effects of treatment with 5-fluorouracil. In this
context, probiotics are widely used to protect gastrointestinal disorders. Here we report the
effect Probiotil® composed by probiotics Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium
lactis, and Probiatop® composed by Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium lactis in intestinal mucositis induced by 5-FU.
Such methodology was used male Swiss mice (25-30g), treated with a single intraperitoneal
dose by 5-FU (450 mg / kg ip), and controls with(saline and DMSO). In the Probiotics groups
was administrated Probiotil® or Probiatop” 1h, 24h and 48h (V.0.) after induction by 5-FU .
72h after 5-FU administration, mice was euthanized. Segments from Duodenum, jejunum and
ileum were removed for evaluations: measurement of villous / crypt ratio; Histological scores;
concentration of glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), proinflammatory cytokines
(TNF-a and IL-6) activity and myeloperoxidase (MPO). In addition, we investigated the
weight analysis, leukogram, gastric emptying and intestinal transit of animals. Our results
showed that Probiatop® decreased the weight loss induced by 5-FU, but Probiotil® did not
change weight loss. The probiotics had no effect on leukopenia but both probiotics were
capable of reverting changes in three intestinal segments (duodenum, jejunum and ileum),
such as increased GSH levels (except the ileum), decreased MDA levels, indicating a
reduction oxidative stress. The probiotics decreased TNF-a and IL-6 levels, neutrophils
infiltration, reducing the inflammatory response. The relationship villus / crypt was reversed,
demonstrating intestinal mucosal protection. Probiotics did not show a significant reversal of
histological scores. The delayed gastric emptying was reversed by Probiatop® but not by
Probiotil®. However, there was no effect of probiotics on the intestinal transit changes. In
conclusion, Probiotil® and Probiatop” protected the intestinal mucosa from antioxidant and

anti-inflammatory activities. However, only Probiatop® reversed gastric emptying.

Keywords: Intestinal Mucositis. 5-Fluorouracil. Probiotics. inflammatory process.
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1 INTRODUCAO

O céncer esta relacionado ao termo neoplasia maligna e pode ser definido como um
conjunto de doengas que ttm em comum o crescimento desordenado e descontrolado de
células com propriedades de indiferenciacdo celular, capazes de invadir tecidos e 6rgaos,
podendo metastasiar para varias regibes do corpo. Sua origem se da por condicdes
multifatoriais, sendo que, esses fatores causais podem agir em conjunto ou em sequéncia para
iniciar ou promover o cancer (carcinogénese) (BRANDAO et al., 2010; BRASIL, 2014).

No Brasil, o cancer é considerado a segunda maior causa de morte, com 190 mil
Obitos por ano. Estima-se cerca de 600 mil novos casos de cancer para 2016 (BRASIL, 2016).
No cenario mundial, o cancer ¢ uma das principais causas de morbidade e mortalidade
prematura, sendo responsavel por cerca de 13% de todas as causas de 6bito no mundo, mais
de 7 milhdes de pessoas morrem anualmente em decorréncia da doenca (UICC, 2009). De
acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan, da Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer (IARC) da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), projeta-se que, em
2030, mais de 21 milhdes de pessoas serdo diagnosticadas e 13 milhdes morrerdo de cancer
anualmente. O maior efeito desse aumento ird incidir em paises de baixa e média renda
(STEWART,; IARC, 2014).

Os tratamentos oncologicos atuais ttm como modalidades principais a radioterapia
ou quimioterapia isolada ou combinada e/ou associadas a cirurgia (BRANDAO et al., 2010).
Dentre os farmacos quimioterapicos, encontra-se o 5-fluorouracil (5-FU), um antimetabdlito
considerado analogo da pirimidina, que age inibindo moléculas de DNA e/ou RNA,
impedindo a sintese e metabolismo de novas células (RUTMAN; CANTAROW:; PASCHKIS,
1954). No entanto, o tratamento pode ter efeitos colaterais, muitas vezes responsaveis por
recusas da terapia, dentre os quais a mucosite, que afeta a maioria dos pacientes que fazem
uso do farmaco (WU et al.,2011).

A mucosite € uma reacdo toxica inflamatéria que afeta todo o trato gastrintestinal,
sequela do tratamento citorredutivo induzido por radioterapia e/ou quimioterapia e em
pacientes submetidos a transplante de medula 0ssea (SANTOS et al., 2009). Observa-se
concomitantemente, lesdes orais, vOmitos, anorexia, indisposicdo geral, além de dor
abdominal e principalmente, diarreia. Assim, diagndstico e tratamento apropriados a essas

condigdes sdo etapas essenciais para a boa conducdo destes pacientes (SARGENT et al.,
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2010; KISSOW et al., 2012). Em vista disso, torna-se importante o estudo de alternativas
terapéuticas que possam minimizar o impacto da mucosite em pacientes com cancer.

Os probioticos destacam-se como alvos de estudos que buscam minimizar disturbios
associados ao TGI (Trato Gastrintestinal), logo, a frequéncia de artigos de revisdo e de
ensaios clinicos randomizados tem mantido o interesse global nesse inovador método de
terapia. Inimeras cepas probidticas foram investigadas quanto a eficécia clinica, incluindo
varias cepas de bactérias lactobacilos, bifidobactérias, estreptococos, Clostridium e linhagens
dos fungos Saccharomyces boulardii, S. cerevisiae, e Monascus purpureus (MCFARLAND,
2009; CZERUCKA et al., 2007; ELMER; SURAWICZ; MCFARLAND, 1996). Em vista
disso, 0 objetivo deste trabalho foi estudar o efeito anti-inflamatorio de probidticos compostos
por Lactobacillus spp. e Bifidobacterium sp. sobre a mucosite intestinal induzida por 5-

Fluorouracil em camundongos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil é uma pirimidina fluorada, preparada a partir da substituicdo de
um &tomo de hidrogénio por um de fldor, mais estavel, na posi¢do cinco da molécula de uracil
(Figura 1). O sitio de substituicdo no anel pirimidina foi selecionado para inibir a conversao
do nucleotideo uracil em timidina (PINEDO; PETERS, 1988).

Figural. Estruturas quimicas do 5-FU, uracila e timina. Ordenadas da esquerda para a
direita.
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Fonte: Adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003).

Logo, o 5-FU é um agente quimioterapico antimetabdlito pertencente ao subgrupo
dos farmacos analogos da pirimidina, desenvolvido na década de 50 do século passado, tem a
funcdo de inibir moléculas de DNA e/ou RNA, impedindo a sintese e metabolismo de novas
células (RUTMAN; CANTAROW; PASCHKIS, 1954). Atua inibindo a atividade da enzima
timidilato sintetase, reduzindo a producdo do nucleotideo timina; ou sendo incorporado ao
DNA e/lou RNA das células, impossibilitando seu funcionamento normal e induzindo
apoptose (LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003; SAVVA-BORDALDO et al., 2010).

A citotoxicidade desta droga é atribuida a trés diferentes mecanismos:
incorporacdo de fluoro trifosfato (FUTP) no RNA; incorporacdo de fluorodeoxiuridina
trifosfato (FAUTP) no DNA genbmico e inibicdo da enzima timidilato sintetase (TS)
relacionado a sintese de nucleotideos (Figura 2) (GREM, 1997; LONGLEY et al., 2004;
NOORDHUIS et al., 2004; HARRIS et al., 2005).
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Figura 2. Metabolismo hepatico do 5-Fluorouracil.
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Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003).

5-FU — 5-Fluorouracil; DPD - diidropirimidina desidrogenase; DHFU - dihidrofluorouracil; FUMP —
monofosfato de fluorouridina; FUDP — difosfato de fluorouridina; FUTP — trifosfato de fluorouridina; FAUMP —
monofosfato de fluorodeoxiuridina; FAUDP - difosfato de fluorodeoxiuridina; FAUTP — trifosfato de
fluorodeoxiuridina; TS — timidilato sintetase; TK — timidina cinase;FUDR - fluorodeoxiuridina.

Acredita-se que o principal mecanismo de citotoxicidade do 5-Fluorouracil seja a
inibicdo da enzima timidilato sintetase, uma vez que, esta é responsavel pela conversao de
deoxiuridina monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10-
metileno tetra-hidrofolato (CH,THF) como um doador de grupos metil, no entanto, na
presenca do metabolito ativo do 5-FU que é o monofosfato de fluordeoxiuridina (FAUMP),
este por sua vez, liga-se ao sitio de ligacdo do nucleotideo da enzima TS e forma um
complexo estavel TS/CH,THF. Esse complexo é capaz de bloquear o acesso de dUMP ao
sitio de ligacdo do nucleotideo, inibindo a sintese de dTMP. Isso resulta em um desequilibrio
nas concentracbes de deoxinucleotideos (dNTP) e também um aumento dos niveis de
deoxiuridina trifosfato (dUTP), ambos podem causar destruicdo do DNA. A extensdo ao dano
do DNA causado pela dUTP é dependente dos niveis das enzimas pirofosfato dUTPase e
uracil-DNA glicosilase (UDG) (Figura 3) (LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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Figura 3. Mecanismo de acao do 5-Fluorouracil sobre a enzima timidilato sintetase.

Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston, (2003).

A enzima timidilatosintase (TS) junto ao cofator CH2THF (5,10-metilenotetrahidrofolato) converte dUMP a
dTMP que por sua vez gera dTTP (trifosfato de deoxitimidina), componente essencial da molécula de DNA.
Esquema representativo da acao inibitoria do metabolito ativo de 5-FU, FAUMP. FAUMP se liga ao sitio ativo da
enzima formando um complexo estavel com ela e seu cofator, bloqueando a liga¢do do composto dUMP e a
sintese de dTMP e dTTP, impedindo a sintese e/ou o reparo da molécula de DNA

UDG

O 5-FU é utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o ovario,
cabeca, pescogo, cancer de mama e o de coloretal, sendo de maior impacto nesse Gltimo tipo
(NOORDHUIS et al., 2004). Porém, a acdo desse quimioterapico ndo se limita somente as
células neoplésicas. Os efeitos colaterais sdo mais observados nas células com alto indice
mitotico, como os tecidos de rapida proliferacdo (KIM et al., 2006). Por exemplo, na medula
Ossea resulta em granulocitopenia, trombocitopenia, no trato gastrintestinal resulta em
mucosite oral, mucosite intestinal, faringite, esofagite, gastrite, colite, entre outros (KOENIG;
PATEL, 1970). Outros efeitos como alopecia, dermatite, cardiotoxicidade e mais raramente,
neurotoxicidade também sdo efeitos toxicos observados na utilizacdo do 5-FU (PIRZADA,
ALIl; DAFER, 2000). Também sdo relatadas alteracdes na microflora intestinal, que podem
contribuir para a ocorréncia da diarreia (SAVVA-BORDALO et al., 2010).

Aproximadamente 40% dos pacientes tratados com 5-FU apresentam mucosite,
podendo chegar a 100% com o uso de altas doses. Isso contribui para a interrup¢do do
tratamento, necessidade de modificacdo no esquema de administracdo da droga, mudanca na
selecdo do quimioterapico ou reducdo das doses, comprometendo a eficacia da terapia
proposta e refletindo na salde e qualidade de vida do paciente (SONIS, 2004; BOWEN et al.,
2006; STRINGER et al., 2009; VLIET et al., 2010). Devido a esses fatores, torna-se
importante a busca por alternativas terapéuticas que visem diminuir ou amenizar os efeitos

colaterais como a mucosite intestinal resultante do tratamento quimioterapico com 5-FU.
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2.2 Mucosite Intestinal por 5-FU

A mucosa do trato gastrintestinal, devido a alta taxa proliferativa, é
particularmente susceptivel a complicacbes durante o tratamento quimioterapico,
principalmente pelo uso de farmacos antimetabdlitos, uma vez que a inespecificidade destes
agentes promovem sua agdo também sobre células normais do organismo, principalmente
sobre aquelas de intensa atividade mit6tica. Por conseguinte, os individuos submetidos a
quimioterapia, cujos tumores podem ou ndo ser originarios do trato alimentar sdo
considerados grupo de risco para tal evento (SINICROPE; LEVIN, 2000).

A mucosa normal possui a capacidade de substituir continuamente suas celulas
por meio da geracdo das células-tronco adjacentes & submucosa. Sendo assim, a continuidade
e estrutura normal da mucosa dependem da capacidade do tecido em ser substituido de forma
continua (SONIS, 2004). No entanto, em individuos submetidos a quimioterapia e/ou
radioterapia, esse processo de regeneracdo constante da mucosa intestinal € comprometido,
resultando em uma reacdo tdxica inflamatdria que afeta todo o trato gastrintestinal, sequela do
efeito citorredutivo induzido pelo tratamento (SANTOS et al., 2009).

Logo, a mucosite induzida por antineoplasico é um fator limitante na terapia
anticancer. Sendo observada em aproximadamente 40% dos pacientes que recebem a dose-
padrdo de quimioterapia, e 100% dos pacientes que recebem altas doses (KEEFE et al., 2000),
comprometendo a adesdo ao tratamento em funcdo da citotoxicidade gastrintestinal
ocasionada (SONIS, 2004; LOMBARDI et al., 2010).

Geralmente o quadro clinico da mucosite é caracterizado por lesGes ulcerativas da
mucosa bucal e do trato gastrintestinal, bem como eritema generalizado (GIBSON et al.,
2003). As manifestacdes clinicas frequentes da mucosite sdo nauseas, vomito, diminuicdo da
ingestdo de alimentos, flatuléncia, dor abdominal, diarreia e ulceracdo (KHAN; WINGARD,
2001; KEEFE, 2004), enquanto casos graves estdo associados com neutropenia febril, sepse e,
eventualmente, morte (BLIJLEVENS; SONIS, 2007).

2.2.1 Fases da Mucosite Intestinal por 5-FU

O exato mecanismo bioldgico da mucosite intestinal ainda ndo esta totalmente
esclarecido (GIBSON; KEEFE, 2006). Sonis (2004) propds um modelo de cinco fases para
descrever o desenvolvimento da mucosite oral, embora, ndo se possa garantir que essas fases

sejam as mesmas para mucosite intestinal, ou que a totalidade dos eventos fisiopatoldgicos
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esteja presente em todos os casos de mucosite, sabe-se que 0s eventos inflamatorios
envolvidos, assim como a recuperacdo da mucosa, ocorrem mais rapidamente no epitélio
intestinal do que no oral (SONIS et al., 2004).

A descricdo do modelo em fases proposto por Sonis foi uma forma didéatica para
melhor compreenséo dos fendmenos envolvidos no desenvolvimento da mucosite, entretanto,
é importante reconhecer que essa caracterizacdo artificial pode ndo refletir amplamente os
efeitos em processo, uma vez que existe uma dinamica fluida para o mesmo, bem como uma
variabilidade individual (SONIS, 2004). Conforme este modelo, o desenvolvimento da
mucosite ocorre em cinco fases: iniciacdo resposta a danos primarios, amplificacdo de sinais,

ulceracéo e cicatrizacao (Figura 4).

Figura 4. Fisiopatologia da mucosite oral.
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Fonte. Adaptado de Sonis (2009).
A fisiopatologia da mucosite como um processo de cinco estagios: iniciagdo; primeira resposta ao dano (mensagem
e sinalizacdo); amplificacdo; ulceragdo e cicatrizacdo

O processo inicia-se logo apds a exposicao a radiacdo ou quimioterapia, ou seja,

na fase de iniciacdo ocorre dano direto ao DNA das células epiteliais basais culminando na
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morte celular. Concomitante ao dano tecidual ocorre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), radicais livres que contribuem para um aumento do dano tecidual e que
podem iniciar uma cascata de eventos bioldgicos. Neste primeiro momento a mucosa
apresenta aspecto morfoldgico normal, no entanto comecam a ocorrer diversas alteracées na
submucosa (SONIS, 2004). Mais recentemente, em uma reviséo publicada por Villa e Sonis
(2015), sugere-se que além do dano causado pelas EROs , as células danificadas por radiacdo
ou quimioterapia possa liberar moléculas padrdo associadas ao dano enddgeno (CRAMPS),
que em seguida, se ligam a receptores especificos para contribuir com o inicio da segunda
fase. Levando a ativagdo da resposta imune inata e uma série de acontecimentos biol6gicos,
como por exemplo, a ativacdo do fator nuclear Kappa-B (NF-kB) .

Na fase de resposta a danos primarios, uma série de mensageiros biolégicos sao
ativados em decorréncia do dano causado ao DNA pelo quimioterapico e por EROS. Dentre
eles, o fator de transcricdo NF-kB, envolvido na regulacdo da expressédo de citocinas
inflamatorias e moléculas de adesdo. Outro fator de transcri¢do ativado é o p53, envolvido na
regulacdo do ciclo celular e apoptose. A mucosa comeca a sofrer alteracdes, tornando-se mais
fina e eritematosa, comecando a ser dolorosa para o paciente (SONIS et al., 2004; BOWEN et
al., 2006; MAEDA et al., 2010). Recentemente, admite-se que NF-kB pode ser ativado
diretamente pela ligacdo de moléculas padrdo associadas ao dano enddgeno por
quimioterapia e radioterapia (CRAMPS) ao seu receptor especifico, ou indiretamente pelo
aumento de EROs no tecido (VILLA; SONIS, 2015).

A molécula NF-kB é crucial para a fase de amplificacdo de sinal, uma vez que age
na regulacdo da expressdo de diversos genes, a maioria dos quais potencialmente exercem
efeito na toxicidade da mucosa, levando a producdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo
o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-1p e IL-6. Além disso, a ativagdo de NF-
kB estimula a expressdo da enzima 6xido nitrico sintetase indutivel (iNOS), com consequente
producdo de NO, exacerbando a lesdo, levando a perda da integridade da mucosa (AKTAN,
2004; LEITAO et al., 2011).

O processo inflamatério instaurado culmina na fase de ulceracdo, estagio em que a
integridade da mucosa é perdida. Conforme observado por Ferreira et al. (2012), a mucosite
intestinal induzida por 5-FU acarreta em altera¢Ges na arquitetura da mucosa, com reducédo do
comprimento do intestino delgado, reducdo das vilosidades e presenca de ulceracdes.
Corroborando com estes achados, Soares et al. (2013) observaram encurtamento das
vilosidades e aumento da profundidade das criptas na mucosite intestinal induzida pelo

mesmo quimioterapico. Essa destruicdo celular gastrintestinal observada na mucosite por uso
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de quimioterapicos, é resultado de hipoproliferacdo celular (ALTMAN et al., 1974), com
atrofia das vilosidades, aprofundamento das criptas que resulta de disfuncdo absortiva,
alteracdo na secrecdo de eletrolitos, principalmente Na* e K*, que pode resultar em diarreia
(KEEFE; GIBSON; HAUER-JENSEN, 2004; CARNEIRO-FILHO et al., 2004)

Além disso, a fase de ulceragdo representa um grande risco de infeccdo ao
paciente, uma vez que bactérias colonizam a superficie ulcerada e liberam substancias toxicas
na parede celular que irdo penetrar o tecido adjacente e estimular diretamente macréfagos
infiltrantes que liberam mais citocinas pro-inflamatdrias, contribuindo para uma maior
resposta inflamatéria, que acarretara em um maior dano tecidual (VILLA; SONIS, 2015).

Assim, a presenga de infiltrado polimorfonuclear também é caracteristica dessa
fase (SONIS et al., 2004), ndo sé por ativacdo de células inflamatorias por produtos da parede
celular dos microrganismos, como também pela maior expressdo de moléculas de adesao pela
ativacdo de NF-kB e os produtos das rea¢tes das EROs, que culminam em uma maior atracao
de neutrofilos circulantes, estimulando a producdo de oxidantes por essas células (van YE;
ROZA, PIEPER, 1993). A mucosite intestinal por 5-FU em modelos experimentais ja foi
associada ao acumulo de infiltrado neutrofilico tecidual (FERREIRA et al., 2012; SOARES et
al., 2013). A presenca de polimorfonucleares também implica na ocorréncia de diarreia, pois,
conforme mostrado por Madara et al (1993), estes, podem produzir adenosina monofosfato
ciclico (cCAMP) que se convertido em adenosina, ativa a secrecdo eletrogénica de cloreto e o
transporte passivo de agua para o lumen intestinal. Com isso, € possivel elucidar,
parcialmente, a ocorréncia da diarreia secretdéria em processos inflamatorios intestinais
(SOARES et al., 2013). Logo, o processo inflamatorio estabelecido trard grande impacto
sobre as células epiteliais intestinais e sobre células especializadas do intestino, como as
células produtoras de muco e as células enteroenddcrinas (NASH; STAFFORD; MADARA,
1987; PARSONS et al.,1987), podendo causar um prejuizo na funcdo de barreira, uma vez
que, sua acdo sobre as tight junctions- juncdes apertadas e justas entre as membranas laterais
das células -pode promover um aumento da permeabilidade, dificultando a absorcdo
(NUSRAT etal., 1997; SEIDLER et al., 2006).

Por fim, a fase de cicatrizacdo acontece de forma espontanea, ao término do
tratamento. A proliferacdo celular é estimulada por novos mensageiros da matriz extracelular
que migram para a superficie ulcerada, estimulando a diferencia¢do no tipo especializado de
epitélio da mucosa. Desta forma, a Ulcera é recoberta pelo epitélio e o tecido comeca a formar
as camadas, possibilitando a regeneragdo da arquitetura normal da mucosa. Ocorre, ainda,

restabelecimento da microbiota intestinal (SONIS, 2004).
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Além das alteracdes inflamatdrias, Soares et al. (2008) demonstraram que durante
a mucosite intestinal por 5-FU ocorre uma alteracdo no padrdo contratil do intestino,
caracterizado pela hiper-reatividade do mdsculo intestinal a agonistas como o carbacol,
revelando uma alteracdo funcional do intestino, presente tanto na fase inflamatéria como na
pos-inflamatdria.

Logo, ha uma complexidade biol6gica inerente ao modelo de mucosite, a
compreensdo dos mecanismos envolvidos em tal fendmeno é necessaria para que se possa
propor novas abordagens clinicas, sugerindo novos alvos para o tratamento, de forma a
melhorar o entendimento do processo e selecionar a fase apropriada para a intervengdo nos
pacientes (SONIS, 2004). Sabe-se que o controle e prevencdo desses sintomas sdo de suma
importancia, uma vez que podem limitar o tratamento, levar a necessidade de sua interrupcao,
reduzir a motivacao do paciente em prosseguir com o plano de tratamento e comprometer o
controle local do tumor e as taxas de sobrevida (BRITO et al., 2012).

Desta forma, nos ultimos anos mucosite intestinal tem sido foco de muitos estudos
que possibilitaram além de uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares, possiveis
formas de prevencéo e tratamento (PETERSON; BENSADOUN; ROILA, 2011). Nos quais,
fatores de crescimento, citocinas e antagonistas, além de probioticos e diversos nutrientes sao
alguns dos alvos de estudo na area (VON BULTZINGSLOWEN et al., 2006; KEEFE, 2007;
SULTANI et al., 2012).

Um dos fatores que vém sendo bastante investigado como um dos mecanismos
envolvido no desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por quimioterapicos é a
alteracdo da microbiota intestinal, uma vez que este efeito pode promover um desequilibrio na
homeostase do organismo e contribuir para os efeitos adversos gastrintestinais associados ao
tratamento quimioterapico (SAVVA-BORDALO et al., 2010; STRINGER et al., 2008; VON
BULTZINGSLOWEN et al., 2003).

2.3 Efeito do 5-FU sobre a microbiota intestinal

O intestino humano abriga trilhdes de microrganismos residentes que constituem
um dos ecossistemas mais complexos da Terra (BACKHED et al.,2005; GILL et al.,2006;
TURNBAUGHETAI et al.,, 2007), formado por bactérias aerGbicas e anaerdbicas, gram-
positivas e gram-negativas (Tabela 1) (SIMON;GORBACH, 1982).
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Tabela 1 .Composicdo da Microbiota Intestinal.

Organismo Estbmago Intestino Delgado Intestino Grosso Fezes
Coco Gram ++ ++ ++ ++
Positivo
Aerobico ++ ++ ++ ++
Anaerobico + + T4+ o+
Enterobactérias + + 4+ e+

Fonte. Adaptado de Simon e Gorbach (1982).

A microbiota intestinal do individuo comeca a ser formada logo ap6s o
nascimento, o intestino que era estéril, na primeira semana de vida passa a ser colonizado por
bactérias anaerobias facultativas, tais como enterobactérias e enterococos, seguidas por
bactérias mais estritamente anaerdbias como bifidobactérias. Sendo que, essa colonizacéo vai
sofrer influéncia de fatores ambientais, alimentares, associados aos microrganismos e
relacionados ao hospedeiro (Figura 5). Acredita-se que essa primeira colonizacao seja um pré-
requisito para subsequente colonizagdo por bactérias anaerdbias estritas, pois, a colonizacdo
inicial do intestino por bactérias anaerobias facultativas leva a uma redugdo do potencial
redox no lumen intestinal (BRANDT et al., 2006; KELLY; KING; AMINOV et al.,2007).

Figura 5. Fatores que regulam a colonizag&o e a estabilidade da microbiota intestinal.
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Fonte. Adaptado de Brandt et al. (2006).
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Esses microrganismos vivem em relacdo simbidtica e mutualistica com o
hospedeiro, desta forma, exercem funcbes antibacterianas, metabolicas, nutricionais e
imunomoduladoras (ISOLAURI et al., 2004; BRANDT et al., 2006).

A distribuicdo da microbiota ao longo do TGI ocorre de forma heterogénea
(BRANDT et al., 2006), por exemplo, a microbiota do estbmago € constituida
predominantemente por microrganismos advindos da cavidade oral, que sdo deglutidos
juntamente com saliva e particulas alimentares. O estdbmago e o duodeno sdo ambientes
desfavoraveis para a colonizacéo e proliferacdo bacteriana devido a agao do suco gastrico e ao
intenso peristaltismo da regido. O ileo € um sitio de transicdo bacterioldgica, entre a escassa
populacdo bacteriana do jejuno e a densa microbiota do célon. No coélon as bactérias
encontram condicdes favoraveis para sua proliferacdo devido ao peristaltismo lento e
abundante suprimento nutricional (BRANDT et al., 2006; LUTGENDORFF; AKKERMANS;
SODERHOLM, 2008). Ao todo, o TGI é colonizado por mais de 400 espécies de
enterobactérias ndo-patogénicas, a figura abaixo apresenta as espécies mais frequentes, bem
como a distribuicdo e concentracdo ao longo TGI (Figura 5) ( TRABULSI; SAMPAIO,
2004).
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Figura 6. Distribuicdo e composicdo da microbiota do TGI de populacGes saudaveis.
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Fonte. Adaptado de Trabulsi e Sampaio (2004).

Sugere-se que as alteragdes induzidas na microbiota intestinal pela quimioterapia
sdo capazes de interromper a homeostasia do organismo, tendo em vista a atuacdo da
microbiota em varios mecanismos necessarios a essa manutencdo, como, metabolismo de
bilirrubina, mucinas intestinais, enzimas pancreaticas, acidos graxos, acidos biliares,
colesterol e hormonios esteroidais, além de combater o crescimento de patdgenos e atuar
como imunomodulador. O rompimento destas fungdes importantes pode contribuir para os
danos causados por agentes quimioterapicos. Além de propiciar um desequilibrio
microbiologico que favorece um crescimento excessivo de patdgenos, acarretando uma
translocacéo bacteriana (GUSTAFSSON, 1982; DAI; WALKER, 1999).

Vaérios estudos ja realizados visam destacar o importante papel da microbiota
intestinal residente. Hooper e Gordon (2001) investigaram o papel da microbiota sobre a
funcdo intestinal. Em modelo de camundongo gnotobidtico (isento de germes colonizado com
bactérias conhecidas), esses pesquisadores conseguiram demonstrar mudancas e maturacdo na
funcdo intestinal medidas pela expressdo dos genes de uma série de marcadores relacionados
com a nutricdo, com a funcdo de barreira, com angiogénese e com a diferenciacdo celular
intestinal relacionada & fungdo imunologica. Em outro estudo realizado em modelo de animais

isentos de germes (germ-free), observou-se que a mucosa intestinal apresentou baixa



32

densidade de células linféides, baixo nimero de placas de Peyer com dimensdes reduzidas e
minima concentragdo de imunoglobulinas circulantes. Apds a colonizagéo destes animais com
microrganismos observou-se desenvolvimento do sistema imunoldgico local, com aumento
das placas de Peyer, dos linfocitos intraepiteliais e das imunoglobulinas circulantes
(MACPHERSON; HARRIS, 2004). Demonstrando assim a importancia da microbiota
residente intestinal no desenvolvimento da homeostase do sistema imunoldgico do hospedeiro
(OHASHI; USHIDA, 2009).

Diante da importancia da microbiota intestinal, von Bultzingslowen et al. (2003)
investigaram o impacto do tratamento com 5-FU sobre esta, onde verificaram que o
tratamento com o quimioterapico induzia um aumento nos niveis de bactérias anaerdbicas da
cavidade oral de ratos submetidos ao tratamento, no entanto, esses niveis permaneceram
inalterados tanto no intestino delgado, como no intestino grosso. Outro estudo demonstrou um
aumento na proporgdo de bastonetes gram-negativos na cavidade oral, sendo que, nos
intestinos houve uma mudanca a partir de bactérias gram-positivas para gram-negativas
(MACDONALD, 1997). Mais recentemente, Stringer et al. (2008) demonstraram gque ndo ha
alteracdo na microbiota fecal de ratos apds a exposi¢cdo a 5-FU. No entanto, verifica-se
diminuicdo de. Bacteroides spp. Lactobacillus spp. e Enterococcus spp. ap6s tratamento com
5-FU.

Baseado nos dados expostos acima pode-se afirmar que o tratamento com 5-FU,
induz uma alteracdo na microbiota residente (disbiose intestinal), e que essa alteracdo pode
esta ligada aos danos gastrintestinais observados como efeitos colaterais no tratamento com 5-
FU. Por conseguinte, o estudo de alternativas terapéuticas que possam influenciar
beneficamente a microbiota intestinal, ttm se tornado alvo de pesquisas que combatam
doencas que acometam o TGI. Nesse contexto, 0s probidticos sdo especulados como uma

dessas possiveis alternativas.

2.4 Probidticos

O termo “probiotico” deriva do grego e significa “pré-vida”, sendo o antdnimo
de antibiotico, que significa “contra a vida”. Este termo foi citado pela primeira vez em 1965
por Lilly e Stillwell, que na ocasido o utilizaram para designar um fator de origem
microbiologica que estimula o crescimento de outros organismos. Ao longo do tempo, esta

denominacdo teve diferentes acepcdes, Fuller em 1989, introduziu o requisito de viabilidade
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para os probidticos, definindo-os como suplementos alimentares que contém bactérias vivas
que produzem efeitos benéficos no hospedeiro (OMGE, 2008). Atualmente, o conceito
estabelecido pela Organizacdo Mundial de Sadde e Organizacdo de Alimentos e Agricultura
das Nacdes Unidas, define probidtico como sendo microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficio a salde do hospedeiro
(FAO/OMS, 2002).

Para que um microrganismo seja considerado probiotico ele deve atender a alguns
requisitos: deve ser indcuo, manter-se viavel durante a estocagem e transporte, sobreviver ao
pH do lumen géstrico, a acdo da bile e das secre¢des pancredtica e intestinal. Além disso, ndo
deve transportar genes transmissores de resisténcia a antibioticos, bem como exercer
beneficios ao sistema imunoldgico e a saude em geral do hospedeiro, como por exemplo,
competir por nutrientes e sitios de adesdo com microrganismos patégenos (HAVENAAR et
al.,1992; SALMINEN; OUWEHAND; ISOLAURI, 1998, SAARELA et al., 2000;
HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002).

Os microrganismos considerados probidticos, ndo sao colonizadores perenes e ndo
se multiplicam rapidamente, é necessario doses constantes para se alcancar a eficacia do
probidtico (MARCO, PAVAN, KLEEREBEZEM, 2004). Considera-se que para esses
microrganismos exercerem efeitos benéficos ao hospedeiro, seu nivel populacional intestinal
ap6s diluicdo pelas secrecdes deve ser da ordem de 10" UFC/g de contetido fecal, logo, na
preparacdo inicial consumida diariamente, a quantidade de probidtico deve ser de cerca de
1x10° a 1x10* UFC/dia, especialmente devido aos possiveis efeitos géstricos e duodenais
(DUGGAN et al., 2002).

Varios microrganismos sdo usados como probidticos, entre eles bactérias acido-
lacticas, bactérias ndo acido lacticas e leveduras (Quadro 1) (HOLZAPFEL et al., 2001).



Quadro 1. Microrganismos com propriedades de probioticos.

Lactobacillus Bifidobacterium Outras bactérias acido Bactérias ndo acido
laticas laticas
L. acidophilus 3. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus
var.toyoi
L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli cepa
nissle
L.casei 3. bifidum Lactococcus lactis Propioni bacterium
freudenreichii
L.crispatus B. breve Leuconstoc Saccharomyces
mesenteroides cerevisiae
L. delbrueckiisubsp. 3. infantis Pedicoccus acidilactici Saccharomyces
Bulgaricus boulardii
L.gallinarun B.lactis Sporolactobacillus
inulinus
L.gasseri B.longum Streptococcus
thermophilus
L. johnssonii
L.paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus

Fonte. Adaptado de Holzapfel et al. ( 2001).

Os microrganismos probioticos utilizados neste estudo estdo dentre as espécies
mais utilizadas, sendo elas: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium lactis, todas pertencentes ao grupo de bactérias
acido lacticas.

Apesar do modo de acdo dos probidticos ainda ndo esta completamente
esclarecido, vérios beneficios a salde humana séo atribuidos ao seu consumo (Figura 7)
(SHERMA; OSSA; JOHNSON-HENRY, 2009). Eles podem influenciar a microbiota
intestinal, a funcdo da barreira intestinal e o sistema imunoldgico da mucosa exercendo seus
efeitos sobre varios tipos de células envolvidas na resposta imunoldgica inata e adaptativa,
tais como macradfagos, células B, células T, e células NK (NG et al., 2009).

A competicdo com os patdgenos por sitios de fixacdo e nutrientes promove a
exclusdo competitiva de patdgenos. A sintese de bacteriocinas, de acidos organicos volateis e

de peroxido de hidrogénio por probioticos contribuem para este efeito de exclusdo
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(COPPOLA,; GIL-TURNES, 2004; NG et al.,, 2009). Sua acdo sobre a mucosa intestinal,
como fortalecimento das juncdes intestinais do tipo tight (jungdes entre os enterdcitos) e
aumento da secrecdo de muco, contribuem para homeostasia da mucosa (RESTA-LENERT;
BARRETT, 2003; LUTGENDORF; AKKERMANS; SODERHOLM, 2008; NG et al., 2009).

Figura 7. Beneficios do consumo de probioticos a satde humana
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Fonte: Sherman, Ossa e Johnson-Henry (2009).

Os mecanismos de acdo dos probioticos, assim como seus efeitos, sdo bastante
semelhantes aqueles propostos para a microbiota intestinal autéctone (MARTINS et al.,
2005a). Neste sentido, varios estudos tém sido realizados a fim de avaliar o efeito de
probidticos sobre doencgas que acometem o TGI, bem como investigar os mecanismos de acéo

para execucao dos seus efeitos.
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2.4.1 Efeitos benéficos de probioticos em doencas do TGl

As espécies avaliadas no presente estudo, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium lactis, foram
ferramentas de pesquisa em estudos que investigaram seus efeitos frente a estimulos nocivos
que mimetizem condi¢des de doengas inflamatdrias do TGI, como mucosite, colite e infeccéo
por patdgenos (TOUMI et al., 2014; JUSTINO et al., 2015; GAO et al., 2015; SIMEOLI et
al., 2015; PHILIPPE et al., 2011).

Na mucosite intestinal experimental induzida por 5-FU, Lactobacillus
acidophilus demonstrou ser capaz de diminuir a lesdo intestinal pela imunomodulagdo do
processo inflamatdrio, por meio da inibi¢do de citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1p e da
guimiocina CXCL-1 (JUSTINO et al., 2015).Em modelo de colite experimental induzida por
dextran-sulfato de sodio, o tratamento com este probidtico promoveu uma melhora nos
sintomas e uma reducdo dos escores histolégicos associados a capacidade imunomoduladora
deste probidticos sobre a producdo de NO e YFN-y mediado pela inibicdo de receptor toll-
like4 (TLR4), iINOS e NF-xB (TOUMI et al., 2014). Estudos in vitro confirmam a capacidade
de inibicdo de NF-kB, regulado por TGF- em células humanas Caco-2 estimuladas com
Salmonella (HUANG et al., 2015).

Lactobacillus rhamnosus demonstrou acdo anti-inflamatéria prevenindo o
aumento de citocinas pré-inflamatérias e minimizando o dano tecidual sobre a mucosa em
modelo de mucosite experimental induzido por 5-FU (YEUNG et al., 2015).A propriedade
imunomoduladora deste lactobacilo pode estd relacionada a sua capacidade de aliviar a
inflamacéo na barreira epitelial por inibicdo da sinalizacdo de NF-xB (LEE et al., 2012;
DONATO et al., 2010). Esta atividade também foi demonstrada na inflamacéo por LPS em
células epiteliais intestinais (IECS), onde observou-se a reducdo de citocinas inflamatorias
IL12, IL-6 e TNF-a, moduladas por receptores toll-like (TLR2, TLR4, TLR9) e consequente
inibicdo da sinalizacdo MAPK e NF-kB (GAO et al., 2015). Efeito anti-inflamatorio também
foi observado pela capacidade de regulacdo positiva dos receptores para a IL-10 em modelo
de enterocolite necrosante (MIRPURI et al., 2012).

Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium lactis também foram avaliados em
modelo de colite experimental. L.paracasei demonstrou preservar a integridade da barreira
epitelial intestinal, bem como suas barreiras de protecdo (secre¢do de muco e moléculas
antimicrobianas). A atividade anti-inflamatoria foi mediada pela reducdo de TNF-a,

prostaglandina-endoperdxido sintetase 2 (PGHS-2) e estresse oxidativo, aumentos nos niveis
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de IL-10 também foram constatados como parte do seu efeito (SIMEOLI et al., 2015). A
atividade imunomoduladora também foi observada para Bifidobacterium lactis, que promoveu
a reducdo niveis de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o. e IL-6) e fatores de transcricdo
relacionados ao dano tecidual, bem como aumentou a expressdo de células T reguladoras
(PHILIPPE et al., 2011).

Estudos clinicos utilizando probidticos em associacdo a tratamentos
quimioterapicos tém demonstrado que essa alternativa terapéutica promove uma atenuagdo da
toxicidade gastrintestinal associada , refletindo em uma diminuicdo da severidade da diarreia
relatada em pacientes sob terapia antineoplasica (MEGO et al., 2015; CIORBA et al., 2015).

De um modo geral, probidticos ttm demonstrado exercer efeitos benéficos como a
reducdo apoptdtica de enterdcitos (KHAILOVA et al.,2010), modulacdo da inflamacéo
(PHILIPPE et al., 2011) e manutencdo da funcdo de barreira (UENO et al., 2011). Sugerindo
que a terapia a base de probidtico poderia ser uma estratégia terapéutica eficaz no tratamento
de doencas no TGI.
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3 JUSTIFICATIVA

A mucosite intestinal é considerada um fator limitante do tratamento
antineopléasico, Cerca de 40% dos pacientes tratados com 5-FU apresentam esta reacdo
citotoxica, podendo chegar a 100% com o uso de altas doses, contribuindo para a interrupcao
do tratamento, necessidade de modificacdo no esquema de administracdo da droga, mudanca
na selecdo do quimioterapico ou reducdo das doses, comprometendo a eficacia da terapia
proposta e refletindo na saude e qualidade de vida do paciente (STRINGER et al., 2009).

De acordo com uma pesquisa realizada com pacientes sob tratamento
quimioterapico, observou-se que a mucosite esta dentre os principais efeitos secundarios para
provocar o abandono do tratamento, correspondendo & cerca de 15% dos abandonos
(KHANNA; ANGER, 2014). Outros estudos revelam que a mucosite intestinal é responsavel
por 45% das reducdes de doses quimioterapicas, 71% dos atrasos na terapia e 64% da reducéo
da intensidade da dose (LALLA; PETERSON, 2006; GOLDBERG et al., 2005.

Além das alteragdes no tratamento quimioterapico, a mucosite intestinal acarreta
um grande impacto financeiro sobre o0s gastos em saude publica, uma vez que na sua presenca
ha a necessidade de cuidados de suporte (nutricdo parenteral, reposicao de fluidos e profilaxia
contra infec¢des) que acabam por aumentar consideravelmente o custo total do tratamento.
Por exemplo, o custo de hospitalizacdo por paciente sob terapia de tumores sélidos ou linfoma
é em torno de US$ 3893,00 por ciclo de quimioterapia, 0 que aumenta para US$ 6277,00 em
pacientes com mucosite oral e até US$ 9132,00 para os que desenvolvem mucosite oral e
mucosite intestinal (ELTING et al., 2003).

Neste sentido, na busca por alternativas de associa¢cdes medicamentosas que
visem a diminuicdo de repercussfes gastrintestinais adversas, como a mucosite intestinal,
consequente do efeito adverso do tratamento quimioterapico com antineoplasicos, tais como o
5-FU, o uso de probidticos tém sido cada vez mais investigado.

Conforme demonstrado na revisao de literatura do presente estudo, os probio6ticos
sdo estudados como possiveis ferramentas terapéuticas ao combate de doencas inflamatorias
do TGI em modelos experimentais, bem como em estudos clinicos. A combinacdo de
diferentes espécies de microorganismos probidticos também tem sido demonstrada como uma
alternativa para a potencializacdo dos efeitos benéficos dos probidticos frente a situacdes de

distdrbios gastrintestinais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

> Auvaliar o efeito do tratamento de dois produtos comerciais, Probiotil® composto por
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis; e Probiatop® composto por
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei e
Bifidobacterium lactis na resposta inflamatdria e nas alteragdes funcionais no curso da

mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos.
4.2 Objetivos Especificos

> Auvaliar o efeito do tratamento de Probiotil® ou Probiatop® sobre a contagem total de
leucocitos.

> Auvaliar o efeito do tratamento de Probiotil® ou Probiatop® sobre a analise ponderal dos
animais

> Auvaliar o efeito do tratamento de Probiotil® ou Probiatop® sobre a histopatologia
(escores histopatoldgicos) e morfometria (relacdo vilo/cripta) dos segmentos
intestinais (duodeno, jejuno e ileo).

> Auvaliar o efeito do tratamento de Probiotil® ou Probiatop® sobre o estresse oxidativo,
através da mensuracdo de antioxidante enddgeno (GSH) e de produtos da peroxidagédo
lipidica (MDA).

> Avaliar o efeito do tratamento de Probiotil® ou Probiatop® sobre parametros
inflamatorios, através da analise da expressao de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e
IL-6) e do infiltrado neutrofilico (MPO).

> Auvaliar o efeito do tratamento de Probiotil® ou Probiatop® sobre aspectos funcionais,

através da analise de esvaziamento gastrico e transito intestinal.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Organograma do Método Experimental

Figura 8. Organograma do método experimental.
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Fonte. Elaborado pela autora.

5.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos, machos pesando entre 25-30g,
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara. Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno,
a temperatura ambiente, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12h, recebendo racdo padréo
(Purina Chow) e agua “ad libitum”. Somente nos experimentos de esvaziamento gastrico 0S
animais foram colocados em jejum de sélidos 18h antes da realizagdo dos experimentos.

Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho foram realizados de acordo
com as diretrizes aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC (Protocolo n® 87/2015) (Anexo A).
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5.3 Farmacos utilizados no Experimento

Quadro 2. Farmacos utilizados no Experimento.

Farmaco

Descricao

5-Fluorouracil

E um farmaco antineopléasico que atua evitando a disseminacio e auxilia o

tratamento de células cancerigenas. Eurofarma.

E um probidtico composto por cepas de Lactobacillus acidophilus
SD5221 NCFM® e Bifidobacterium lactis SD5674 HN019®,ambos na

Probiotil® proporcdo de 10° Unidades Formadoras de Colonia —UFC por
comprimido. Invictus Brasil /FQM.
E um probidtico composto por cepas de Lactobacillus acidophilus
SD5221 NCFM®, Lactobacillus rhamnosus SD5675 HNO001®,
Probiatop® Lactobacillus paracasei SD5275° e Bifidobacterium lactis SD5674

HNO019®, todos na concentragdo de 10° UFC por saché. Invictus
Brasil/FQM.

Fonte. Elaborado pela autora.

5.4 Grupos Experimentais

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em seis grupos (n= 5-8, por

grupo). Foram utilizadas duas drogas testes, sendo que cada uma foi diluida em um tipo de

veiculo. O Probiotil® é vendido na forma de comprimido, portanto, foi macerado e

posteriormente diluido em DMSO 3%, tendo em vista que sua dilui¢do em salina era inviavel

devido a suas propriedades. O Probiatop® é vendido na forma de saché e foi diluido em salina.

Assim sendo, a organizacao dos grupos experimentais se deu da seguinte forma:

Grupo 5-FU/Salina
Grupo 5-FU/Probiatop®
Grupo Salina/Salina
Grupo 5-FU/DMSO
Grupo 5-FU/Probiotil®
Grupo DMSO/DMSO
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5.5 Protocolo Experimental

5.5.1 Modelo de Mucosite Intestinal Induzida por 5-Fu e Tratamento com Probioticos

A inducdo da mucosite aconteceu no primeiro dia, onde todos os animais foram tratados
com uma dose Unica intraperitoneal de 5-FU (450 mg/kg), exceto aqueles considerados
controles negativos que receberam salina ou DMSO3% (450 mg/kg). Uma hora apds a
inducdo, os grupos foram pds-tratados com os devidos probidticos ou veiculos via oral. Cada
animal recebeu o respectivo a 1 comprimido ou 1 saché do respectivo probidtico, que foi
diluido em 2mL do veiculo adequado, sendo que esse tratamento foi dividido em 4
administracdes de 0,5mL, no intervalo de 40 minutos a cada administracdo. O tratamento com
probidticos aconteceu 1h, 24h e 48h apds a inducdo de mucosite intestinal. 72h Apos a
administracdo do 5-FU, todos os animais foram anestesiados com tribrémio (100ul/10g),
amostras de sangue periférico foram coletadas diretamente do globo ocular para a contagem
total de leucdcitos plasmaticos. Posteriormente, todos os camundongos foram eutanasiados
por deslocamento cervical, e fragmentos de duodeno, jejuno e ileo foram retirados para
analise morfoldgica e histopatolégica. Em seguida, segmentos do intestino delgado foram
retirados e congelados no freezer a -80°C para posterior dosagem da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), da concentracdo de grupos sulfidrilicos (GSH), dosagem de
malondialdeido (MDA\) e da citocina TNF-a. (SOARES et al.,2008).

5.6 Parametros Avaliados

5.6.1 Leucograma

O numero total de leucocitos plasmaticos foi determinado depois da diluicdo com
solugdo de Turk (Acido acético 2%, Violeta Genciana 0,2%). A contagem dos leucocitos
plasmaticos foi realizada com o auxilio da cAmara de Newbauer juntamente com o uso de
microscopio 6tico (100X). Os resultados foram expressos como numero total de leucdcitos
contados nos quatro campos da camara de Newbauer e posteriormente multiplicados pelo
fator de correcdo da camara. Por fim, os valores foram expressos como n°células/mm?®
(SOARES et al.,2008).
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5.6.2 Analise Ponderal

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

valores encontrados foram expressos em variavel de peso, em relacdo ao peso inicial.

5.6.3 Determinagéo da Glutationa (GSH)

A glutationa é um antioxidante enddgeno que é consumido na presenca de estresse
oxidativo, desta forma, reducdo dos seus niveis esta relacionada a presenca de estresse
oxidativo (MEISTER, 1974). A concentracdo de GSH nos segmentos intestinais (duodeno,
jejuno e ileo) foi avaliada utilizando o ensaio para determinacdo de grupos sulfidrilicos nao
protéicos (NP-SH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968). As amostras obtidas dos segmentos
intestinais (100mg/ml) foram homogeneizadas em 0,02 M EDTA. Aliquotas de 40 pl do
homogenato foram misturadas com 50 ul de H20 destilada e 10 pl de acido tricloroacético a
50% para precipitacdo das proteinas. Depois dessa etapa o material foi centrifugado por 15
min em rotagdo de 5000 rpm & uma temperatura de 4°C. Ja na placa, aliquotas de 60 ul do
sobrenadante foram misturadas com 102 pl da solugdo de leitura que era composta por 25ml
de tampao TRIS com concentra¢do de 0,4 M, pH 8.9 e com 650 ul 5,5-dithiobis-2-nitro-
benzoic acid (DTNB, Fluka). A placa foi lida em ELISA a 412 nm . A concentragdo de GSH
foi expressa por pg/mg de tecido a partir de uma curva padrdo (SEDLAK; LINDSAY, 1968) .

5.6.4 Dosagem de Malondialdeido (MDA)

A presenca de extresse oxidativo tem como alvo o ataque aos &cidos graxos dos
lipidios da membrana, culminando com o aumento de produtos da peroxidacdo lipidica,
incluindo o malondialdeido, desta forma, aumento nos niveis de MDA estéo relacionados a
um maior estresse oxidativo (BETTERIDGE, 2000). Para quantificacdo dos niveis de
malondialdeido (MDA) foi realizado o método do TBARS adaptado por Lowry et al. (1951).
Os fragmentos foram homogeneizados em KCI gelado (10mg tecido/100ul) e centrifugados a
12.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi separado para a
analise dos metabolitos reativos ao &cido tiobarbitarico. Adicionou-se 500uL de solucdo
contendo éacido tricloroacético (TCA 15%), acido tiobarbiturico (TBA 0,0375%) e acido
cloridrico (HCI 0,25 N) aos sobrenadantes dos fragmentos de duodeno, jejuno e ileo (250uL

cada). As amostras foram mantidas em banho-maria fervente por 15 minutos e, entéo,
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colocadas em agua corrente até esfriarem. Foram adicionados 750uL de n-butanol, e os tubos
foram vigorosamente agitados. As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos
a temperatura ambiente. Foram adicionados a placa de 96 pogos 200uL. do sobrenadante, em
duplicata.O sobrenadante foi mensurado em espectrofotdmetro e o resultado expressa a
diferenga de absorbancias entre as faixas 535 nm e 525 nm, tendo como unidade nmols de
MDA/g de tecido.

5.6.5 Dosagem de TNF-a e IL-6

A concentracdo de TNF-a e IL-6 foi determinada nos fragmentos do duodeno, jejuno
e ileo congelados no freezer a -80°C. Estes foram homogeneizados em solucdo tampéo de
PBS com anti — proteases, a amostra foi centrifugada por 10 min em 3000 rpm e o
sobrenadante foi imediatamente coletado para dosagem de TNF-a.ou TNF-a. A detecgdo das
concentracdes dessa citocina foi realizada por ELISA espécie - especifica, conforme
orientacdo do fabricante (R&D system). Os resultados foram expressos em pg/ml a partir de

uma curva padréo fornecida pelo fabricante.

5.6.6 Ensaio para Mieloperoxidase (MPO)

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurofilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo
de neutréfilos nos processos inflamatérios em varios tecidos, entre eles o trato gastrintestinal.
Resumidamente, 50 a 100 mg dos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) foram
colocados num tampéo fosfato de potéassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio
(pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e posteriormente homogeneizados em um macerador de
tecidos (Politron®). A seguir, 0 homegenato foi centrifugado a 5000 rpm por 2 minutos. A
atividade da MPO por mg de tecido foi aferida através da técnica descrita utilizando 0,0005%
de perdxido de nitrogénio como substrato para a MPO. A unidade da atividade de MPO foi
definida como aquela capaz de converter Immol de perdxido de nitrogénio em agua em 1
minuto (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).
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5.6.7 Anélise Morfométrica e Histopatoldgica

Os segmentos obtidos de duodeno, jejuno e ileo foram fixados em formol a 10%.
Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados em alcool 70% e
posteriormente parafinizados. A seguir, foram realizados cortes histologicos de 5 um de
espessura e fixados em hematoxilina e eosina. Posteriormente, com o auxilio de um
microscopio optico acoplado ao sistema de aquisicdo de imagens (LEICA), foram medidas as
alturas de 10 vilos e as profundidades de 10 criptas de cada lamina para célculo da razédo
vilo/cripta. Em seguida, utilizando o sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer (1978)
adaptado por Soares et al. (2008), um histopatologista que ndo conhecia os tratamentos

realizados analisou todas as laminas (Quadro 3).

Quadro 3. Sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer adaptado por Soares et al. (2008)

I

0 Achados histologicos normais.

1 Mucosa: vilos encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de
células inflamatdrias, vacuolizacéo e edema.

Muscular: normal.

2 Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas,
intenso infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizacdo e edema.

Muscular: Normal.

3 Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas,
intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizacdo e edema.

Muscular: edema, vacuolizacéo e infiltrado neutrofilico.

Fonte. Soares et al. (2008).

5.7 Esvaziamento Gastrico e Transito Gastrintestinal na Mucosite Intestinal Induzida
por 5-FU em camundongos

Para avaliar a motilidade do TGI sera realizado a técnica de esvaziamento gastrico
descrita por Reynell e Spray (1956), com adaptacdes. Inicialmente, camundongos (n= 6-8 por
grupo) foram tratados com a dose unica de 450 mg/kg de 5-FU (i.p.), exceto aqueles

considerados controles negativos que receberam salina ou DMSO3% (450 mg/kg). . O
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tratamento com probidticos aconteceu 1h, 24h e 48h apds a inducdo de mucosite intestinal.
Do 3° para o 4° dia experimental, foram mantidos em jejum de sélidos por 18 horas, mas com
livre acesso a agua até momentos antes do inicio do experimento. Apds 72h da inducéo de
mucosite por 5-FU, Cada animal recebeu, por gavagem, 300 puL da solucdo glicosada (5%)
contendo vermelho de fenol (0,75 mg/ml), com um intervalo de 5 minutos de um animal para
0 outro. Ap6s 20 minutos da administracdo do corante, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e submetidos a uma laparotomia mediana. Para tanto, foi aberto o
abddémen por uma incisdo mediana na parede abdominal desde o apéndice xiféide. Em
seguida as juncdes esdfago-gastrica, gastroduodenal e ileo- célica foram rapidamente isolados
e 0 estdbmago e o intestino delgado foram retirados, estendidos e divididos em quatro
segmentos consecutivos: Estdmago, Intestino proximal (40%), medial (30%) e distal (30%).
Com o auxilio de uma proveta contendo uma solucdo de NaOH (100ml, 0,1N) os volumes de
cada segmentos foram determinados. Depois de medir o volume, os segmentos foram
homogeneizados em uma solu¢do de NaOH 0,1N com o auxilio de um macerador. Apos a
homogeneizagao foram retirados 1000 pL. de cada amostra e centrifugados por 10 min a 2800
rpm. Foram retirados 500 pL do sobrenadante e a este adicionado 4cido tricloroacético (TCA)
(20% peso/volume) e centrifugado novamente por 20 min com a finalidade de obter a
precipitagdo de proteinas. Por fim, uma placa de 96 pocos foi montada com 150 pl da amostra
e 200ul de NaOH (0,5 N), a placa foi lida numa leitora de ELISA sob um comprimento de
onda de 540 nm. Uma curva padrdo foi obtida em cada experimento a partir de uma
concentracdo conhecida de vermelho fenol apds a adicdo da solucdo de NaOH (0,5 N). O
coeficiente linear da curva padrdo foi estabelecido e utilizado para determinagdo da
concentracdo do corante da solugdo e em seguida foi calculada a quantidade de vermelho
fenol recuperada em cada segmento.

A retencdo gastrica do vermelho fenol foi expressa em porcentagem, de acordo com
a seguinte férmula: Retencdo gastrica= Quantidade de vermelho fenol recuperada do
estdmago/ Quantidade total de vermelho fenol recuperada em todos os quatro segmentos
(estbmago, intestino proximal, intestino medial e intestino distal). O transito intestinal foi

estimado pela retencédo fracional de VF em cada segmento intestinal

5.8 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + EPM (variaveis com distribuicéo

normal) ou como mediana £ minimo e maximo (variaveis sem distribuicdo normal). A analise
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estatistica foi feita usando o teste de andlise de varidncia ANOVA seguido do teste de
Bonferroni. Os escores histoldgicos serdo avaliados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagcfes de Dunns. Significancia estatistica foi
observada para valores de p<0,05. Para realizacdo dos testes estatisticos foi utlizado o

software Prism versdo 5 da GraphPad Software.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito do tratamento com Probiotil® ou Probiatop® sobre a contagem de leucécitos
totais nos camundongos.

O tratamento com o 5-FU induziu uma significativa leucopenia nos animais
(Figura 9- A 1279 + 298,8 células/mm?; B 1200 +120,5 células/mm?®) quando comparados aos
controles salina (Figura 9-A 3180 + 3455 célulassmm®) ou DMSO3% (Figura 9-B 3430 +
864,1 célulass/mm?). Os tratamentos com o Probiotil® (Figura 9-A 1180 + 270,8 células/mm®)
ou Probiatop® (Figura 9-B 1471 + 2439 célulassmm®) ndo reverteu significativamente a
leucopenia induzida pelo quimioterapico (Figura 9-A e 8-B, respectivamente). Ndo houve

diferenca significativa entre os dois probidticos.

Figura 9. Efeito do tratamento com Probiotil® (A) ou Probiatop®(B) na leucopenia induzida
pelo 5-FU.

E A B
£ 6000, * mE 5000+
-t
JES— &= *
2 4000 < 40004
> o
- T
8 3000- > 3000+
: ?
S 20001 F 2000-
S 3
D A
il 1000- O 1000+
— 3
11}
.
DMSO SALINA - PROBIATOP
5-FU 5-FU

Fonte. Elaborado pela autora.
Os valores representam a média + E.P.M. * p <0,05 quando comparado ao grupo controle (DMSO (A) ou Salina
(B)). Foi utilizado teste ANOVA seguido de Bonferroni.

6.2 Efeito do tratamento com Probiotil® ou Probiatop® sobre a analise ponderal nos
camundongos.

O tratamento com 5-FU induziu uma perda de peso progressiva a partir do
primeiro dia ap0s a inducdo de mucosite intestinal (Figura 10- A — 1°dia 5,15%; 2°dia
12,67%; 3°dia 22,16%; Figura 10- B-1°dia 5,54%; 2°dia 16,43%; 3°dia 23,26%), comparado
ao grupo controle. Conforme se observa na figura 10A, o pds-tratamento com Probiotil® ndo
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foi capaz de reverter a perda de peso provocada pelo tratamento com 5-FU. No entanto, o p6s-
tratamento com Probiatop® reverteu a perda de peso induzida por 5-FU no 2° e 3° dia apés 0
tratamento (Figura 10- B- 2°dia 11,93%; 3°dia 19,07%), em comparacao ao 5-FU.

Figura 10. Efeito do tratamento com Probiotil® (A) ou Probiatop®(B)na variacéo de peso
corporal em comparacéo ao grupo 5-FU.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Todos os animais receberam dose Gnica intraperitoneal de 5-FU (450mg/Kg), exceto os grupos controles (Salina
ou DMSO). Os grupos Probiotil® eProbiatop® receberam os probidticos por trés dias. Os animais foram pesados
diariamente durante todo o experimento. Os valores foram expressos como média + E.P.M. *p<0,05 comparado
com o grupo controle (DMSO (A) ou Salina (B)), # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU pelo teste ANOVA
seguido de Bonferroni.

6.3 Efeito do tratamento com Probiotil® ou Probiatop® sobre a concentragdo de GSH
nos segmentos intestinais.

O tratamento com 5-FU induziu uma significativa reducdo da concentracdo de
GSH no duodeno (Figura 11- A 20,47 + 2,94png/g de tecido; B 23,12 + 2,18ug/g de tecido),
jejuno (Figura 11- C 14,71 + 3,55ug/g de tecido; D 18,89 * 3,54ug/g de tecido) e no ileo
(Figura 11- E 12,16 + 0,68ug/g de tecido; F 14,14 + 2,61ug/g de tecido), quando comparados
aos respectivos controles (Figura 11- A 34,21 + 3,40ug/g de tecido; B 32,35 * 1,43ug/g de
tecido; C 36,31 + 4,80ug/g de tecido; D 39,14 + 2,54ug/g de tecido; E 24,53 £ 3,81ug/g de
tecido; F 24,36 + 3,14ug/g de tecido).

O tratamento com ambos 0s probidticos reverteu o consumo de GSH no duodeno
(Figura 11- A 35,57 + 3,22ug/g de tecido; B 34,88 = 4,01ug/g de tecido) e no jejuno (Figura
11- C 32,41 £ 4,31pug/g de tecido; D 34,62 *+ 5,41ug/g de tecido), no entanto, no ileo essa
reversdo ndo foi observada (Figura 11- E 12,48 + 4,29 ng/g de tecido; F 12,65 £ 1,85 ug/g de

tecido).
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Figura 11. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,C,E) ou Probiatop® (B,D,F) na
diminuicdo da concentracdo de GSH nos segmentos intestinais induzidos por 5-FU em
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Fonte. Elaborado pela autora.

Todos os animais receberam dose Unica, intraperitoneal, de 5-FU (450mg/Kg) no primeiro dia, exceto os grupos
controle (salina ou DMSO), e foram pés-tratados durante trés dias com Probiotil® ou Probiatop®. Todos os
animais foram eutanasiados no quarto dia do experimento. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos
para aferir a concentracdo de GSH. . Os valores foram expressos como media + E.P.M. *p<0,05 comparado com
0 grupo salina ou DMSO, # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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6.4 Efeito do tratamento com Probiotil® ou Probiatop® sobre os niveis de MDA nos
segmentos intestinais.

Na figura 12, observamos que o grupo de animais que receberam somente 5-FU,
tiveram um aumento nos niveis de MDA nos trés segmentos intestinais (Figura 12- duodeno:
A 63,51 £ 7,40nmol/g de tecido; B 71,19 £+ 10,71 nmol/g de tecido; jejuno: C 58,05 + 5,94
nmol/g de tecido; D 62,05 + 8,91 nmol/g de tecido; ileo: E 60,33 £ 5,16 nmol/g de tecido; F
54,14 + 5,66 nmol/g de tecido), quando comparados ao niveis dos respectivos grupos de
animais controle (Figura 12- duodeno: A 26,07 = 3,11 nmol/g de tecido; B 25,48 + 1,82
nmol/g de tecido; jejuno: C 27,67 = 3,52 nmol/g de tecido; D 20,0 = 0,80 nmol/g de tecido;
ileo: E 25,38 + 2,28 nmol/g de tecido; F 28,33 + 4,77 nmol/g de tecido).

O tratamento com Probiotil® reverteu o aumento dos niveis de MDA induzido
pela administracdo de 5-FU tanto no duodeno (Figura 12- A 28,81 + 2,96 nmol/g de tecido),
como no jejuno (Figura 12- C 22,46 + 0,58 nmol/g de tecido) e no ileo (Figura 12- E 29,09 +
2,43 nmol/g de tecido).

Essa reversdo também foi observada no tratamento com Probiatop® no duodeno
(Figura 12- B 31,59 * 5,40 nmol/g de tecido), no jejuno (Figura 12- D 28,33 £ 3,40 nmol/g de
tecido) e no ileo (Figura 12- F 25,44 + 2,30 nmol/g de tecido).
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Figura 12. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,C,E) ou Probiatop® (B,D,F) no aumento

dos niveis de MDA nos segmentos intestinais induzidos por 5-FU em camundongos.
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Fonte. Elaborado pela autora.
Todos os animais receberam dose Unica, intraperitoneal, de 5-FU (450mg/Kg) no primeiro dia, exceto 0s grupos
controle (salina ou DMSO), e foram pés-tratados durante trés dias com Probiotil® ou Probiatop®. Todos os
animais foram eutanasiados no quarto dia do experimento. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos
para aferir a concentragcdo de MDA. Os valores foram expressos como media + E.P.M. *p<0,05 comparado com
0 grupo salina ou DMSO, # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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6.5 Efeito do tratamento com Probiotil® ou Probiatop® sobre a expressdo de citocinas
pro-inflamatdrias, TNF-a e IL-6, nos segmentos intestinais.

Na figura 13, observa-se um aumento da citocina pro-inflamatéria TNF-o nos
grupos tratados apenas com 5-FU nos trés segmentos intestinais. No duodeno, o tratamento
com 5-FU acarretou em um aumento da expresséo de TNF-a (Figura 13- A 351,8 + 57,99
pg/ml; B 410,0 £ 84,10 pg/ml) quando comparados aos devidos controles (Figura 13- A
121,1+41,03 pg/ml; B 61,89 £24,60 pg/ml). O pos-tratamento com o0s probidticos reverteu o
aumento desta citocina no duodeno, atingindo valores bem proximos aos dos controles
(Figura 13- A 130,6 + 36,84 pg/ml; B 67,04 £ 17,96 pg/ml).

No jejuno, os niveis de TNF-o aumentaram nos animais tratados apenas com 5-
FU (Figura 13- C 360,4 + 75,47 pg/ml; D 355,1 + 91,39 pg/ml) em relacdo aos controles
(Figura 13- C 80,50 £ 59,66 pg/ml; 100,9 + 21,32 pg/ml), foi observado a reversdo deste
aumento nos animais tratados com os probiéticos (Figura 13- C 101,6 + 15,23 pg/ml; D 60,07
+ 25,57 pg/ml).

No ileo os niveis de TNF-a também aumentaram significativamente em
decorréncia do tratamento com 5-FU (Figura 13- E 401,0 + 86,16 pg/ml; F 284,6 + 90,44
pg/ml) quando comparados aos animais néo induzidos com 5-FU (Figura 13- E 103,4 + 33,91
pg/ml; F 27,89 + 31,07 pg/ml). Tanto Probiotil® como o Probiatop® reverteram o aumento
desta citocina no ileo (Figura 13- E 98,71 + 62,80 pg/ml; F 43,55 + 30,95 pg/ml,
respectivamente).

A outra citocina pro-inflamatoria avaliada foi a IL-6, que assim como 0 TNF-a se
mostrou elevada nos trés segmentos intestinais nos grupos tratados somente com 5-FU
(Figura 14- A 28,38 £ 5,62 pg/ml; B 48,24 + 11,67 pg/ml; C 27,68 +7,38 pg/ml; D 33,09 +
8,26 pg/ml; E 35,35 * 4,93 pg/ml; F 48,49 + 11,77 pg/ml) em comparacdo aos respectivos
controles (Figura 14- A 8,52 + 3,94 pg/ml; B 10,55 * 3,90 pg/ml; C 8,09 £ 0,72 pg/ml; D5,96
+ 2,50 pg/ml; E 10,55 +3,28 pg/ml; F 10,80 + 2,62 pg/ml). O tratamento com Probiotil® como
com o Probiatop® reverteu o aumentou de IL-6 induzido pelo quimioterapico nos trés
segmentos intestinais (Figura 14- A 7,39 £ 2,39 pg/ml; B 4,81 + 1,28 pg/ml; C 7,11 + 2,48
pg/ml; D 4,39 + 1,56 pg/ml; E 8,45 + 3,14 pg/ml; F 8,98 £4,47 pg/ml).
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Figura 13. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,C,E) ou Probiatop® (B,D,F) no aumento

da expressao de TNF-a nos segmentos intestinais induzidos por 5-FU em camundongos.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Todos os animais receberam dose Unica, intraperitoneal, de 5-FU (450mg/Kg) no primeiro dia, exceto 0s grupos
controle (salina ou DMSQ), e foram pos-tratados durante trés dias com Probiotil® ou Probiatop®. Todos os
animais foram eutanasiados no quarto dia do experimento. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos
para aferir a concentracdo de TNF-a. Os valores foram expressos como media + E.P.M. *p<0,05 comparado com
0 grupo salina ou DMSO, # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 14. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,C,E) ou Probiatop® (B,D,F) no aumento
da expressao de IL-6 nos segmentos intestinais induzidos por 5-FU em camundongos.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Todos os animais receberam dose Unica, intraperitoneal, de 5-FU (450mg/Kg) no primeiro dia, exceto os grupos
controle (salina ou DMSQ), e foram pos-tratados durante trés dias com Probiotil® ou Probiatop®. Todos os
animais foram eutanasiados no quarto dia do experimento. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos
para aferir a concentracdo de IL-6. Os valores foram expressos como media + E.P.M. *p<0,05 comparado com o
grupo salina ou DMSO, # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.



6.6 Efeito do tratamento com Probiotil® ou Probiatop® sobre a atividade de MPO nos
segmentos intestinais.

Nos animais tratados com 5-FU foi encontrado um importante aumento do
infiltrado neutrofilico nos trés segmentos intestinais. Observa-se um aumento na atividade
de MPO do duodeno (Figura 15- A 596 = 1,15 UMPO/mg tecido; B 8,76 + 1,25
UMPO/mg tecido), no jejuno (Figura 15- C 1,12 + 0,28 UMPO/mg tecido; D 1,20 + 0,58
UMPO/mg tecido) e no ileo (Figura 15- E 1,07 £ 0,17 UMPO/mg tecido; F 0,74 + 0,12
UMPO/mg tecido) quando comparado aos respectivos controles (Figura 15- A 0,49 + 0,11
UMPO/mg tecido; B 0,68 + 0,16 UMPO/mg tecido; C 1,12 + 0,28 UMPO/mg tecido; D
1,20 £ 0,58 UMPO/mg tecido; E 1,07 £ 0,17 UMPO/mg tecido; F 0,74 + 0,12 UMPO/mg
tecido).

O tratamento com Probiotil® foi capaz de reverter o aumento da atividade de
MPO no duodeno (Figura 15- A 1,37 £ 0,30 UMPO/mg tecido), jejuno (Figura 15- C 2,44
+ 0,51 UMPO/mg tecido) e também no ileo (Figura 15- E 1,89 + 0,21 UMPO/mg tecido),
guando comparados aos animais que receberam somente 5-FU.

O Probiatop® se comportou de forma semelhante ao Probiotil®, revertendo o
aumento da MPO induzida por 5-FU no duodeno (Figura 15- B 1,53 + 0,30 UMPO/mg
tecido), jejuno (Figura 15- D 2,08 + 0,24 UMPO/mg tecido) e ileo (Figura 15- F 4,39 +
1,27 UMPO/mg tecido).
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Figura 15. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,C,E) ou Probiatop® (B,D,F) no
aumento da atividade de MPO nos segmentos intestinais induzidos por 5-FU em

camundongos.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Todos os animais receberam dose Unica, intraperitoneal, de 5-FU (450mg/Kg) no primeiro dia, exceto 0s grupos
controle (salina ou DMSQ), e foram pos-tratados durante trés dias com Probiatop® ou Probiotil®. Todos os
animais foram eutanasiados no quarto dia do experimento. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos
para a realizagdo do ensaio da atividade de MPO. Os valores foram expressos como media £ E.P.M. *p<0,05
comparado com o grupo salina ou DMSO, # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU pelo teste ANOVA seguido
de Bonferroni.
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6.7 Efeito do tratamento com Probiotil® ou Probiatop® na analise histopatolégica dos
segmentos intestinais.

Em relacdo aos escores histopatoldgicos foi evidenciado que os animais do grupo
controle (salina ou DMSQ) apresentaram mucosa e camada muscular normais no duodeno,
jejuno e ileo. Os grupos que receberam somente 5-FU apresentaram no duodeno e jejuno as
seguintes caracteristicas: mucosa com vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das
criptas, intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizagdo e edema mas camada muscular normal.
No ileo, além das alteragbes na mucosa, observou-se alteragdes na camada muscular com
presenca de edema, vacuolizacdo e infiltrado neutrofilico. Com base nestes achados, os
escores histologicos nos grupos tratados somente com 5-FU foram maiores que os do controle
(Salina ou DMSO). Os grupos que receberam Probiotil® ou Probiatop® ndo reverteram
significativamente o aumento dos escores histoldgicos induzidos por 5-FU, com exce¢do do
jejuno do grupo tratado com Probiatop® em relacdo ao grupo 5-FU (Tabela 2 e 3,
respectivamente). Nas fotomicrografias observam-se as alteracOes relatadas (Figura 16;
Figura 17; Figura 18).

Tabela 2. Escores histopatolégicos nos segmentos intestinais de camundongos submetidos a
mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com Probiotil®.

GRUPOS ESCORES
EXPERIMENTAIS
DUODENO JEJUNO ILEO
Controle (DMSO) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
5-FU+DMSO 2*(0-3) 2*(1-3) 3*(1-3)
5-FU+Probiotil® 1 (0-3) 1,5(1-3) 2 (1-3)

Fonte. Elaborado pela autora.
Os valores representam a mediana seguido de valores minimo e maximo. *p<0,05 quando comparado ao grupo
DMSO.. Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunns..

Tabela 3. Escores histopatolégicos nos segmentos intestinais de camundongos submetidos a

mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados com Probiatop®.

GRUPOS ESCORES
EXPERIMENTAIS
DUODENO JEJUNO ILEO
Controle (Salina) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
5-FU+Salina 1*(0-2) 2*(1-3) 3*(2-3)
5-FU+Probiatop® 0 (0-2) 17(1-2) 2 (2-3)

Fonte. Elaborado pela autora.

Os valores representam a mediana seguido de valores minimo e maximo. *p<0,05 quando comparado ao grupo
Salina e # p<0,05 quando comparado ao grupo 5- FU + Salina. Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas

comparag6es de Dunns..
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Figura 16. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,B, C) ou Probiatop® (D, E, F) sobre as
alteragoes hlstopatologlcas no duodeno induzidas por 5-FU em camundongos

Fonte Elaborado pela autora

Fotomicrografias (aumento de 400X) do duodeno de camundongos tratados com DMSO (A) ou salina (D), 5-
FU+DMSO (B) ou 5-FU+salina (E) e 5-FU+Probiotil® (C) ou 5-FU+Probiatop® (F). A seta vermelha indica
presenca de infiltrado neutrofilico.

Figura 17. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,B, C) ou Probiatop® (D, E, F) sobre as
alteracbes hlstopatologlcas no jejuno induzidas por 5-FU em camundongos

Fonte. Elaborado pela autora

Fotomicrografias (aumento de 400X) do duodeno de camundongos tratados com DMSO (A) ou salina (D),
5-FU+DMSO (B) ou 5-FU+salina (E) e 5-FU+Probiotil® (C) ou 5-FU+Probiatop® (F). A seta vermelha
indica presenga de infiltrado neutrofilico. A seta vermelha indica presenca de infiltrado neutrofilico e a
cabeca de seta preta indica presenca de edema.
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Figura 18. Efeito do tratamento com Probiotil® (A, B, C) ou Probiatop® (D, E, F) sobre as
alteracOes histopatolégicas no ileo induzidas por 5-FU em camundongos.

& 1 4 VRS /JA“" *‘
Fonte. Elaborado pela autora.
Fotomicrografias (aumento de 400X) do ileo de camundongos tratados com DMSO (A) ou salina (D), 5-
FU+DMSO (B) ou 5-FU+salina (E) e 5-FU+Probiotil® (C) ou 5-FU+Probiatop® (F). A seta vermelha indica
presenca de infiltrado neutrofilico. A seta vermelha indica presenga de infiltrado neutrofilico e a seta preta
indica vacuolizacéo.

6.8 Efeito do tratamento com Probiotil® e Probiatop® sobre a analise morfométrica
(relacéo vilo/cripta) nos segmentos intestinais.

O tratamento com 5-FU induziu uma significativa diminuigéo na altura dos vilos,
bem como, um aumento na profundidade das criptas, ocasionando uma diminui¢cdo na razéo
vilo/cripta nos trés segmentos intestinais (duodeno: Figura 19- A 2,56 = 0,08 um; B 1,94 + 0,07
pum; jejuno: Figura 19- C 1,93 + 0,07 um; D 1,96 + 0,04 um; ileo: Figura 19- E 1,30 £ 0,03 pm
pum; F 1,43 £ 0,03 um) quando comparados aos respectivos controles (Figura 19- A 3,68 +
0,15 pm; B 3,57 £ 0,10 pm; C 3,83 £ 0,16 pum; D 3,39 + 0,09 um; E 2,95 £ 0,07 pum; F 2,67 +
0,08 um).

O tratamento com probidticos protegeu a mucosa epitelial do dano provocado
pelo tratamento com 5-FU, restaurando a razdo vilo/cripta. O tratamento com Probiotil®
reestabeleceu a relacao vilo/cripta no duodeno (Figura 19- A 3,29 + 0,10 um), jejuno (Figura
19- C 2,73 + 0,08 um) e ileo (Figura 19- E 2,18 + 0,08 um). Resultados semelhantes foram
observados no tratamento com Probiatop® no duodeno (Figura 19- B 3,17 + 0,14 pm), jejuno
(Figura 19- C 2,91 0,12 um) e no ileo (Figura 19- F 2,16+ 0,07 um).
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Figura 19. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,C,E) e Probiatop® (B,D,F) sobre a reduco

da razéo vilo/cripta induzida por 5-FU em camundongos.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Todos os animais receberam dose Unica, intraperitoneal, de 5-FU (450mg/Kg), com excecdo dos controles
(Salina e DMSO), os animais dos grupos probidticos foram tratados com o respectivo probi6tico por trés dias
(2,5 ml/dia). Todos os animais foram sacrificados no quarto dia do experimento. Segmentos do duodeno (A e B),
jejuno (C e D) e ileo (E e F) foram obtidos para andlise da altura dos vilos e profundidade das criptas para
obtencdo da razdo altura vilo/profundidade cripta. Os valores foram expressos como media + E.P.M. *p<0,05
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comparado com o grupo salina ou DMSO, # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU pelo teste ANOVA seguido
de Bonferroni.

6.9. Efeito do tratamento com Probiotil® e Probiatop® sobre o esvaziamento gastrico e
transito gastrintestinal nos camundongos.

O tratamento com Probiotil® néo reverteu o retardo do esvaziamento géstrico e do
trénsito intestinal induzido pelo tratamento com 5-FU no modelo de mucosite intestinal em
camundongos. Observa-se na figura 20A que o 5-FU induziu um significativo aumento na
retencdo gastrica (Figura 20- A 50,99 + 6,46%) quando comparado ao controle DMSO
(Figura 20- A 27,36 + 2,65%), no entanto essa alteracdo nao foi revertida pelo tratamento com
Probiotil® (Figura 20- A 58,04 + 6,71%). Quanto ao transito intestinal, observa-se na figura
20B que apesar de haver uma tendéncia a uma maior retencéo intestinal pelos grupos tratados
com 5-FU (Figura 20- B proximal 42,38 * 3,80%; medial 37,77 + 5,43% e distal
19,85+3,42%), ndo ha uma diferenca significativa entre o grupo induzido (5-FU) e o grupo
controle DMSO (Figura 20-B 32,19 + 2,08%; 43,13 + 4,19%; 24,66 + 5,07%, proximal,
medial e distal, respectivamente). O tratamento com Probiotil® ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo 5-FU, no entanto, observa-se uma tendéncia a uma
melhoria do retardo do transito intestinal (Figura 20-B P 38,26+5,57%; M 38,44+5,07%; D
23,30+0,71%).

Na figura 20C, observa-se que, 0 5-FU induziu um significativo aumento na
retencdo gastrica (Figura 20- C 50,13 + 3,10%), quando comparado com o controle (salina)
(Figura 20- C 30,0+£1,46%), este retardo do esvaziamento gastrico foi revertido com o
tratamento com Probiatop® (Figura 20- C 42,11+2,41%), no entanto, ndo foi capaz de
melhorar o retardo do transito gastrintestinal (Figura 20-D), que apresentou aumento da
retencdo no segmento proximal (Figura 20- D 46,11 + 4,28%), diminuicdo no segmento
medial (Figura 20- D 34,80 £ 4,09%) e distal (Figura 17- D 29,07 £+ 4,33%) nos grupos
tratados com 5-FU, quando comparado ao grupo salina (Figura 20- D 30,87 + 1,42%; 54,81 +
1,45; 13,89 + 0,80, respectivamente), o pos-tratamento com Probiatop® n&o reverteu as
alteracdes do transito gastrintestinal induzidas pelo 5-FU.
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Figura 20. Efeito do tratamento com Probiotil® (A,B) e Probiatop® (C,D) sobre as alteracdes

na atividade permanecida no estbmago e intestino induzido por 5- FU em camundongos.
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Fonte. Elaborado pela autora.

Todos os animais receberam dose Unica, intraperitoneal, de 5-FU (450mg/Kg) no primeiro dia, exceto 0s grupos
controle (DMSO ou Salina), e foram pés-tratados durante trés dias com o respectivo probidtico. Do segundo para
0 terceiro dia todos os animais ficaram em jejum de 18h. No dia do experimento, 0os animais receberam por
gavagem de 0,3 ml a solugéo glicosada (5%) contendo vermelho de fenol a 0,75 mg/ml. Os resultados mostram a
quantidade de vermelho fenol recuperada no estémago (Figura 20 A, C) e intestino (Figura 20 B, D), 20 min
depois da gavagem. Os valores foram expressos como porcentagem da atividade total no trato gastrintestinal. Os
valores foram expressos como média + E.P.M. * p<0.05 comparado ao grupo salina ou DMSO, pelo teste
ANOVA seguido de Bonferroni.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, nés demonstramos que os probiéticos (Probiotil® ou
Probiatop®) reverteram as alteragdes inflamatorias, morfométricas e o estresse oxidativo no
modelo de mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil em camundongos, sem alterar a
leucopenia. O mecanismo pela qual esses compostos desenvolvem suas funcbes incluia
reducdo dos niveis de TNF-o e IL-6, diminuigdo do infiltrado neutrofilico (atividade de
MPO),prevencdo do consumo de glutationa reduzida (GSH), reducdo dos niveis de
malondialdeido (MDA), e assim preservando a integridade da mucosa intestinal. Além disso,
nossos dados demonstraram que 0s probidticos ndo foram capazes de reverter as alteracdes
motoras (transito gastrintestinal) promovidas pela administracdo de 5-FU, exceto o tratamento
com Probiatop® que reverteu o retardo do esvaziamento gastrico.

O 5-FU exerce seus efeitos terapéuticos por meio de acdo citotoxica sobre as
células cancerigenas, e dessa forma impedindo a proliferacdo celular e induzindo apoptose
(LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003; SAVVA-BORDALDO et al., 2010). No entanto,
devido sua inespecificidade, pode também atuar sobre as células normais, afetando
principalmente tecidos de rapida proliferacdo celular, incluindo a medula 6ssea, o qual
promove intensa leucopenia em pacientes sob tratamento (ANDRADE; SILVA, 2007). Em
consonancia com resultados clinicos, nossos resultados no modelo experimental de mucosite
intestinal induzida por 5-FU, demonstram importante efeito colateral deste farmaco,
demonstraram que a administracdo deste quimioterapico promoveu intensa leucopenia, e que
ambos os probidticos (Probiotil® ou Probiatop®) n&o apresentaram qualquer efeito sobre este
parametro. De forma semelhante, Justino (2011) ao utilizar o probidtico Saccharomices
boulardii também n&o observou efeito sobre este pardmetro no mesmo modelo experimental.
Embora a leucopenia seja prejudicial ao paciente em tratamento com quimioterapico ao
promover baixa na imunidade (BONASSA, 2005), o fato dos probiodticos ndo exercerem
efeitos sobre este pardmetro é importante e pode sugerir uma possivel auséncia de
interferéncia sobre o efeito citotoxico desencadeado pela agdo do 5-FU, de modo a nédo
comprometer a eficacia terapéutica do antineoplasico.

Outro aspecto clinico de suma importancia na quimioterapia com 5-FU é a perda
acentuada de peso corporal, 0 qual pode ser resultante da disbiose intestinal promovida pelo
tratamento (MARTINS et al.,, 2009; MELO et al., 2002). Nestas condicOes, bactérias

benéficas da microbiota enddgena que formam uma barreira contra 0s microrganismos
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invasores, permanecem em menores propor¢cdes com a agressividade do tratamento, e assim
expde o epitélio intestinal aos efeitos colaterais induzidos pela administracdo do 5-FU
(ALMEIDA et al., 2009). Shinya (2010) relata que as “bactérias boas” como os lactobacilos,
tém como principal funcdo a sintese de enzimas antioxidantes essenciais para a neutralizacdo
de radicais livres produzidos no intestino. Esses radicais livres quando ndo séo neutralizados
pela caréncia desses lactobacilos ou por quaisquer outras razdes, induzem uma resposta
inflamatdria nas vilosidades da mucosa, comprometendo as regiGes absortivas intestinais
(RAKOFF-NAHOUM; MEDZHITOV, 2008).

Neste estudo, foi observado ainda que a administracdo de 5-FU promoveu intensa
perda de peso corporal e que o tratamento com Probiatop® mas ndo com Probiotil® preveniu
esta alteracdo. O fato de apenas o Probiatop® prevenir a perda de peso induzida pelo 5-FU
pode estar relacionado a propriedades atribuidas as duas espécies adicionais (Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus paracasei), comparado ao Probiotil®. Neste sentido, tem sido
demonstrado que essas espécies adicionais regulam o processo inflamatério por modular a
producdo/acdo de interleucina-10 (IL-10), uma importante reguladora da inflamacéo
decorrente de disbiose intestinal (RAKOFF-NAHOUM; MEDZHITQOV, 2008). Assim, n0ssos
resultados sugerem que a composicéo adicional do Probiatop® apresenta um efeito modulador
da microbiota intestinal adicional em relagdo ao Probiotil .

Estudos clinicos tem demonstrado que pacientes sob tratamento com
quimioterapicos apresentam produtos da peroxidacdo lipidica aumentados, associados a uma
reducdo da capacidade antioxidante ap0s o tratamento quimioterapico (FABER et al, 1995;
FAURE et al, 1996; WEIJL, 1998). Esses eventos foram bem caracterizados por Sonis (2004)
em modelos experimentais de mucosite induzida por quimioterapicos. O dano a mucosa
intestinal inicia-se logo ap6s a exposicdo a quimioterapia, com inducdo da formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que contribui para a ativacdo de uma cascata de eventos
bioldgicos desencadeando o processo inflamatorio (SONIS, 2004). Desta forma, a presenca de
estresse oxidativo é de suma importancia para desenvolvimento da mucosite intestinal e sua
avaliacdo pode ser associada com o indice de dano ao epitélio. Neste sentido, a glutationa
reduzida (GSH), um importante antioxidante enddgeno, protege as células por meio da
conjugacdo e consequentemente a remocgdo de metabolitos reativos produzidos durante a
peroxidacao lipidica, dessa forma a reducdo dos niveis basais de GSH indica a presenca de
intenso estresse oxidativo (MEISTER, 1974).

Nossos resultados demonstraram que a administracdo de 5-FU promoveu um

aumento do consumo de GSH nos trés segmentos intestinais avaliados (duodeno, jejuno e
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fleo). Por outro lado, o tratamento com ambos os probidticos (Probiotil® ou Probiatop®)
preveniu esse consumo no duodeno e jejuno, mas ndo no ileo. Um fator que pode estar
associado a esta discrepancia é a heterogeneidade de distribuicdo da microbiota intestinal ao
longo do intestino delgado (TRABULSI; SAMPAIO, 2004). Tem sido demonstrado que o
ileo é o sitio mais colonizado por microrganismos residentes, e que sofre 0 maior impacto
decorrente da alteragdo da microbiota intestinal induzida pelo tratamento com 5-FU
(MACDONALD, 1997). Essa disbiose esta relacionada a um maior aumento de estresse
oxidativo (POVOA, 2005), implicando no consumo dos mecanismos de defesa antioxidantes.
Juntos, esses aspectos podem explicar o fato de que no presente estudo os probidticos ndo
tenham sido capazes de reestabelecer os niveis de GSH nesta porcéo intestinal.

O aumento de produtos da peroxidacdo lipidica é reflexo do dano oxidativo
promovido pelo estresse oxidativo aos lipideos de membrana celulares, deste modo, o
malondialdeido (MDA), produto final da peroxidacdo lipidica, € um importante marcador
deste parametro (BETTERIDGE, 2000; SUN et al., 2000; MIYAZONO; GAO; HORIE,
2004; FUCHS-TARLOVSKY, 2013). No presente estudo, observou-se que o tratamento com
5-FU aumentou os niveis de MDA nos trés segmentos intestinais analisados, e que ambos 0s
probidticos (Probiotil® ou Probiatop®) foram capazes de reverter esta alteracéo, corroborando
com a prevencao do consumo de GSH. O efeito de probioticos na regulacdo de parametros
oxidativo j& tem sido bem demonstrado na literatura em modelos experimentais in vitro e in
vivo. Justino et al. (2014; 2015) demonstrou que S. boulardii e L. acidophilus apresentaram a
capacidade de prevenir o consumo de GSH em modelo experimental de mucosite intestinal
induzida por 5-FU em camundongos. Além disso, foi demonstrado em estudos in vitro que
diferentes cepas de Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum, e
Lactobacillus rhamnosus) (KULLISAAR et al., 2002; XING et al., 2015) e Bifidobacterium
longum (AMANATIDOU et al, 2001) reagem através da producdo de enzimas superdxido
dismutase (SOD) (STECCHINI et al. 2001), convertendo radicais superdxido em oxigénio e
peroxido de hidrogénio, e da glutationa peroxidase que elimina peréxido de hidrogénio e os
radicais hidroxila (AMANATIDOU et al., 2001).

A presenca de estresse oxidativo € de suma importancia no desenvolvimento da
mucosite, uma vez que pode desencadear a producdo de citocinas pro-inflamatdrias que
amplificardo o dano tecidual na mucosa intestinal (VILLA; SONIS, 2015). Desta forma, a
mensuracdo destas citocinas é um parametro associado a lesdo promovida por 5-FU na
mucosite intestinal. Segundo Sonis (2004), o aumento destes mediadores inflamatorios ocorre

em decorréncia da ativagdo do fator de transcricdo NF-kB em resposta aos danos primarios
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desencadeados pelo estresse oxidativo, estes por sua vez amplificam o processo inflamatorio
contribuindo para o dano tecidual. Dessa forma, a analise de citocinas, tais como TNF-a, IL-
1R e IL-6, é de suma importancia para avaliacdo do desenvolvimento da mucosite intestinal e
ja tem sido mostrado que sdo marcadores associados ao tratamento de pacientes submetidos a
terapia com 5-FU (MIWA; KOJIMA; NARUSE, 2001), alteragdo também j& descrita em
modelos experimentais (SOARES et al., 2013; JUSTINO et al., 2014; YEUNG et al., 2015;
YUAN et al., 2015).

Em consonéancia com estudos prévios, no presente estudo, a administracdo de 5-
FU aumentou os niveis de TNF-a e IL-6 nos trés segmentos intestinais analisados (duodeno,
jejuno e ileo). Por outro lado, ambos os probiéticos (Probiotil® ou Probiatop®) demonstraram
um importante potencial anti-inflamatério ao promover reducdo da producdo desses
mediadores. Em conformidade com estes dados, os probiéticos S. Boulardii, L. acidophilus,
L. rhamnosus e B. infantis quando avaliados isoladamente, diminuiram a producdo das
citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 em modelo de mucosite induzida por 5-FU, exercendo assim
atividade anti-inflamatéria e prevenindo o desenvolvimento da inflamacdo intestinal
(JUSTINO et al., 2014;2015, YEUNG et al., 2015;YUAN et al., 2015). Dessa forma, o efeito
de inibicdo da producdo de TNF-o e IL-6 promovidos pelos probiéticos (Probiotil® ou
Probiatop®) ap6s a administracdo de 5-FU, pode ser considerado um fator chave na prevencéo
do dano tecidual observado no nosso estudo.

A intensa producdo/liberacdo de citocinas pro-inflamatérias mediada por
macrofagos e linfocitos € um importante aspecto para o desenvolvimento das alteracdes
vasculares observadas na resposta inflamatoria induzida pelo tratamento com
quimioterapicos, desencadeando a ativacao do endotélio vascular o qual culmina no aumento
da expressdo de moléculas de adesdo, aumento da permeabilidade vascular e exacerbacdo do
processo inflamatério (SONIS, 1998; PICO et al., 1998). Associado a esses eventos, as
citocinas pro-inflamatdrias tem a capacidade de promover quimiotaxia de polimorfonucleares
(primariamente neutrofilos) para os tecidos inflamados, atuando como sinalizadores celulares
que contribuirdo para a fase de ulceracdo do tecido (WAGNER & ROTH, 2000). Logo, a
imunomodulacdo desta citocinas pelos probidticos pode contribuir para a reducéo do acumulo
de neutrdfilos no epitélio intestinal.

A presenca de neutréfilos no sitio lesado é uma caracteristica primordial dos
processos inflamatorios (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982), isso ocorre
devido sua capacidade de migrar dos vasos para os tecidos sob determinadas condigOes

patoldgicas (WAGNER & ROTH, 2000). Estas células sdo consideradas componentes
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centrais da resposta inflamatéria, uma vez que agem sobre os mecanismos de fagocitose,
producdo de radicais livres, bem como na producgdo e ativacdo de mediadores inflamatdrios
(REAVES; CHIN; PARKOS, 2005). Outro importante mecanismo de acao dos neutrdfilos é a
liberacdo da enzima mieloperoxidase (MPQ), presente nos seus granulos azurofilos, que causa
lesdo ao DNA, proteinas e lipideos por meio da producdo de &cido que reage com duplas
ligagbes de lipidios ocasionando uma peroxidagdo lipidica, o que leva ao aumento da
permeabilidade de membranas celulares (SGARBI et al., 2006). Assim, a mensuracdo da
atividade desta enzima serve como parametro indireto para avaliar a presenca de infiltrado
neutrofilico nos tecidos (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).

No presente estudo, foi observado que a administracdo de 5-FU promoveu
aumento na atividade da MPO em todos os segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) e
que o tratamento com Probiotil® ou Probiatop® reverteu esse aumento. Ja estd bem
demonstrado na literatura que a mucosite intestinal induzida por 5-FU esta associada ao
aumento dos niveis da atividade de MPO (FERREIRA et al., 2012; SOARES et al., 2013).
Neste sentido, trabalhos recentes utilizando Lactobacillus e Bifidobacterium em modelos de
mucosite intestinal por 5-FU tém demonstrado atividades anti-inflamatdrias, por mecanismos
dependentes em parte da reducdo de citocinas pro-inflamatérias e do infiltrado de neutr6filos
(JUSTINO et al., 2015;YUAN et al., 2015).

Em decorréncia das alteragBes inflamatorias induzidas pelo tratamento
quimioterapico, nesta fase de ulceracdo ocorre também perda da integridade da mucosa
intestinal. Assim, mudancas morfoldgicas tais como a reducdo na area das vilosidades, foram
demonstradas em seres humanos em tratamento com quimioteréapicos (KEEFE et al., 2000).
Essas alteracBes no epitélio intestinal sdo também observadas em modelos experimentais de
mucosite intestinal induzida por 5-FU. Perda de arquitetura da mucosa, com reducdo do
comprimento do intestino delgado, reducdo das vilosidades, aumento da profundidade das
criptas e presenca de ulceracfes foram bem caracterizadas em andlises histopatoldgicas
intestinais (FERREIRA et al.,2012; SOARES et al.,2013) e demonstram a perda da funcéo de
barreira epitelial funcional da mucosa intestinal, uma vez que essas alteraces comprometem
sua capacidade absortiva e alteram padrbes de permeabilidade (HOFSTAD, 1972,
PODOLSKY, 1993).

Neste trabalho, foi observado que a administracdo de 5-FU promoveu diminui¢ao
da razdo altura do vilo/profundidade da cripta na mucosa intestinal. Por outro lado, o
tratamento com ambos os probidticos (Probiotil® ou Probiatop®) reverteu essa alteragéo

estrutural desencadeada pelo quimioterapico. Esses resultados corroboram com nossos dados
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mostrados anteriormente, os quais sugerem que a reducdo do estresse oxidativo leva a uma
reducdo dos niveis das citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-6, e consequente reducdo da
migracao neutrofilica, culminando na diminuicdo do dano tecidual. Tem sido demonstrado em
modelo de mucosite intestinal por 5-FU que S. boulardii, L. acidophilus, L. rhamnosus e B.
infantis quando administrados de forma individualizada tem importante papel
imunomodulador sobre citocinas pré-inflamatdrias (TNF-a, IL-1p e IL-6) e assim promovem
manutencdo da integridade da mucosa intestinal (JUSTINO et al., 2014;2015, YEUNG et al.,
2015;YUAN et al., 2015). Neste sentido, nossos resultados demonstram a importancia da
inibicdo do processo inflamatorio e suas repercussdes sobre a integridade da mucosa, tendo
em vista que a inibicdo dos eventos inflamatorios desencadeada pelo tratamento com
Probiotil® ou Probiatop® preveniu o desarranjo da arquitetura do epitélio intestinal.

Além dos eventos oxidativo e inflamatdrios desencadeados pela administracédo de
5-FU, alteracOes na motilidade gastrintestinal séo bastante prevalentes e na maioria das vezes
associadas a sintomas, tais como dispepsia, disfagia e diarreia, como demonstrado em
pacientes sob regime terapéutico, sendo dessa forma designados na clinica como sindrome
dispéptica associada a quimioterapia do cancer (CADS) (RIEZZO et al., 2005). Nesse ponto
de vista, Soares et al. (2008) demonstraram que a mucosite intestinal induzida por 5-FU esté
associada ao retardo no esvaziamento gastrico/transito intestinal de liquidos que ocorre tanto
na fase inflamatoria (3° dia) como na fase pés-inflamatdria (15° dia) ap6s o tratamento com 5-
FU. No presente estudo, foi observado que administracdo de 5-FU promoveu intenso retardo
no esvaziamento gastrico/transito intestinal quando analisado na fase inflamatdria da mucosite
intestinal. Por outro lado, o tratamento com os probiéticos (Probiotil® ou Probiatop®) nio
apresentou efeito sobre esta andlise funcional. Ademais, um efeito isolado promovido pelo
tratamento com Probiatop® foi observado, a qual reverteu o retardo do esvaziamento gastrico
promovido pela administracdo de 5-FU.

No entanto, o efeito exibido por Probiatop® sobre o retardo do esvaziamento
gastrico induzido por 5-FU, pode ndo esta associado ao seu efeito anti-inflamatério, uma vez
que esta alteracdo ja é bem descrita na fase pos-inflamatoria em modelos de inflamacgéo
gastrintestinal. Corroborando com este ponto de vista, Soares et al. (2008) demonstrou de
forma surpreendente que a mucosite intestinal induzida por 5-FU promove
hiperresponsividade do duodeno a agentes contraturantes, tal como o carbacol, na fase
inflamatéria bem como na poés-inflamatéria da mucosite intestinal induzida por 5-FU,
sugerindo a persisténcia desta alteracdo mesmo com a resolucdo do processo inflamatério.

Além disso, foi demonstrado em modelo de infeccdo de camundongos por T. spirallis, que
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existe persisténcia de disfuncdo muscular (hiperresponsividade ao carbacol ou estimulagéo
elétrica) a 42 dias apo6s a infeccdo pelo patdgeno, embora ndo houvesse infiltrado de
neutrofilos (atividade de MPO em nivel basal) ou alteracfes na morfologia da mucosa do
jejuno (BARBARA, VALLANCE; COLLINS, 1997). De forma semelhante, Moreels et al.
(2001) observou maior responsividade do ileo a acetilcolina (ACh) no periodo pos-
inflamatorio em modelo de ileite induzida por TNBS. Desta forma, sugere-se que existe a
participacdo de outros fatores sobre a dismotilidade intestinal, dos quais, independe o
processo inflamatério. Isto justificaria a auséncia de efeito do Probiotil® sobre esta analise,
uma vez que mesmo apresentando efeito anti-inflamatdrio ndo reverteu as alteragcbes motoras
gastrintestinais.

Em suma, nossos resultados sugerem que a utilizagdo de Probiotil® ou Probiatop®
associados a quimioterapia por 5-FU pode reduzir em parte os efeitos adversos gastrintestinais
consequentes do tratamento quimioterapico. Contudo, estudos posteriores incluindo ensaios
clinicos precisam ser conduzidos para desvendar os possiveis mecanismos de acdo destes
probidticos na lesdo da mucosa intestinal induzida pela quimioterapia. Além disso, nossos
dados contribuem para o entendimento da patogénese da mucosite intestinal, bem como
fornecem subsidios para o discernimento das alteragdes motoras associada ao 5-FU,

auxiliando na descoberta de novas alternativas terapéuticas para a mucosite intestinal.
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8 CONCLUSAO

v’ Probiotil® e Probiatop® néo revertem a leucopenia induzida pela administragdo com 5-FU.
v’ Probiatop® mas ndo o Probiotil® reverte a perda de peso induzida por 5-FU.

v’ Probiotil® e Probiatop® reduzem o estresse oxidativo induzido por 5-FU, ao reestabelecer

niveis de antioxidante enddgeno e diminuir a peroxidacéo lipidica.

v’ Probiotil® e Probiatop® reduzem a resposta inflamatéria na mucosite intestinal induzida

por 5-FU ao inibir a producdo de TNF-a e IL-6, e o recrutamento de neutrofilos.

v’ Probiotil® e Probiatop® protegem a mucosa intestinal do desarranjo de vilos e criptas

promovido pela administracdo de 5-FU.

v’ Probiatop® mas néo Probiotil®, reverte o retardo do esvaziamento géstrico induzido por 5-
FU. Além disso, ambos os probidticos ndo foram capazes de reverter as alteracGes sobre o

transito intestinal.
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