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RESUMO
Introducdo. Irinotecano apresenta como efeito colateral a mucosite intestinal (Ml), que
reconhecidamente altera a microbiota intestinal, e apesar dos diversos estudos realizados
para elucidar os mecanismos atraves dos quais a MI se desenvolve, ainda ndo ha
tratamento preventivo eficaz. Paraprobio6ticos sdo compostos formados por bactérias
inativadas que tém a capacidade de reequilibrar a microbiota do intestino, modular a
resposta imune e manter a integridade da juncdo intercelular, sendo uma alternativa
interessante e segura para prevencdo da MI. Objetivos. Esse estudo testou o efeito
protetor do paraprobidtico purificado de Enterococcus faecalis (EC-12) e uma
formulacdo a base de E. faecalis (Med Lan-S) sobre o0 modelo de mucosite induzida por
irinotecano em camundongos. Metodologia. Camundongos C57BL/6 machos receberam
salina, irinotecano (75 mg/kg, i.p.), EC-12 (0.3, 1, or 3 x 10’ UFC/Kkg, v.0.) + irinotecano
ou Med Lan-S (3 x 10" UFC/Kkg, v.0.) + irinotecano. A variacdo do peso corporal foi
avaliada diariamente, e amostras de sangue foram coletadas para a determinagdo de
bacteremia e contagem de leucocitos. Amostras de ileo foram coletadas para realizacao
de ensaio de myeloperoxidase, analise histopatologica, PCR e imunofluorescéncia para
macrdfagos (F4/80), TLR4, e proteina de ligagdo a I1L-18 (IL-18BP). Resultados. Os
melhores resultados foram observados com a administragdo de EC-12 a 3 x 10’ UFC/kg
comecando uma semana antes do irinotecano. EC-12 e Med Lan-S ndo impediram a perda
de massa corporal induzida pelo irinotecano nem a leucopenia, mas atenuaram a
infiltracdo de neutrofilos no intestino e aumentaram a razéo vilo/cripta (p<0,05). Além
disso, EC-12 e Med Lan-S reduziram a expressdo do mRNA de Cldn-2, Ocln e Tlr4 versus
0 grupo irinotecano (p<0,05). Irinotecano também aumentou a expressdo de IL-18 e a
marcacdo por imunofluorescéncia de F4/80, IL18BP e TLR4, enquanto apenas o EC-12
reduziu a expressdo de todos estes marcadores. Notavelmente, tanto EC-12 como Med
Lan-S inibiram a translocacdo bacteriana induzida pelo irinotecano para o sangue.
Conclusdo. O paraprobiotico de E. faecalis EC-12 previne o desenvolvimento de
mucosite intestinal ao infra-regular a resposta inflamatdria. Med Lan-S também protege
contra a mucosite. Possivelmente, a complexidade da formulacdo do Med Lan-S é

responsavel por um mecanismo de protecdo imunologica inata.

Palavras-chave: Irinotecano; Enterococcus faecalis; Mucosite.



PARAPROBIOTIC BASED ON Enterococcus faecalis  PROTECTS FROM
IRINOTECAN-INDUCED INTESTINAL MUCOSITIS IN MICE

Introduction. Irinotecan have as a side effect intestinal mucositis (IM), which is known
to alter the intestinal microbiota, and despite the many studies conducted to elucidate the
mechanisms by which it develops, it still has no preventive treatment. Paraprobiotics are
compounds made of inactivated bacteria that have the ability to balance the gut
microbiota, modulate the immune response and maintain the integrity of the intercellular
junction zone, being an interesting and safe alternative for the prevention of IM.
Objective. This study aimed to test the protective effect of paraprobiotic Enterococcus
faecalis (EC-12) on irinotecan-induced intestinal mucositis. Material and Methods.
C57BL/6 male mice received saline, irinotecan (75 mg/kg, i.p), EC-12 (0.3, 1 or 3 x 10’
CFU/Kkg, p.0.) + irinotecan or Med Lan-S (paraprobiotic-based formulation, 3 x 10’
CFU/kg, p.o.) + irinotecan. Body mass variation was assessed daily, and blood samples
were collected for bacteremia evaluation. After euthanasia, the ileum was harvested for
myeloperoxidase assay, histopathology, quantitative PCR, and immunofluorescence for
macrophages (F4/80) and TLR4 expression. Results. The optimal therapeutic strategy
was verified when EC-12, administered at 3 x 107 CFU/kg, started one week before the
first irinotecan injection. EC-12 and Med Lan-S did not prevent the irinotecan-induced
body mass loss. Conversely, EC-12 and Med Lan-S attenuated the irinotecan-induced
neutrophil infiltration in the intestine and increased the villus/crypt ratio (P <0.05).
Additionally, EC-12 and Med Lan-S reduced the mRNA expression of Cldn-2, Ocln, and
Tlrd versus the irinotecan group (P <0.05). Remarkably, irinotecan augmented the
expression of 11-18, but only EC-12 was able to reduce its expression. The pre-treatment
with EC-12, but not Med Lan-S, reduced the immunofluorescence of F4/80 and Tlr4 to
similar levels as the saline group. Furthermore, EC-12 and Med Lan-S inhibited the
bacterial translocation to the blood. Conclusion. Paraprobiotic EC-12 prevents the
development of intestinal mucositis by downregulating the inflammatory response.
Despite the protection provided by the paraprobiotic formulation (Med Lan-S), its

complexity accounts for an innate immune-driven protective mechanism.

Keywords: Irinotecan; Enterococcus faecalis; Mucositis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer colorretal

Cancer ¢ um termo que representa um conjunto de mais de 100 tipos de doengas
malignas caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que exploram os
mecanismos de organizacao celular e podem invadir tecidos adjacentes ou orgdos a
distancia (INCA, 2022).

Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Satide (OMS), cancer ¢ a segunda principal
causa de obitos no mundo, e a consequéncia disto ¢ que em 2020 estima-se que esta
enfermidade tenha sido responsavel por dez milhdes de mortes. Praticamente uma em
cada seis mortes sdo em decorréncia de cancer. Vale ressaltar que cerca de 70% dos 6bitos
ocorrem em paises em desenvolvimento (WHO, 2021).

Dentre os tipos de cancer, o cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais
frequente em homens e o segundo em mulheres, com cerca de 1,93 milhdes de novos
casos diagnosticados em 2018 e aproximadamente 935.000 mortes (WHO, 2021). A
incidéncia de CCR apresenta tendéncia a aumentar nos paises desenvolvidos, e os fatores
de risco envolvidos no desenvolvimento deste sdo dieta, resposta inflamatoria, alteragdes
do DNA, polimorfismos genéticos e alteragdes na microbiota intestinal (KOLIARAKIS
et al., 2018, apud WATSON & COLLINS, 2011).
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Figura 1. Numero estimado de novos casos de cancer no mundo, em 2020, ambos o0s

sexos, todas as idades.

mama
2 261 419 (11.7%)

pulméao
2206 771 (11.4%)

outros
8 879 843 (46%)

colorretal
1 931 590 (10%)

prostata

1414 250 (7.3%)
estémago
1 089 103 (5.6%)

colo uterino figado
604 127 (3.1%) 005 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Fonte: Adaptado de World Health Organization; Global cancer observatory, International agency for

research on cancer, 2021.

Os sintomas apresentados pelos pacientes com cancer colorretal sdo variaveis, e os
tumores podem ser assintomaticos por longos periodos. Estes sintomas, que podem
resultar de obstrucdo, perfuracdo e sangramento, incluem dor abdominal, hematoquezia,
perda de peso, anemia, mudanca no habito intestinal e massa abdominal. As lesdes
coldnicas do lado direito frequentemente causam dor epigastrica vaga e perda cronica de
sangue levando a fadiga relacionada a anemia, enquanto pacientes com tumores no célon
esquerdo freqiientemente apresentam sintomas de obstru¢do, constipagdo ou altera¢do no

calibre das fezes (MAJUMDAR, FLETCHER & EVANS, 1999).

A evolugdo da terapia antineopldsica permitiu o tratamento curativo de muitas
neoplasias malignas antes consideradas fatais, e o surgimento de novos fairmacos atuantes
na terapia do cancer levaram a uma melhora consideravel na qualidade de vida dos

pacientes e aumento da sobrevida destes (BRUNTON, 2012).

Os compostos antineoplasicos apresentam diferencas estruturais e podem atuar
através de diversos mecanismos, como por exemplo, agentes alquilantes, analogos

antimetabolitos do 4cido folico, das pirimidinas e das purinas, produtos naturais,
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horménios e agentes alvo-especificos. Dentre as estratégias empregadas pelos
antineoplasicos para conter a proliferacdo das células cancerosas, temos a inibicdo da
divisdo celular através da interacdo com o complexo DNA-topoisomerase I, mecanismo
pelo qual atua o irinotecano, farmaco utilizado nos protocolos de tratamento do cancer

colorretal e outros tumores solidos (MATHIJSSEN et al., 2002; LIU et al., 2000).

1.2 Irinotecano

@) irinotecano (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carbonitoxi-
camptotecina ou CPT-11), juntamente com topotecano, sdo derivados hidrossolUveis da
camptotecina, um alcaldide presente na arvore Camptotheca acuminata (WALL &
WANI, 1995). O alvo dos derivados de camptotecina é a enzima Topoisomerase-1, a qual
faz parte de um grupo de enzimas essenciais ao processo de replicacdo do DNA. Essa
enzima concentra-se na regido de super-espirilacdo de cromatina e tem a capacidade de
relaxar tanto o superenrolamento positivo como o negativo da fita dupla de DNA
(WANG, 2002). Apos o relaxamento das fitas de DNA, a topoisomerase-1 atua religando
as regides que foram clivadas, através da reversao das ligacdes crovalentes (XU et al.,
1998; POURQUIER et al., 1999). Pela ligacdo a essa enzima, irinotecano impede o reparo
da fita-dupla, impossibilitando, dessa forma, a divisdo celular (BRUNTON, 2012).
Estudos recentes indicam que irinotecano nao apresenta apenas topoisomerase-1 como
alvo, mas também interage com MDM2 (murine doble minute 2), proteina inibidora do
supressor tumoral p53, Bcl-xL, proteina anti-apoptética (LEE et al., 2019) e com o
oncogene FUBP1 (Far upstream element-binding protein 1) (KHAGEH HOSSEINI et
al., 2017).

Aprovado primeiramente no Japdo, em 1994, para o tratamento do cancer cervical,
de pulméo e de ovario, irinotecano até os dias atuais permanece como uma das principais
drogas antineoplasicas utilizadas no tratamento de tumores sélidos dentre eles o
colorretal, pulmonar de ndo pequenas celulas, pancreético, do trato biliar e gastrico, sendo
usado tanto em criangas como adultos (FUJITA et al., 2015; MAKIMOTO et al., 2019).
Apesar da possibilidade de ser utilizado como monoterapia, irinotecano € comumente
associado a outros agentes citotdxicos, principalmente 5-fluorouracil e oxaliplatina, e

anticorpos como bevacizumab e cetuximab. Além disso, estudos indicam também que
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irinotecano pode ser combinado com inibidores de quinase e inibidores de checkpoint de
ciclo celular (BAILLY et al., 2019).

O efeito antineoplasico do irinotecano deve-se basicamente ao seu metabolito
ativo SN-38, o qual é de cem a mil vezes mais potente que o irinotecano, além de possuir
tempo de meia-vida superior em até 12 horas (RIVORY et al., 1995). Irinotecano é
hidrolisado em SN-38 por duas isoformas de carboxilesterases (CbEl e CbE2),
localizadas no figado, cdlon, rins e células sanguineas, e uma butirilcolinesterase
localizada no plasma (RUDAKOVA et al., 2011). Apenas 2 — 5% do irinotecano é
convertido em SN-38, e a sua depuracgdo se da no figado via glucuronizacdo a SN-38G
pela uridina-difosfato glucuroniltransferase e posterior excre¢do na bile (RIVORY &
ROBERT, 1995). Além dessa via, o0 farmaco também é metabolizado no figado pela acéo
das enzimas do citocromo P450 CYP3A4 e CYP3A5 aos metabdlitos inativos APC e
NPC (SANTOS et al., 2000). A eliminacéo se da através das fezes (60 — 70%), bile (25%)
ou urina (10 — 20%) (KANEDA et al., 1997).

Figura 2. Estrutura molecular do irinotecano e seu metabdlito SN-38

O
CN—<3N—Q N R ] (o)

o I or?

-,

Irinotecano

|

0]
~ Z N
N N
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Fonte: Rivory et al., 1996.

Apesar do tratamento quimioterapico a base de irinotecano aumentar a sobrevida
de pacientes com CCR metastatico em mais de 30 meses, a sua ndo-seletividade para a
topoisomerase-1 no alvo tumoral leva a inibicdo da proliferacdo de células néo-
cancerosas e dessa forma induz toxicidade grave em cerca de 36% dos pacientes, sendo
a mielossupresséo e a diarreia os efeitos mais predominantes e dose-limitantes (FUCHS

et al., 2003; KWEEKEL et al., 2008; FUJITA et al., 2015).
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O tratamento quimioterapico a base de irinotecano € acompanhado por um dano a
mucosa intestinal com perda do epitélio intestinal e aumento de apoptose (IKUNO et al.,
1995) que comprometem a capacidade absortiva do 6rgdo, ocasionando dessa forma o
desenvolvimento de diarreia. A diarreia provocada por irinotecano divide-se em aguda e
tardia. A diarreia aguda acontece de uma a vinte e quatro horas ap6s a administracéo de
irinotecano e é causada devido a similaridade estrutural entre irinotecano e acetilcolina,
sendo denominada diarreia colinérgica (ABIGERGES et al., 1995). Além da diarreia, séo
observados também outros sintomas como colicas, hipersalivacdo e disturbios de
acomodacéo visual, os quais sdo facilmente prevenidos pela administracdo subcutanea de
atropina (ROUGIER et al., 1997). J& a diarreia tardia aparece ap6s 24 horas de
administracdo e sua duracdo pode ter relacdo com a dose do quimioterdpico utilizado.
Esse tipo de diarreia atinge até 80% dos pacientes e 25% deles apresentam graus que
variam entre 3 e 4 (KEEFE et al., 2007).

Além da atropina para o controle dos efeitos colinérgicos agudos, a terapia
aplicada na clinica também consiste na utilizacdo de altas doses de loperamida no inicio
de qualquer evacuagdo com fezes moles, no caso da diarreia tardia, conduta terapéutica
que reduz a incidéncia de diarreia grave (graus 3 e 4) (PITOT et al., 1997, apud
KWEEKEL et al., 2008). J& a leucopenia observada nos pacientes é reduzida pela
utilizacdo do fator estimulador de col6nia de granuldcitos (G-CSF), e as orientacdes
recentes adotam o limiar de neutropenia febril de 20% para que se inicie a utilizagéo desse
fator (TEREZAWA et al., 2015; RUBENSTEIN et al., 2004).

Devido a falta de especificidade dos antineoplasicos para células tumorais, essas
drogas, ao agirem em células saudaveis, desencadeiam importantes efeitos colaterais. No
caso do irinotecano, a mucosite intestinal prejudica a qualidade de vida dos pacientes e 0

seguimento da quimioterapia, podendo levar inclusive a interrupcdo da mesma.

1.3 Mucosite intestinal induzida por irinotecano

A mucosite do trato gastrointestinal consiste numa toxicidade que acompanha
varios tipos de tratamentos quimio e radioterdpicos, caracterizada pela alteragdo da
barreira mucosa intestinal, resultando em (1) ulceracao que culmina com a passagem de

bactérias intestinais para a circulagdo sistémica, e (2) diarreia, como resultado do
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desequilibrio entre absorcdo e secrecdo (SONIS et al., 2004; STEIN, et al., 2010, KEEFE
et al., 2015). Pacientes acometidos por mucosite apresentam manifesta¢des clinicas como
ulceracao oral, ndusea, vomitos e diarreia, esta ultima com ou sem dor, quando o trato
gastrointestinal ¢ atingido (PETERSON, 2011).

Os sintomas citados anteriormente causam consideravel dano a qualidade de vida
dos pacientes, afetando ndo s a absorcéo de nutrientes, como também a progressao do
esquema terapéutico, levando a reducdo das doses de antineoplasicos, interrupgédo
temporéaria ou suspensdao do tratamento, aumento da necessidade de hospitalizacdo e
ocasionalmente morte (POKROWIECKI et al., 2017). O impacto da mucosite na
qualidade de vida dos pacientes € dificil de ser estimado precisamente devido a alta taxa
de sub-notificacbes e a notificacdo seletiva apenas dos casos mais graves de diarreia
(graus 3 ou 4) (CIRILLO et al., 2009; SONIS et al., 2014). Além disso, poucos sdo 0s
pacientes que se submetem a endoscopia para comprovar a presenca de inflamacéo na
mucosa (TOUCHEFEU et al., 2014). No entanto, estima-se que cerca de 50 a até 100%
dos pacientes podem ser afetados por esse efeito colateral (GIBSON et al., 2009).
Acompanhando o grave quadro clinico que se instala, temos como consequéncia um custo
estimado de aproximadamente 97.000 reais por ciclo quimioterapico, como resultado nao
sO do tratamento em si, mas também do aumentado risco de infec¢Bes, nimero de
internacOes e necessidade de utilizacdo de terapias de suporte (CARLOTTO, et al., 2013;
LALLA etal., 2014).

A utilizacdo de glutamina, antibidticos, fatores estimuladores de col6nia de
granulécitos e macréfagos falham em controlar a mucosite, que ndo apresenta nenhum
tratamento curativo (PETERSON et al., 2011), sendo o manejo clinico limitado a
utilizacdo de farmacos para o alivio da dor e utilizacdo da loperamida, um opidide néo-
analgésico, para contencdo dos eventos diarreicos (GIBSON et al., 2007).

O Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer (LAFICA)
desenvolveu ao longo dos anos modelos experimentais de mucosite intestinal buscando
reproduzir o observado nos pacientes, e dessa forma elucidar os mecanismos envolvidos
no seu desenvolvimento.

Em uma primeira tentativa do nosso grupo de indug¢ao de mucosite por irinotecano
em animais, Melo e colaboradores, baseando-se no estudo de Ikuno (1995), padronizaram
o modelo de mucosite em camundongos utilizando irinotecano na dose de 75 mg/kg, por

via intraperitoneal, durante quatro dias consecutivos. Realizando eutanasia no quinto ou
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no sétimo dia, os autores observaram significativa diarreia no sexto e sétimo dia apos o
inicio do tratamento, reduzida consideravelmente por pentoxifilina, além de danos a
conformag¢do normal do epitélio intestinal, com encurtamento de vilos, perda de
arquitetura das criptas e infiltracao de células inflamatdrias na lamina propria. O processo
inflamatério envolve a participacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a, IL-1p e
KC (citocina analoga a IL-8 humana nos camundongos), ¢ a utilizacao de pentoxifilina e
talidomida reduziu consideravelmente os danos intestinais, o infiltrado de neutréfilos no
intestino e os niveis de IL-1p e TNF-a, além de KC (somente pentoxifilina) (MELO et
al., 2008).

Em outro estudo, dessa vez tratando os animais com irinotecano na dose de 60
mg/kg e realizando a eutanasia no quinto dia apds o inicio do tratamento com o
quimioterapico, observou-se a importancia de outro mediador inflamatorio na patogénese
da mucosite intestinal induzida por irinotecano, o 6xido nitrico. Os autores utilizaram-se
de modulacido genética (camundongos knockout para a enzima 6xido nitrico sintase
induzivel) ou farmacologica (aminoguanidina), € mostraram que ambos preveniram o
desenvolvimento da lesao intestinal, diarreia e infiltragdo de neutrofilos no intestino, além
disso, animais knockout apresentaram os niveis de IL-1B ¢ KC reduzidos (mas ndo TNF-
o) (LIMA-JUNIOR et al., 2012).

Guabiraba e colaboradores detectaram que irinotecano também induz o aumento
da produgdo de IL-33, de forma concentragdo-dependente, e do seu receptor soltivel sST2,
e o bloqueio com anticorpo anti-IL-33 ou contra sST2 atenuou significativamente a
mucosite (GUABIRABA et al., 2014). Outra citocina de grande importancia no contexto
da mucosite induzida por irinotecano ¢ a IL-18, a qual, juntamente com TNF-a, outra
citocina pro-inflamatdria, aumenta a expressao da enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS), levando a producao de 6xido nitrico e radicais, exacerbando a inflamagao local.
Dessa forma, animais knockout para IL-18 ou submetidos a administragdo da proteina
ligante de IL-18 (IL-18bp) antes do irinotecano tém a expressao de iNOS reduzida
consideravelmente e com isso a diminuicdo da inflamacao, dos danos estruturais em vilos
e criptas, da diarreia e hipercontratilidade intestinal além da redu¢do do numero de células
apoptoticas e vacuolizagdo celular (LIMA-JUNIOR, 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2014).

Buscando padronizar um modelo experimental que utilizasse a combinacgao de
irinotecano e 5-Fluorouracil, o que comumente ocorre na clinica, Pereira e colaboradores,
apos testarem algumas doses determinadas observaram que a associa¢do de irinotecano

na dose de 45 mg/kg e 5-FU na dose de 37,5 mg/kg foi a que melhor reproduziu a
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mucosite intestinal no sétimo dia, com niveis de mortalidade aceitaveis, significativa
diarreia, perda expressiva de massa corporea, dano & mucosa intestinal, infiltragdo de
neutréfilos, leucopenia e aumento de citocinas (TNF-a e IL-6) (PEREIRA et al., 2016).
O tratamento com irinotecano, seguindo o mesmo protocolo de inducdo de
mucosite utilizado em nosso estudo, também provocou alteracdes no perfil linfocitario ao
longo dos dias de tratamento. A porcentagem de linfdcitos T regulatorios (Tregs) e T
helper 17 (Th17) aumentou com o passar do tempo e atingiu o apice no sétimo dia apds
0 inicio do tratamento com irinotecano. Além disso, ciclofosfamida, uma droga que tem
a capacidade de depletar linfocitos Tregs, reduziu a sobrevida dos animais e levou ao
agravo da perda de peso corporal, da diarreia e da infiltracdo de neutréfilos. A deplecédo
desse subtipo linfocitario desencadeou a compensacdo pelo aumento na frequéncia de

outros subtipos de células, com perfil pro-inflamatério (FERNANDES et al., 2018).

Em um outro estudo, também se avaliou a possivel participacdo dos linfdcitos no
desenvolvimento da mucosite induzida por irinotecano em camundongos utilizando-se
Abatacept, um composto CTLA4-like, que atua inibindo a proliferacdo das
subpopulacdes de linfécitos T. Os autores mostraram um efeito deletério do pré-
tratamento com abatacept no curso da mucosite, com agravo de praticamente todos 0s
parametros avaliados, como infiltrado neutrofilico, diarreia, aumento do nivel de KC e
dano intestinal acentuado, ocasionando, como consequéncia desses fatores, reducédo da
sobrevida dos animais (NOBRE, 2017). Esses resultados, juntamente com o estudo
anterior reforcam a ideia de que o equilibrio entre a resposta pré- e anti-inflamatoria

parece ser importante na patogénese da mucosite intestinal.

Em estudo in vitro, observou-se que o metabolito ativo de irinotecano (SN-38)
antagoniza a resposta de ativacdo de células RAW 264.7 por LPS (agonista de Toll-like
4), de forma concentracdo-dependente, e que maiores concentracdes de LPS séo capazes
de abolir o efeito inibitério do irinotecano. De forma interessante, esse efeito ndo é
observado quando se utiliza peptidioglicano, um agonista de receptores Toll-like 2
(TLR2). De forma semelhante, em modelo de bolsa de ar, SN-38 abole o efeito do LPS,
levando a redugdo da migracdo de neutrofilos e dos niveis de TNF-a, IL-6, mas falha
guando se utiliza zymosan (outro agonista para TLR2). Esses resultados mostram que o
efeito inibitorio desse metabdlito sobre a inflamacédo aguda € exercido sobre a sinalizacdo
de TLR4, mas ndo TLR2 (WONG et al., 2019).
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A ativagdo de receptores Toll-like ativa a proteina adaptadora fator de
diferenciagdo mieloide MyD88. Animais tratados com irinotecano 75 mg/kg tém elevada
expressao de MyD88, TIr9, 11-1B, NF-xB e TRAF6, e animais knockout para MyD88 e
TLR2 apresentaram reduzido dano na mucosa intestinal, prevencao de diarreia, redugédo
de translocacéo bacteriana e aumento da sobrevida. Entretanto, a modulagdo genética para
TLR9 ndo se mostrou benéfica, com reducgdo na sobrevida, diarreia acentuada e aumento
na expressdo de IL-18, diferindo significativamente do grupo tratado apenas com
irinotecano (WONG et al., 2015). Segundo Wong (2015), os patogenos, os padrbes
moleculares associados a patdgenos e os padrdes moleculares associados a danos
(PAMPs e DAMPs) ativam receptores Toll-like dos tipos 2 e 9. A sinalizagdo poés ativagdo
desses receptores ocorre através da molécula adaptadora MyD88 e do fator 6 associado
ao TNF (TRAF®6), ativando o fator de transcricdo NF-xB, o que leva a sintese de
mediadores pro-inflamatorios. O recrutamento de neutrdfilos e outras células
inflamatorias por esses mediadores amplificam o dano @ mucosa intestinal no contexto da
mucosite. Além disso, Wong e colaboradores (2013) observaram que no quinto e sétimo
dias ap0s a primeira injecdo de irinotecano, o numero de bactérias na circulacédo sistémica
aumentou com relacdo ao grupo controle negativo (25 e 42,85%, respectivamente), além
de detectarem crescimento de bactérias gram negativas Escherichia coli, Citrobacter sp

e Pseudomonas aeruginosa no figado e no linfonodo mesentérico (dados néo publicados).

A microbiota intestinal em individuos saudaveis apresenta papel essencial na
manutengédo da homeostase intestinal, com efeitos protetores sobre a integridade epitelial.
A interacdo destas bactérias com os receptores do tipo Toll e ativacdo da via de sinalizacéo
do fator de transcricdo NFkB protegem a mucosa contra danos, promovendo reparo e
regeneracdo celular (CARIO, 2008; STRINGER et al., 2013; TOUCHEFEU et al., 2014).
Além disso, 0 muco produzido pelas células do epitélio intestinal, e a expressao e
distribuicdo de proteinas de juncédo intercelular, importantes componentes da barreira
intestinal contra patdgenos, sdo outros fatores regulados por bactérias intestinais
(CABALLERO-FRANCO et al., 2007; ULLUWISHEWA et al., 2011). Assim, uma
perturbacdo na microbiota comensal pode desempenhar papel importante nas alteragdes
de permeabilidade e contribuir para o quadro inflamatério presente na patogénese da

mucosite intestinal.

Irinotecano reconhecidamente altera a microbiota do estdbmago, jejuno, célon e

fezes de ratos, contribuindo para a ocorréncia de diarreia, infec¢do sistémica e mucosite
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intestinal (STRINGER et al., 2007), porém, a profilaxia com antimicrobianos, usada para
prevenir infeccdes sistémicas em pacientes de alto risco ndo é recomendada pois
ocasionaria tanto a deplecdo de microrganismos oportunistas quanto a reducdo de
bactérias comensais (CARIO, 2016). Uma alternativa seria, entdo, a adicdo de
moduladores da microbiota como probidticos, prebidticos ou paraprobioticos na rotina

clinica.

1.4 Paraprobidticos

Com o objetivo de manter o equilibrio da microbiota intestinal, a utilizacdo de
produtos que apresentam microrganismos como bactérias e algumas espécies de fungos
na sua composicdo € uma estratégia efetiva e bastante difundida (ADAMS, 2010;
DANTAS et al., 2016). Nesse conjunto de produtos podemos encontrar probidticos,
prebidticos, simbidticos, e mais recentemente paraprobidticos e pds-bioticos (Tabela 1).

Tabela 1. Probidticos, prebidticos, simbiéticos, paraprobidticos e pdés-bioticos:

definicdes

=

~ Probiético  Organismos vivos que quando administrados na quantidade
adequada promovem beneficios a salde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002).

Prebidtico Ingredientes alimentares seletivamente fermentados que
permitem alteraces, tanto na composi¢cdo como na atividade
da microflora gastrointestinal, conferindo beneficios ao bem
estar e salde do hospedeiro”. (ROBERFROID, 2007).

Simbiotico Misturas de probidticos e prebidticos que afetam

vantajosamente 0 hospedeiro, com efeito sinérgico,
melhorando a sobrevivéncia e a implantagdo de
microrganismos Vvivos no trato gastrointestinal do hospedeiro
(ANDERSSON et al., 2001).
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Paraprobiotico Células microbianas inviabilizadas por calor, altas pressdes,
radiacdo, sonicacdo, entre outros métodos, de modo a
preservar a parede celular integra (DE ALMADA et al., 2016)
Pos-bidtico Metabdlitos produzidos no processo de fermentacdo de
componentes da dieta (fibras, polifendis, carboidratos,
proteinas e lipidios), assim como metabdlitos secretados por
bactérias da microbiota (PELUZIO; MARTINEZ;
MILAGRO, 2021)

De acordo com a OMS, probidticos sdo organismos vivos que quando
administrados na quantidade adequada promovem beneficios a salde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2002). A aplicagdo dos probidticos se d& para alivio de eventos diarreicos,
sintomas de intolerancia a lactose, sindrome do intestino irritvel, controle do colesterol
e da pressdo arterial, obesidade, e alguns tipos de cancer (ALMADA et al., 2016).
Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus, Bacillus, Streptococcus, e
algumas cepas de fungos Saccharomyces sdao comumente utilizados como probi6ticos
(PARVEZ et al., 2006; GUPTA & GARG, 2009), e 108 - 10! UFC/dia ¢ uma quantidade
comprovadamente eficaz de probidticos a serem consumidos para que se obtenha os
efeitos desejados (KHANI et al., 2012).

O conhecimento atual, entretanto, nos permite afirmar que a viabilidade bacteriana
ndo é exatamente necessaria para que os efeitos dos probioticos sejam atingidos, e que
nem todos os mecanismos e beneficios obtidos estdo relacionados com o fato de o
microrganismo estar vidvel (IMAOKA et al., 2008; RAMPENGAN, MANOPPO, &
WAROUW, 2010; VILLENA et al., 2009). A esses microrganismos inativados deu-se o
nome de paraprobidticos, termo usado para indicar o uso de células microbianas nao-
viaveis capazes de conferir beneficios a saude daquele que os consome, representando
uma nova categoria de agentes modificadores das respostas bioldgicas mais estaveis e
seguros para aplicacdo em alimentos e produtos farmacéuticos, visto que sua viabilidade
ndo é necessaria nem durante a fabricagdo nem para a disponibilizacdo a quem vai utiliza-
lo (TAVERNITI & GUGLIELMETTI, 2011; BARROS et al., 2020).

Atualmente, no entanto, o termo paraprobiético vem sendo utilizado para referir-
se apenas as células microbianas intactas inviabilizadas por diversos métodos, como

calor, altas pressoes, radiagéo, sonicacéo, entre outros, que promovem a morte bacteriana
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sem alterar a parede celular (DE ALMADA et al., 2016), enquanto os fatores sollveis
provenientes da lise bacteriana ou segregados por bactérias vivas sdo denominados pés-
bidticos (AGUILAR-TOALA et al., 2018; PELUZIO; MARTINEZ; MILAGRO, 2021).
Os paraprobidticos promovem seus beneficios através de mecanismos como modulagéo
do sistema imune através de componentes da parede celular das células bacterianas,
adesdo aumentada das células intestinais, resultando em inibicdo de migracdo de
patdgenos e de secrecao de metabolitos pelas células mortas, e podem ser obtidos através
da exposicdo a fatores que alteram a estrutura da célula, como submissé@o de cepas ao
calor, altas pressOes, radiacdo, sonicacdo, entre outros, sem perturbar a membrana
bacteriana e a parede celular (ALMADA et al., 2016; AGUILAR-TOALA et al., 2018).

Paraprobioticos podem ser usados no tratamento de diarreia, colite, lesbes
intestinais, inflamagdo, dor visceral, além de modulagéo da microbiota intestinal, sistema
imune e translocagéo bacteriana (ALMADA et al., 2016). Existem relatos na literatura
abordando o efeito imunomodulatério de paraprobiéticos in vitro e in vivo. O
paraprobiotico Lactobacillus gasseri TMCO0356, por exemplo, induz maior producéo de
IL-12 in vitro, que o seu respectivo probidtico. Essa citocina atua induzindo a producéo
de INF-y por macrdfagos, formando uma conexdo entre imunidade inata e adaptativa
(MIYAZAWA et al., 2011). Lactobacillus acidophilus, L. salivarius e L. gasseri
inativados por calor, estimulam a producdo de 1L-10, IL-12 e IFN-y em células do bago,
evidenciando uma alteracao da resposta imune para o perfil Th1 (CHUANG et al., 2007).
Corroborando com esse resultado, Ou e colaboradores deduziram que a imunomodulagéo
promovida in vitro por bactérias acido-laticas se da pelo aumento do nivel de citocinas

associadas ao perfil Thl e reducdo das citocinas de perfil Th2 (OU et al., 2011).

Ensaios clinicos vém sendo realizados para determinar a eficacia e seguranca do
uso de paraprobioticos. Sawada e colaboradores observaram que o paraprobiotico
CP2305 de Lactobacillus gasseri, quando utilizado uma vez por dia durante 3 semanas
possui efeito positivo na regulacdo da fungdo intestinal em pacientes com tendéncia a
constipacdo (SAWADA et al., 2016). O paraprobidtico MCC1849 (Lactobacillus
paracasei), por sua vez, aumentou a resisténcia daqueles que o utilizaram diariamente ao
desenvolvimento de resfriado comum (MURATA et al., 2018).

Poucos estudos em animais utilizando paraprobidticos foram realizados até a

presente data. Seong e colaboradores avaliaram o efeito de Lactobacillus casei DKGF7
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inativado pelo calor em ratos com sindrome do intestino irritavel induzida por estresse.
Os pesquisadores observaram que os animais que receberam o tratamento apresentaram
uma melhora na consisténcia das fezes a partir da primeira semana de tratamento,
mostraram reducdo nos os niveis das citocinas IL-1 € TNF-a na quarta semana de
tratamento e aumento na expressao das proteinas de juncédo claudina-1 e OZ-1, sugerindo
que esse paraprobidtico pode servir como estratégia terapéutica para pacientes com
sindrome do intestino irritavel (SEONG et al., 2021).

Os estudos que envolvem o uso de paraprobioticos sdo escassos, principalmente
com foco na mucosite intestinal, sendo a maioria deles realizados utilizando probidticos.
Trindade e colaboradores, no entanto, utilizaram paraprobiotico de Lacticaseibacillus
rhamnosus em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil em
camundongos, e compararam 0s resultados obtidos com os resultados observados com o
tratamento com probi6tico de L. rhamnosus. O estudo mostra que ambos grupos pré-
tratados com paraprobiotico ou probidtico apresentaram preservagdo na arquitetura do
epitélio intestinal e reducdo na translocacdo bacteriana, mas somente o pré-tratamento
com paraprobidtico foi capaz de reduzir a permeabilidade intestinal, a perda de peso dos
animais, manter a producdo de muco em niveis normais e aumentar a frequéncia de
células T regulatérias (TRINDADE et al., 2021).

Como dito anteriormente, a maioria dos estudos realizados com modelos de
mucosite intestinal utilizam probidticos como pré-tratamento ou tratamento concomitante
a inducdo de mucosite. A utilizacdo de uma combinacdo de cepas de Streptococcus
thermophiles, Bifidobacterium breve, B. longum, B. infantis, Lactobacillus paracasei, L.
acidophilus e L. plantarum, por exemplo, reduziu a diarreia e perda de peso de ratos
tratados com irinotecano, o que foi correlacionado com o aumento da proliferacdo de
criptas intestinais e inibicdo de apoptose das células epiteliais intestinais (BOWEN et al.,
2007). Em outro estudo, Bastos e colaboradores (2016) demonstraram, em modelo de
mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundongos, que o0 tratamento com
Saccharomyces cerevisiae protegeu o0s animais do dano intestinal, com reducéo da perda
de peso, da permeabilidade intestinal e do encurtamento de vilosidades, além de reduzir
0 estresse oxidativo e estimular a recuperacdo do epitélio intestinal (BASTOS et al.,
2016). Saccharomyces boulardii, outra cepa comumente utilizada em probioticos, foi
capaz de reduzir a perda de peso em animais com mucosite induzida por irinotecano

devido a reducdo da severidade da diarreia observada (SEZER et al., 2009). Na mucosite
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induzida por 5-FU, o uso de leite fermentado com Lactobacillus delbrueckii ofertados ad
libitum para camundongos 10 dias antes da inducdo de mucosite e seguindo até a
eutanasia, reduziu a expressao de citocinas pré-inflamatorias como TNF e IL-1b, além de
aumentar a expressdo de IL-10, Muc2, e claudinas 1 e 2, com reversdo do nivel de
expressdo de Myd88 e TLR2 e TLR4 a niveis normais (BARROSO et al., 2021). No
estudo de Quintanilha e colaboradores (2022), os autores detectaram que o tratamento
com probidtico ou paraprobiotico de Bifidobacterium longum comecando no mesmo dia
da primeira injecao de irinotecano em camundongos ndo reduziu a resposta inflamatoria,
enquanto o pré-tratamento durante 10 dias com o probiético na dose de 1 x 10° UFC/mL
protegeu do dano ao epitélio intestinal, reduziu a permeabilidade intestinal, resposta
inflamatdria e o dano oxidativo induzidos pelo irinotecano (QUINTANILHA et al.,
2022).

Redman e colaboradores observaram que probio6ticos reduzem a incidéncia,
duracdo e severidade de diarreia relacionada a utilizacéo de antibioticos e quimioterapicos
em humanos, entretanto, nao existem evidéncias suficientes para determinar a seguranca
da utilizacdo destes em pacientes oncol6gicos (REDMAN, WARD & PHILLIPS, 2014).
Apesar dos beneficios promovidos pela administracdo de microrganismos viaveis, estes
podem ocasionalmente induzir efeitos adversos como bacteremia, sepse e endocardite em
individuos imunossuprimidos, como 0s pacientes com cancer. Land e colaboradores
(2004) por exemplo, relatam casos de individuos que apresentaram sepse e bacteremia
que foram atribuidas a cepas de Lactobacillus ingeridas por estes em probidticos, e
analisando molecularmente as cepas isoladas do sangue desses pacientes, 0s autores
identificaram que estas eram idénticas as presentes no probidtico (LAND et al., 2005).
Devido a ndo comprovada seguranca da utilizacdo de probidticos em pacientes com
cancer, no Reino Unido aconselha-se que pacientes neutropénicos ndo consumam
produtos que contenham probidticos (BECKERSON et al., 2012).

A partir desses dados, a utilizacdo de paraprobioticos em animais submetidos ao
nosso modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano pode ser uma alternativa
mais segura e eficaz na modulacdo da microbiota intestinal e do sistema imune, do que o
uso de probidticos, visto que estes ultimos podem estar relacionados ao desenvolvimento
de bacteremia e sepse em alguns pacientes imunossuprimidos, e no contexto da mucosite
temos a perda da integridade do epiteélio intestinal, que facilita a translocacdo bacteriana

para a circulacéo sistémica.
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A escolha de um microrganismo para estudo e posterior aplicacdo como modulador
da microbiota intestinal deve levar em consideracdo fatores como a sua néo
patogenicidade, capacidade de resistir ao peristaltismo, ser tolerante a ambientes acidos
e possuir capacidade de aderéncia ao epitélio intestinal (MACHADO et al., 2014). Dentre
0s géneros comumente utilizados temos Enterococcus, cujas cepas tém sido utilizadas
como aditivos alimentares probidticos ou tém sido recomendadas como suplementos para
o0 tratamento de disbiose intestinal e outras condi¢cdes (KRAWCZYK et al., 2021).

1.5 Enterococcus faecalis

Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos anaerdbios facultativos, pertencentes
ao grupo das bactérias acido lacticas e que se encontram na microbiota intestinal em
grande densidade no intestino delgado e grosso, sendo Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium as espécies mais comumente encontradas nos seres humanos (
MACHADO et al., 2014; KRAWCZYK et al.,, 2021). E. faecalis é a primeira
colonizadora do trato gastrointestinal humano, com grande impacto no desenvolvimento
imunitario nas primeiras fases da vida, e papel protetor do colon, inibindo agentes
patogénicos, induzindo a expressdo de 1L-10 e reduzindo a producédo de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-8 (DE ALMEIDA; TADDEI; AMEDEI, 2018).

Probidticos de E. faecium e E. faecalis sdo utilizados no tratamento da diarreia,
inibindo a proliferacdo de patégenos como E. coli, Salmonella e Shigella, no tratamento
da sindrome do intestino irritivel, da diarreia induzida pelo tratamento com
antimicrobianos, reducao do colesterol sérico e regulacdo da resposta imune na sinusite e
bronquite (FRANZ et al., 2011).

Em um estudo com hamsters fémeas naturalmente envelhecidas, a suplementacao
da dieta desses animais com E. faecalis T-110 inativado pelo calor modulou a imunidade
intestinal e controlou a proliferacdo de Clostridium perfringens e C. difficile, duas
espécies que comumente causam infecgfes intestinais que sdo um problema de salde
publica e estdo associadas a uma consideravel taxa de mortalidade em idosos. O uso de
paraprobidtico de E. faecalis T-110 pode prevenir, entdo, disfuncdes imunitarias
relacionadas ao envelhecimento e infecgdes intestinais em humanos idosos (INATOMI,
OTOMARU, 2020).

Alguns estudos tém sido realizados utilizando cepas de probidtico ou
paraprobidtico de E. faecalis. Em modelo experimental de colite induzida por Dextran
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Sulfato de Sodio em camundongos, a administracdo de E. faecalis por gavagem, na dose
de 17mg/kg comegando uma semana antes da indugéo de colite reduziu a ativagdo de
inflamassoma, a perda de peso dos animais e 0s escores de diarreia (CHUNG et al., 2019).
Matsumoto e colaboradores (2021), tratando porcos com probidtico de E. faecalis EC-12
na dose de 0,1% de EC-12 peso/peso, adicionado suplementando a dieta basal,
observaram reducdo da abundéncia de Enterobacteriaceae no jejuno e no ileo dos
animais, aléem de diminuir o escore de diarreia, suprimindo a diarreia induzida por
Escherichia coli enterotoxigénica (MATSUMOTO et al., 2021).

Além de efeitos positivos na reducdo da diarreia e inflamacdo, E. faecalis EC-12
inativado por calor, na dose de 50 partes por milhdo, administrado por gavagem durante
8 semanas em camundongos, suprime fracamente o desenvolvimento de pdlipos
intestinais que podem evoluir para cancer colorretal, e essa supressao se da pela atenuacao
da via de sinalizacdo da p-catenina (MIYAMOTO et al., 2017).

Tais caracteristicas de E. faecalis fazem dessa especie uma boa escolha para
utilizacdo como probidtico, e estudos mostram que seus efeitos benéficos também séo
observados quando E. faecalis € inativado por calor, trazendo ainda mais seguranca para

utilizacdo em pacientes imunossuprimidos pela terapia antineoplésica.



32

2. JUSTIFICATIVA

Partindo do conhecimento de que irinotecano provoca uma modificacdo na
microbiota do trato gastrointestinal, e que isso contribui para o desenvolvimento de
mucosite intestinal e que pode evoluir para uma infeccdo sistémica, a modulagdo da
microbiota intestinal com paraprobioticos apresenta-se como uma alternativa factivel e
segura para promover o equilibrio desta e assim prevenir ou minimizar o desenvolvimento
de mucosite. O paraprobiético de E. faecalis tem potencial para ser incorporado como
uma nova abordagem terapéutica na rotina clinica, contribuindo para a melhora da
qualidade de vida dos pacientes. A maioria dos estudos que avaliam o efeito de
paraprobioticos foram realizados in vitro, e nenhum estudo determinou a eficacia e
seguranca de paraprobidtico de E. faecalis em modelos animais de mucosite intestinal ou

em pacientes com mucosite, sendo esse 0 objetivo desse estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o efeito do tratamento com paraprobidtico de E. faecalis (EC-12) ou de
uma formulacdo baseada em paraprobidticos de Enterococcus e Bifidobacterium (Med

Lan-S) na mucosite intestinal induzida por irinotecano.

3.2 Especificos

e Verificar o efeito de tempos diferentes de tratamento com EC-12 ou Med
Lan-S no desenvolvimento de mucosite;

e Determinar a dose adequada de paraprobidticos para ser utilizada como
pré-tratamento no contexto da mucosite intestinal induzida por irinotecano;

e Analisar os parametros inflamatoérios envolvidos no desenvolvimento da
mucosite apos tratamento com EC-12 e Med Lan-S;

e Avaliar a ocorréncia de alteracdes nas proteinas de juncédo intercelular no
epitélio intestinal dos animais com mucosite pré-tratados com
paraprobiotico;

e Realizar analise para avaliar presenca de bacteremia nos animais dos dois
protocolos;

e Analisar o efeito do pré-tratamento com paraprobidticos sobre a ativacao
de receptores do tipo Toll like 4.

e Analisar a intensidade de fluorescéncia para TLR4, F4/80 e I1L-18BP ap06s
tratamento com irinotecano e comparar com animais pre-tratados com

paraprobiético.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Todos os procedimentos em animais foram realizados ap6s aprovacdo no Comité
de Etica em Pesquisa Animal da UFC, de acordo com os regulamentos do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sob o numero
4115280219. Utilizou-se camundongos C57BL/6 machos, com 6 a 8 semanas, pesando
entre 18 e 24g, provenientes do biotério setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC, e n = 6 animais por grupo. Durante o
periodo de adaptacdo e realizacdo dos experimentos 0s animais permaneceram em um
ambiente com temperatura de 22 + 2°C, exaustdo de ar, ciclo de 12h claro/12h escuro

controlados e com &gua e racdo ad libitum.
4.2 Drogas

Cloridrato de irinotecano (ampolas com 100mg/5mL, Eurofarma); Cloridrato de
dextrocetamina (Ketamin®, ampolas com 500mg/10mL, Cristélia); Cloridrato de xilazina

2% (Ampola com 10 mL, Syntec).

4.3 Paraprobioticos

Foram utilizados no estudo o paraprobidtico EC-12® (Enterococcus faecalis
pasteurizado, 5x10° UFC/g, Panel Japan Co. LTD., Tokyo, Japan) e Med Lan-S®, uma
preparacdo a base de paraprobiético (Enterococcus e Bifidobacterium pasteurizados,
dextrina, goma guar soltvel, xarope de maltose, suco de lim&o em pd, amido/acido citrico

e acUcar stevia, Hayama Laboratory, Tokyo, Japan).

EC-12 e Med Lan-S foram pesados e diluidos em solugdo salina estéril (Solugéo
fisioldgica a 0,9%) em cada dia de tratamento, de acordo com a concentracdo de

paraprobiotico desejada a ser administrada nos animais por gavagem.

4.4 Modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano

Induziu-se mucosite de acordo com protocolo desenvolvido por Melo et al.,
(2008). Os camundongos receberam quatro injecdes, por via intraperitoneal, de solucdo

salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.) ou Irinotecano (75 mg/kg, i.p.), administrados uma vez



35

ao dia durante quatro dias consecutivos, realizando as aplica¢cbes sempre no mesmo
horéario. A eutanéasia dos animais foi realizada no 7° dia experimental apds a primeira
aplicacdo do quimioterapico, dia em que se observa, no modelo experimental, a melhor

reproducédo do processo inflamatorio observado nos pacientes (Melo et al., 2008).

4.5 Protocolos experimentais

4.5.1 Protocolo |

Os animais foram divididos em grupos (n=6) e tratados conforme especificado
adiante: Grupo 1: controle negativo injetado com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.); Grupo
2: camundongos injetados com irinotecano (75 mg/kg/1x/dia/4 dias, i.p.); Grupo 3:
camundongos tratados com EC-12 por gavagem desde o primeiro dia da injecdo de
irinotecano, continuando até o dia da eutanasia (EC-12 3x10” UFC/animal + Irinotecano
75 mg/kg/1x/dia/4 dias, i.p.); Grupo 4: camundongos tratados com Med Lan-S por
gavagem a partir da primeira injecdo de irinotecano, continuando até o dia da eutanasia
(Med Lan-S 30x10” UFC/animal, 1x/dia, v.0. + Irinotecano 75 mg/kg/1x/dia/4 dias, i.p.).

Figura 3. Protocolo |
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4.5.2 Protocolo 11

Os animais foram tratados com salina, irinotecano ou pré-tratados com EC-12 ou
Med Lan-S uma semana antes do primeiro dia de tratamento com irinotecano, de acordo
com os grupos (n = 6): Grupo 1: controle negativo (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p. 1xdia/14



36

dias); Grupo 2: camundongos injetados com irinotecano (75 mg/kg/1x/dia/4 dias, i.p.,
iniciando o tratamento no dia oito); Grupo 3: animais tratados com EC-12 por gavagem
durante sete dias antes da primeira injecdo de irinotecano, continuando até o dia da
eutanasia (EC-12 3x10” UFC/animal, v.0. + Irinotecano 75 mg/kg/1x/dia/4 dias, i.p.) e
Grupo 4: camundongos tratados com Med Lan-S por gavagem durante sete dias antes da
primeira injecdo de irinotecano, continuando até o dia da eutanasia (Med Lan-S 3x10’
UFC/animal, 1x/dia, v.0. + Irinotecano 75 mg/kg/1x dia/4 dias, i.p.).

Figura 4. Protocolo 11
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4.6 Avaliacéo dos parametros gerais de indugdo da mucosite.

4.6.1 Avaliacéo Ponderal

Os animais foram pesados diariamente. A massa corporal foi mensurada em gramas
e expressa, no grafico, uma porcentagem da variacdo da massa corporal em relacdo ao

primeiro dia experimental.

4.6.2 Contagem total de leucécitos

Os camundongos foram anestesiados usando uma injecdo intramuscular de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) para a coleta de sangue pelo plexo retro-orbital

em condicOes assépticas imediatamente antes da eutanasia dos animais. Os animais
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anestesiados foram entdo submetidos a exsanguinacao através do corte da artéria carétida
para a eutanasia. Uma amostra de 20 pL de sangue foi diluida em 380 pL de solucédo de
Turk (Acido acético 2%, Violeta Genciana 0,2%). O numero total de leucécitos
plasmaticos foi determinado por contagem manual utilizando-se cdmara de Neubauer. Os
resultados da contagem das células contidas nos quatro quadrantes da camara foram
somados e o resultado multiplicado por 20, valor correspondente a diluicdo realizada, e

depois por 10, fator de correcdo para determinar o nimero de células/mm?,
4.6.3 Analise histopatoldgica e morfometria do intestino

Apos a eutanasia dos animais, segmentos de 0,5 cm do ileo de cada animal foram
removidos e lavados com solucao salina para serem fixadas em formol tamponado a 10%.
As amostras foram processadas e coradas com hematoxilina e eosina para exame com
ampliacdo de 100x por microscopia ética. Um patologista que ndo teve conhecimento dos
tratamentos classificou a gravidade das alteragdes histopatologicas pelo sistema de
pontuagdo proposto por Macpherson & Pfeiffer (MACPHERSON; PFEIFFER, 1978),

descrito a seguir:

Tabela 2. Escores histopatoldgicos para analise de intestino delgado

Escore Anélise histopatoldgica
0 Auséncia de leséo
1 Mucosa: achatamento de vilos e perda de arquitetura das criptas,

escassa infiltracdo de células inflamatdrias, vacuolizacdo e edema.
Camada muscular: normal

2 Mucosa: achatamento de vilos com células entumescidas e com
vacuolos, necrose das células da cripta, intensa infiltracdo de células
inflamatorias, vacuolizacdo e edema. Camada muscular: normal

3 Mucosa: achatamento de vilos com células entumescidas e vacuolos,
necrose da cripta, intensa infiltracdo de células inflamatorias,
vacuolizagdo e edema. Camada muscular: edema, vacuolizagéo e
infiltracdo neutrofilica.

Fonte: Macpherson & Pfeiffer (1978).

Para a analise morfométrica, foi mensurado o comprimento das vilosidades,
consideradas desde o ponto de encontro entre duas vilosidades até o topo destas (altura
da vilosidade), e criptas intestinais (definida como o ponto de encontro entre duas
vilosidades medidas até o inicio da camada submucosa) para correlagcdo com a capacidade
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absortiva (razdo altura dos vilos/profundidade das criptas). A razao entre o comprimento
dos vilos intestinais e a profundidade das criptas foi calculada em pm utilizando-se o
software ImageJ versdo 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA), sendo medidos 10 vilos e 10

criptas por corte histologico, em aumento de 100x.

4.7 Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPQO) é comumente usada como um marcador da infiltracéo
de neutrofilos nos tecidos inflamados. Neste estudo, a atividade da MPO foi medida nas
amostras do ileo. resumidamente, cada amostra foi pesada e homogeneizada em um
tampaéo frio de NaP0O40,02 M (pH 4,7) contendo NaCl 0,1 M e Na2EDTA 0,015 M. Apos
a centrifugacdo, o precipitado foi processado com uma solucao hipoténica (NaCl 0,2%)
para lise celular e centrifugado. O pellet resultante foi ressuspenso em 300 pL de tampao
NaPO4 0,05 M, pH 5,4, contendo brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB,
Sigma-Aldrich/Merck Millipore, Sdo Paulo, Brasil). A atividade da MPO foi determinada
utilizando o reagente de cor que consiste de uma mistura 1:4 de tetrametilbenzidina (1,6
mM) e H202 (0,5 mM). A reacéo foi interrompida com uma solucdo de acido sulfirico
(2M), e a absorvancia foi analisada a 450 nm usando um espectrofotdmetro. As leituras
de absorvéncia foram plotadas em uma curva padrdo de neutrofilos peritoneais de
camundongos, como descrito por Dornelas-Filho et al (DORNELAS-FILHO et al., 2018).
Os resultados obtidos foram expressos como atividade de MPO (neutréfilos/mg de

tecido).
4.8 Expressao de Cldn-2, Ocln, Tir4 e 1l-18 por RT-qPCR

O RNA total foi extraido usando o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). O rendimento e
a qualidade do RNA total foi obtido usando o equipamento Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA). A transcricao reversa do RNA foi realizada utilizando o kit
iScriptTM (Bio-Rad) e o termociclador Mastercycler (Eppendorf do Brasil Ltda, Sao
Paulo, Brasil). Os primers foram projetados com base em seqiiéncias de acidos nucléicos
obtidos do Centro Nacional de Informagdes Biotecnoldgicas, e as seqiiéncias de primers
sdo exibidas na Tabela 3. O RT-qPCR foi realizado no equipamento QuantStudio™ 3
(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), utilizando o supermix iQTM SYBR (Bio-Rad
Laboratorios Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil), de acordo com as instrugdes do fabricante.
A expressao de mRNA foi determinada apds a normalizagao dos valores com o gene de

referéncia Gapdh. Utilizamos o método 222" para a expressio relativa.
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Tabela 3. Sequéncia de primers para RT-gPCR utilizados no estudo.

Gene Sequéncia

Forward 5’- GGGCTGTTAGGCACATTCAT-3’

Cldn-2
Reverse 5’- TGATGCCTGTGCTGTGTGTC-3’
Forward 5’- AAGAGCAGCCAAAGGCTTCC-3’
Ocln
Reverse 5°- CGTCGGGTTCACTCCCATTA-3’
Forward 5’- TAGCCATTGCTGCCAACATC-3’
Tir4
Reverse  5’-CTGCCTCAGCAGGGACTTCT-3’
Forward 5’-CAGGCCTGACATCTTCTGCAA-3’
11-18
Reverse  5’-TCTGACATGGCAGCCATTGT-3’
Forward 5°- CTCAAGATTGTCAGCAATGC -3’
Gapdh

Reverse  5°- CAGGATGCCCTTTAGTGGGC -3°

4.9 Imunofluorescéncia

As secdes de ileo foram desparafinizadas por uma hora a 60°C. Os tecidos foram
entdo reidratados em solugdes alcodlicas e a recuperagdo de antigenos foi realizada em
tampao citrato de sodio 0,1 M (pH 6,0) em banho-maria a 95 °C por 15 minutos. Apos a
permeabilizacdo da membrana nuclear com uma exposi¢ao de 10 minutos com solugdo
0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), o bloqueio de ligacdes
ndo especificas foi obtido usando glicina 0,3 M (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)
diluida em albumina de soro bovino a 5% (BSA) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)

por 30 minutos. Os tecidos foram incubados overnight a 2 - 8 °C com anticorpos primarios
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policlonais de cabra anti-TLR4 de camundongo, com dilui¢ao 1:200 (nimero de produto
sc-16240, Santa Cruz Biotechnology Inc., EUA), TX, EUA) IL-18 binding protein (IL-
18BP, a diluigdo 1:100, nimero de produto sc-9461, Santa Cruz Biotechnology Inc., TX,
EUA) ou F4/80 D2S9R XP® Rabbit mAb #70076 (Cell Signaling® Technology Inc.,
Danvers, MA, EUA) a dilui¢ao 1:300. Em seguida, as se¢des de tecido foram incubadas
por 1,5 h com o anticorpo secundario IgG Alexa Fluor 594 (dilui¢ao 1:400, Invitrogen®,
Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para amostras de
TLR4 ou IL-18BP, ou com IgG Alexa Fluor 568 (1:300, Invitrogen®, Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para amostras de F4/80. O nucleo foi
corado com DAPI (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA, 4 pL em 200 mL de PBS). Para a montagem das laminas foi utilizado Prolong
Gold Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). As imagens foram obtidas em um microscopio de varredura a laser
(LSM 780, Zeiss®, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e a quantificacdo da area fluorescente foi
realizada utilizando um software de imagem (Fiji ImageJ, National Institutes of Health,
EUA). Para realizar a quantificagdo da area fluorescente nas fotomicrografias, foi
necessario fazer a diferenciagdo dos pixels fluorescentes pela maior saturacdo de cor
relacionada a fluorescéncia (vermelha). Os resultados obtidos foram expressos em
porcentagem, que foi calculada tendo como referéncia a fluorescéncia do DAPI como

sendo 100%.
4.10 Avaliacio da bacteremia apds a inducdo da mucosite intestinal

O sangue dos animais foi coletado via plexo retroorbital de maneira estéril e 100uL
foi dispensado em 5SmL de caldo de infusdo de cérebro e coragdo (BHI). Os tubos
permaneceram incubados a 37°C em estufa e o crescimento bacteriano foi avaliado
através da turvacao do caldo 24 e 48 horas apds a incubacdo, e os resultados expressos
como positivo (turvagdo do caldo) ou negativo (ndo turvacdo). Nas 48 horas apos a
incubacdo no caldo, 10 uL do caldo dos tubos que turvaram foi semeado em placa
contendo meio agar BHI e incubado novamente a 37°C, e o crescimento de bactérias foi
avaliado 24 e 48 horas depois. O resultado da contagem de unidades formadoras de

colonias foi expresso em Log UFC/mL
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4.11 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da media. Para os escores, 0S
dados séo exibidos como mediana e intervalo. Apds executar um teste de normalidade,
os dados foram analisados usando One-way ANOVA e pos-teste Bonferroni, ou Kruskal-
Wallis e pds-teste de Dunn, conforme o caso. Os testes pds-hoc foram realizados ap6s a
ANOVA somente se F alcancou o nivel de significancia estatistica (P < 0,05) e ndo houve
variacdo significativa da ndo homogeneidade. A transformacdo de dados (log) sé foi
usada no ensaio de bacteremia para resolver a falta de significancia e atender aos critérios
acima. O nivel de significancia estatistica foi fixado em 5% (P < 0,05). O software
GraphPad Prism verséo 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) foi usado para

analise.
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5. RESULTADOS

5.1 Protocolo |

Primeiramente os animais foram tratados com EC-12 ou Med Lan-S a partir do
primeiro dia de inducdo de mucosite com irinotecano 75 mg/kg, e a eutanasia foi realizada
no sétimo dia ap6s o inicio do tratamento (dia 0). A indugdo da mucosite foi avaliada
pelos parametros alteragdo da massa corporal, infiltracdo de neutr6filos no intestino e

avaliacdo histopatologica e morfométrica do intestino.

Como mostrado na Figura 5A, EC-12 e Med Lan-S ndo impediram a perda de
massa corporal relacionada a quimioterapia (P > 0,05 em compara¢do com 0s animais
tratados com irinotecano). A injecdo de irinotecano induziu o acimulo de neutréfilos no
intestino versus o grupo salina (P <0,05). Notavelmente, a administracdo de EC-12 ou
Med Lan-S ndo conseguiu evitar a infiltracdo de células inflamatdrias (Figura 5B). O
dano intestinal induzido por irinotecano foi confirmado pela histopatologia (P < 0,05 vs.
0 grupo salina, Figura 6 A-F). Entretanto, o tratamento com EC-12 ou Med Lan-S nédo
impediu as alteraces, como detectado pelos escores histopatoldgicos (Figura 6F, P >

0,05 vs. o grupo irinotecano).
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Figura 5. O tratamento por curto tempo com paraprobidticos ndo evita a perda de massa

corporal ou a infiltragdo de neutrdéfilos.
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Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
EC-12 (3x10” UFC/kg v.0.) + irinotecano, ou Med Lan (3x107 UFC/kg v.0.) + irinotecano desde o primeiro
dia de injecdo de irinotecano. A eutandasia se deu no sétimo dia apds o inicio do tratamento com o
quimioterapico. (A) todos os grupos induzem maior perda de massa corpérea em funcdo do tempo, versus
grupo salina. EC-12 piora a perda de massa corpdrea em relagdo ao grupo irinotecano. (B) Tanto o grupo
irinotecano como os grupos tratados com EC-12 e Med Lan aumentaram o infiltrado em relacdo ao grupo
injetado apenas com salina. 2p<0,05 vs grupo salina. °p<0,05 vs grupo irinotecano. Os pontos representam
a média = E.P.M. do percentual de variacdo da massa corporal em relagdo ao peso inicial. Para a analise
estatistica utilizou-se o teste Two-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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Figura 6. O tratamento com EC-12 ou Med Lan-S ndo conseguiu evitar os danos

intestinais induzidos pelo irinotecano.
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Os animais foram tratados como descrito no protocolo I. (A) salina, (B) irinotecano (75 mg/kg, i.p.), (C)
EC-12 + irinotecano, (D) Med Lan-S (ML) + irinotecano. A morfometria intestinal (E) e os escores
histopatolégicos (F) indicam que o tratamento inicial dos animais com paraprobidticos iniciando
simultaneamente com o irinotecano n&o protegem do dano intestinal. 3p<0,05 vs salina; ’p<0,05 vs EC-12;
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°p<0,05 vs o grupo irinotecano. As pontas de setas apontam o encurtamento das vilosidades; as setas
indicam infiltragdo inflamatdria; os asteriscos indicam as areas com vacuolagdes celulares.

5.2 Protocolo 11

Nesse segundo protocolo, realizamos um pré-tratamento com EC-12 e Med Lan-S
durante 7 dias antes da primeira injecdo de irinotecano, realizando a eutanasia no décimo
quarto dia apds a primeira administracdo deste. Primeiramente, para determinagdo e
escolha da dose do paraprobidtico que apresentasse o melhor efeito sobre a mucosite,
utilizamos trés diferentes concentragdes (0,3, 1 e 3x10” UFC/Kkg) do paraprobidtico de
Enterococcus faecalis isolado (EC-12). A partir do ensaio de mieloperoxidase,
observamos que EC-12 e Med Lan-S na concentragdo de 3x107 UFC/kg conseguiram
reverter o nivel de infiltrado neutrofilico para niveis semelhantes ao do grupo controle
negativo, sendo por esse motivo a dose escolhida para os experimentos posteriores
(Figura 7).

Figura 7. Efeito do pré-tratamento com EC-12 ou Med Lan-S sobre a infiltracdo de

neutrofilos no ileo dos animais tratados com irinotecano 75 mg/kg.
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Os animais foram tratados com: salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4
dias), EC-12 (nas doses de 0,3, 1 ou 3x107 UFC/kg v.0. 14 dias) + irinotecano, ou Med Lan-S (3x107
UFC/kg v.0.) + irinotecano. Apoés a eutanasia, amostras de ileo foram coletadas e o infiltrado neutrofilico
determinado indiretamente através do ensaio de mieloperoxidase (MPO). O pré-tratamento com EC-12 ou
Med Lan na dose de 3x107 UFC/kg reduziu significativamente o infiltrado neutrofilico em comparacéo ao
grupo salina. 3<0,05 vs grupo salina. °p<0,05 vs grupo irinotecano. A analise foi realizada pelo teste
ANOVA seguido por Bonferroni.
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A injecdo de irinotecano aumentou a infiltracdo de neutrofilos no intestino e a perda
de massa corporal dos animais versus o grupo salina (P < 0,05, Figura 8A e 9,
respectivamente), enquanto EC-12 reduziu a resposta inflamatéria (Figura 8A, P < 0,05),
mas ndo afetou a perda de massa corporal (Figura 9, P > 0,05) em comparacdo com 0
grupo irinotecano. Med Lan-S (3 x 107 UFC/kg) também mitigou a infiltragdo dos
neutrdfilos sem interferir na perda de massa corporal dos animais induzida por irinotecano
(Figura 8Ae 9). Notavelmente, o efeito mielosupressor do irinotecano, como detectado
pela contagem reduzida de leucécitos no sangue, ndo foi afetado pelo EC-12 ou por Med
Lan-S (Figura 8B, P > 0,05).

Figura 8. Os paraprobioticos reduzem a infiltracdo de neutréfilos no intestino durante a

mucosite e ndo afetam a mielotoxicidade associada ao irinotecano.
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Os camundongos receberam EC-12 ou Med Lan-S (ML) na dose de 3 x 107 UFC/kg, comecando uma
semana antes do irinotecano até o dia da eutanasia. (A) O acimulo de neutréfilos foi determinado pelo
ensaio de mieloperoxidase (MPO). EC-12 e ML reduzem significativamente a infiltracdo de neutrofilos em
comparagao com o grupo irinotecano. (B) O nimero de leucdcitos circulantes foi contado em uma camara
de Neubauer. Nenhum dos tratamentos interfere com a mielossupresséo induzida pela irinotecano. #p<0,05
vs. grupo salino. °p<0,05 vs. grupo irinotecano.

Figura 9. Variacdo da massa corporal. A injecdo de irinotecano causa perda de massa
corporal, mas a administragdo de paraprobidticos ndo impede a variacdo da massa
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Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
EC-12 (3x107 UFC/kg v.o. 14 dias) + irinotecano, ou Med Lan (3x107 UFC/kg v.o. 14 dias) + irinotecano.
Todos 0s grupos induzem maior perda de massa corporea em fungdo do tempo, quando comparados aos
animais tratados com salina. 2p<0,05 vs grupo salina. Os pontos representam a média £ E.P.M. do
percentual de variacdo da massa corporal em relacéo ao peso inicial. Para a analise estatistica utilizou-se o
teste Two-way ANOVA e pds teste de Bonferroni

Como podemos observar na Figura 10, irinotecano induziu danos intestinais
pronunciados acompanhados de desorganizacdo do revestimento celular epitelial,
vacuolacdo celular, redugéo do comprimento dos vilos, aumento da profundidade das
criptas e infiltracdo de leucdcitos no ileo (escores histopatologicos 2[1-3]). Esses
resultados contrastam (P < 0,05) com a arquitetura intestinal tipica dos camundongos

injetados com salina (escores histopatologicos 0[0-0]). Notavelmente, a administracéo de



48

EC-12 (escores histopatologicos 1[1-1]) ou Med Lan-S (escores histopatologicos 1[0-2])
protegeram o intestino de les6es relacionadas ao irinotecano (Figura 10, P < 0,05 vs. 0
grupo irinotecano). A analise morfométrica do ileo (razdo vilo/cripta, Figura 12A), a
expressdao de Cldn-2 (Figura 11B) e Ocln (Figura 11C), e a avaliacdo da translocagéo
bacteriana para o sangue (Figura 11D) confirmam tal protegéo. A injecdo de irinotecano
reduziu a razdo vilo/cripta (reducéo de 32%, Figura 11A), aumentou a expressao de Cldn-
2 (mais que o triplo, Figura 11B), e Ocln (mais que o dobro, Figura 11C), e induziu a
translocacdo bacteriana (4,7 + 1,5 log UFC/mL, Figura 11D). Ao contrario, 0S grupos
tratados com EC-12 ou Med Lan-S demonstraram uma razdo vilo/cripta tipica, expressao
basal de Cldn-2 e Ocln, e nenhuma bacteremia (P < 0,05 vs. o grupo irinotecano e P >

0,05 em comparagdo com os animais tratados com salina, Figura 11A-D).
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Figura 10. O paraprobidtico evita danos histopatologicos.

Salina

Irinotecano

Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
EC-12 (3x107 UFC/kg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou Med Lan (3x10’
UFC/kg v.0. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias). A eutanasia foi feita no décimo
quarto dia e amostras de ileo foram retiradas para processamento e coloracéo pelo método H&E. A ponta
de seta indica vacuolacéo celular, e a seta aponta infiltracdo inflamatoria em uma area de desorganizacdo
da cripta (aumentos de 100%, 200%, 500x).
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Figura 11. EC-12 e Med Lan-S mantém a integridade intestinal e previnem a bacteremia.
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A administracdo de EC-12 ou Med Lan-S (ML) previne danos intestinais durante o tratamento com
irinotecano, como observado em (A) a razdo vilo/cripta, (B) expressdo do mRNA de Cldn-2 e (C) Ocln.
(D) Amostras de sangue foram coletadas em condi¢des estéreis para determinar a bacteremia. Irinotecano
induz a translocacao das bactérias para a corrente sanguinea, o que é prevenido por EC-12 e ML. Os valores
S0 expressos como a média + EPM. 2p<0,05 vs. 0 grupo salina; °p<0,05 vs. o grupo injetado com
irinotecano.

Em seguida, testamos se a protecdo do paraprobidtico na mucosite induzida por
irinotecano envolveria a modulagdo de TLR4, 1L-18, IL-18BP e 0 acimulo de macr6fagos
no intestino. Irinotecano aumentou a expressao de TIr4 e 11-18 respectivamente em duas
e dez vezes em comparagdo com o grupo salina (Figura 12A e B). Por outro lado, o
tratamento dos animais com EC-12 reduziu a expressao destes dois genes (P < 0,05 vs. o
grupo irinotecano, Figura 12A e B), mas Med Lan-S apenas atenuou a expresséo de Tlr4
(P <0,05 vs. camundongos injetados com irinotecano), enquanto a expressédo de 11-18
permaneceu elevada (P > 0,05 vs. irinotecano, Figura 12A e B). Além disso, amostras de
ileo do grupo irinotecano apresentaram aumento da fluorescéncia para o marcador de
macrofagos F4/80 (5%, Figura 13 e 16A), TLR4 (28%, Figura 14 e 16B), e IL-18BP
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(26%, Figura 15 e 16C) em comparagdo com o grupo salina (P < 0,05, Figura 13-16).
Além disso, as amostras obtidas de animais tratados com o paraprobidtico EC-12
apresentaram fluorescéncia reduzida para F4/80 (reducdo de 68%), TLR4 (reducdo de
71%), e IL-18BP (reducao de 32%) em comparacdo com 0 grupo tratado apenas com
irinotecano (P < 0,05, Figura 13-16). Em contraste, Med Lan-S ndo conseguiu reduzir o
percentual de fluorescéncia para F4/80 (Figura 13 e 16A) e TLR4 (Figura 14 e 16B) em
relacdo ao grupo irinotecano (P > 0,05), mas atenuou significativamente a expressédo de

IL-18BP (Figuras 15 e 16C, reducdo de 40% em relacdo ao grupo irinotecano).
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Figura 12. Expressdo do mRNA de TiIr4 e 11-18.
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Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/14 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4
dias), EC-12 (3x10” UFC/kg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano, ou Med Lan (3x10” UFC/Kkg v.o. 1xdia/14
dias) + irinotecano. Ap6s a eutandsia, amostras de ileo foram retiradas para a realizacdo de RT-gqPCR.
Irinotecano aumenta a expressdo do mRNA de (A) TIr4 e (B) 11-18. O tratamento com EC-12 reduz
significativamente a expresséo dos dois marcadores inflamatdrios em comparagdo com o grupo irinotecano
(A e B). Entretanto, Med-Lan-S (ML) impede 0 aumento da expressao de TIr4 (A) mas nao de 11-18 (B).
3p<0,05 vs. grupo salina; °p<0,05 vs. grupo injetado apenas com irinotecano. A analise estatistica foi
realizada por teste ANOVA seguido por pés-teste de Bonferroni.
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Figura 13. Imunofluorescéncia para o marcador de macrofagos F4/80 no ileo.
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Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
EC-12 (3x107 UFC/kg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou Med Lan (3x107
UFC/kg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias). A eutanasia foi feita no décimo
quarto dia e amostras de ileo foram retiradas e incluidas em parafina para realizacéo de imunofluorescéncia.
A injecdo de irinotecano aumenta a fluorescéncia de F4/80 (vermelho), enquanto o tratamento com EC-12,
mas ndo com Med Lan-S (ML), evita o acimulo de macr6fagos no intestino. Os nicleos celulares foram
corados com DAPI (azul) (Ampliacéo 200x).
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Figura 14. Imunofluorescéncia para TLR4 no ileo.

TLR4 DAPI MERGE

Os camundongos receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4
dias), EC-12 (3x107 UFC/Kkg v.0. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou Med Lan
(3x107 UFC/Kkg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias). A eutanasia foi feita no
décimo quarto dia e amostras de ileo foram retiradas e incluidas em parafina para realizacdo de
imunofluorescéncia. Animais injetados com irinotecano mostram aumento da fluorescéncia para TLR4
(vermelho) no ileo. Entretanto, o intestino dos camundongos que receberam EC-12 apresentam marcagdo
reduzida de TLR4. Isto contrasta com os tecidos dos animais tratados com Med Lan-S (ML) que possuem
significativa marcacdo para TLR4. Os nucleos celulares foram corados com DAPI (azul). (Ampliacao
200x).
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Figura 15. Imunofluorescéncia para a proteina de ligacdo de I1L-18 (IL-18BP).

IL-18BP DAPI MERGE

Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
EC-12 (3x107 UFC/Kg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou Med Lan (3x107
UFC/kg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias). A eutanasia foi feita no décimo
quarto dia e amostras de ileo foram retiradas e incluidas em parafina para realizagao de imunofluorescéncia.
Intestinos de camundongos tratados com irinotecano mostraram marcagdo de IL-18BP (vermelho),
enquanto nenhuma fluorescéncia é observada nas amostras obtidas de animais administrados com EC-12 e
Med Lan-S. Os nucleos celulares foram corados com DAPI (azul) (Ampliagdo 200x).
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Figura 16. Quantificacdo da area fluorescente de F4/80, TLR4, e IL-18BP.
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Os camundongos receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4
dias), EC-12 (3x107 UFC/kg v.0. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou Med Lan
(3x107 UFC/Kkg v.o. 1xdia/14 dias) + irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias). A eutanasia foi feita no
décimo quarto dia e amostras de ileo foram retiradas e incluidas em parafina para realizacdo de

imunofluorescéncia. 2p<0,05 vs. grupo salina; °p<0,05 vs. grupo injetado somente com irinotecano.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo buscamos avaliar o efeito do tratamento com paraprobidticos
no processo inflamatorio caracteristico da mucosite intestinal induzida por irinotecano
em camundongos C57BL/6. Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento com
paraprobiotico de Enterococcus faecalis isolado (EC- 12) ou com formulacdo a base de
Enterococcus e Bifidobacterium (Med Lan-S) levam a melhora em parametros
inflamatorios e de dano intestinal no contexto da mucosite induzida por irinotecano.

Ao longo dos ultimos 30 anos, devido a crescente incidéncia do cancer colorretal
na populagdo mundial e consequentemente da mucosite intestinal nos pacientes
submetidos ao tratamento a base de 5-Fluorouracil e irinotecano, foram desenvolvidos
modelos experimentais buscando reproduzir o observado na clinica, e desta forma
elucidar os mecanismos envolvidos na patogénese desse efeito colateral e auxiliar o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas que previnam ou melhorem a mucosite. No
modelo de Ikuno et al. (1995), induziu-se mucosite intestinal pela administracdo de
irinotecano na dose de 100mg/kg durante quatro dias consecutivos (GIBSON et al, 2007,
LOGAN et al., 2008). O modelo de indugédo de mucosite intestinal utilizado no presente
estudo foi padronizado por Melo e colaboradores (2008) e consiste em uma modificagdo
do protocolo proposto por lkuno e colaboradores (1995). Melo demonstrou que
camundongos tratados com irinotecano na dose de 75 mg/kg, administrado via
intraperitoneal durante quatro dias consecutivos apresentam o mesmo padrdo de lesao,
ndo importa o segmento. Considerando que a densidade bacteriana aumenta ao longo do
trato gastrointestinal (SCHEITHAUER et al., 2016) e bactérias sdo essenciais para o
desenvolvimento da mucosite (RIBEIRO et al., 2016), nds usamos o ileo para testar nossa

hipétese.

Devido a escassez de estudos avaliando o efeito do uso de paraprobidticos sobre
alguma condicéo, a dose utilizada nesse estudo teve como base estudos realizados com
probidticos, os quais demonstram que a fim de que os efeitos benéficos desejados por
esses compostos sejam alcancados, deve-se utilizar uma dose que varie entre 10 e 10°
UFC, sendo observado também que o efeito ou necessidade de maior ou menor
concentracdo de probiotico varia com relagdo ao tipo de microrganismo em questdo
(OUWEHAND, 2017). Além disso, uma meta-analise de 64 estudos observou que a
utilizago de altas doses de probidticos (superiores a 10'%) no era eficaz para o tratamento
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de doengas gastrointestinais, enquanto doses mais baixas foram eficazes (RITCHIE &
ROMANUK, 2012).

O efeito modulador dos probioticos sobre a resposta imune, a microbiota intestinal
e a integridade do epitélio intestinal é dependente do tempo de exposicdo a esses
microrganismos. De fato, os resultados obtidos no nosso estudo mostram que a utilizagao
tanto do paraprobi6tico como do probidtico por via oral a partir do primeiro dia de
tratamento com irinotecano ndo foi capaz de reduzir a inflamacao local, enquanto o pré-
tratamento diariamente durante sete dias antes da primeira injecdo de irinotecano
seguindo até o décimo quarto dia (dia da eutanasia) mostrou-se benéfico. Resultados
semelhantes, realizando pré-tratamento por 7 dias foram observados em diferentes
estudos. Em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos, a utilizacdo de
Bifidobacterium infantis por via oral durante sete dias antes do antineoplasico levou ao
aumento da altura dos vilos do jejuno, reducdo da expressédo de NF-«xB ¢ da concentragdo
de IL-1, TNF-a e MPO (YUAN et al., 2015). Meng e colaboradores demonstraram que a
utilizacdo dos probidticos VSL#3 e Saccharomices boulardii por 7 dias antes da inducgéo
de colite por dextran sulfato de sédio foi capaz de melhorar a microbiota intestinal
previamente alterada pela inducédo de colite em ratos (MENG et al., 2019).

A utilizacdo de probidticos tem se mostrado benéfica na reducdo da perda de peso
em animais. Em um modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano em ratos,
Bowen et al. (2007), utilizando-se do probioético VSL#3, uma mistura de quatro cepas de
Lactobacillus (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus  delbrueckii ~ subespécie  bulgaricus), trés de bifidobactérias
(Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum e Bifidobacterium breve) e uma cepa
de estreptococo (Streptococcus salivarius subespécie thermophilius) mostraram que o
tratamento com esse probidtico na dose de 3x108 por 21 e 28 dias no total foi capaz de
reduzir consideravelmente a perda de massa corpOrea caracteristica da mucosite. Esse
efeito benéfico pode estar relacionado com o tipo de bactéria, com o tempo de pré-
tratamento ou mesmo com a necessidade de a bactéria apresentar-se viavel. Em outro
estudo também com probioticos, mas desta vez utilizando Enterococcus faecalis como
No NOSSO caso, e mesmo periodo de tratamento utilizado no presente estudo (14 dias, via
oral), a perda de peso também foi significativamente reduzida em animais com colite
induzida por dextran sulfato de sodio, em relagdo ao grupo controle positivo (CHEN et
al., 2009). Em modelo de mucosite intestinal, desta vez induzida por 5-fluorouracil, o

tratamento de camundongos durante trés dias com uma mistura de duas (Lactobacillus
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acidophilus e Bifidobacterium lactis) ou quatro cepas (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, e Bifidobacterium lactis) reduziu os
niveis de MDA, MPO, TNF-a e IL-6, além de aumentar a razdo vilo-cripta, em relacao
ao grupo que recebeu apenas o quimioterapico, porém com relacdo a manutencédo do peso
dos animais, apenas a mistura de 4 cepas de probidticos, na concentragdo de 1x10° para
cada cepa, foi capaz de promover efeito benéfico, em comparagéo ao grupo 5-fluorouracil
(QUARESMA, et al., 2020). Nem 0 EC-12 nem Med Lan-S impediram a perda de massa
corporal e a leucopenia relacionadas ao irinotecano. Estes parametros servem como
indicacOes razoaveis de se uma determinada droga teste interfere no efeito
antiproliferativo da quimioterapia. (LIMA-JUNIOR et al., 2014).

Assim como o presente estudo, outros pesquisadores observaram a reducao do nivel
de infiltrado neutrofilico através do pré-tratamento durante 7 dias com probidtico em
modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU (YUAN et al., 2015). L.i e colaboradores
(2009), por sua vez, testaram a possivel diferenca entre a utilizacdo de Lactobacillus
rhamnosus GG viavel (probiotico) ou inativado pelo calor (paraprobidtico) na inflamacao
intestinal induzida por LPS em filhotes recém-nascidos de rato. Os resultados do estudo
inferem que tanto o probidtico como o paraprobidtico reduziram os niveis de citocinas
pré-inflamatorias e da quimiocina CINC-1 no figado e no plasma desses animais (LI et
al., 2009)

E reconhecido que ndo s6 irinotecano, mas praticamente qualquer quimioterapico
que cause toxicidade no trato gastrointestinal leva a uma alteracdo na integridade da
barreira intestinal associada as proteinas de juncdo intercelular claudina, ocludina e
zbnula-occludens-1 (ZO-1) (WARDILL et al.,, 2012). No estudo de Wardill e
colaboradores, a indugdo de mucosite intestinal em camundongos pela inje¢cdo de uma
Unica dose de 270 mg/kg desse farmaco ocasiona uma massiva internalizacdo de claudina-
1 24 horas ap0s a administracdo de irinotecano, principalmente no ileo, além de proteolise
de ZO-1 e ocludina no coélon e no ileo. Entretanto, de forma contréria ao nosso estudo,
ndo houve alteracdo na expressao do mMRNA dessas proteinas (WARDILL et al., 2016).
Curiosamente, verificamos o aumento da expressdao do mRNA de claudina-2 e ocludina,
possivelmente como resposta homeostatica para recuperar o revestimento epitelial
intestinal danificado durante o tratamento quimioterapico. Os niveis basais das proteinas
de juncéo intercelular nos grupos que receberam paraprobioticos podem entdo indicar que

0s paraprobioticos mantém a integridade das jungdes intercelulares.
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Conjuntamente ao dano intestinal, irinotecano causa translocacdo bacteriana que
pode ser estratificada em trés niveis: local, quando as bactérias atingem os linfonodos
mesentéricos; regional, quando as bactérias se localizam no sangue portal e no figado; e
sistémico, indicando a presenca de bactérias no sangue periférico e no baco (WONG et
al., 2015). Nossos resultados indicam que o irinotecano induziu uma translocagéo
bacteriana sistémica associada a severidade da mucosite. A bacteremia sistémica aqui
investigada simula uma condicdo séptica que 0s pacientes com cancer podem
experimentar no tratamento, como um evento adverso grave que ameaca a Vida.
Considerando que o EC-12 e Med Lan-S impediram o desenvolvimento de bacteremia
sistémica, o significado clinico de tal descoberta apoia ainda mais os beneficios dos

paraprobioticos.

Segundo a OMS e a Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), o uso de probidticos pode causar quatro tipos de efeitos colaterais:
infeccdes sistémicas, atividades metabolicas prejudiciais, transferéncia de genes e
estimulacdo imune excessiva em individuos suscetiveis (DORON; SNYDMAN, 2015).
Relatos de casos clinicos de complicacdes associadas a probidticos envolvem individuos
imunocomprometidos tratados principalmente com probidticos do género Lactobacillus
e consistem em bacteremia (MEINI et al., 2015) e endocardite (PASALA et al., 2020).
Uma razdo para usar paraprobioticos ao invés de probidticos em pacientes com cancer
submetidos a quimioterapia é a possivel maior seguranca da utilizacdo dos primeiros em
pacientes imunossuprimidos. Notavelmente, tal protecdo sobre a barreira intestinal
encontrada no presente estudo também explica a reducdo da bacteremia e corrobora para
a implementacdo dos paraprobidticos como uma estratégia terapéutica alternativa para

gerenciar as toxidades associadas a quimioterapia, reduzindo o risco dos pacientes.

Paraprobi6ticos e probidticos exibem um efeito modulador da resposta inflamatoria
que parece depender do tempo de exposicdo a esses compostos, da espécie de
microrganismo utilizado e do modelo de inflamacéo crénica ou aguda. Em alguns estudos
os resultados corresponderam ao observado no nosso, com relacdo a reducéo da expressdo
de interleucina-18. Em um estudo realizado in vitro, a exposicdo de células de
adenocarcinoma colorretal humano Caco-2 a um coquetel pré-inflamatorio composto por
TNF- a, IFN-y e IL-1p por 24 horas levou a producdo de mediadores inflamatorios como
IL-6, IL-8 e IL-18, e a concentragdo de I1L-18 e IL-6 foi consideravelmente reduzida por

meio do pré-tratamento das células Caco-2 com os paraprobiético de L. rhamnosus GG
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ou B. animalis subsp. lactis inativados pelo calor ou a combinagdo de ambos. O preé-
tratamento por 24 horas com esses paraprobioticos também reduziu a concentracdo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), mas ndo afetou os niveis de IL-8 e
SICAM-1 (CASTRO-HERRERA et al., 2020). Em outro estudo in vitro, o pré-tratamento
de células de epitélio endometrial bovinas com Lactobacillus rhamnosus GR-1 na
concentragdo de 4x107 por pogo antes de estimulo com Escherichia coli limitou a resposta
inflamatdéria MyD88-dependente, reduzindo a expressao do mRNA de IL-1p, IL-18, IL-
8, IL-6, IL10 e TNF-a, que haviam aumentado pela estimulacdo com E. coli, além de
reduzir o nimero de células apoptdticas (LIU et al., 2016). A interleucina-18 possui um
papel chave na patogénese da mucosite intestinal induzida por irinotecano. Lima-Janior
e colaboradores observaram que animais knockout para IL-18 ou tratados com uma
proteina ligante de IL-18 (bplIL-18) uma hora antes da injecdo de irinotecano 60 mg/kg
por 4 dias apresentaram reducdo no grau de diarreia, preservacao da arquitetura de vilos
e criptas intestinais, reducéo da atividade de MPO e iNOS (LIMA-JUNIOR et al., 2014).

Sabe-se que os receptores Toll-like apresentam um papel de extrema importancia
no contexto da mucosite intestinal induzida por irinotecano, através de sua ativacdo por
PAMPs e DAMPs, culminando na ativacao de diversos mediadores inflamatérios, dentre
eles IL-18. Animais knockout para receptores Toll-like 2 e para a proteina MyD88,
envolvida na via de sinalizacdo dos receptores Toll, apresentam aumento de sobrevida,
reducdo da translocacao bacteriana, além de prevencdo ao dano intestinal e da diarreia
(WONG et al., 2015). Além disso, no processo de desenvolvimento da mucosite
associada ao irinotecano, ha acimulo de macréfagos na mucosa (LIMA-JUNIOR et al.,
2014). Nossos achados corroboram com o observado por Lima-Janior (2014) e indicam
que 0 EC-12 reduziu as expressoes de Tlr4 e 11-18, o que pode estar correlacionado com
a presenca reduzida de macrofagos na lamina prépria. Vale ressaltar que, em um modelo
de mucosite intestinal induzida por 5-FU, a administracdo de Saccharomyces boulardii
reduziu a expressdo de receptores toll-like dos tipos 2 e 4, da proteina adaptadora MyD88,
e do fator NF-xB no intestino de ratos tratados com este probiético (JUSTINO et al.,
2020). Por outro lado, Med Lan-S forneceu protegéo intestinal, que ndo foi acompanhada

pela reducdo da expressao de Tlr4, 11-18, ou macrofagos.

IL-18BP é um antagonista da citocina pro-inflamatéria IL-18. Ela forma um
complexo com a IL-18, impedindo a ativagdo de receptores de membrana e o
desenvolvimento de doencas. (DINARELLO et al., 2013). Curiosamente, detectamos por
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imunofluorescéncia que a IL-18BP é altamente expressa no intestino durante a mucosite.
Além disso, o pré-tratamento de camundongos com EC-12 e com Med Lan-S impediu o
aumento da fluorescéncia de IL-18BP. Um estudo anterior indicou que a IL-18 total e a
IL-18BP sdo elevadas em pacientes com sepse ho momento da admissao. Entretanto, a
maioria da IL-18BP esté ligada a IL-18, inibindo sua funcéo pré-inflamatdria. (NOVICK
et al., 2001). Em nosso estudo, o aumento dos niveis de IL-18BP no grupo irinotecano
pode indicar um mecanismo de compensacdo para diminuir a resposta inflamatoria
durante a mucosite. Notavelmente, a falta de dano ao tecido nos grupos EC-12 e Med
Lan-S, aliados aos baixos niveis de IL-18BP, sugerem que a producdo de IL-18 é
prejudicada pelos paraprobioticos e reforcam sua eficacia na protecdo do intestino contra

as lesdes causadas pela quimioterapia.

Estudos anteriores indicam que probidticos ou paraprobidticos modificam a
freqUéncia das células mononucleares (ZHUO et al., 2019). O uso de Lactobacillus
acidophilus lisados em um modelo animal de cancer colorretal induzido por azoximetano
e dextran sulfato de sédio aumentou a eficacia do tratamento com anticorpos anti-CTLA-
4, que foi associado a reducdo de macréfagos do tipo M2, mas ndo do fendtipo M1
(ZHUO et al., 2019). O efeito sobre o perfil macrofagico e a resposta imune parece ser
influenciado pelo tipo de cepa utilizada e pelo modelo inflamatério. A formulacédo
paraprobiotica utilizada em nosso estudo é baseada em Enterococcus, Bifidobacterium e
outros ingredientes que juntos podem regular positivamente mecanismos de resposta
imunolégica diferentes daqueles obtidos a partir de uma Unica e pura cepa bacteriana

morta.

A maioria dos estudos que testam a eficacia de probidticos, prebidticos e
paraprobidticos concentra-se em organismos/compostos purificados. Decidimos entdo
testar se uma formulacdo baseada em Enterococcus e Bifidobacterium (Med Lan-S) seria
tdo benéfica quanto o paraprobidtico composto apenas por E. faecalis inativado (EC-12)
no controle do conjunto de sintomas caracteristicos da mucosite. Tanto EC-12 como Med
Lan-S protegeram os camundongos da mucosite, através de mecanismos diferentes.
Apesar dos resultados positivos do presente estudo, a complexidade da formulagéo de
Med Lan-S pode ter desencadeado um mecanismo de protecdo imunolégica inato. Ao
mesmo tempo, EC-12 protegeu o intestino de danos relacionados a quimioterapia,

reduzindo amplamente a ativacéo de respostas inflamatdrias.
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Embora ndo haja tratamento curativo para a mucosite induzida por irinotecano, a
literatura sugere efeitos protetores de remédios fitoterapicos (CECHINEL-ZANCHETT
et al., 2019; DE ALENCAR et al., 2017) ou inibidores da beta-glucuronidase (BHATT
et al., 2020). Apesar dos promissores avangos terapéuticos dessas estratégias, algumas
preocupacOes surgem. Por exemplo, a beta-glucuronidase bacteriana intestinal é uma
enzima que reconhecidamente afeta o metabolismo do irinotecano. O prd-farmaco
irinotecano € convertido ao metabolito ativo SN38 no figado. A adicdo subsequente de
acido glucurdnico para formar o SN38-G inativo favorece sua eliminacéo atraves do trato
gastrointestinal. Uma vez no limen intestinal, a beta-glucuronidase bacteriana remove a
por¢éo de glucuronideo do SN38-G, reativando esse metabdlito, que € reabsorvido e dessa
forma tem a sua meia-vida aumentada, porém a mucosite se desenvolve como
consequéncia desse processo. Ter como alvo as beta-glucuronidases, portanto, apresenta
uma limitacdo por interferir na eficacia antitumoral do irinotecano. A intensificacéo da
dose de irinotecano é proposta para a reducao da atividade antitumoral (BHATT et al.,
2020), mas pode-se esperar uma mielototoxicidade potencialmente aumentada. O
presente estudo contribui sugerindo, ainda, mecanismos alternativos de modulagdo da

mucosite associada & quimioterapia.

A preparacdo adequada das formulacdes deve considerar o tipo de insumos em sua
composicdo. O uso e escolha corretos de formulaces para a entrega adequada de tais
microrganismos sdo essenciais para a obtencdo dos beneficios a salde, normalizando a
microbiota disbiotica e reduzindo a patologia intestinal em curso. Este estudo reforca que
a modulacdo da microbiota intestinal com paraprobidticos afeta diretamente o padrao da
resposta imunoldgica. Notavelmente, a administracao de E. faecalis inativado pelo calor
reduziu a resposta pro-inflamatdria deletéria prevenindo a lesdo intestinal associada ao
irinotecano. Med Lan-S, por outro lado, possivelmente preparou células residentes para
aumentar o mecanismo de vigilancia para melhor responder ao insulto da quimioterapia,
contrariando o desenvolvimento da mucosite. O tecido linféide associado ao intestino
pode estar envolvido, mas é necessaria uma maior investigacdo. Apesar do mecanismo, a
ativacdo adequada do sistema imunologico é altamente desejavel para controlar as
manifestacBes gastrointestinais da quimioterapia do céncer. Os paraprobioticos se

apresentam entdo como estratégias terapéuticas viaveis.
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7. CONCLUSAO

Como conclusoes do estudo, verificamos que para que os beneficios do uso de EC-
12 e Med Lan-S sejam alcancados, € necessario que se realize um pré-tratamento de uma
semana antes do inicio da inducdo de mucosite intestinal por irinotecano. EC-12 e Med
Lan-S provavelmente previne contra a perda da integridade do epitélio intestinal, com
manutencdo das proteinas de juncdo intercelular claudina-2 e ocludina e consequente
auséncia de bacteremia. A utilizacao de paraprobiotico composto por E. faecalis inativado
promoveu também reducdo da inflamacg&o intestinal, com modulacdo da resposta das
celulas inflamatdrias residentes, e a expressao reduzida do mRNA de Tlr4 e IL-18 por
EC-12, mas ndo por Med Lan-S, é correlacionada com a reducdo da marcacdo para
macrofagos no ileo dos animais. Os resultados diferentes obtidos através do tratamento
com Med Lan-S, que apresenta na sua formula ndo s6 Enterococcus e Bifidobacterium
pasteurizados, mas também outros insumos, denotam a participacdo intensa das células
da resposta imune inata e indicam que a composi¢do da formulacdo a base de bactérias

pode determinar efeitos diferentes na forma de modulacdo da imunidade.

A figura 17 traz um resumo dos resultados observados no nosso estudo.
Resumidamente, o tratamento com irinotecano na dose de 75mg/kg cursa com
desequilibrio na microbiota intestinal além de extenso dano ao epitélio levando ao
encurtamento de vilos e desarranjo na arquitetura das criptas. O dano ao epitélio abrange
também as proteinas da zonula de adesdo intercelular, o que propicia a migracdo de
bactérias para a circulacdo sanguinea. Além disso, receptores do tipo Toll-like
reconhecem Padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPsS) e Padrbes
moleculares associados a danos (DAMPs) que levam a ativacao do fator de transcrigdo
NF-xB, ativando a sintese de proteinas pro-inflamatorias como 1L-18, induzindo a
migracdo de células inflamatorias, que potencializam o dano. O pré-tratamento com
paraprobiotico de Enterococcus faecalis EC-12 sete dias antes da inducdo de mucosite
por irinotecano, continuando até o dia da eutanasia, mantém a integridade do epitélio do
ileo, com provavel manutencdo da estrutura da zonula de adesdo, o que impede a
passagem de bactérias para a corrente sanguinea. O paraprobiético também reduz a
expressao de IL-18, reduzindo o nimero de neutr6filos e macr6fagos que migram para o

tecido, minimizando a inflamacdo local (Figura 17).



Figura 17. Resumo gréfico
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8. ANEXO - Artigo publicado referente aos resultados da tese
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