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RESUMO

Introducédo: O cancer gastrico (CG) é a quinta neoplasia mais frequente no mundo,
com mais de 1 milhdo de novos casos por ano. A etiologia mais aceita se baseia na
influéncia da mutacéo tecidual promovida por uma bactéria da microbiota comensal
gastrica chamada H. pylori. O tratamento padrdo ouro para o CG é a cirurgia de
remocao total ou parcial do estdbmago, procedimento que tem grande poder de
modificar a microbiota humana, cujas mudancas ainda s&o pouco compreendidas no
Amazonas. Diversos fatores podem também contribuir para alteracdes da microbiota
intestinal em pacientes com cancer gastrico, o que pode culminar tanto na piora de
desfechos clinicos quanto na modificacdo do perfil da microbiota intestinal, aliado ao
comprometimento do padrdo de resposta imunoldgica, porém os dados que
corroborem essa afirmativa sdo escassos, 0 que motivou 0 estudo da microbiota
intestinal na populacdo amazonense. Objetivos: Avaliar o perfil da microbiota
intestinal, estado nutricional, imunolégico e perfil inflamatério, antes e apos a cirurgia
de remocao total ou parcial de estbmago (gastrectomia) por cancer gastrico em
pacientes que usaram suplementos probiéticos. Materiais e métodos: Trata-se de
um estudo clinico randomizado controlado, prospectivo, composto de cinco grupos —
G1, G2, G3, G4 e G5, em que se avaliou o0 uso de probiéticos, tanto na modulacao da
resposta imune quanto no perfil da microbiota intestinal e na reducéo de complicacdes
cirirgicas. Resultados: Foram avaliados, no primeiro tempo do estudo, no periodo
de dezembro de 2020 a maio de 2022, 24 pacientes, com média de idade de 58,8+14,4
anos (intervalo de 24 a 81 anos), cuja maioria era do sexo masculino (70,8%) e com
adenocarcinoma (83,3%). Avaliaram-se suas varidveis clinicas, tais como
circunferéncia muscular do bra¢o (P=0,006), angulo de fase (P= <0,001), espessura
do muasculo adutor do polegar (P=0,005) e especialmente calprotectina fecal
(P=<0,001). Quanto as citocinas inflamatorias, demonstrou-se que nao houve
diferencas estatisticamente significativas quando comparados os grupos probi6tico e
nao probidtico, porém o0 grupo com uso de probidtico parece ter respondido bem a
algumas citocinas (CXCL-8, TNF-a, IL-17a, IL-4) (p-valor >0,05), das quais a IL-17a
foi a que mais se mostrou estatisticamente significante (p-valor <0,001). Dados da
microbiota intestinal demonstraram que um filo foi digno de nota, o Proteobacteria,
com 10,4%, o que demonstra um padrdo de disbiose no grupo céancer. Sobre os
géneros, o de maior abundancia foi o Streptococcus (p-valor 0,019); quando se
observam as comparacdes entre microbiota e citocinas, Alloprevotella (p-valor 0,004)
e Christensenellaceae_R-7_group (p-valor 0,01) foram diferencialmente abundantes,
porém reduzidas no contexto de muitas complicacdes, das quais Alloprevotella € um
biomarcador para cancer gastrico. No segundo tempo do estudo, foram avaliados 52
pacientes ao total, cujas complicacfes mais comuns foram nauseas e vomitos (N=39,
75%). Houve um maior percentual entre os que foram classificados com muitas
complicacfes (60%) no grupo probidtico (+), 0 que mostra, portanto, que nao houve
interferéncia positiva na reducado de complicacdes ao usar sete dias de probidticos
conforme o protocolo deste estudo. Concluséo: E possivel inferir que o cancer tem
um papel importante na manutencédo da disbiose intestinal e que um tempo maior de
uso de probioticos deve ser considerado para que haja modulacdo intestinal da
microbiota e do perfil inflamatério nos pacientes com cancer gastrico.

Palavras-chave: Neoplasias gastricas; cancer; microbioma gastrointestinal; estado
nutricional; fatores imunologicos.



ABSTRACT

Introduction: Gastric cancer (GC) is the fifth most common neoplasm in the world,
with more than 1 million new cases per year. The most accepted etiology is based on
the influence of tissue mutation promoted by a bacterium from the gastric commensal
microbiota called H. pylori. The gold standard treatment for gastric cancer is surgery
to remove all or part of the stomach. Surgery has great power to modify the human
microbiota, whose changes are still poorly understood in Amazonas. Several factors
can also contribute to changes in the intestinal microbiota in patients with gastric
cancer, which can culminate in both the worsening of clinical outcomes and the
modification of the intestinal microbiota profile, combined with the impairment of the
immunological response pattern, however data corroborating This statement is scarce,
which motivated the study of the intestinal microbiota in the Amazonian population.
Objectives: To evaluate the intestinal microbiota profile, nutritional, immunological
status and inflammatory profile, before and after surgery to remove total or partial
stomach (gastrectomy) for gastric cancer in patients who used probiotic supplements.
Materials and methods: This is a randomized controlled, prospective clinical study,
composed of five groups — G1, G2, G3, G4 and G5, where we evaluated the use of
probiotics, both in modulating the immune response and in the intestinal microbiota
profile and reducing surgical complications. Results: In the first period of the study,
from December 2020 to May 2022, 24 patients were evaluated, with a mean age of
58.8+14.4 years (range 24 to 81 years), the majority of whom were male (70.8%) and
with adenocarcinoma (83.3%). Regarding clinical variables, such as arm muscle
circumference (P=0.006), phase angle (P=<0.001), adductor pollicis muscle thickness
(P=0.005) and especially fecal calprotectin (P=<0.001). Regarding inflammatory
cytokines, it was demonstrated that there were no statistically significant differences
when comparing the probiotic and non-probiotic groups, however the group using
probiotics seems to have responded well to some cytokines (CXCL-8, TNF-a, IL-17a,
IL-4) (p-value >0.05), of which IL-17a was the cytokine that was most statistically
significant (p-value <0.001). Data from the intestinal microbiota demonstrated that one
phylum was noteworthy, Proteobacteria, with 10.4%, which demonstrates a pattern of
dysbiosis in the cancer group. Regarding the genera, the one with the greatest
abundance was Streptococcus (p-value 0.019); when comparing comparisons
between microbiota and cytokines, Alloprevotella (p-value 0.004) and
Christensenellaceae_R-7_group (p-value 0.01) were differentially abundant, but
reduced in the context of many complications, with Alloprevotella being a biomarker
for gastric cancer. In the second phase of the study, a total of 52 patients were
evaluated, whose most common complication was nausea and vomiting (N=39, 75%).
There was a higher percentage of those classified as having many complications
(60%) in the probiotic (+) group, which therefore shows that there was no positive
interference in reducing complications when using seven days of probiotics according
to the protocol of this study. Conclusion: It is possible to infer that cancer plays an
important role in maintaining intestinal dysbiosis and that a longer period of probiotic
use should be considered so that there is intestinal modulation of the microbiota and
the inflammatory profile in patients with gastric cancer.

Keywords: Gastric neoplasms; cancer; gastrointestinal microbiome; nutritional status;
immunological factors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer gastrico

O cancer gastrico (CG) é a quinta neoplasia mais frequente no mundo, com
mais de 1 milhdo de novos casos por ano, o que contribui para que seja a terceira
maior causa de morte pela doenca, com aproximadamente 783 mil mortes anuais
(Bray et al., 2018; Clinton et al., 2020). A distribuigcao do CG varia de forma significativa
ao redor do globo, de modo que a Asia representa 73%; a Europa, 15%; e as Américas
Central e do Sul, 7% dos casos mundiais (Carcas, 2014). Entre os homens, é o mais
incidente e mortal em alguns paises da Asia Ocidental, tais como Ira, Turcomenist&o
e Quirguistdo. Também na Asia Oriental, destacam-se, com elevados indices da
doenca paises como Japdo, Mongdlia e Coreia do Sul, sendo o Gltimo o pais com as
mais altas taxas dessa neoplasia, em ambos os sexos (INCA, 2023).

O numero estimado de casos novos de cancer gastrico para o Brasil, para cada
ano do triénio de 2023 a 2025, € de 21.480 casos, 0 que corresponde ao risco
estimado de 9,94 casos por 100 mil habitantes, sendo 13.340 casos em homens e
8.140 casos em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 12,63
casos novos a cada 100 mil homens; e 7,36 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2023).

Em termos de mortalidade no Brasil, em 2020, ocorreram 13.850 6bitos por CG,
correspondendo a 6,54 mortes a cada 100 mil brasileiros. Entre os homens, foram
8.772 Obitos, equivalendo a 8,47 mortes a cada 100 mil homens. Ja entre as mulheres,
aconteceram 5.078 6bitos, o equivalente a 4,69 mortes a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2023); no Amazonas, 0 cancer gastrico € um dos tipos com maior incidéncia
(FCECON, 2022).

O CG é uma doenca de causa multifatorial, que resulta da combinacao de
fatores exdgenos como dieta, consumo de alcool, tabagismo, infeccdo por
microrganismos especificos, bem como também esta associado a fatores endégenos,
como o acumulo de alteracdes genéticas (Besagio et al., 2021; Rawla; Barsouk, 2019).
A transformacdo maligna das células gastricas advém da interac@o de varios desses
fatores ao longo de muitos anos (Besagio et al., 2021).

Os sinais e sintomas do cancer gastrico sao inespecificos e geralmente incluem

hiporexia, perda ponderal, dor abdominal, sensacdo de plenitude gastrica apds a
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alimentacdo, indigestdo, nauseas, vOmito com ou sem hemorragias e anemia
(Campelo; Lima, 2012; Muraro, 2003; Shivappa; Steck; et al., 2014). O cancer gastrico
em estagio inicial raramente causa sintomas. Essa € uma das razdes pelas quais o
diagnostico desse tipo de neoplasia é dificil nos estagios iniciais da doenca. Mesmo
nos EUA, quatro em cada cinco pacientes apresentam doenca metastatica na ocasiao
do diagnéstico do cancer gastrico (American Cancer Society, 2021; Rawla; Barsouk,
2019).

A abordagem cirurgica, incluindo gastrectomia proximal, distal e total com
dissecc¢édo prolongada de linfonodos, € o principal tratamento curativo para CG até o
momento, sendo considerado padrdo ouro. A gastrectomia radical distal (GRD), um
tratamento cirdrgico padréo para o terco médio ou inferior do CG, foi identificada como
tendo melhores resultados em comparagdo com a gastrectomia total (Liu, Zhen et al.,
2017).

Durante muitos anos, perpetuou-se o dogma de que o estdmago seria um 6rgao
estéril, justificado pela alta acidez do suco gastrico. No entanto foi identificado que a
proteobactéria Helicobacter pylori, um bacilo gram-negativo que causa uma
inflamacg&o persistente e cronica na mucosa gastrica, pode levar ao desenvolvimento
da metaplasia, condicdo que, quando nao tratada, possui grande potencial para
evoluir ao longo do tempo para displasia e posteriormente para um adenocarcinoma
(Galmiche; Rassow, 2010; Moyat; Velin, 2014). A malignizagdo do tecido gastrico
causado por H. pylori € mais comumente associada ao subtipo intestinal do
adenocarcinoma gastrico (Khatoon; Rai; Prasad, 2016).

Em longo prazo essas alteragcbes podem predispor a disbiose — um
desequilibrio da comunidade microbiana que pode mudar o equilibrio entre bactérias
comensais patogénicas (Moyat; Velin, 2014). Nesse contexto, bactérias como a
Pasteurella stomatis, Dialister pneumosintes e Streptococcus anginosus, presentes na
mucosa gastrica, tém sido associadas com estagios intermediarios da carcinogénese.
Contudo mais estudos sdo necessarios para corroborar tal tese, visto que ainda nao
€ um consenso que diferencas na abundancia de géneros ou espécies aléem da H.
pylori aumentem o risco de cancer gastrico e que esse risco € maior da interacao entre
0S microrganismos, considerando-se também fatores exdégenos como a dieta

(Lozupone et al., 2012).
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1.2 A microbiota intestinal normal

Com mais de 1 trilhdo de bactérias, a microbiota gastrointestinal representa
70% de toda a populacédo de microrganismos comensais no corpo do ser humano. A
microbiota humana é o conjunto de microrganismos — bactérias, fungos, virus e
protozoarios — que habitam diversos 6rgaos do corpo e biofluidos, que incluem a pele,
o trato respiratorio, a mucosa oral, o trato gastrointestinal, entre outros (Francescone;
Hou; Grivennikov, 2014a; Yachida et al., 2019). Ela representa um ecossistema que
possui uma intercomunicacéo constante com o hospedeiro, influenciando os estados
de saude e doenca (Nardone; Compare, 2015). Em humanos adultos, filos como
Bacteroidetes e Firmicutes geralmente dominam a microbiota, enquanto
Actinobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia, embora encontrados em muitas

pessoas, sao geralmente constituintes menores (Lozupone et al., 2012) (Figura 1).

Figura 1 — Diversidade da microbiota humana em diferentes escalas filogenéticas
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Fonte: Adaptado de Luzopone et al. (2012).
Nota: A= individuo com proporc¢édo alta de Bacteroidetes, B e C= individuos com dominio de Firmicutes
e Bacteroidetes, D= individuo com alta propor¢éo do filo Fusobacteria.
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O microbioma € o genoma agregado de toda a microbiota e € da ordem de 250
a 800 vezes maior que o genoma humano (Schwabe; Jobin, 2013). Ele contribui para
0 metagenoma, somatorio de todos 0s genomas presentes no organismo, com genes
cruciais para a saude, presentes na metabolizacdo de produtos alimentares, na
sintese de nutrientes, vitaminas e fatores troficos (Pascale et al., 2018), na maturacao
do sistema nervoso (Fung; Olson; Hsiao, 2017), na maturacdo e modulacdo do
sistema imunoldgico (Palm; De Zoete; Flavell, 2015), bem como na protecao direta

contra agentes patogénicos (Abbas, Abul, 2012) (Figura 2).

Figura 2 — Fungdes da microbiota intestinal normal
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Fonte: Adaptado de Pascale et al., 2018.

O estudo da composicdo da microbiota € possivel por meio das técnicas de
metagendmica, um conjunto de métodos baseados no sequenciamento e na analise
bioinforméatica de acidos nucleicos, o que permite detectar, em larga-escala e de modo
independente de cultivo, uma determinada microbiota (Pareek; Smoczynski; Tretyn,
2011). Assim, a metagendmica é caracterizada por meio dos sequenciamentos

gendmicos em larga escala de microbiomas complexos. O sequenciamento do gene
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codificador da subunidade 16s do RNA ribossomal bacteriano (rRNA) é um dos
métodos mais utilizados na avaliagdo das bactérias presentes na amostra (Almonacid
et al., 2019) (Figura 2). A regido 16s desse gene contém regifes conservadas,
variaveis e hipervariaveis do DNA, que sofreram diferentes pressfes evolutivas e

consequentemente acumularam diferentes taxas de mutacdo (Almonacid et al., 2019).

1.3 Impacto da gastrectomia na microbiota intestinal

As evidéncias crescentes dos estudos clinicos mostraram grandes mudancas
na microbiota intestinal humana apo6s as cirurgias oncoldgicas gastrointestinais
(Gaines et al., 2018; Rogers et al., 2017a). Essas mudancas ndo eram descritas de
forma homogénea entre as todas as publicacdes cientificas por apenas avaliarem
cirurgias intestinais. Estudos baseados na andlise da sequéncia do gene 16s rRNA
em amostras de fezes revelaram enriqguecimento e esgotamento de certos taxons
bacterianos apds a cirurgia em pacientes com cancer colorretal (Gaines et al., 2018;
Ohigashi et al., 2013).

No entanto as alteragbes da microbiota intestinal em pacientes com cancer
gastrico no periodo perioperatério ndo sdo completamente compreendidas. A
exposicao clinica, que inclui antibiéticos, patégenos alimentares e nhosocomiais, pode
influenciar a microbiota intestinal durante o periodo perioperatoério (Figura 3). No caso
de pacientes com cancer gastrico, operados, a microbiota intestinal pode ser ainda
mais impactada pela reconstrucéo digestiva e pela reducdo da carga tumoral (Tseng
et al., 2016).
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Figura 3 — Eventos perioperatérios na microbiota intestinal
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Nota: a) Microbiota normal b) A limpeza purgativa elimina o contetdo intestinal volumoso, e os
antibidticos orais reduzem a carga bacteriana luminal. ¢) Antibiéticos intravenosos (V) exercem pressao
seletiva adicional d) O estresse cirdrgico pode mudar os fenétipos bacterianos. e€) A fase de
recuperacdo saudavel inclui refaunacdo de bactérias comensais, preparacdo mecénica do intestino.

1.4 Estado inflamat6rio na resposta tumoral

E bem conhecida a existéncia de um elo entre a mé nutricdo e a inflamacéo
sistémica no cancer. Entretanto os mecanismos e 0s efeitos dessa resposta
inflamatoria ndo sado claros (Rydén et al., 2008; Weimann et al., 2017). Nos ultimos
anos, tem sido enfatizado o papel da inflamacdo no desenvolvimento e na progressao
de diferentes tipos de tumores, induzida pela expresséao de citocinas proé-inflamatorias
produzidas pelo tumor e/ou liberadas pelo sistema imunolégico (Argilés et al., 2009;
Argilés; Busquets; Lopez-Soriano, 2003; Bing; Trayhurn, 2008; Blum et al., 2011,
Gong et al., 2018; Roxburgh; McMillan, 2014; Tan et al., 2012).

As células do sistema imune (linfocitos e macrofagos) e do tecido estromal que
constituem o microambiente tumoral produzem citocinas, fatores de crescimento e
moléculas de adesédo (Balkwill, F.; Mantovani, 2001; Borsig et al., 2014; Gong et al.,
2018; Kuper; Adami; Trichopoulos, 2000; Schwartsburd, 2003). As principais citocinas

gue influenciam na resposta de fase aguda séo a interleucina 6 (IL-6), interleucina 1
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beta (IL-1 B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (INF-y) (Gulen
et al., 2012; O’'Riordain et al., 1999). Em pacientes com neoplasias, as citocinas
apresentam um padrdo funcional complexo, e a expressao de uma citocina pode ser
induzida ou suprimida por outra (Roshani; McCarthy; Hagemann, 2014), cujo efeito foi
demonstrado em estudos in vitro e in vivo (Nakazaki, 1992a). Por exemplo, o estimulo
com TNF-a aumenta a producao de IL-1, que por sua vez estimula a producéo de IL-
6 (Carter et al., 1990; Nakazaki, 1992b), o que faz com que essa desregulacéo muitas
vezes favoreca o tumor.

Olhando intimamente o trato gastrointestinal, a associacao entre a inflamacao
cronica e o desenvolvimento ou a progressao de alguma célula tumoral tem sido objeto
de estudos ao longo dos ultimos anos (Ferrone; Dranoff, 2010), pois existe uma
sinergia entre as células tumorais gastricas e as células endoteliais do parénquima do
orgao em termos de efeitos bioldgicos das citocinas no microambiente tumoral (Gong
et al., 2018).

Esse microambiente pode contribuir para a tumorigénese por meio da inducao
de instabilidade gendmica, alteracdes epigenéticas e consequentemente expressao
genética inadequada, levando a maior proliferacao celular, a resisténcia a apoptose,
a angiogénese e a disseminacdo de células tumorais (Gong et al.,, 2018;
Schwartsburd, 2003). O microambiente tumoral pode conferir resisténcia a resposta
imune do hospedeiro e comprometer os efeitos de agentes quimioterapicos (Slaviero;
Clarke; Rivory, 2003). A resposta inflamatoria local pode ser ampliada para uma
resposta sistémica. A ativacdo excessiva ou prolongada de macréfagos e neutréfilos
resulta em producao inadequada de citocinas (Gong et al., 2018). Apoés sua ligacéo a
receptores especificos, as citocinas produzidas pelo tecido tumoral sensibilizam as
células mononucleares do sangue periférico do hospedeiro, induzindo a expressao de
outras citocinas (Gong et al., 2018), o que favorece assim a progressao tumoral,
fortalece seu mecanismo de camuflagem e diminui a eficacia de drogas citotoxicas.

Desta feita, o conhecimento da relacdo sistema imune e seus fatores
inflamatérios versus microbiota intestinal € de fundamental importancia na
compreensao do papel dos probi6ticos envolvidos tanto na resposta imunolégica ao
tumor, quanto na homeostase intestinal e sistémica no pds-tratamento do cancer, haja
vista a insipiéncia de dados relacionando a microbiota intestinal com o cancer gastrico

€ seus tratamentos.



26

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A epidemiologia do cancer gastrico

Em relacdo a taxa de incidéncia global, estima-se que haja cerca de 1 milhao
de novos casos de cancer gastrico a cada ano (Machlowska et al., 2020), que € o
guarto tumor mais comum em homens, com cerca de 631.000 novos casos dentre as
mulheres, € o quinto, com cerca de 320.000 novos casos. Ainda em escala mundial,
a incidéncia da formacédo desse tumor é maior em homens do que em mulheres, na
proporcdo de 2:1 (Mendes; Santana, 2019). Das 990.000 pessoas que Sao
diagnosticadas com céancer gastrico no mundo, aproximadamente cerca de 738.000
morrem, sendo considerado o quarto tipo de cancer mais comum e a segunda causa
de morte mais frequente por cancer (Machlowska et al., 2020).

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer gastrico
ocupa a quinta posicado entre os tipos mais frequentes. As taxas de incidéncia mais
elevadas sdo observadas na Regido Sul, para ambos os sexos. Em homens, é o
segundo mais frequente na Regido Norte (12,55 por 100 mil). Na Regido Nordeste
(12,17 por 100 mil), ocupa o terceiro lugar. Nas Regides Sul (15,02 por 100 mil) e
Centro-oeste (10,20 por 100 mil), é o quarto mais frequente. Na Regido Sudeste, € o
quinto mais frequente (12,58 por 100 mil). Para as mulheres, é o quinto mais frequente
nas Regides Sul (8,41 por 100 mil) e Norte (6,53 por 100 mil). Nas Regides Nordeste
(7,46 por 100 mil) e Centro-oeste (6,68 por 100 mil), ocupa a sexta posi¢do. Na Regiao
Sudeste (7,25 por 100 mil), ocupa a oitava posicdo (INCA, 2023). Observa-se,
principalmente, uma alta concentracdo de casos na Regido Norte, em que,
especificamente no Amazonas, é a segunda causa de morte em ambos 0S sSexos
(FCECON, 2022); e no Nordeste ha uma incidéncia crescente em mulheres nascidas
apos 1960, além de uma maior mortalidade em cidades dessa regido (Assumpcao et
al., 2020).

2.2 Etiologia
O céancer gastrico € uma doenga multifatorial resultante de fatores ambientais

e genéticos. O consumo de alimentos conservados no sal e de defumados, a

obesidade, o etilismo e o tabagismo tém sido apontados como fatores de risco para o
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cancer gastrico (INCA, 2023). A inflamacao crénica da mucosa gastrica induzida por
Helicobacter pylori (H. pylori) tem sido implicada na etiologia do cancer gastrico
(Correa, 1988) por induzir atrofia gastrica e hipocloridria (Hold et al., 2007). Embora
essa infec¢cao seja bem como na populagdo humana mundial, apenas cerca de 1-2%
dos individuos expostos progridem para o cancer gastrico (Scholte et al., 2002).
Assim, além dos fatores de viruléncia da bactéria, os padrdes genéticos do
hospedeiro, principalmente aqueles que regulam a resposta imunolbégica e
inflamatoria, também podem contribuir para uma progressdo neoplasica (Melo
Barbosa et al., 2009). Polimorfismos genéticos em genes que codificam citocinas pro
e anti-inflamatorias tém sido associados com um aumento na sintese dessas
interleucinas e tém sido sugeridos como um fator determinante da hipocloridria
relacionada a maior susceptibilidade ao cancer, bem como relatos cientificos de
individuos com sangue fator Rh A+ (EI-Omar, 2001; Perez-Perez et al., 2005).

A etnia e as variaveis geograficas, bem como fatores relacionados a biologia
tumoral e ao ambiente, influenciam a incidéncia de cancer gastrico, em relacado ao
gual, embora seja um problema mundial, quase dois tercos dos tumores do estdbmago
ocorrem nos paises em desenvolvimento, especialmente na América do Sul e na Asia.
Nesta ultima, para o sexo masculino, 466.900 casos foram relatados em regibes
menos desenvolvidas economicamente em comparacdo com 173.700 casos em
regibes mais desenvolvidas (Ang; Fock, 2014).

Vérios fatores de risco sao identificados como condicionantes para o cancer
gastrico em multiplas populacdes, conforme foi descrito anteriormente, mas o seu
principal fator € a infeccéo pela bactéria Helicobacter Pylori. Existem ainda os fatores
de risco hereditarios, a exemplo do cancer hereditario difuso gastrico, o
adenocarcinoma gastrico e a polipose proximal do estbmago, mas se acredita que
pessoas com estilo de vida saudavel teriam menor risco para o desenvolvimento
desse tipo de cancer (INCA, 2023).

2.2.1 Microbiota na génese do cancer gastrico
A microbiota comensal gastrointestinal contempla indmeras espécies

bacterianas dos diversos filos como proteobactérias, que em sua maioria coabitam o

limen gastrointestinal sem demais consequéncias ao hospedeiro. Na ocorréncia de
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fatores que desequilibrem esse ecossistema, bactérias patobiontes podem ocupar o
lugar de bactérias benéficas, como é o caso da H.pylori (Moyat; Velin, 2014).

E importante compreender a relagdo da H. pylori com outras bactérias
presentes no estdbmago. Durante a infeccdo, a microbiota géastrica é
predominantemente constituida pelos filos das proteobactérias, seguidas por
Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobactérias e, em menor proporc¢éo, por fusobactérias
(Bruno et al., 2019; Nardone; Compare, 2015). Muitas bactérias ndo sobrevivem ao
pH &cido do estdbmago, porém em alguns individuos a infeccdo por H.pylori leva a
hipocloridria. Dessa forma, a colonizacdo e a neutralizacdo do pH do ambiente
gastrico em longo prazo podem contribuir diretamente para alteracées na microbiota
gastrica (Nardone; Compare, 2015; Schulz et al., 2019).

Em longo prazo o uso de drogas inibidoras de bomba de prétons,
frequentemente combinadas com antibioticoterapia durante a erradicacdo da H.
pylori, (ou também frequentemente usadas em pacientes nao infectados com ela, mas
gue possuem algum grau de alteracéo epitelial gastrica como a gastrite associada a
sintomas como pirose), podem gerar um padrdo de microbiota gastrica similar ao
observado em pacientes com hipocloridria associada a gastrite atrofica (Malfertheiner;
Kandulski; Venerito, 2017). Além do estdbmago, essas medicacbes tém sido
amplamente associadas com perturbacdo da microbiota intestinal de modo que os
pacientes que fazem seu uso podem apresentar menor diversidade total de
microrganismos, maior predisposicao a infeccao por Clostridium difficile, diminuicéo
de Bacteroidetes e maior abundancia de Firmicutes (Bruno et al., 2019; Imhann et al.,
2016; Malfertheiner; Kandulski; Venerito, 2017).

A H. pylori também promove indiretamente a carcinogénese por alterar a
composicdo da microbiota gastrica. Na era dos estudos baseados em cultura,
pensava-se que o estdbmago era estéril em pacientes saudaveis; no entanto, com 0s
avancos no sequenciamento de DNA de genes de rRNA conservados, descobriu-se
gue o estdbmago abriga um ecossistema microbiano complexo, composto
principalmente por bactérias pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobactéria, Bacteroides e Fusobacteria, podendo ser fator de predisposicao para
disbiose intestinal, principalmente em pacientes de cirurgias gastrointestinais (Bik et
al., 2006; Dicksved et al., 2009).

A infeccéo por H. pylori pode induzir mutagcdo no DNA ao interromper quebras

de fita dupla de DNA minimizando genes de reparo incompativeis e metilacéo
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aberrante do DNA e maximizando a expressao de citidina desaminase induzida por
ativacado (Ansari; Yamaoka, 2020; Maekita et al., 2006).

Trés moléculas sao criticas para a potencial carga oncogénica de H. pylori: a
proteina do gene A associado a citotoxina (CagA), a proteina da citotoxina A
vacuolizante (VacA) e a proteina inflamatéria externa A (OipA). O CagA penetra nas
células epiteliais gastricas apenas quando o T4SS esta ligado a integrina a5@1.
Posteriormente, o CagA translocado estimula a producdo de IL-8 e provoca a
desregulacédo da sinalizagédo celular por meio de duas vias, uma dependente da
fosforilacdo e uma independente da fosforilacdo. Na via fosforilada, a proteina CagA
fosforilada com fosfatase 2 de homologia src (SHP2), juntamente com a proteina 2
ligada ao receptor do fator de crescimento (Grb2), ativam oncoproteinas, como
guinase regulada por sinal extracelular (ERK), proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) e CT10 (virus do tumor de galinha n.° 10) regulador das vias de sinalizacdo
guinase (Crk) Crk/Crk-linker (Crk-L), que levam a proliferacdo celular irregular e ao
desenvolvimento de GC (Pappas-Gogos et al., 2022) (Figura 4).

Na via nao fosforilada, o CagA ativa as vias NF-kB, sarcoma de rato (RAS),
integragdo sem asas-1 (Wnt)/B-catenina64 e fosfatidilinositol 3-quinase/Akt
interagindo com Met, E-caderina, Grb2 e as proteinas de sinalizagdo 1b (Parlb) com
defeito no particionamento da quinase reguladora da polaridade. Essas ativacdes
causam alteracdes morfolégicas nas células, proliferacéo irregular e cancer gastrico

(Pappas-Gogos et al., 2022).

Figura 4 — Cancer gastrico induzido por H. pylori
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2.2.2 Uso de probioticos em cirurgias gastrointestinais

Desde a ultima década, pesquisadores investigam uma variedade de beneficios
a saude associados aos suplementos probiodticos, que contém principalmente
microrganismos vivos das espécies Bifidobacterium e Lactobacillus. As principais
areas em que os pesquisadores se concentraram sao o efeito dos suplementos de
probidticos na microbiota intestinal, na prevencao do cancer, na eficacia e toxicidade
da quimioterapia e na reducdo de complicac6es em cirurgias, dos quais este ultimo é
um dos objetos deste estudo (Ayyanna; Ankaiah; Arul, 2018).

Ha evidéncias que implicam a microbiota intestinal nas complicacbes
infecciosas ap6s uma grande cirurgia digestiva (Arumugam; Lau; Chamberlain, 2016).
E concebivel que a manipulacdo da microbiota possa reduzir a incidéncia e/ou a
magnitude das complicacdes cirurgicas. Com base nesse conceito, além do uso geral
de antibidticos, a administracdo perioperatdria de varios probioticos (bactérias
benéficas vivas) tem sido examinada em muitos ensaios clinicos (Sadahiro et al.,
2014).

Muitos microrganismos em suplementos probidticos sdo comumente
encontrados em microrganismos intestinais humanos, como Bifidobacterium,
Enterococcus, Lactococcus e Pediococcus. A maioria das bactérias probidticas no
mercado hoje pertence apenas ao género Lactobacillus e Bifidobacterium (Jeppsson;
Mangell; Thorlacius, 2011). Muitas cepas de bactérias do acido latico (BAL) presentes
nos probidticos fazem parte do microrganismo normal do corpo humano e
desempenham papéis criticos na digestdo dos alimentos e nas atividades
antioxidantes e anti-inflamatorias (Ayyanna; Ankaiah; Arul, 2018).

A propriedade antioxidante das cepas BAL se deve a alta atividade de catalase
e a-difenil-B-picrilhidrazil (DPPH) de eliminacdo de radicais livres. A acdo anti-
inflamatédria é exibida pela ativacdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10), bem como
pela diminuicdo da expressdo de citocinas proé-inflamatérias (IL-6). As bactérias
probidticas também podem inibir a sintese de prostaglandinas (Ayyanna; Ankaiah;
Arul, 2018).



31

Recentemente, meta-analises relataram efeitos positivos do uso de simbidticos
ou probidticos na prevencao de complicacfes infecciosas apos cirurgia digestiva de
grande porte (Arumugam; Lau; Chamberlain, 2016).

No entanto esses estudos séo principalmente de centro Unico com populagdes
amostrais relativamente pequenas. Além disso, h4 uma heterogeneidade substancial
entre 0os ensaios derivados de disparidades clinicas: diferencas no tipo, dosagem e
estratégias de administracéo (via, tempo e duracéo) dos probidticos, bem como nos
procedimentos cirdrgicos. Assim, uma resposta definitiva ndo esta prontamente
disponivel quanto a eficicia dos probidticos na cirurgia digestiva apesar dos esfor¢os
para comparar ensaios controlados randomizados (ECRSs) utilizando probiéticos para
chegar a um consenso, o que fomenta ainda mais a busca de respostas assertivas

sobre protocolos microbioldgicos de uso dos probidticos em cirurgia.

2.2.2.1 Aplicacéo de probioticos na disbiose em cirurgia digestiva

Apesar dos avangos nas técnicas cirurgicas e nos cuidados perioperatorios, as
complicagBes infecciosas apods a cirurgia digestiva continuam sendo um grande
problema. Tem havido um grande interesse nas potenciais implicacdes da microbiota
intestinal na prevencdo de complicagbes infecciosas. Pacientes submetidos a
cirurgias abdominais de grande porte apresentam diversos fatores de risco para
guebra das barreiras estruturais e funcionais, o que pode afetar as inUmeras
interagdes entre hospedeiro e microbiota. A administracdo de antibidticos, que altera
0S numeros gerais e a composicao da microbiota (Borges-Canha et al., 2015), diminui
a competicao por recursos limitados e libera nichos normalmente ocupados (Sassone-
Corsi; Raffatellu, 2015).

Acumulam-se evidéncias de que varios tipos de cirurgia digestiva provocam
mudancas distintas na microbiota intestinal, na qual espécies potencialmente nocivas
florescem concomitantemente com a diminuicdo de espécies benéficas e AGCC
(Rogers et al., 2017b). Esses desequilibrios microbianos — possivelmente induzidos
pelo preparo pré-operatério do intestino, estresse cirargico, uso de antibiéticos ou
manipulacdo do intestino etc. — podem ser descritos como disbiose induzida por
cirurgia ou disbiose cirurgica. A transformacéo do fenotipo de viruléncia em resposta
ao estresse do hospedeiro deve ser incluida nesse fendmeno (Stavrou; Kotzampassi,
2017).
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Portanto a manipulagcdo da microbiota intestinal para limitar a translocagao
bacteriana pode ser uma alternativa potencial para prevenir a infeccdo pés-operatéria.
A eficacia dos probidticos foi avaliada em uma variedade de estudos clinicos com a
expectativa de reduzir a disbiose cirdrgica, melhorar a fungcdo imunoldgica do
hospedeiro e, consequentemente, prevenir a translocacao bacteriana, dentre outros
beneficios. A maioria dos estudos relatou efeitos positivos do uso de probidticos em
cirurgia gastrointestinal (Nakazaki, 1992a; Nova et al., 2016; Rogers et al., 2017b;
Singh, Varun Pratap et al., 2013).

2.2.3 Microbiota induzindo tumorigénese e resposta imune

A microbiota intestinal esta envolvida nas principais etapas da carcinogénese,
gue incluem inflamacé&o promotora de tumores, resposta imune alterada, crescimento
tumoral, angiogénese, producao de metabolitos pro-carcinogénicos, dano ao DNA e
inducédo de instabilidade genémica (Francescone; Hou; Grivennikov, 2014b; Louis;
Hold; Flint, 2014; Nougayrede et al., 2006; Reinhardt et al., 2012; Russo et al., 2016;
Sethi et al., 2018).

O sistema imunolégico contém uma memoria imunoldgica baseada em
receptores de reconhecimento padrdo (PRR), que sdo capazes de distinguir
microrganismos potencialmente patogénicos de comensais inofensivos. Os PRR
reconhecem principalmente moléculas de superficie derivadas de microrganismos,
especialmente lipopoliscarideos bacterianos, lipoproteinas, DNA procariético e acidos
nucleicos, que podem ser chamados de padrbes moleculares associados a
microrganismos (MAMPSs) ou padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS).
Os receptores Toll-like (TLR) pertencem a uma classe principal de PRR e séo
expressos em membranas de macrofagos e em células dendriticas. Outro grupo de
PRR séo os receptores do tipo NOD (NLRs), os quais estdo relacionados a uma
grande familia de receptores inatos citosélicos envolvidos na deteccédo de patdgenos
intracelulares e de subprodutos endogenos de lesao tecidual (Velloso et al., 2019).

A disbiose intestinal favorece a invasdo e o crescimento de espécies
patogénicas e perturba a homeostase do sistema imunolégico e da barreira mucosa.
O processo inflamatério subsequente resulta em aumento da permeabilidade da
mucosa e permite que 0S microrganismos intestinais orquestrem um estado continuo

de inflamagdo, ativando assim a sinalizagdo TLR e NLR (Velloso et al., 2019).
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A sinalizacdo de TLR é traduzida por meio de proteinas adaptadoras como
resposta priméaria de diferenciagdo mieloide-88 (MyD88) e interferon-y indutor de
adaptador contendo dominio TIR (TRIF). A sinalizacdo de MyD88 e TRIF leva a
expressao de citocinas como fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 beta
(IL-1y), interleucina-6 (IL-6), proteina 10 induzida por interferon gama (IP-10) e
interferon-y (IFN-y) por meio da ativacdo de fatores transcricionais, fator nuclear «B
(NF-kB), proteinas ativadora 1 (AP-1) e fator regulador do interferon 3 (IRF-3) (Piras;
Selvarajoo, 2014). A ativacdo do NLR desencadeia o rearranjo estrutural do receptor
para conduzir a propagacdo do sinal ativando multiplas vias de sinal para induzir a
formacédo de inflamassomas e/ou para ativar NF-xB, quinases de estresse, IRFs,
caspases inflamatérias e autofagia (Velloso et al., 2019), o que propicia um ambiente
inflamatério que favorecera a disbiose intestinal.

A microbiota intestinal pode produzir metabolitos pré-carcinogénicos. Um bom
exemplo de tal metabdlito € o butirato, um &cido graxo de cadeia curta, que €&
produzido por espécies bacterianas por meio da fermentacdo anaerdbica de
carboidratos e fornece uma importante fonte de energia para as células hospedeiras
como os colondcitos. Embora o butirato tenha demonstrado em uma série de estudos
ter efeitos anticancerigenos, no conhecimento genético relacionado, promove a
carcinogénese por meio do aumento da proliferacdo de células epiteliais aberrantes
(Bultman; Jobin, 2014).

2.2.4 Resposta imune ao cancer

Proteinas alteradas produzidas a partir de genes mutantes ou genes virais sao
reconhecidas como antigenos tumorais pelas células imunes, independentemente de
sua funcéo. Neoantigenos podem surgir a partir dessas proteinas tumorais alteradas
e podem ser apresentados na superficie da célula tumoral via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (Houghton; Guevara-Patifio, 2004).

Antigenos recém-formados na superficie das células tumorais sé&o
reconhecidos pelo sistema imunologico, o que desencadeia a resposta imune. A
proliferacdo e a ativacdo de células T em tecidos tumorais requerem estimulacao por

duas vias. O primeiro sinal envolve a ligacao entre os neoantigenos apresentando-os
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a molécula de MHC e ao TCR. O segundo sinal é coinibitério ou coestimulatorio e
determina se as células T serdo ativadas ou ndao (Houghton; Guevara-Patifio, 2004).

As células T tém receptores coestimuladores que se combinam com ligantes
coestimuladores expressos na superficie das células tumorais promovendo a ativagédo
destas. As células T devem receber coestimulacao por meio do acoplamento de CD28
em sua superficie com CD80 ou CD86, que também s&do, respectivamente,
conhecidos como B7-1 e B7-2 na superficie das células apresentadoras de antigeno.
Os sinais entregues via CD28 afetam eventos cruciais nas células T como sinalizacao
transcricional, modificacdes de proteinas poés-traducionais, sintese de citocinas e
alteracOes epigenéticas que, em Ultima analise, afetam seu fenétipo e sua funcéo. Os
ligantes CD80 e CD86 variam em seu padrdo de expressdao. O CD86 é
constitutivamente expresso em células apresentadoras de antigeno e € regulado
rapidamente durante as respostas imunes, enquanto o CD80 é mais lento em sua
regulacao positiva (Lenschow et al., 1994).

Em contraste com os receptores coestimuladores descritos, as células tumorais
produzem varios receptores coinibitorios, incluindo proteina de morte celular
programada-1 (PD-1), gene de ativacdo de linfocitos 3 (LAG 3), imunoglobulina de
células T e dominio de mucina-3 (TIM-3). A ligacao entre os receptores coinibitorios e
seus ligantes induz a inativacao das células T (Wang, Zhengguang et al., 2013).

A proteina de membrana PD-1 representa um receptor coinibidor que é
encontrado na superficie de varios tipos de células como células T ativadas, células T
reguladoras (Tregs) e mondcitos. Possui dois ligantes: PD-L1 e PD-L2. O primeiro é
expresso em células imunes e tumorais, enquanto 0 segundo € expresso
principalmente em células apresentadoras de antigeno. Os linfécitos infiltrantes de
tumor (TILS) liberam IFN-y e induzem a expressao de PD-L1 em células tumorais
circundantes, em células estromais e em células sanguineas (Wang, Jiunn-Wei et al.,
2019). O PD-L1 que é expresso nas células tumorais se liga ao PD-1 nas células T
ativadas que atingem o tumor e gera um sinal de supressdo para a ativacdo das
células T, que se tornam incapazes de destruir as células tumorais, o que leva a uma
diminuigc&o das células que fazem respostas imunes humorais (Freeman et al., 2000;
Wang, Jun et al., 2017).

A via PD-1/PD-L1/2 parece proteger as células tumorais do ataque de linfocitos
T. A proteina 4 associada a linfécitos T citotoxicos (CTLA-4) é uma molécula
coinibidora exibida em linfécitos T ativados e em Tregs, cujo receptor nas células T



35

interage com seus ligantes B7-1/B7-2 localizados nas células apresentadoras de
antigenos, e consequentemente suprime o sinal estimulador de células T mediadas
por CD28 (Finn, 2008).

A expressdo de CTLA-4 é estimulada apenas no contexto da ativagdo de
células T; depois, compete com o CD28 para se ligar as moléculas B7 e para diminuir
a resposta imune. As células T reguladoras (Tregs) expressam CD4, FOXP3 e CD25.
As Tregs suprimem a resposta imune as autoproteinas e a resposta imune tumoral
(Tanaka; Sakaguchi, 2017). Elas inibem a resposta imune tumoral produzindo receptor
de interleucina-2 (IL-2) de alta afinidade, CTLA-4, IL-10 e citocinas imunossupressoras
como o fator de crescimento transformador B (TGF-B). A expressao de LAG-3 esta
aumentada em células T ativadas e células natural killer, e seus ligantes sdo MHC
classe Il, LSECtina e galectina-3 (Liu, Biao et al., 2013).

O LAG-3 inibe a proliferacédo de células T e a producgéo de citocinas. O TIM-3
se liga a seus ligantes, que incluem galectina-9, caixa de grupo 1 de alta mobilidade
(HMGB1) e molécula de adesdo celular de antigeno carcinoembrionario 1, e
desempenha um papel na evaséo imune de células tumorais por inativar células T. O
bloqueio desses sinais coinibitorios € a estratégia basica para a imunoterapia do

cancer (Anderson; Joller; Kuchroo, 2016).

2.3 Tratamento cirdrgico do cancer gastrico

A primeira cirurgia de cancer gastrico com sucesso € atribuida a Schlatter em
Zurich-Suica, em 1897, que realizou a reconstrucao do transito digestivo utilizando o
jejuno em 6mega com anastomose esbéfago-jejunal no término lateral (Toneto et al.,
2012). No Brasil, foi realizada pela primeira vez por Arnaldo Vieira de Carvalho em
Séao Paulo, em 1990 (Carvalho, 1900). A partir de entdo os cirurgides passaram a
utilizar esse procedimento mais rotineiramente embora com resultados pouco
animadores, uma vez que as taxas de complicacdes operatdrias eram muito elevadas.
Nas décadas de 1940 e 1950, Lahey, em Boston, popularizou o procedimento,
preconizando a gastrectomia total como tratamento de rotina (Lahey, 1949). No Brasil
foi difundida por Paulino em 1984 (Andreollo; Lopes; Coelho Neto, 2011a).

A gastrectomia é considerada um procedimento de alta complexidade e deve
ser realizada em hospitais de referéncia de alta complexidade, pois apresenta indices

de morbidade-mortalidade importantes. As complicagcbes desse procedimento



36

cirdrgico sdo mais elevadas, tanto locais quanto sistémicas, pois 0s doentes na sua
maioria estdo com as condi¢des clinicas e nutricionais previamente comprometidas
pela doenca. Alem disso, requer tempo de hospitalizacdo mais longo que as demais
operacgdes, cuidados poOs-operatérios semi-intensivos ou intensivos, controles de

infeccdo, manutencédo do estado geral e realimentacao (Jahne; Piso; Meyer, 2001).

2.4 A microbiota intestinal modificando o contexto cirdrgico no cancer gastrico

A biodiversidade intestinal pode ser descrita como microbioma (colecdo de
microrganismos, seus genes e metabolitos dentro de um ambiente) ou microbiota (os
microrganismos) (Bays et al., 2016). Estima-se que no trato gastrointestinal haja
milhdes de microrganismos, o qual € composto por mais de 1.000 tipos distintos de
espécies e mais de trés milhdes de genes em comparacdo com aproximadamente
30.000 no genoma humano, o que demonstra uma via coevolucionaria definida pela
metagendmica (Parekh; Balart; Johnson, 2015). Essa microbiota tem demonstrado
interagir com o hospedeiro de forma simbiotica modulando a inflamagéo e o sistema
imunolégico, agindo na biotransformagdo de xenobiéticos e na absorcdo de
micronutrientes, sintetizando vitaminas, enzimas e proteinas usadas pelo hospedeiro,
fermentando substratos energéticos, fornecendo resisténcia a patdbgenos e mudando
a quantidade de energia disponivel na dieta (Nova et al., 2016; Parekh; Balart;
Johnson, 2015; Silva, Rafaella de Andrade et al., 2016; Singh, Varun Pratap et al.,
2013).

O periodo perioperatério é considerado uma janela de oportunidade para
determinar os resultados do cancer em longo prazo. A microbiota intestinal esta
relacionada ndo apenas a carcinogénese do cancer do trato gastrointestinal, mas
também aos resultados pos-operatorios, bem como também de resposta a terapia
citotoxica. Nesse contexto, observa-se na literatura que determinadas espécies séo
classificadas como respondedoras e ndo respondedoras por estarem ativamente
ligadas a processos metabdlicos que influenciam diretamente na eficacia da terapia
escolhida, o que demonstra assim a influéncia fundamental do perfil de ecossistema
microbiano de cada individuo (Figura 5) (Gaines et al., 2018; Viaud et al., 2013).



Figura 5 — Cladograma do perfil filogenético de pacientes em tratamento do cancer
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Fonte: Adaptado de Gopalakrishnan et al. (Gopalakrishnan et al., 2018).

2.4.1 Mudancas na barreira intestinal e seu impacto na composi¢cdo da microbiota
intestinal

Uma das alteracOes tipicas no trato gastrointestinal apdés a gastrectomia
subtotal inclui a perda da barreira gastrica devido a reducdo da secrecédo de &cido
gastrico (Horvath et al., 2021).

Um pH de 4 é considerado um valor limite para um poderoso efeito bactericida
(Martinsen; Bergh; Waldum, 2005), o qual é significativamente alterado apds a
gastrectomia, pois 0 pH gastrico aumenta de niveis fisioldégicos para valores acima de
6,0, independentemente do tipo de reconstru¢cdo. Um aumento muito semelhante no
pH gastrico de aproximadamente 2,0 para mais de 6,0 é descrito apos a ingestédo de
inibidor da bomba de protons (IBP) (Horvath et al., 2021). Em tais condi¢des, as
bactérias orais podem sobreviver durante a passagem gastrica e colonizar a parte

distal do trato gastrointestinal, o que causa a oralizagdo do microbioma intestinal,
fenbmeno descrito anteriormente em usuarios de IBP (Bajaj et al., 2014; Horvath et

al., 2021; Imhann et al., 2016; Jackson et al., 2016). A perda comparavel da funcéo
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da barreira gastrica apds a gastrectomia subtotal e pelo uso de IBP pode resultar em
um impacto semelhante no microbioma intestinal (Horvath et al., 2021).

A inflamacéao intestinal crénica pode estar envolvida na patogénese da diarreia
cronica intermitente ou permanente, que esta presente em até 40% dos sobreviventes
em longo prazo apos a gastrectomia. A desregulagédo da expressao e/ou fungédo dos
transportadores e canais de ions epiteliais leva a retencao de eletrdlitos e acumulo de
agua, o que causa diarreia (Heiman; Greenway, 2016).

A perda da funcao de barreira epitelial contribui para a diarreia por meio de um
mecanismo de fluxo de vazamento enquanto a penetracdo na mucosa de patdégenos
entéricos leva a danos teciduais subsequentes (Anbazhagan et al., 2018). Além disso,
0s pacientes que sdo acometidos por diarreia apds a gastrectomia mostraram uma
abundéncia aumentada de Mogibacterium e diminuicdo da abundancia de
Ruminococcus (Anbazhagan et al., 2018). Mogibacterium aumentou em pacientes
portadores de doenca de Crohn (QIU et al., 2017), e a redu¢cdo de Ruminococcus foi
associada a diarreia em um modelo experimental porcino (Yang et al., 2019).

Outros sintomas gastrointestinais comuns em pacientes gastrectomizados sao
desconforto abdominal e inchago (Aoki et al., 2012; Horvath et al., 2021; Karanicolas
et al., 2013; Kim, Ae Ran et al., 2012). Ambos os sintomas foram associados a uma
diminuicdo da Agathobacter (Horvath et al., 2021). Esses produtores de butirato vivem
em simbiose com Bifidobactérias, que fornecem acetato como substrato para a
producédo de butirato (RIVIERE et al., 2015). O desconforto abdominal também foi
associado ao aumento da abundancia de Holdemanella (Horvath et al., 2021). Faltam
evidéncias sobre o impacto da Holdemanella na saude do hospedeiro embora sua
familia taxonémica Erisipelotrichacea contenha espécies altamente imunogénicas que
estdo associadas a condi¢cdes pro-inflamatérias (Arumugam; Lau; Chamberlain,
2016).

A reconstrucdo do trato gastrointestinal apdés a gastrectomia pode levar a
derivacao biliar. O fluxo de &cido biliar alterado potencialmente estimula o crescimento
de bactérias transformadoras de acido biliar (Dhakan et al., 2019). A desconjugagéao
de &cidos biliares primarios humanos e sua subsequente biotransformacao em acidos
biliares secundarios constituem uma funcdo bem reconhecida realizada pelo
microbioma intestinal humano com suas implicacfes para a saude humana (Heinken
et al., 2019).
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A reacdo de 7a-desidroxilagdo tem sido descrita como 0 processo mais
guantitativamente importante para a formacdo de &cidos biliares secundarios
realizada pela microbiota intestinal — em especial as bactérias que pertencem ao
género Clostridium (Lin et al., 2018a). O aumento da abundancia de Clostridium apos
a gastrectomia foi confirmado em vérios estudos (Dhakan et al., 2019; Lin et al.,
2018a). A composicao alterada do pool de acidos biliares tem sido associada a varias
doencas, inclusive cancer colorretal (Wirbel et al., 2019; Yachida et al., 2019).

Os mecanismos exatos que ligam a gastrectomia subtotal a melhora metabdlica
permanecem obscuros; no entanto algumas assinaturas microbianas intestinais que
envolvem suas vias foram sugeridas (Lin et al., 2018a), as quais incluem: (1) O
impacto da microbiota intestinal na funcéo enteroenddcrina; (2) Fluxo de acido biliar
alterado, que é um driver para mudancas na composi¢ao da microbiota; e (3) Niveis
diminuidos de lipopoliscarideos circulantes e componentes bacterianos alterados que

promovem a sensibilidade a insulina hepética (Lin et al., 2018a).

2.5 O sequenciamento da microbiota intestinal

O advento da biologia molecular reduziu as limitacbes encontradas na
utilizacdo de métodos de cultivo além de revelar novas perspectivas sobre a
diversidade de microrganismos existentes na microbiota intestinal humana (LI et al.,
2012). Metodologias de sequenciamento comecaram a ser desenvolvidas em 1977 e,
logo na primeira geragédo, culminaram na leitura completa do genoma humano, em
2003 (Pareek; Smoczynski; Tretyn, 2011).

Assim, estudos de genética molecular foram empregados para identificacéo do
microbioma humano como o Projeto Microbioma Humano (HMP) iniciado em 2008,
que teve por objetivo caracterizar e analisar as comunidades microbianas encontradas
em varios locais do corpo humano, o que auxilia na melhor compreensdo da
microbiota endégena humana e permite elucidar suas relacdes com o hospedeiro
(Structure, Function And Diversity Of The Healthy Human Microbiome, 2012).

O rapido avanco nas tecnologias de sequenciamento permitiu um crescimento
exponencial no nimero de estudos em metagenoma (Yachida et al., 2019). No
entanto, a depender do objetivo a que se debruca a ciéncia, cabe a escolha dos
métodos de tipo do estudo (gene 16s rRNA ou Shotgun), extracdo de DNA, montagem

de bibliotecas e analise dos dados de bioinformatica. Essa padronizacéo, permite, por



40

exemplo, a realizacdo de meta-analises dos estudos de microbioma sequenciados por
meio da metodologia escolhida, o que é dificil atualmente devido a erros de desenho
de estudo e selecdo de técnicas ou falhas no registro de procedimentos e dados
(Knight et al., 2018).

Dentre as técnicas de primeira geracdo, podem-se citar as de terminacao de
cadeia por dideoxinucleotideos e posteriormente técnicas de sequenciamento
emparelhado (Silva, Ygor Parladore, 2018). A metodologia de Sanger é utilizada ainda
hoje de forma automatizada e com deteccédo de fluorescéncia para sequenciamento e
para validacéo de dados de nova geracgao (Silva, Ygor Parladore, 2018).

A partir de 2004 houve um grande crescimento no nimero de sequéncias
geradas em estudos de genoma e, posteriormente, metagenoma. Isso foi possivel
gracas ao advento do sequenciamento de nova geracao em larga escala (HT-NGS,
ou apenas NGS), cujas principais técnicas empregadas Sao pirosequenciamento,
sequenciamento por sintese, por ligacéo e torrente de ions. Todas as tecnologias de
NGS tém em comum a producéo de uma biblioteca de sequéncias, seja por clivagem,
seja por adicdo de adaptadores, além do uso de uma superficie solida com ligantes
dos adaptadores para formacéo de clusters (Pareek; Smoczynski; Tretyn, 2011).

O principal alvo molecular para a analise das comunidades bacterianas é a
subunidade menor do RNA ribossomal, 16s rRNA, que possui regides de sequéncias
de bases de nucleotideos altamente conservadas no dominio bacteriano, intercaladas
por regides varidveis a altamente variaveis, que possibilitam estudos de
caracterizagao filogenética de grupos e de espécies de bactérias. Essas regides sao
nomeadas de V1 a V9 (Figura 6) (Chaia; Oliver, 2003).

De modo geral, a regido V4 é a mais utilizada em estudos de microbioma por
representar fielmente o perfil taxondmico das comunidades microbianas quando
comparada a caracterizacao utilizando a sequéncia completa do gene 16s rRNA (Zhou
et al., 2019).
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Figura 6 — Regibes variaveis do RNA ribossomal 16s
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Fonte: Adaptado de (Yarza et al., 2014).

Nota: As regides variaveis do RNA ribossomal 16s estdo representadas por cores diferentes. Em
vermelho estéo representadas as regides V1 e V2; em laranja, a regido V3; em amarelo, a regiao V4;
em verde, as regibes V5 e V6; em azul, as regibes V7 e V8; e em roxo, a regido V9.

2.5.1 Diferentes estratégias de sequenciamento e bioinformética para analise do

microbioma humano

Na avaliagdo do perfil do gene 16s rRNA, as sequéncias brutas obtidas sao
passadas por filtros de qualidade para minimizar a presenca de artefatos de
sequenciamento. As leituras de sequéncia filtradas resultantes sdo agrupadas em
unidades taxondmicas operacionais (OTUs), que representam organismos
semelhantes. Depois disso, a identidade taxonémica é atribuida para cada OTU com
base na homologia de sequéncia constante no banco de dados de genes de rRNA

16s conhecidos, e a abundancia relativa de cada OTU é calculada para cada amostra.
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A tabela de OTUs resultante também é usada para quantificar a diversidade
populacional dentro e entre as amostras, como as medidas de diversidade alfa e beta,
respectivamente.

Nas abordagens realizadas com metodologia shotgun, sdo realizadas analises
metagendmicas, metatranscriptdmicas e virbmicas (Figura 7). Na analise
metagendmica, as sequéncias de DNA obtidas podem ser mapeadas para
genomas/genes de referéncia ou usadas para montagem de novos genomas. Entédo
a abundancia relativa dos presentes genomas/genes e o potencial funcional das
sequéncias podem ser avaliados usando bancos de dados funcionais anotados (Bikel
et al., 2015).

Na analise virbmica, primeiro as particulas virais devem ser enriquecidas e
posteriormente sequenciadas para obter os genomas do virus. Além disso, para
analisar os genes e as espécies ativas do microbioma, a andlise metatranscriptébmica
€ aplicada, e as sequéncias de RNA obtidas sdo mapeadas para vias e genes de
referéncia. Os resultados sdo usados para identificar as vias ativas, genes e
microrganismos. Assim, a abundancia relativa de cada via/gene/microrganismo ativo
no microbioma humano € determinada. A montagem de novos genomas e
transcriptomas também pode ser realizada para identificar novos genomas ou vias
(Bikel et al., 2015; Szychowiak et al., 2022).

Figura 7 — Diferentes métodos para avaliar a microbiota intestinal
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2.6 Estratégias de identificagdo de DNA em amostras fecais

O processo de isolamento de DNA é uma etapa crucial para a obtencédo do
material de partida para técnicas biomoleculares. Dessa forma, o método empregado
deve levar em consideracdo a amostra que sera utilizada e o tipo celular do qual se
pretende extrair. Procedimentos convencionais envolvem uma etapa de preparacao
da amostra, seguida por lise quimica ou mecanica de membranas celulares,
precipitacdo de material organico (proteinas, polissacarideos e acidos graxos),
precipitacdo e lavagem de material genético e eluigao final (Silva, Ygor Parladore,
2018).

O uso de amostras de fezes para extracdo de DNA é vantajoso por ser um
método ndo invasivo, de facil aderéncia por participantes, e por representar uma
amostra parcialmente fidedigna da microbiota intestinal (Thomas; Clark; Doré, 2015),
cujo isolamento do DNA € um desafio devido a variedade de microrganismos e de
tipos de membranas e paredes encontradas. Esse fator dificulta a implementacao de
um protocolo unico de extracéo, que deve ser eficiente para bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, além de, idealmente, fungos e protozoarios (Yarza et al., 2014).

A composicdo das fezes também pode representar um fator dificultante para
obtencdo de DNA de qualidade. Por exemplo, o excesso de alguns inibidores
presentes nas fezes séo polissacarideos complexos, lipidios, uratos e sais biliares que
ndo sdo removidos por qualquer método de extracdo (Angelakis et al., 2016), e eles
atuam como inibidores da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) devido a
precipitacdo de &cidos nucleicos e a degradacéo da enzima (Schrader et al., 2012).

Ja foi demonstrado que, em estudos de microbioma humano, a metodologia de
extracdo do DNA de amostras de fezes € o maior fator de viés na composicao
ecolégica encontrada por sequenciamento. Ou seja, variagbes nos protocolos de
processamento da amostra acabam por interferir na diversidade de espécies
encontradas e, portanto, nos resultados obtidos (Angelakis et al., 2016). Isso ocorre
provavelmente porque essa € a etapa do estudo de microbiota com maior variedade
de métodos e com menor padronizacao.

Métodos de extracdo de DNA de fezes sdo desenvolvidos continuamente no
intuito de aumentar a eficiéncia de extragdo e possibilitar o sequenciamento
metagendmico mais representativo possivel. Nesse sentido, alguns métodos

propostos sdo de tiocianato de guanidina com silica, sistema polietilenoglicol e
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dextrano, fenol-cloroférmio, chelex 100. No entanto varios desses apresentam
limitacbes quanto a composicdo, a quantidade e ao pré-tratamento necessario do
material utilizado. Embora métodos independentes de extracdo de DNA possam ter
etapas padronizadas e protocolos prontos, sempre € necessario testar sua
reprodutibilidade no laboratério de trabalho, principalmente quando sé&o feitas
adaptacdes para molda-los a realidade pratica do orcamento (Silva, Ygor Parladore,
2018).

Um exemplo de protocolo independente projetado para extracdo de DNA de
fezes € o de Zoetendal e col. (Zoetendal et al., 2006), que consiste em utilizar
amostras de fezes frescas que podem ser congeladas a -20°C ou armazenadas em
tampédo TE (Tris-HCI e EDTA), o que faz parte do protocolo de extracdo. Sdo usadas
pérolas de zircbnio para lise mecanica das células e fenol:cloroférmio:alcool-
isoamilico para isolamento do DNA. O protocolo serve de base para execucdo de
estudos em microbioma humano, mas tem potencial para adaptacdo a outras

aplicacdes de microbioma (Zoetendal et al., 2006).

2.7 Modulacao intestinal e seus possiveis efeitos: o que sabemos?

2.7.1 Transplante de microbiota fecal

Embora o transplante de microbiota fecal esteja apenas comecando a ser
investigado no contexto do cancer, essa terapia tem sido extensivamente estudada
em doencas gastrointestinais simbioticas, especificamente em infec¢cdo por
Clostridium difficile (Hataye; Palmore; Powers, 2013; Wang, Jiunn-Wei et al., 2019) e
em doenca inflamatdria intestinal (Paramsothy et al., 2017). O conhecimento adquirido
com o transplante de microbiota fecal nessas doencas pode guiar o desenho do
tratamento do cancer (Wang, Jiunn-Wei et al., 2019).

Com o transplante de microbiota fecal, um ecossistema microbiano entérico
inteiro € transplantado do doador ou doadores oferecendo mudltiplas vantagens
potenciais sobre a entrega de bactérias benéficas Unicas. No entanto o enxerto de
bactérias introduzidas pode ser mais robusto no cenario de um transplante
comunitario inteiro com menor exclusdo competitiva pelo microbioma receptor (Wang,
Jiunn-Wei et al., 2019).
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2.7.2 Uso de probioticos

Probioticos, que podem ser encontrados na forma de suplemento ou de
alimento fermentado (por exemplo, iogurte, kefir, chucrute, kombucha, miss6é ou
kimchi), sdo definidos como microrganismos vivos que putativamente conferem um
beneficio & salde do hospedeiro a quem sdo administrados. As vantagens dos
suplementos probidticos séo a facilidade de uso e a acessibilidade, no entanto existem
lacunas substanciais e variagbes na padronizagcdo, controle de qualidade,
biodisponibilidade e modulacao de alvo (Kristensen et al., 2016) (Quadro 1).

2.7.3 Dieta

A dieta pode desempenhar um papel na regulagdo da inflamacédo intestinal
cronica; varios alimentos e componentes alimentares tém impacto nas concentracdes
sanguineas de marcadores inflamatorios, inclusive citocinas, quimiocinas, proteinas
de fase aguda, moléculas de adesao soluveis e receptores de citocinas, e podem
acarretar disbiose intestinal, que levaria a supressao de genes reparadores de tumor
(Minihane et al., 2015). Diferentes estudos epidemioldgicos avaliaram a associacao
entre o potencial inflamatério da dieta, medido por meio do indice inflamatdrio desta —
um indice que combina a ingestdo de constituintes da dieta com marcadores
inflamatorios conhecidos (Fan et al., 2017; Shivappa; Prizment; et al., 2014; Shivappa;
Steck; et al., 2014; Wu et al., 2011; Yang et al., 2019) e relacionados também ao
desenvolvimento de tumores gastrointestinais (Shivappa; Steck; et al., 2014,
Shivappa; Hébert; Rashidkhani, 2015).

Sabe-se que ha poucas diretrizes alimentares suficientes e especificas ou
baseadas em evidéncias fortes para compartilhar com os pacientes apds o diagnéstico
do cancer apesar das investigacfes exaustivas e da convic¢ao geral de que a dieta €
um componente importante da saude e pode influenciar diretamente no caso dos
tumores do TGI. Essa lacuna € devida, em parte, a coleta insuficiente de dados
alimentares em ensaios e coortes clinicas e a escassez de estudos prospectivos
intervencionistas sobre dieta, 0 que mostra mudancgas na resposta ao cancer e nos
resultados de sobrevida e até no tratamento (Clinton; Giovannucci; Hursting, 2020).

Diversos trabalhos tentam associar o tipo de dieta alimentar ao risco maior de

doencas cronicas tais como o cancer, sendo interessante apontar que esses fatos



46

ainda ndo conseguem ser totalmente elucidados pela ciéncia tendo em vista alguns

fatores de confundimento sobre a exposi¢cdo de certos alimentos e o risco de alguns

tipos de canceres. E bem documentada, contudo, a relagdo muito proxima que existe

entre o consumo de alimentos ultraprocessados e carnes vermelhas e o cancer

gastrointestinal em diversas populagdes (O’Keefe, 2016; Quigley, 2019).

Na populacdo do Amazonas existe um elevado indice de cancer gastrico, o que

a deixa em segundo lugar no ranking de estimativas em 2020 (por taxa bruta), e séo

escassos dados cientificos que associem o padrdo da dieta alimentar local com o

acometimento desse tipo de cancer.

de
microbiota fecal

Transplante

Quadro 1 - Métodos de modulagdo da microbiota

Transplante de
todo o

ecossistema; é

Escalabilidade (dificii de

acessar e cara); riscos

processuais; potencial para

Selecéo de doadores

(resposta completa ao

transplante de microbiota fecal

direto transferir outras doencas versus doador saudavel);
mecanismo de entrega;
necessidade de regime de
condicionamento; forma como
sustentar;  bancario para
potencial futuro transplante
autologo

Probiéticos e Faceis de Enxerto variavel na definicdo | Uso de esporos versus
consdrcios usar; de comensais concorrentes; | bactérias vivas; quais
bacterianos acessiveis potencial para diminuir a | bactérias incluir;
diversidade geral de | personalizacdo; necessidade
microbiomas; de regime de condicionamento

biodisponibilidade variavel;

regulamentos  insuficientes

sobre controle de qualidade
Prebiéticos Faceis de Alimentos integrais podem | Fibra simples versus mistura;
(fibras e usar; ser mais importantes do que | previsibilidade da resposta
suplementos de acessiveis suplementos nutricionais | dada a comunidade bacteriana

fibras)

isolados (regulamentados
como alimentos, e ndo como

medicamentos)

residente
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Dieta Mudanca Baixa conformidade; dificil de | Deve-se direcionar nutrientes
holistica que | sustentar; efeitos variados especificos versus padrédo
pode ter geral; dose necessaria para a
outros modulacgé&o-alvo; duracéo
beneficios a necessaria; previsibilidade da
salde modulacdo dada a variagdo do
hospedeiro no microbioma e
no metabolismo

Fonte: O autor (2022)

2.8 Impacto do cancer no estado nutricional

Desde o estudo classico de Studley (1936), € conhecida a relevancia da perda
de peso no prognostico, especialmente nas complicacdes pos-operatorias, sobretudo
nos pacientes com cancer no trato digestivo (Mueller et al., 2017). Na atualidade, a
avaliacdo nutricional de pacientes cirdrgicos oncolégicos ndao tem sido objeto de
pesquisas devido a maior morbidade e mortalidade observada em pacientes
subnutridos (Peng et al., 2012). Sabe-se que a subnutri¢cdo influencia diretamente no
sistema imunologico, aumentando o risco de infeccbes e comprometendo a
capacidade de cicatrizacdo. Além disso, o0 hipermetabolismo induzido pelo
procedimento cirdrgico leva a uma maior demanda de energia e proteina, o que pode
resultar ou contribuir para a piora do estado nutricional de tais pacientes (Weimann et
al., 2017).

A subnutricdo estd associada com a reducdo da qualidade de vida, menor
resposta ao tratamento com quimioterapia adjuvante (Salas et al., 2008; Tian; Chen,
2005), maior risco de toxicidade dos sistemas hepatico e renal induzida pela
guimioterapia e pode até corroborar o0 atraso no tratamento do cancer (Cessot et al.,
2011; Fujitani et al., 2016; Tian; Chen, 2005) e o pior progndstico em pacientes com
cancer gastrico, sendo observadas complicacdes no poOs-operatério, tais como
nauseas, vomitos, deiscéncia de sutura, infeccao e até obito (Fujitani et al., 2016; Tian;
Chen, 2005). Adicionalmente, a presenca de efeitos adversos da quimioterapia e seu
impacto nutricional como nauseas, vomitos, diarreia e anorexia agravam ainda mais o

estado nutricional e imunoldgico desses pacientes (Halpern-Silveira et al., 2010).
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2.9 O papel das citocinas inflamatérias

As principais citocinas que influenciam na resposta de fase aguda no cancer
gastrico séo principalmente interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1 B), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (Gulen et al.,, 2012; O’Riordain et al., 1999). Em
pacientes com neoplasias, as citocinas apresentam um padrdo funcional complexo, e
a expressao de uma citocina pode ser induzida ou suprimida por outra (Roshani;
McCarthy; Hagemann, 2014), cujo efeito foi demonstrado em estudos in vitro e in vivo
(NAKAZAKI, 1992). Por exemplo, o estimulo com TNF-a aumenta a producéo de IL-
1, que por sua vez estimula a producéo de IL-6, que contribui extensivamente para
aumentar a progressédo da doenca (Carter et al., 1990; Nakazaki, 1992b; Roshani;
McCarthy; Hagemann, 2014).

Classicamente as citocinas pro-inflamatoérias sdo produzidas pela maioria das
células do organismo, especialmente pelos macrofagos e pelas células de resposta
humoral também observadas no intestino humano (Cavaillon, 1994). Tais células
exercem um papel fundamental na imunocompeténcia pelo seu alto potencial
secretorio, sendo responsaveis pela liberacdo de mais de cem substancias, como as
citocinas, o Oxido nitrico, o &anion superéxido e as macromoléculas como o0s
proteoglicanos préoprios de algumas bactérias da microbiota intestinal humana
(Nathan, 1987).

Pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear, os macrofagos constituem
uma linha de defesa contra elementos estranhos ao organismo. Eles originam-se dos
mondcitos circulantes e migram para todos os tecidos corporais. S&o encontrados em
maior quantidade em tecidos conectivos, especialmente no trato gastrointestinal, nos
pulmdes (intersticio e alvéolos), no figado (células de Kupffer), na pele (células de
Langerhans) e no bago, onde removem as células sanguineas senescentes. Os
macrofagos também podem ser encontrados na cavidade peritoneal, onde se
classificam de acordo com os estagios funcionais de sua ativacdo (Crawford et al.,
1987). As células ativadas apresentam varios marcadores especificos em sua
membrana, possuem maior nimero de mitocdndrias e lisossomos, assim como
expressam e secretam mais enzimas lisossomais e fatores de crescimento (Argilés;
Busquets; Lopez-Soriano, 2003).

As citocinas séo proteinas biologicamente ativas que atuam no sistema imune

caracterizando a inflamacéao, além de outras funcdes corporais (Pedersen; Febbraio,
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2005). As citocinas pré-inflamatérias sdo consideradas as principais indutoras da
lipdlise e da protedlise nos diversos tecidos (Batista et al., 2012; Gong et al., 2018),
além de diminuirem a producéo de diversos agentes anabdlicos e de alterarem o perfil
de horménios como a leptina, neuropeptidio Y, melanocortina, grelina, insulina,
galamina, colecistoquinina e endorfina. Tais efeitos podem comprometer o
metabolismo energético e afetam o funcionamento do figado, dos musculos e do
tecido adiposo (Gong et al., 2018; Skipworth et al., 2010; Strohle; Zanker; Hahn, 2010).

2.9.1 Fator de necrose tumoral (TNF)

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria multifuncional produzida por
macroéfagos, células T e células natural killer (Shi; Qu; Hou, 2014). Essa citocina atua
sobre diferentes tipos celulares na fisiologia normal, na doenca autoimune, assim
como na inflamacgao aguda e crénica, além de relacionar-se ao cancer, podendo agir
diretamente no estado clinico do paciente (Balkwill, Frances, 2006; Cui, Ming et al.,
2015).

2.9.2 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 desempenha papel na inflamacé&o, na angiogénese, na sustentabilidade
e na progressao tumoral (Ikeguchi et al., 2009; Kim, Do-Kyong et al., 2009; Wang,
Jiunn-Wei et al., 2019). A IL-6 sérica é conhecida por ser produzida tanto por células
hematopoiéticas quanto por células epiteliais. Tanto a IL-1B quanto o TNF-a sdo
capazes de induzir a producdo de IL-6 a partir de células tumorais do hospedeiro
(Strassmann et al., 1993). Essa citocina desempenha papel fundamental na promocao

da perda de tecido adiposo em pacientes com cancer (Rydén et al., 2008).

2.9.3 Interleucina 1 e seu receptor soluvel

Tem sido atribuido a IL-1 um papel de mediador inflamatério e da resposta
imune. A familia IL-1 inclui IL-1a, IL-18 e o receptor soltvel do IL-1 (IL-1R). A IL-1a e

a IL-1B se ligam ao mesmo receptor e exibem atividades biol6gicas similares
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(Lopetuso; Chowdhry; Pizarro, 2013). Por esse mecanismo, a IL-1a e a IL-1p induzem
a expressdo de genes pro-inflamatorios e perpetuam a inflamacédo (Apte; Voronov,
2008). Por outro lado, a IL-1R é uma citocina anti-inflamatoria que se liga aos
receptores IL-1R do tipo | e Il sem promover um sinal de ativacado (Mcintyre et al.,
1991). A IL-1R exerce efeito competitivo antagdnico com a ligagao de IL-1-a e IL-13
ao IL-1R tipo I e Il, possivelmente alterando a conformac&o molecular do receptor
(Apte; Voronov, 2008). Por esse mecanismo, a IL-1R € um inibidor fisiologicamente
ativo de IL-1 (Apte; Voronov, 2008; Shimamura et al., 2000).

Nas células tumorais, a IL-1 também se liga aos receptores especificos na
superficie da membrana e influencia na proliferacdo e na diferenciacdo celular
(England et al., 2014). Estudo in vitro com células gastricas neoplasicas mostrou que
a IL-1a atua na interacdo entre as células neoplasicas e o microambiente tumoral,
promovendo a angiogénese e o aumento do poder metastatico (Gong et al., 2018). A
IL-1B esta associada a ocorréncia de multiplos tumores malignos (Al-Tahhan; Etewa;
El Behery, 2011; Chen, Miao-Fen et al., 2012), dentre eles o cancer (Yin et al., 2015).
Em estudos in vitro com células de tumor gastrico neoplasicas, a IL-1R inibiu o
potencial metastatico e angiogénico (Gong et al., 2018) por bloqueio de sinalizacédo
de IL-1a e do fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth
factor — VEGF) (Gong et al., 2018).

2.9.4 Interferon gama (INF-v)

O IFN-y é produzido por linfécitos T citotoxicos ativados, macrofagos e células
natural killer ativadas, com atividade biolégica sobreposta a do TNF-a. Suas
propriedades podem ser resumidas em: a) imunorregulatoria; b) antiviral; c)
antitumoral. O IFN-y é uma citocina pré-inflamatéria que tem sido implicada como
mediadora de um mecanismo extrinseco de supressao do tumor em hospedeiros
imunocompetentes (Argilés; Busquets; Lépez-Soriano, 2011). Em camundongos
tratados com IFN-y, houve uma resposta antitumoral em sarcomas transplantados
(Bui et al., 2006). Além disso, o IFN-y secretado por células T natural killer levou a
efeitos antitumorais em estudos experimentais com tumores transplantados, induzidos

guimicamente ou de aparecimento espontaneo (Chang, Chun-Jung et al., 2007).
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2.9.5 Interleucina 10-IL 10

A IL-10 € uma citocina pleiotrépica produzida por macréfagos, células T e
linfécitos B e pode estimular e/ou reprimir a resposta imune (Howard et al., 1992). E
considerada uma potente citocina imunossupressora com papel vital na regulacao da
resposta imune e limita o dano tecidual excessivo causado pela resposta inflamatoria
nas infeccbes bacterianas e virais. Além disso, exerce funcdo supressiva pela
regulacédo decrescente de varias citocinas pré-inflamatdrias por meio da ativagéo das
vias de sinalizacdo JAK-STAT (Ouyang et al., 2011). Ademais, inibe a producgéo de
proteina quimiotatica de mondcitos 1 pelos adipécitos (Biswas; Sodhi, 2004), atrai
mondacitos, linfocitos T e células natural killer para o local da inflamacéo e inibe a
producdo e a expressao de TNF-a, IL-6 e IL-IB por mondcitos cultivados (Batista et
al., 2012). Por outro lado, foi demonstrado que essa citocina inibe vérias funcdes
imunes, tais como apresentacdao de antigenos, producdo de citocinas, ativacdo de
macrofagos e proliferacdo de células T especificas de antigenos. Ao interferir no
antigeno, a IL-10 reduz a proliferacdo de células T especificas para aquele
determinado antigeno. Além disso, tem sido proposto que a IL-10 desempenha um
papel fundamental na capacidade oncogénica e metastatica de neoplasias (Holland;
Zlotnik, 1993; Nabioullin et al., 1994).

A IL-10 é uma das citocinas imunossupressoras cuja concentracao esta
elevada no sangue de pessoas com cancer gastrico avancado (De Vita et al., 1999;
Szkaradkiewicz et al., 2010). Isso sugere que ha incapacidade em eliminar as células
neoplasicas do microambiente tumoral. De fato, as proprias células gastricas
cancerosas podem secretar 1L-10, o que pode explicar sua reducdo nos pacientes

apos a remocgao do cancer gastrico (Wang, Zhengguang et al., 2013).

2.9.6 Quimiocinas CXCL-8

As quimiocinas sdo citocinas quimiotaticas pequenas e sollveis que sao
capazes de se ligar aos seus receptores cognatos acoplados a proteina G,
estimulando assim a migragéo, a adesao ou a quimiotaxia das células (Cabrero-de las
Heras; Martinez-Balibrea, 2018).
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Estruturalmente, séo divididas em quatro subgrupos de acordo com o arranjo
dos residuos de cisteina N-terminais (CXC, CX3C, CC e C) (Raman et al., 2007).

Uma série de investigacdes indicaram que essas proteinas podem facilitar a
progressao do tumor, o que as tornou o foco dos esforcos de investigacdo. CXCL-8
(Quimiocina 8 com motivo C-X-C), também conhecida como IL-8 (interleucina-8), é
produzida principalmente por macréfagos e, portanto, € a principal responsavel pela
guimiotaxia de neutrofilos em direcdo ao local de um processo inflamatorio (Miller;
Mayo, 2017).

Foi sugerido que essa proteina pode desempenhar um papel na progressao
tumoral, principalmente regulando o processo de angiogénese, crescimento e
proliferacdo tumoral, bem como a sobrevivéncia de células malignas. Varios estudos
demonstraram a expressdo de CXCL-8 em células endoteliais, macrofagos
associados a tumores e células cancerigenas, incluindo tumores gastrointestinais
(Chang, Wen-Jun et al., 2014).

Além disso, alguns autores indicaram que a superexpressao de CXCL-8 esta
correlacionada com a presenca de metastases a distancia e com a progressao geral
do tumor, o que pode indicar a potencial utilidade dessa proteina como marcador de

progressao dessa doenca (Lee, Y S et al., 2012).

2.9.7 Interleucina-12-1L-12

A interleucina-12, p70 (IL-12 p70) € uma citocina heterodimérica de 70 kDa
ligada por dissulfeto e composta por uma subunidade de 197 aminoacidos de 35 kDA
(p35) e uma subunidade de 306 aminoacidos de 40 kDa (p40). E produzida
naturalmente por células dendriticas, macréfagos e células linfoblastoides B humanas
em resposta a estimulacé@o antigénica. Estimula o crescimento e a funcéo das células
T, a producao de interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) de
células T e células natural killer (NK) e reduz a mediada por IL-4 supresséao de IFN-y.
Foi relatado que a IL-12 esta associada a condicbes autoimunes e inflamatorias.
Niveis plasmaticos aumentados de IL-12 também podem ser detectados em pacientes
com distarbios neurolégicos como esclerose multipla (Heufler et al., 1996; Nguyen et
al., 2020).
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2.9.8 Interleucina 2, IL-2

A interleucina-2 (IL-2) foi descoberta como um fator de crescimento autocrino
para células T cultivadas e foi a primeira citocina clonada em 1983 (Taniguchi et al.,
1983). Seu papel na estimulacéo da proliferacdo de células T e na geracao de células
T efetoras e de memoaria foi logo estabelecido em camundongos e em humanos. 1sso
levou a ensaios clinicos para avaliar a capacidade de doses elevadas de IL-2 para
estimular respostas imunitarias antitumorais em pacientes com melanoma, cancro
renal e outros tumores (Rosenberg, 2014). Em verdade, a IL-2 foi a primeira
substancia bioldgica produzida utilizando-se tecnologia de ADN recombinante, que foi
administrada a humanos com céancer ou AIDS/SIDA para aumentar o0 nimero e a
funcéo das células T — e assim se lancaram as bases para o que tem sido uma das
grandes revolugdes na ciéncia biomédica e na medicina clinica. O sucesso da IL-2
como imunoterapia para o cancer foi limitado pelas toxicidades causadas pelas doses
elevadas que tiveram de ser administradas, incluindo a sindrome de vazamento
vascular e outras manifestacdes de uma tempestade de citocinas; e ainda hoje

continua a ser um tratamento com utilidade limitada (Abbas, Abul K. et al., 2018).

2.9.9 Interleucina 17a-1L-17a

Os membros da familia das citocinas IL-17 tém diversas funcdes biolégicas e
ndo sé promovem imunidade protetora contra muitos patdégenos, mas também
conduzem patologia inflamatéria durante infeccdo e autoimunidade. IL-17A e IL-17F
sdo produzidas por células T CD4+ e CD8+, células T yd e varias populacdes de
células imunes inatas em resposta a IL-18 e a IL-23 e medeiam a imunidade protetora
contra fungos e bactérias promovendo o recrutamento de neutrofilos, a producéo de
peptideos antimicrobianos e a funcdo de barreira aprimorada. A inflamacao causada
pela IL-17 é normalmente controlada pelas células T reguladoras e pelas citocinas
anti-inflamatorias IL-10, TGFf e IL-35 (McGeachy; Cua; Gaffen, 2019). No entanto, se
desreguladas, as respostas da IL-17 podem promover imunopatologia no contexto de
infeccdo ou autoimunidade. Além disso, a IL-17 tem sido implicada na patogénese de
muitas outras doencas de base inflamatéria, incluindo doencgas cardiovasculares e

neurologicas. Consequentemente, a via da IL-17 é agora um alvo-chave de
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medicamentos em muitas doengas autoimunes e inflamatoérias crénicas; anticorpos
monoclonais terapéuticos direcionados a IL-17A, tanto IL-17A quanto IL-17F, e o
receptor de IL-17 ou IL-23 é altamente eficaz em algumas dessas doencas
(McGeachy; Cua; Gaffen, 2019).

2.9.10 Interleucina 4-IL-4

A IL-4 tem sido chamada de “citocina imunorreguladora prototipica”. Como
muitas citocinas, ela pode afetar uma variedade de células-alvo de diversas maneiras.
No entanto tem um papel Unico e importante na regulacao da producao de anticorpos,
na hematopoiese, na inflamacéo e no desenvolvimento de respostas de células T
efetoras. A expressao desregulada de IL-4 tem sido implicada em alergia, crescimento
autocrino de tumores e suscetibilidade a algumas doencas infecciosas. Mas também
pode desempenhar um papel protetor na imunidade de alguns parasitas
extracelulares, na supressado de uma resposta autoimune e na resisténcia tumoral.
Varidveis como a quantidade relativa, o tempo e o local de expressédo, bem como
outros sinais que uma célula recebe em conjunto com a IL-4, devem influenciar se
essa citocina tem um efeito protetor ou deletério sobre esses processos fisiologicos.

Os efeitos biologicos da IL-4 sdo mediados por receptores de IL-4 de alta
afinidade. Esse receptor de duas cadeias é encontrado na maioria das células de
linhagem hematopoiética, bem como em algumas células ndo hematopoiéticas, o que
atesta sua importancia. Ele consiste em uma cadeia de ligacdo ao ligante especifico
de IL-4 (a) e uma cadeia de sinalizacado (yc), que é compartilhada com diversas outras
citocinas, incluindo IL-2 e IL-7 (Brown; Hural, 2017). Os niveis de expressao de IL-4R
variam entre 100 a 5.000 receptores por célula. Embora algumas informagdes sobre
0s eventos intracelulares iniciais que sdo desencadeados pela ligacdo cruzada do
receptor de IL-4 tenham sido descritas, ainda ndo esta claro exatamente como o
receptor de IL-4 transduz sinais que levam a expressao génica diferencial em diversas
espécies e tipos de células (Villagran et al., 2021a). Uma chave para a compreensao
desses fendtipos distintos induzidos por IL-4 pode ser a identificacdo de fatores de
transcricdo especificos, como o recentemente descrito STF IL-4 ou IL-4 STAT, que

sdo ativados apoés exposicao celular a IL-4 em células estimuladas (Brown; Hural,
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2017), tendo também papel fundamental no progndstico de cancer gastrico, sobre o

gue se discorrera mais nos proximos subtitulos (Song et al., 2021).

2.9.11 Citocinas inflamatdrias e o cancer gastrico

No processo de desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico, a estimulacao
da resposta imune do hospedeiro desempenha papel fundamental, produzindo
citocinas pro-inflamatoérias como IL-8, IL-6, IL-1B3, que atraem e ativam neutrdéfilos e
mondocitos, 0 que causa inicialmente uma reacdo de doenca inflamatéria que pode
evoluir para gastrite cronica. A infeccdo por H. pylori também produz infiltracdo de
células dendriticas e linfécitos T e B e estimula a producdo de proteina quimiotatica
de macréfagos MCP1, TNFa IL-10 e IL-12, fator transformador de crescimento beta
(TGF-B) e interferon gama (IFNy) (Sanchez-Zauco et al., 2017).

Foi demonstrado experimentalmente que durante a infeccdo por H. pylori um
viés no equilibrio entre as células Th1/Th2 pode ocorrer em favor destas ultimas,
reduzindo a secrecao de IL-12 (Senchukova, 2022).

Existem evidéncias que apoiam a participacdo das citocinas nos eventos
envolvidos na iniciagdo, estimulacdo, invasdo e metastase do cancer. No processo
inflamatério crénico, citocinas como TNF-a e IL-6 induzem a geracéo de radicais livres
gue danificam o DNA causando mutagdes que permitem a iniciacao do tumor.

Os niveis de diversas citocinas séricas tém sido estudados em relacdo ao
processo de desenvolvimento do CG e como possibilidade de auxilio diagnéstico em
les6es malignas. Descobriu-se que os niveis de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-10 e IL-18 estédo significativamente elevados localmente no estbmago
dos pacientes infectados com H. pylori, em contraste com 0s seus controles néo
infectados (Lindholm et al., 1998). Além disso, foi relatado que os niveis de citocinas
IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-10, IFN-y — e em especial a IL-4 (Bednarz-Misa et al., 2020) —
podem prever a malignidade de uma lesdo gastrica (Villagran et al., 2021a).

O desenvolvimento do tumor também € favorecido por citocinas pro-
inflamatorias que estimulam a proliferacdo celular, reduzindo a apoptose, enquanto
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-B, contribuem para a imunoevasao
tumoral. As propriedades e as qualidades invasivas do tumor tém sido relacionadas

ao fator necrose tumoral (TNF). O fator transformador fator de crescimento beta TGFf
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favorece a transicao de epitélio mesenquimal e outras citocinas, como o TNF-a e a IL-
6, e desempenha um papel importante na angiogénese e na metastase. Nesse
contexto, foi proposta a utilizacdo da determinacao sérica de citocinas como IL-6 e IL-
10 como marcadores diagnésticos, embora os autores sugiram que é necessaria a

realizacdo de estudo com maior numero de casos (Villagran et al., 2021a).

2.10 O papel da calprotectina na avaliacdo da inflamacao intestinal

A calprotectina € um heterodimero de 36,5 kDa que se liga ao calcio e ao zinco
e pertence a familia S100, cujo complexo proteico € composto por duas regides
hidrofobicas S100A8 / A9 nao ligadas covalentemente (Hessels et al., 2012).

Esta presente na superficie de mondécitos e de macréfagos e facilita seu
recrutamento para o local da inflamagdo. Sua sintese é aumentada durante o
processo inflamatorio. Ela também fornece um papel imunorregulatorio intestinal pela
interacdo com as metaloproteinases dependentes de zinco, responsaveis pela
ativacao de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a no intestino. Sua excrecao fecal
esta altamente correlacionada a do exame de leucdcitos radiomarcados com 111-
indio, o padréo ouro para medir a gravidade da inflamag&o gastrointestinal (Hessels
et al., 2012; Rgseth; Schmidt; Fagerhol, 1999).
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3 JUSTIFICATIVA

A microbiota humana é composta por comunidades complexas de trilhdes de
microrganismos que vivem com 0s seres humanos. Esses microrganismos comensais
coevoluiram com os seres humanos e beneficiaram a satde humana, incluindo a
utilizacdo de nutrientes inacessiveis da dieta, a manutencdo da integridade das
barreiras da mucosa e contribuicdo para o desenvolvimento do sistema imunologico e
a homeostase organica.

O entendimento do microbioma cresceu exponencialmente com o
desenvolvimento de abordagens de sequenciamento de alto rendimento.

A modificacdo da microbiota intestinal, chamada entdo de disbiose, tem
implicado em uma série de doencas, incluindo gastrointestinais, autoimunes,
neuroldgicas e metabdlicas, além de cancer. Para este, infec¢des bacterianas e virais
especificas também foram implicadas na carcinogénese e associadas com toxicidade
relacionada ao tratamento e a terapia dessa doenca.

A modificacdo da estrutura do tubo digestivo mediante uma exciséo cirargica
por cancer pode gerar impactos nessa microbiota comensal de modo que desfavorece
assim os individuos submetidos a tal intervencdo e afeta seu estado nutricional e
imunolégico. O reconhecimento tanto da microbiota normal, quanto da patoldgica,
bem como o impacto que a cirurgia impde a ela, € de suma necessidade, pois, além
de ser um dado desconhecido na populacdo, pode indicar um perfil (assinatura
microbiana), que pode no futuro embasar condutas de modulagcdo imune-intestinal
com o intuito de melhorar a qualidade de vida de pacientes com cancer e até

desfechos clinicos pés-cirargicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o efeito do uso de probidticos pdOs-operatérios no estado clinico-

nutricional e imunoldgico de pacientes gastrectomizados por cancer gastrico.

4.2 Objetivos especificos

GRUPO 1- Analisar e correlacionar o perfil metagenémico da microbiota intestinal
usando sequenciamento do gene 16s rRNA, o estado nutricional, o perfil imunolégico
(citocinas inflamatérias), antes e apds as gastrectomias de pacientes que fizeram
ingestdo de capsulas de probioticos, bem como correlacionar os desfechos clinicos
no periodo pds-operatorio.

GRUPO 2-Analisar e correlacionar o perfil metagendmico da microbiota intestinal
usando sequenciamento do gene 16s rRNA, o estado nutricional, o perfil imunologico
(citocinas inflamatdrias), antes e ap0s as gastrectomias de pacientes que receberam
orientagdes nutricionais protocolares do SND, bem como correlacionar os desfechos
clinicos no periodo pds-operatorio.

GRUPO 3- Analisar o perfil metagendbmico da microbiota intestinal usando
sequenciamento do gene 16s rRNA, o estado nutricional, o perfil imunolégico
(citocinas inflamatorias) e diagnostico de H. pylori por EDA (endoscopia digestiva alta)
de pessoas saudaveis (funcionarios de nivel médio da FCECON) usando probioticos
conforme protocolo do estudo.

GRUPO 4- Analisar e correlacionar os desfechos clinicos, tais como deiscéncia de
sutura; ocorréncia de fistulas; infeccdo de ferida operatoria; tempo de internacéo;
mudancga do protocolo de antibioticoterapia; Obito, com o uso de probidticos em
pacientes gastrectomizados por cancer.

GRUPO 5- Analisar e correlacionar os desfechos clinicos, tais como deiscéncia de
sutura; ocorréncia de fistulas; infeccdo de ferida operatoria; tempo de internacéo;
mudanca do protocolo de antibioticoterapia; 6bito, com o uso de placebo (carbonato

de célcio 0,5g) em pacientes gastrectomizados por cancer.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de estudo

O presente projeto consistiu em um estudo clinico randomizado controlado.

5.2 Populacgéo do estudo

A populacdo do estudo foi constituida de pacientes de todos os géneros, com
idade a partir de 18 anos, candidatos a gastrectomias totais ou parciais, eletivas e
controle negativo. Foram designados para cinco grupos, sendo um grupo intervencao
(G1) N=12 e um grupo controle convencional (G2) N=12; um grupo G3 (N=12), com
participantes saudaveis; e por ultimo dois grupos G4 e G5 (N=64), dos quais foram
avaliados apenas os desfechos clinicos.

No grupo 1 a intervencao se deu com ingestdo de probidticos desde o 1.° dia
pos-operatorio na liberacdo da dieta (via oral ou TNE) até sete dias no pos-operatorio.
O grupo G2 seguiu com dieta de rotina do servigo de nutricdo e dietética (SND). O
grupo G3 (funcionarios da FCECON) fez a ingestdo de probidticos por sete dias
durante o0 seguimento, sem intervencdo cirargica; estes foram escolhidos
aletoriamente e padronizados por nivel social pareados com o G1. Nos grupos G4
(intervencdao) e G5 (placebo), o G4 fez gastrectomia e usou probidticos por sete dias;
e 0 G5 fez gastrectomia e foi seguido ao longo de sete dias com uso de cépsula
placebo (carbonato de calcio) para que se pudesse avaliar apenas os desfechos
clinicos, que sao classificados por Clavien-Dindo conforme o Quadro 6. Nesses
grupos nédo se avaliou a microbiota e o perfil citocinico. Eles foram escolhidos por
randomizacado por meio de aplicativo especifico e padronizados por nivel social
pareados com o G1 (Figura 10).

Em ambos os grupos (G1 e G2), foi realizada coleta de fezes antes da cirurgia
em nivel ambulatorial; e, apos os sete dias de seguimento, ja no G3, foram coletadas
fezes e foi realizada uma coleta de sangue para testar sorologia para H. pylori, antes
da intervencdo com probidtico e ap0s sete dias de ingestdo, para descartar um
possivel diagnéstico de H. pylori, 0 que reduziria assim o risco de viés de alteracdo da

microbiota desses grupos; caso o resultado viesse a ser positivo, 0 paciente seria
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conduzido para o tratamento por médico especializado na FCECON. O grupo G1 foi
comparado com os grupos G4 e G5 de forma que se avaliaram os desfechos clinicos*

relacionados a intervengcdo com e sem probidticos.

5.3 Calculo amostral

Para a primeira etapa da pesquisa, foi calculado o N levando em consideracao
o indice de Shannon, o qual representa a diversidade ecoldgica da microbiota
intestinal, que, em pacientes com cancer gastrico, € estimada em 2,4, enquanto, em
pacientes saudaveis, esse indice € de 3,0 (Liang et al., 2019). Utilizando o aplicativo
G-Power, encontra-se que € necessario um minimo de 12 individuos em cada grupo
(G1, G2, G3) de comparacado entre grupos avaliados para analise de microbiota
intestinal para se obter um poder de estudo superior a 80% e p-alfa de 0,05.
Totalizando o N amostral com 36 participantes (com margem de 20% de perdas),

apenas os grupos G1, G2 e G3 foram compreendidos nesse calculo (Figura 8).

Esse célculo foi feito a partir da seguinte funcao:
G.Power.t.test (n = 2:20, delta = 3.0 = 2.4, sd = sqrt(0.1))

Para a segunda etapa da pesquisa, usou-se uma formula para populactes
finitas de gastrectomizados na FCECON. Com base na estatistica de que anualmente
cerca de 270 gastrectomias por cancer sao propostas, das quais cerca de 90 séo
paliadas por progressdo de doenca ao longo do seguimento pré-operatoério, foi
viabilizado um segundo calculo para o recrutamento do niamero de participantes
necessarios para responder aos objetivos da presente pesquisa sobre desfechos
clinicos.

Levando em consideragdo as cirurgias paliadas, as remarcagbes e outras
variaveis, chegou-se ao numero ajustado real de 180 gastrectomias por ano em
média; os participantes pertencentes ao G4 e G5 foram calculados pelo calculo de

amostra finita conforme féormula abaixo:
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N.Z%p.(1-p)
Z*p.(1—-p)+e*(N-1)

n =

Onde:
e n— Amostra calculada;
e N - Populagao;
e Z —Variavel normalmente padronizada associada ao nivel de confianca;
e p —Verdadeira probabilidade do evento;
e e — Erro amostral.

Considera-se o nivel de confianca de 95%; e o erro amostral de 5%. Assim, o
tamanho da amostra nesses grupos é de 64 pacientes, dos quais 32 para G4; e 32
para G5 para o tempo restante de coleta até a conclusdo do periodo de coleta de
dados (Figura 9).

5.4 Local da coleta de dados

Os dados foram obtidos no setor de cirurgia oncolégica da FCECON.

5.5 Critério de incluséo para os grupos G1, G2, G4 e G5

e Pacientes com indicacdo de gastrectomias totais ou parciais, com estadiamento
TNM=T1, T2, T3, T4 (sem quimioterapia neoadjuvante);

e Pacientes com indica¢do de gastrectomias apenas por cancer;

e Idade a partir de 18 anos;

e Nao usaram suplementos probioticos e prebidticos nos ultimos 15 dias.

e Pacientes que ndo fizeram preparos mecanicos do célon nos ultimos 30 dias.

e Pacientes que n&o estejam imunossuprimidos.

e Pacientes que sejam residentes/domiciliados no Amazonas.
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5.6 Critério de excluséo para os grupos G1, G2, G4 e G5

e Pacientes submetidos a cirurgias no cenario paliativo (sangramento ou
obstrucéao).

e Pacientes que n&do consigam cumprir todas as etapas do seguimento.

e Pacientes que tenham como diagnostico outras morbidades que alterem o
metabolismo energético e a ingestdo alimentar, como SIDA, DM, gravidas,
doencas autoimunes, doencas hepaticas e renais, intolerantes a lactose, glaten,
doencas inflamatorias intestinais, infec¢ao vigente.

e Pacientes que tenham impossibilidade de realizar bioimpedancia elétrica por
possuirem MCP (marca-passo), edemas graves, gravidas, mulheres no periodo
menstrual, placas de titanio em algum membro do corpo.

e Pacientes que por algum motivo tiveram suas cirurgias suspensas durante o

seguimento.

5.7 Critério de incluséo para o grupo G3 (controle negativo-saudavel)

e Pessoas que ndo tenham historia familiar de cancer gastrico.

e Pessoas gue ndo sejam de tipagem sanguinea A+ (Mizrahi et al., 2015).

e Pessoas sem comorbidades conhecidas.

e |dade a partir de 18 anos.

e Pessoas do mesmo nivel socioecondmico (nivel médio) dos pacientes do grupo
G1l.

e Pacientes que nao usaram probidticos e prebidticos nos ultimos 15 dias.

e Pacientes que ndo usaram antibidticos 15 dias antes do inicio da etapa 1 do
estudo.

e Pessoas que nao tenham possibilidade de realizar bioimpedancia elétrica por
possuirem MCP (marca-passo), edemas, gravidas, mulheres no periodo

menstrual, placas de titanio em algum membro do corpo.
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5.8 Critério de excluséo para o grupo G3 (controle negativo-saudavel)

e Pessoas que ndo consigam cumprir todas as etapas do seguimento.

5.9 Fluxograma de recrutamento — Primeiro tempo do estudo

Figura 8 — Delineamento experimental nutricional por protocolo convencional (PC) e grupo
intervencdo segundo fluxograma CONSORT (Eldridge et al., 2016).

Triados antes da avaliagéo de
Rastreados elegibilidade (n=75)
| Excluidos (n= 23)
»1  Motivos — Covid19 teste positivo
Cirurgias desmarcadas
A 4
[ Inscricao ] Avaliados por elegibilidade

Excluidos (n=20)

e Nao cumprem critérios de inclusdo
(n=15)

e Recusaram participagdo (n=2)

¢ Cirurgia Suspensa (n=3)

y

Randomizados

v

\ 4 [ Alocacédo } 4
Alocados para P_rotocolo Intervencao Alocados para G2- probiético (-) (n=16)
Grupp 1- probidtico (+) ¢ Receberam orientagdes (n=15)
o Atribuidos para G1 (n=16)  N&o receberam orientacdes (motivos: alta
o N&o receberam probiéticos (motivos?) antes do tempo previsto (n=1)

(n=0)

v [ Acompanhamento J v
Perdidos no seguimento (motivos?) (n=4) Perdidos no seguimento (motivos?) (n= 4)
Descontinuaram o seguimento Descontinuaram o seguimento(motivos?)
o Obito (n=1) e Paliacdo (n=4)
o Paliacéo (n=3) « Obito (n=0)

v [ Analises ] v

A\ J

Avaliados para G1 (n=12) Avaliados para G2 (n=12)

Nota: N= Variavel numérica refere-se ao total de individuos nas subamostras obtidas durante o follow up.

Fonte: O autor.
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5.9.1 Fluxograma de recrutamento — Segundo tempo do estudo (desfechos clinicos)

Figura 9 — Delineamento experimental para teste de intervencéo versus placebo na reducéo de
complicag@es cirlirgicas no pos-operatorio segundo fluxograma CONSORT (Eldridge et al., 2016).
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\ 4
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> (n=0)
o Recusaram participacdo (n=0)
o Cirurgia Suspensa (n=0)
Randomizados
\ 4
A 4 [ Alocacgao } A4
Alocados para Protocolo Intervengéo Alocados para G5 - Placebo

Grupo 4- probidéticos
e Atribuidos para G5 (n=32)
e Atribuidos para G4 (n=32)

v [ Acompanhamento ] .
| J
Perdidos no seguimento (motivos?) (n=) Perdidos no seguimento (motivos?) (n=)
Descontinuaram o seguimento Descontinuaram o seguimento(motivos?)
¢ Mudanca de Cirurg. (n=2) e Paliacdo (n=7)
¢ Paliacao (n=2) ¢ Pico hipertensivo (n=1)
v [ Analises ] v
A\ J
Avaliados para G4 (n=28) Avaliados para G5 (n=24)

Nota: N= Variavel numérica refere-se ao total de individuos nas subamostras obtidas durante o seguimento follow

up.
Fonte: O autor
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5.10 Fases operacionais da pesquisa

5.10.1 Recrutamento e randomizacao

Para o primeiro tempo da pesquisa na etapa (E1), foram convidados pacientes
elegiveis para gastrectomias por cancer na FCECON em ambito ambulatorial ou por
meio do mapa cirdrgico no dia da internacdo. A randomizacdo se deu por meio de
aplicativo especifico chamado Randomizer® for Clinical Trial Lite. Foram designadas,
para cada grupo, enfermarias diferentes para evitar contato entre os participantes da
pesquisa (G1 intervengcdo e G2 né&o intervengao). Para o grupo G3 (controle), os
participantes foram recrutados por convite, os quais eram funcionarios da FCECON —
este grupo especificamente foi pareado pelo nivel socioeconémico dos pacientes do
grupo G1. No segundo tempo da pesquisa, na etapa (E2), os grupos G4 e G5 foram
recrutados e randomizados apdés término da coleta dos grupos G1 e G2 para andlise
de desfechos clinicos no pos-operatorio em sete dias, conforme detalhado na Figura
10.

Os pacientes foram abordados no ambulatério de nutricdo e no momento da
internagcdo, apés o teste de covid-19 (negativo), de modo que foi perguntado se
desejavam participar da pesquisa; caso cada paciente concordasse, a equipe 0
conduziria a um consultério disponibilizado no ambulatério para a aplicacao individual
do TCLE; e ainda nesse ato foram informados detalhes sobre como e onde seria a

coleta de dados durante o seguimento da pesquisa.



Figura 10 — Grupos de estudo conforme resposta por objetivo especifico
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5.10.2 Estagios operacionais da pesquisa — grupo intervencédo G1

Estagio 1: Ambulatério ou Internacéo (24 horas) — 1.° Pré-OP.

Foram obtidas informacgdes gerais para a avaliagdo nutricional fisica, aplicacao
de questionario socioeconémico, afericdo de peso, altura, circunferéncia do braco
(CB), circunferéncia muscular do braco (CMB) e dobra cutanea do triceps (DCT) e
Musculo Adutor do Polegar — MAP na méo dominante (Flood et al., 2014) (conforme
apéndice E) e avaliacdo de bioimpedancia elétrica (conforme apéndice G).

Estagio 2: Fase pré-operatoéria — 1.° Pré-OP.

Foi aferido registro de dados laboratoriais do prontuéario do paciente, solicitados
pelo médico assistente, no periodo pré-operatério, além de amostra de sangue para
hemograma, citocinas inflamatorias (IL-6, TNF-o, IL1B, IL-10, INF-y), calprotectina
fecal, albumina e aplicacao de ficha recordatéria alimentar 24h; nesse estagio também
foi realizada a coleta fecal com coletor de uso préprio para sequenciamento do
microbioma intestinal (alguns pacientes foram captados no ambulatério de nutri¢cao,
na consulta pré-operatoria).

Estagio 3: Fase pés-operatéria — 7.° DPO (periodo igual a sete dias a partir do

1.° DPO na enfermaria).
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Nesse momento o paciente foi orientado a iniciar a ingestdo no 1.° P6s-OP de
uma capsula ao dia, sempre no mesmo turno, por sete dias, apos liberacdo de dieta
pelo cirurgido até o 7.° DPO ja em ambito da enfermaria.

Foi realizada verificacdo das complicacbes pds-operatérias (conforme
Apéndice H, infeccéo, tempo de internacdo, mortalidade (Katayama et al., 2016),
afericdo de peso, altura, CB, CMB e DCT e Musculo Adutor do Polegar — MAP na mé&o
dominante (Flood et al., 2014) (conforme apéndice E), avaliacdo de bioimpedancia
elétrica (conforme apéndice G); e no 7.° DPO também foi realizada nova coleta fecal
para avaliagcdo do microbioma intestinal, bem como novo exame bioquimico de
hemograma, leucograma, linfécitos totais e dosagem de IL-6, TNF-a, IL1j, IL-10, INF-

y e calprotectina fecal.

5.10.3 Estagios operacionais da pesquisa — grupo controle G2

Estagio 1: Ambulatério ou internacao (24 horas) — 1.° Pre-OP.

Foram obtidas informacdes gerais para inicio da avaliagdo nutricional fisica,
aplicacdo de questionario socioecondémico, afericdo de peso, altura, CB, CMB e DCT
e Musculo Adutor do Polegar — MAP na mao dominante (Flood et al., 2014) (conforme
apéndice E) e avaliacdo de bioimpedancia elétrica (conforme apéndice G).

Estagio 2: Fase pré-operatoria — 1.° Pre-OP.

Foi realizado levantamento de dados de prontuério e orientacdes nutricionais
protocolar do SND.

Foram coletados registros de dados laboratoriais do prontuario do paciente,
solicitados pelo médico assistente, no periodo pré-operatoério, além de hemograma,
leucograma, linfécitos totais, proteinas totais e aplicacdo de ficha recordatéria 24h;
nesse estagio também foi realizada a coleta fecal para sequenciamento do
microbioma intestinal. Ainda nesse momento, apds coleta de fezes para analise, o(a)
participante recebeu orientacdo nutricional protocolar do servico de nutricdo sobre
como deveria ser sua alimentacdo durante seu poOs-operatorio e quais eram 0S
alimentos mais indicados para recuperacao geral do seu estado nutricional, tendo sido
repetidas as orientagdes no 7.° DPO, antes da alta hospitalar.

Estagio 3: Fase pés-operatéria — 7.° DPO (periodo igual a sete dias a partir do
1.°DPO).
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Foi realizada a verificagdo das complicagbes pds-operatorias (conforme
Apéndice H), infeccdo, tempo de internacdo, mortalidade (Katayama et al., 2016),
afericdo de peso, altura, CB, CMB e DCT e Musculo Adutor do Polegar — MAP na mé&o
dominante (Flood et al., 2014), (conforme apéndice E), avaliacdo de bioimpedancia
elétrica (conforme apéndice G); e nesse estagio também foi realizada a coleta fecal
para sequenciamento do microbioma intestinal, bem como novo exame bioquimico de
hemograma, leucograma, linfécitos totais e dosagem de IL-6, TNF-a, IL1j, IL-10, INF-

v, calprotectina fecal e albumina.

5.10.4 Estagios operacionais da pesquisa — grupo controle negativo G3

Foram obtidas informacdes gerais para inicio da avaliacdo nutricional fisica,
aplicacao de questionario socioecondémico, afericdo de peso, altura, CB, CMB e DCT
e Musculo Adutor do Polegar — MAP na mao dominante (Flood et al., 2014) (conforme
apéndice E) e avaliacdo de bioimpedancia elétrica (conforme apéndice G); foi
realizada uma coleta de sangue para sorologia de H. pylori a fim de descartar um
possivel diagnéstico de H. pylori, reduzindo assim o risco de viés de alteragdo da
microbiota dos pacientes; caso 0 paciente viesse a ter diagnéstico positivo, seria
conduzido para o tratamento por médico especializado na FCECON.

Ainda no mesmo momento, apos coleta de fezes para analise, o(a) participante
recebeu o produto com probidticos para iniciar a modulagao intestinal, com a ingestédo
de uma capsula ao dia, sempre no mesmo turno, por sete dias, conforme protocolo de
teste, sendo reavaliada a coleta de fezes para novo sequenciamento apoés sete dias

do inicio da intervencéo.

5.10.5 Estagios operacionais da pesquisa — grupo desfechos clinicos G4 e G5

Para avaliar os desfechos clinicos — que sao deiscéncia de sutura; ocorréncia
de fistulas; infeccé@o de ferida operatoria; tempo de internacdo; mudanca do protocolo
de antibioticoterapia e o 6bito — e correlaciona-los, foram obtidas informacdes gerais
para inicio da avaliacdo nutricional fisica, aplicacdo de questionario socioeconémico,

REC-24h para avaliar habito alimentar, afericdo de peso, altura, CB, CMB e DCT e
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Musculo Adutor do Polegar — MAP na mao dominante (Flood et al., 2014) (conforme
apéndice E) e avaliacéo de bioimpedancia elétrica para coleta apenas do Angulo de
Fase — AF (conforme apéndice G).

Ainda nesse momento, 0s participantes randomizados para o grupo intervencgéo
(G4) receberam o produto com probidticos, conforme protocolo de teste, e 0 G5

recebeu o produto com placebo — todos os grupos de forma cegada.

5.10.6 Protocolo de teste

No primeiro tempo da pesquisa, nas etapas 2 e 3, 0s pacientes foram
distribuidos aleatoriamente por aplicativo especifico (Randomizer Clinical Trial Lite®)
em cinco blocos (G1, G2, G3, G4 e G5), na propor¢cao de 1:1, para receber uma
capsula ao dia com os probidticos (somente grupos G1, G3 e G4) com formulacdo
contendo 20 bilhées de microrganismos: Lactobacillus acidophilus NCFM®,
Lactobacillus paracasei Lpc-37 ™, Bifidobacterium lactis Bi-04™, Bifidobacterium
lactis Bi-07™, Bifidobacterium bifidum Bb-02™), associados a protocolo dietético
padréo do SND. No grupo G2 (nado intervengéo), foi realizado tratamento convencional
com protocolo de orientagc&o nutricional padrdo, sem uso de probidticos. O produto da
intervencdo (capsulas de probidticos) foi distribuido e embalado de acordo com a
randomizacao — esses codigos gerados nao foram divulgados durante todo o periodo
da pesquisa; os testes foram realizados em enfermarias alternadas conforme
detalhado no recrutamento para ndo haver cruzamento de informacbes entre os
participantes outrora cegados por grupo. No caso do grupo G3 (controle saudavel), os
participantes receberam as capsulas de probioticos apds o término das coletas dos
grupos G1 e G2. Ambos os grupos que usaram cépsulas de probidticos, sendo uma
capsula ao dia, sempre no mesmo turno, seguiram com a sua utilizacédo por sete dias.
Os grupos foram monitorados duas vezes por dia, presencialmente ou por telefone, a
fim de evitar perda da ingestdo das capsulas. Os grupos G4 e G5 configuraram o
segundo tempo da pesquisa, sendo o G4 aquele que faria uso de probidticos seguindo
padrdo do G1, e o G5 usaria capsulas de placebo com carbonato de calcio a 0,59 para
testar o poder da intervencdo em reduzir complicagdes cirurgicas no pos-operatorio
(Figura 11).



Figura 11 — Fluxograma de etapas da pesquisa
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AVALIAGAQO NUTRICIONAL + BIA + EMAP
COLETA DE SANGUE E MATERIAL FECAL
APLICAGAO DO RECORDATORIO ALIMENTAR-24H

ETAPA 3
GRUPO 1

DURANTE 7 DIAS:
ADMINISTRACAO DE PROBIOTICOS POR 7 DIAS
VERIFICAGAO CLAVIEN-DINDO
AVALIAGAO NUTRICIONAL + BIA + EMAP

APOS 7 DIAS:
NOVA COLETA DE SANGUE (BIOQU\‘MICA E CITOCINAS)
MATERIAL FECAL( MICROBIOMA INTESTINAL)

POS-OPERATORIO

!

ETAPA 2
GRUPO 2

COLETA DE DADOS NO PRONTUARIO
ORIENTAGAO NUTRICIONAL DO SND
AVALIAGAQO NUTRICIONAL + BIA + EMAP
COLETA DE SANGUE E MATERIAL FECAL
APLICAGAO DO RECORDATORIO ALIMENTAR-24H

(CONVITE A FUNCIONARIOS FCECON)

GRUPO 3
PESSOAS SAUDAVEIS

PAREADOS COM O GRUPO 1

APLICAGAO DE QUESTIONARIO SOCIOECONGMICO
AVALIAGAO NUTRICIONAL BASICA
COLETA DE SANGUE (CITOCINAS)
COLETA DE MATERIAL FECAL (MICROBIOMA INTESTINAL)

DURANTE 7 DIAS:
ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICOS

APOS 7 DIAS:
NOVA COLETA DE SANGUE E MATERIAL FECAL

DESFECHOS CLINICOS

TEMPO 2

(GRUPO 4 ¢ 5)

l

ETAPA 2

ETAPA 3
GRUPO 2

DURANTE 7 DIAS:
ADM/AVALIAGAO DA NUTRICAQ INGERIDA/TNE/TNP
VERIFICAGAO DAS COMPLICAGOES POR CLAVIEN-DINDO
AVALIAGAO NUTRICIONAL + BIA + EMAP

APOS 7 DIAS:
NOVA COLETA DE SANGUE (BIOQUIMICA E CITOCINAS)
MATERIAL FECAL (MICROBIOMA INTESTINAL)

GRUPO 4

COLETA DE DADOS NO PRONTUARIO
AVALIACAO DOS EXAMES DE SANGUE PRE-OP
AVALIAGAC NUTRICIONAL + BIA + EMAP
ORIENTAGAO SOBRE ADMIN. DE PROBIOTICOS

LEGENDA

TEMPO 1- RESPONDE OBJ. ESPECIFICOS ABAIXO
-Relagédo do uso de probiotico x microbiota intestinal e
citocinas inflatamatérias com estado nutricional
-Relagédo do uso de probiotico x desfechos clinicos no
pés-operatério

-0 impacto da cirurgia na microbiota intestinal e na
modulagao das citocinas inflamatérias.

-Perfil da microbiota intestinal no cancer sem uso de
prohidticos

TEMPO 2- RESPONDE OBJ. ESPECIFICOS ABAIXO
-Impacto do uso de probiéticos na cirurgia

-Impacto do uso de probiéticos nos desfechos clinicos no
pés-operatorio,

POS-OPERATORIO

ETAPA 3
GRUPO 4

DURANTE 7 DIAS:
ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICOS NO POS-OP

_ APOS7DIAS:
AVALIAGAO DAS COMPLICAGOES INTRA-OP
AVALIAGAO DOS EXAMES BIOQUIMICOS POS-OP
AVALIAGAO NUTRICIONAL + BIA + EMAP

|

ETAPA 2
GRUPO 5

COLETA DE DADOS NO PRONTUARIO
AVALIACAO DOS EXAMES DE SANGUE PRE-OP
AVALIA(;AD NUTRICIONAL + BIA + EMAP
ORIENTAGAO SOBRE ADMIN. DO PLACEBO

ETAPA 3
GRUPO 5

DURANTE 7 DIAS:
ADMINISTRAGAQ DE PLACEEO NO POS-OP

_ APOS7DIAS:
AVALIAGAO DAS COMPLICAGOES INTRA-OP
AVALIAGAO DOS EXAMES BIOQUIMICOS POS-OP
AVALIAGAO NUTRICIONAL + BIA + EMAP
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5.10.7 Variaveis de avaliacao clinica e do estado nutricional

a) Variaveis demograficas

Género, data de entrada, data de nascimento, idade, procedéncia, residéncia e

histéria familiar de cancer (conforme apéndice C).

b) Variaveis clinicas na admisséo

indice Massa Corporal — IMC (kg/m2) foi calculado e analisado segundo o sexo
utilizando-se o0 peso e a estatura corporal estimados quando essas medidas nao
pudessem ser obtidas por afericdo. Apesar de bastante criticado pelo fato de ndo
refletir a realidade da composicéo corporal, ele da um norte sobre isso. Os pontos de
corte adotados do IMC (Cole; Freeman; Preece, 1995) incluem a classificacdo de
desnutricdo com trés classes (desnutricdo grau I, grau Il e grau Il1).

Por meio do Muasculo Adutor do Polegar — MAP, foram avaliadas as medidas
de dobras do musculo adutor da mao direita, que foram realizadas aplicando-se o
adipdmetro no lado dominante da méo, entre o dedo polegar e o indicador, tomando
a medida da musculatura, isenta de gordura (Flood et al., 2014).

Avaliou-se a condi¢do de reservas da area muscular do brago e a circunferéncia
muscular desse membro (foi utilizada formula de predicdo para célculo dessas
reservas proteicas, além de sua area adiposa (Paz et al., 2020)).

Quanto as medidas de circunferéncias, foi avaliada apenas a circunferéncia
braquial (CB) posicionada no ponto médio entre o acrdbmio e o olécrano e 0s
procedimentos de tomadas das dobras cutaneas (Fragas, 2015).

Para a contagem total de linfécitos periféricos — CTLP, foram utilizados os
exames de leucocitos totais obtidos a partir do hemograma e o percentual de linfocitos
obtidos da andlise de rotina. A CTLP foi estimada conforme formula de predicdo da

Equacéo 1 a seguir:

EQUACAO 1= CTLP = Percentual de linfécitos totais x Leucocitos totais + 100
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Os resultados obtidos foram aplicados na avaliagdo nutricional instantanea, que
utiliza dois parametros de classificacdo para desnutricdo grave, CTLP e albumina
sérica <3,5mg/dL; na andlise foi utilizado o primeiro parametro (Contagem Total de
Linfocitos Periféricos <1500 mm3) (Veterans Affairs Total Parenteral Nutrition

Cooperative Study Group, 1991).

c) Avaliacado da ingestao alimentar

No momento da internacdo, no 1.° pré-operatoério imediato, os individuos foram
guestionados quanto a sua ingestdo alimentar habitual usando recordatorio 24h. A
guantificacdo da ingestdo diaria dos nutrientes foi feita utilizando-se o software
AVANUTRI (verséo 4.0, Avanutri & Nutricdo Servicos e Informética LTDA ME, Rio de
Janeiro, Brasil). Os valores de ingestdo de macro e de micronutrientes foram

expressos em valores absolutos.
d) Variavel biofisica
Medida de Bioimpedancia Elétrica (BIA) com angulo de fase
A BIA foi realizada utilizando-se um Plestimégrafo Unifrequencial, de marca
Biodynamics BIA 450, para a avaliacdo da composicao corporal e o estado nutricional
(Barbosa-Silva et al., 2003; Cox-Reijven; Van Kreel; Soeters, 2003; Sarhill et al.,
2003). Foi realizada afericdo no 1.° dia pré-operatério e no 7.° DPO (dia poés-
operatorio).
e) Variaveis antropométricas
e Peso
O peso corporal atual foi obtido utilizando balanca plataforma da marca

BALMAK® com capacidade para 180kg. A mensuracdo do peso corporal atual foi

realizada conforme a técnica proposta por (Antonio Claudio Goulart Duarte, 2007).
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e Percentual de perda de peso (%PP)

O percentual de perda de peso (%PP) relaciona a mudanca do peso em um

determinado periodo de tempo; tal relagcéo foi avaliada a partir da seguinte equacéao

(Barbosa-Silva et al., 2003). (Quadros 2 e 3)

Quadro 2 - Significado da perda de peso em relagcdo ao tempo

Tempo Perda de Peso Perda de Peso Grave (%)
Significativa (%)
1 semana la2 >2
1 més 5 >5
3 meses 7,5 >7,5
6 meses 10 >10

Fonte: BLACKBURN; BRISTAIN (1997) adaptado de TIRAPEGUI; RIBEIRO (2009)

Quadro 3 - Classificacédo do estado nutricional de acordo com adequacéo do peso

Adequacéo do peso (%) Estado nutricional
<70,0 Desnutricdo grave
70,1 a 80 Desnutricdo moderada
80,1 a90 Desnutrigao leve
90,1a110 Eutrofia
110,1a120 Sobrepeso
> 120 Obesidade

Fonte: (Blackburn; Thornton, 1979)

e Estatura

Para mensurar a estatura, foi utilizado o estadibmetro portatil de altura da
marca TBW®, com escala de 0 a 213 cm/0,1 cm. O paciente foi orientado a se
posicionar em pé, centralizado na base da balanca, descalgo, com membros
superiores estendidos ao longo do corpo, utilizando a vestimenta do hospital, sem
adornos, chapéus ou bonés (Fontanive, R., De Paula, T. P., Peres, W. A., & Duarte,

A. C., 2007).
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e Circunferéncia do braco (CB)

% PP = (Peso habitual — Peso atual) x 100
Peso habitual

A circunferéncia do braco (CB) é a combinacdo da medida do osso, musculo e
gordura subcutdnea. Embora possa ser considerada medida independente,
frequentemente é combinada com a Dobra Cutanea Tricipital (DCT) para o calculo da
Circunferéncia Muscular do Braco (CMB) e da Area Muscular do Brago (AMB)
(Fontanive, R., De Paula, T. P., Peres, W. A., & Duarte, A. C., 2007).

A circunferéncia do braco foi obtida utilizando-se a fita métrica da marca
Sanny® com precisdo de 1mm. Durante a medida, o paciente foi posicionado em pé
ou sentado com o braco dominante relaxado na lateral do corpo e com a palma da
ma&o voltada para a coxa. Utilizando como critério de dominéncia a escrita (Fontanive,
R., De Paula, T. P., Peres, W. A., & Duarte, A. C., 2007), o valor encontrado foi
confrontado com os valores de referéncia estabelecidos por (Frisancho, 1981)

segundo os géneros e a idade, conforme o Quadro 4.

Quadro 4 — Percentis de circunferéncia do braco (cm) para ambos os géneros

| dade Masculino Feminino
18-24,9 30,7 26,8
25-29,9 31,8 27,6
30-34,9 32,5 28,6
35-39,9 32,9 29,4
40-44,9 32,8 29,7
45-49,9 32,6 30,1
50-54,9 32,3 30,6
55-59,9 32,3 30,9
60-64,9 32 30,8
65-69,9 31,1 30,5
70-74,9 30,7 30,3

Fonte: (Frisancho, 1981)
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A adequacao da CB foi determinada por meio da equacéo abaixo, e o estado

nutricional foi classificado de acordo com o Quadro 5.

- Adequagao da CB (%) = CB obtida (cm) x 100
CB percentil 50

Quadro 5 — Estado nutricional segundo a circunferéncia do braco

Desnutrigdo | Desnutrigdo | Desnutrigdo | Eutrofia | Sobrepeso | Obesdade
grave moderada leve
CB <70% 70 a 80% 80a90% |90a110% 110 a >120%
120%

Fonte: BLACKBURN; THORNTON (1979)

A adequacdo avalia a reserva de tecido muscular sem correcdo da massa
6ssea. E obtida a partir dos valores da circunferéncia do braco (CB) e da dobra
cutanea tricipital (DCT) (Silva, Flavia Moraes, 2021).

A CMB é calculada pela formula abaixo estabelecida por Frisancho (1981):

CMB (cm) = CB — (3,14 x PCT + 10)

Onde, CMB = Circunferéncia muscular do brago em cm;
CB = Circunferéncia braquial em cm;

PT = Prega tricipital em cm.

A adequacdo da CMB foi determinada por meio da equagédo abaixo, e a

classificacéo do estado nutricional foi realizada de acordo com a Tabela 1.

CMB obtida (cm) x 100

Adequacédo da CMB (%) = i
CMB percentil 50
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Tabela 1 — Adequacao da CMB para classificacdo do estado nutricional

Adequacdo da CMB (%) Estado nutricional
<70 Desnutricdo grave
70280 Desnutricdao moderada
80a90 Desnutricdo leve
90 Eutrofia

Fonte: Frisancho (1981)

5.11 Andlise inflamatéria

As principais citocinas que influenciam na resposta de fase aguda em pacientes
oncologicos sao interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1 ), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 10-IL-10, interferon gama-INF-y (Gulen et al., 2012;
O’Riordain et al.,, 1999), além da utilizacdo da calprotectina como marcador da
inflamac&o intestinal (Ragseth; Schmidt; Fagerhol, 1999). As amostras de citocinas
foram transportadas em depdésito com isolamento térmico apropriado ao laboratério
de biologia molecular na FCECON, inicialmente por 30 dias em freezer -20°C, para
posteriormente serem transportadas em caixa térmica com gelox e serem
armazenadas em freezer a -80°C na FHEMOAM, local onde foram realizadas as

analises de citocinas.

5.12 Avaliacao das citocinas CXCL-8, IL-1B, IL-6, TNF-A, IL-12P70, IL-2, INF-Y, IL-
17A, IL-4, IL-10

O perfil imunolégico (citocinas inflamatérias) foi medido utilizando o citbmetro
(FACSCantoll, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), com o kit cytometric bead array
(CBA), BD™ Human Chemokine and BD Human Cytokine Th1/Th2/Th17 e citocinas
inflamatorias (CXCL-8, IL-1b, IL-6, TNF-a, IL-12p70, IL-2, INF-y, IL-17a, IL-4, IL-10),
antes e apo0s as gastrectomias (Sanchez-Zauco et al., 2017) (o protocolo de

guantificacdo das citocinas pelo método CBA segue descrito no Apéndice L).
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5.13 Sequenciamento metagendémico do gene 16s rRNA

5.13.1 Métodos para o grupo 1 — probidtico (+) e grupo 2 — probidtico (-)

5.13.1.1 Coleta de fezes

A orientacdo de coleta de fezes se deu ap0s a consulta de pré-operatorio e a
aplicacdo do TCLE, em ambito ambulatorial; o paciente, nesse ato, foi orientado a
como deveria ser realizada a coleta seguindo o0 passo a passo abaixo e utilizando-se

de um dispositivo apropriado, chamado ColOff® (Figura 12).

Figura 12 — Dispositivo coletor ColOff®

Lave corretamente as maos com agua e sabdo antes do
procedimento. FACA A COLETA NO DIA DA SUA N

INTERNACAO. \

1. Limpe o assento do vaso sanitario com alcool
70% ou 4gua e sabéao

2. Vista o assento do vaso com o ColOff®;

3. Realize asua evacuagédo normalmente, dentro da
area plastica do dispositivo para que ndo haja
contato com o vaso sanitario.

4. ApOsisso, separe com a espatula do coletor, uma
pequena quantidade de fezes, tome cuidado para
nao deixar tanto a espatula quanto o seu material
das fezes entrar em contato com qualquer @)
superficie antes se der guardado no pote coletor. T

5. Traga seu material quando vier se internar.

Fonte: Coloff (2021)

Para padronizacdo dos métodos subsequentes a coleta, foram utilizadas
amostras de fezes de pessoas incluidas na pesquisa conforme critérios de inclusao.
Uma pequena amostra de fezes frescas (1 a 2g) foi coletada e armazenada em
coletores comerciais (NEOPROSPECTA) até a data do processamento (estavel de 1-
30 dias em temperatura ambiente), conforme protocolo do laboratério que faria as

andlises (Neoprospecta Microbiome Technologies, Floriandpolis, Brasil).
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5.13.1.2 Extracéo e purificacdo de DNA e RNA fecal

Para extragao dos acidos nucleicos das amostras de material fecal, foi utilizado
0 equipamento Precellys (Bertin Technologies, Franga) para homogeneizagdo do
material, seguida da extragao utilizando o kit AllPrep DNA/RNA Mini Kit de acordo com
as instrugdes do fabricante (Qiagen, EUA), tendo sido isolados simultaneamente tanto
o DNA quanto o RNA. Apds as extragdes, todas as amostras foram quantificadas por
meio do equipamento Qubit (Thermo Fisher Scientific, EUA). As amostras de DNA

foram armazenadas a -20°C; e as de RNA, a -80°C até o momento do uso.

5.13.2 Avaliagdo qualitativa e quantitativa do DNA

Para analise qualitativa do DNA extraido, foi empregada eletroforese em gel de
agarose 1% submerso em tampao TAE 1x (diluido 50x do estoque: Tris-HCI 4 M, acido
acético glacial 11,4% v/v, EDTA 0,1 M) a 6,7 V/cm de gel por 16 minutos. As solugdes
de corrida consistiram em 1uL de tampao de amostra (0,25% de azul de bromofenol,
0,25%, xileno cianol FF, 30% de glicerol em agua), 2uL de GelRed® (Biotium) 1:500
e 3uL de amostra de DNA. A posig¢ao das bandas foi comparada com eletroforese de
A-Pstl visando moléculas de peso superior a 11500pb.

As amostras de DNA e os produtos de PCR foram quantificados por fluorimetria
utilizando o aparelho Qubit 2.0 (ThermoFisher Scientific) com kit QubitTM dsDNA HS
(Invitrogen, Q32851) seguindo o protocolo do fabricante. Sucintamente, diluiu-se
volume suficiente do reagente QubitTM dsDNA HS a 1:200 em tampao do kit (solugéo
de trabalho) para os dois padrdes e as amostras. Os padrées minimo e maximo foram
preparados com 190uL de solugdo de trabalho mais 10uL de padrdo, enquanto as
solugdes de DNA foram compostas de 198uL de solugao de trabalho e 2uL de DNA.
As solugdes foram agitadas em vortex por trés segundos e incubadas na bancada por
dois minutos antes da aferigdo. A concentragao da solugado de estoque foi calculada
pelo proprio aparelho de acordo com a formula seguinte (C= concentrag&o de estoque
em ng/uL; QF= concentragado da solugao Qubit em ng/mL) e expressa em ng/uL. C =
QF = 10-1.
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5.13.2.1 Investigacéo de bactérias da microbiota por avaliagdo do gene 16s do RNA

5.13.2.1.1 Amplificagao do gene-alvo (16s rRNA) e sequenciamento

Foi enviado para a empresa Neoprospecta Microbiome Technologies
(Florianopolis, Santa Catarina, Brasil) — responséavel pela constru¢do das bibliotecas
e sequenciamento — o material fecal a fim de avaliar a composicédo bacteriana dos
pacientes; as regides V3-V4 do gene 16s do RNA ribossomal (rRNA) foram
amplificadas por PCR convencional e sequenciadas. Para isso, foram utilizados 50ng
de DNA molde, conforme padronizacao do laboratério.

Quando uma amostra ndo era amplificada, na PCR seguinte era testado o
dobro e a metade da massa a fim de verificar se a ndo amplificacdo era devido a
insuficiéncia de DNA bacteriano na amostra ou a presenca de inibidores na reacgao.

Os iniciadores utilizados nas amplificacbes possuem adaptadores para
sequenciamento na plataforma lllumina e geram amplicons de tamanho médio de 510
pares de bases (iniciadores sublinhados e sequéncias complementares ao gene
bacteriano em negrito, U341F:
5CACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTACGGGRSGCAGCAG-3 e
806R:5’GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGGTW
TCTAAT-3).

A enzima KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Sigma
Aldrich, EUA) foi utilizada para amplificagdo. Como controle positivo, utilizou-se DNA
de Escherichia coli; e, para o negativo, agua ultrapura (Sigma Aldrich).

Em seguida, os amplicons das amostras de material fecal foram purificados
com beads magnéticas Ampure XP Beads (Beckman Coulter, EUA), quantificados no
Qubit dsDNA High Sensitivity (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para a construgao de
cada biblioteca, uma nova amplificagéo foi realizada em triplicata utilizando-se 5ng de
amplicon purificado por reagéo, enzima Taq Platinum (Invitrogen, EUA) e barcodes
especificos para cada amostra (condigdes de amplificagdo: 95°C por 5min; seguidas
de dez ciclos de 95°C por 45s, 66°C por 30s e 72°C por 45s, e uma extensao final de
72°C por 2min), segundo protocolo da empresa. As triplicatas foram reunidas e
purificadas com beads magnéticas Ampure XP Beads (Beckman Coulter, EUA) e, em

seguida, foi feito o pool das bibliotecas utilizando-se volumes iguais de cada amostra.
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A guantificagao do pool foi feita por PCR quantitativo em tempo real com o kit KAPA
Library Quantification kit for Illumina platforms (KAPA Biosystems, EUA). Para o
sequenciamento, foi utilizado o kit MiSeq Reagent V2 (500-cycles) (lllumina, EUA),
paired-end (300nt read 1 e 210nt read 2) na plataforma MiSeq (lllumina, EUA), visando
gerar = 50.000 reads por amostra.

5.13.2.1.2 Processamento e filtragem das amostras sequenciadas

As sequéncias obtidas passaram por processamento no pipeline estruturado.
O processamento consistiu em: 1) remocgao dos adaptadores e iniciadores utilizando
o Cutadapt (v.3.4); 2) remogao de reads mapeadas no genoma humano (GRCh37/h19
— BWA v.0.7.31); 3) importagdo das reads restantes para o programa Quantitative
insights into microbial ecology 2 (Qiime2 v.2020.8) (199); 4) filtro de qualidade (phred
score > 10); 5) remogao de ruidos das reads por meio de Deblur (Amir et al., 2017).
Quando as sequéncias apresentavam pelo menos 97% de similaridade entre elas, foi
realizada a clusterizagdo como Operational Taxonomic Units (OTUSs), seguida de
busca de similaridade contra sequéncias presentes no banco de dados (Silva, v.132)
visando a classificagdo taxonémica das OTUs. Por ultimo, foram feitas curvas de
saturagao para avaliar se todas as amostras tinham saturado, ou seja, se toda a
diversidade de sequéncias presente em cada amostra foi devidamente amostrada no
sequenciamento e se poderia entdo seguir para a analise. Selecionaram-se aquelas
com pelo menos 1.750 reads apds aplicacéo dos filtros de qualidade e descartaram-
se as OTUs que tiveram menos de trés reads a fim de remover possiveis erros
remanescentes do sequenciamento.

Andlises de diversidade alfa (Observed, Chaol, Simpson e Shannon) e beta
(Bray-Curtis, unweighted e weighted Unifrac) foram realizadas no pacote phyloseq
(v.1.36.0) do RStudio (v.4.0.4; RStudio: Integrated Development for R. RStudio Inc.,
Boston, MA, EUA). Adicionalmente, testes paramétricos/ndo paramétricos foram
utilizados para avaliar a abundancia diferencial nos indices alfa. A fim de calcular a
diferenga entre os indices de diversidade beta, foram utilizadas as analises de
variancia permutacional e o teste de dissimilaridade (PERMANOVA/ADONIS) no
pacote vegan (v.2.5-7) do RStudio.
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5.14 Calprotectina

O primeiro passo do processo analitico da calprotectina é extrair proteinas das
fezes, cujas amostras devem ser homogeneizadas; fibras longas podem ser
removidas para evitar distorgcdes no processo de extracao.

A técnica de referéncia € pesar fezes. No entanto o uso de um volume
padronizado de tampéo adicionado com uma quantidade calibrada delas é bastante
comum. A etapa de extracao € realizada usando um dispositivo, que varia de acordo
com o fornecedor. O extrato do material é diluido e homogeneizado pelo uso
prolongado de um vértex. Dependendo da textura das fezes (nhormal, dura ou liquida),
0s protocolos podem variar. Particularmente para fezes liquidas, um volume
padronizado de liquido pode ser diluido no tampéao de extracdo. Uma centrifugacéo
adicional pode ser obrigatéria para sedimentar as particulas maiores na suspensao
(Hart et al., 2020).

5.15 Avaliacdo das complica¢gdes do tratamento cirirgico

Clavien et al., em 1992, lancaram uma proposta de classificagdo das
complicac@es cirurgicas, cuja terapia empregada no tratamento foi o ponto referencial
para a diferenciacdo dos seus niveis de gravidade. Apos 12 anos, Dindo et al., em
2004, apresentaram uma versao aprimorada para classificacdo das complicacbes
cirdrgicas, baseada na primeira proposta de (Clavien et al., 2009; Mitropoulos et al.,
2018), numa escala de grau de 1 a 5 (Quadro 6).
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Quadro 6 — Classificacdo das complicacdes cirtrgicas de Clavien-Dindo (CCD-BR)

Grau de Classificacdo

Definicao

- Qualquer desvio do curso pés-operatério Ideal sem necessidade de tratamento
farmacoldgico ou de intervencoes cirtrgicas, endoscopicas, e radiolégicas

Grau | - Regimes terapéuticos permitidos sao: drogas antieméticas, antipiréticos, analgésicos,
diuréticos, eletrdlitos, e fisioterapia. Esta categoria também inclui feridas operatérias
drenadas a beira do leito
- Requer tratamento farmacoldgico com drogas diferentes daquelas permitidas para

Grau Il complicagdes grau |
- Transfusdo sanguinea e nutricdo parenteral total também estao incluidas
Exige intervencao cirdrgica, Il a. Intervencao sem anestesia geral

Grau lll endoscdpica ou intervencao
radiologica lIl'b. Intervencdo sob anestesia geral

Grau IV Complicagdo com Risco de IV a. Disfuncao de um sé érgao (incluindo didlise)
vida (incluindo SNC) *

Necessidade de UTI IV b. Disfun¢ao de multiplos 6rgaos

Grau V Morte do Paciente
Se o paciente persiste com uma complicacdo no momento da alta o sufixo “d” (para

Sufixo “d” “Deficiéncia”) é adicionado para o respectivo grau de complicagdo. Esta marca indica a

necessidade de seguimento futuro para avaliar completamente a complicacao

*Hemorragia encefélica, AVC isquémico, sangramento subaracnoideo, mas exclui acidentes isquémicos transitorios.

Traduzida e adaptada segundo metodologia divulgada por Beaton et al., em 2000. Instrumento fonte: Dindo D, Demartines N, Clavien PA. Classification
of surgical complications: a new proposal with evaluation in a cohort of 6336 patients and results of a survey. Ann Surg. 2004,240(2):205-13.

Fonte: (Dindo, 2014)
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

Sabendo que as cirurgias dependem de alguns percalcos no periodo
perioperatorio, tais como as intercorréncias relacionadas a cirurgia como pico
hipertensivo, sangramento macico, hipotensdo, auséncia ao dia marcado para
cirurgia, auséncia de material médico-cirurgico, obitos, teste de covid-19 positivo, além
de mudancas na conduta cirurgica pelo fato de, no ato cirdrgico, a equipe cirargica
observar progressdo de doenca para metastatica a distancia, considera-se uma
limitacdo o nao alcance do N amostral. Para prevenir tal fato, ajustaram-se as perdas
para 20%.
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7 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi submetido & avaliagéo do Comité de Etica para realizacio
da pesquisa com seres humanos, cumprindo todas as prerrogativas da Res. 466/12
do CNS e complementares. Foi aprovado com o CAAE: 35379220.0.0000.0004 e
Numero do Parecer: 4.360.676. Aprovado também pelos ensaios clinicos Clinical

Trials.gov com NCT06250075, conforme Anexo 1.
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8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados em planilha Excel e analisados com o software
Statistical Package for the Social Sciences — SPSS, versdo 21.0. A normalidade da
distribuicdo dos dados foi verificada com o Teste de Kolmogorov-Smirnov, sendo as
variaveis simétricas descritas por média e desvio padrédo; e as ndo parameétricas, por
mediana e intervalo interquartil. Variaveis categoéricas foram apresentadas na forma
de valores absolutos e relativos. A comparagéo entre as medidas de cada grupo foi
obtida com os testes T de Student e Mann-Whitney; e a associagéo entre as variaveis
categéricas, com os testes Qui-Quadrado de Pearson e Exato de Fischer. Para a
comparacao entre 0s grupos, tempo e comportamento dos grupos ao longo do tempo,
foi utilizado o modelo de Equacdes de Estimativa Generalizada e Post Hoc de Minima
Diferenca Significativa. Foram consideradas significativas as anélises com P<0,05.

Quanto as andlises estatisticas para a citometria, ap0s a leitura no citbmetro,
os dados adquiridos foram encaminhados para analise no software FCAP Array com
0 apoio da FHEMOAM, a qual gerou a tabulacdo dos dados. Foi entdo realizada
inspecéao de outliers (box-plot) e de normalidade (teste Shapiro-wilk) nas distribuicoes
das citocinas. Em virtude da presenca de outliers, optou-se por realizar o teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis; e, posteriormente, comparacfes de grupos foram
realizadas usando o procedimento de Dunn (1964) com uma correcédo de Bonferroni
para comparacfes multiplas das citocinas.

Quanto as andlises estatisticas para avaliacdo da microbiota, as analises de
diversidade alfa (Observed, Chaol, Simpson e Shannon) e beta (Bray-Curtis,
unweighted e weighted Unifrac) foram realizadas no pacote phyloseq (v.1.36.0) do
RStudio (v.4.0.4; RStudio: Integrated Development for R. RStudio Inc., Boston, MA,
EUA). Adicionalmente, testes paramétricos/nao parameétricos foram utilizados para
avaliar a abundéancia diferencial nos indices alfa. A fim de calcular a diferenca entre
os indices de diversidade beta, foram utlizadas as analises de variancia
permutacional e teste de dissimilaridade (PERMANOVA/ADONIS) no pacote vegan
(v.2.5-7) do RStudio. Testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis foram usados para
identificar os géneros bacterianos diferencialmente abundantes em relacdo aos
grupos de estudo. Também por meio da analise de correlagdo de Spearman,
considerando valor p <0.05, foram identificados o0os géneros bacterianos que

apresentaram correlacao significativa com a variacédo das citocinas.
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9 APOIO CIENTIFICO

O projeto teve o apoio do Instituto Sensumed de Pesquisas Ruy Franca-ISENP,
tendo como objetivo tanto o apoio cientifico quanto o financeiro para analise
metagendmica; e Neoprospecta Microbiome Technologies, Floriandpolis, Brasil para
as analises de sequenciamento, além do auxilio da FHEMOAM, do Programa de P04s-
graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada — PPGIBA/UFAM, bem como 0 apoio
institucional da FCECON através do programa de apoio a iniciacdo cientifica
PAIC/FCECON pelo apoio financeiro.
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Dados clinicos dos participantes

O estudo foi seccionado em dois tempos (conforme fluxograma na Figura 11).
No tempo 1, foram avaliados 36 pacientes (G1, G2 e G3) entre dezembro de 2021 e
maio de 2022, com média e desvio padrao de idades 58,7+11,5; 55,2+18,5; 38,7+9,5,
em anos, respectivamente, sendo a maioria do sexo masculino (66,7%), com
adenocarcinoma (83,3%), submetidos a gastrectomia total (84,0%), pertencentes aos
grupos G1 e G2 (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas sociodemogréficas e cirdrgicas de pacientes de todos os grupos do
estudo, na FCECON

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Caracteristicas N=12 N=12 N=12 N=28 N=24
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Sociodemograficas
Idade anos (média+DP) 58,7+11,5 55,2+#18,5  38,749,5 55,4+9,8 56,9+17,3
Sexo
Feminino 6 (50,0) 2 (16,7) 9(75,00 11(39,3) 8(33,3)
Masculino 6 (50,0) 10 (83,3) 3 (25,0) 17 (60,7) 16 (66,7)
Escolaridade
Ensino fundamental 6 (50,0) 4 (33,3) - 8 (28,6) 13 (54,1)
Ensino médio 6 (50,0) 8 (66,70 - 17 (60,7) 10 (41,7)
Ensino Superior 0 (0,0) 0 (0,0) - 3 (10,7) 1(4,2)
Local de nascimento
Capital 0(0,0 0(0,0) 3 (25,0 0(0,0) 0 (0,0)
Interior 12 (100,0) 12 (100,0) 9(75,0) 28(100,0) 24 (100,0)
Cirargicas
Tipo de cirurgia
Gastrectomia total 10 (83,3) 10 (83,3) - 26 (92,9) 20 (83,3)
Gastrectomia subtotal 2 (16,7) 2 (16,7) - 2(7,1) 4 (16,7)
Estadiamento
T1 0 (0,0) 1(8,3) - 1(3,6) 1(4,2)
T2 2 (16,7) 1(8,3) - 4 (14,3) 3(12,5)
T3 3 (25,0 3 (25,0 - 9 (32,1) 2 (8,3)
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T4 7 (58,3) 7 (58,3) - 14 (50,0) 18 (75,0)
Histologia

Adenocarcinoma 11 (91,7) 9 (75,0) - 26 (92,9) 22 (91,7)

GIST 1(8,3) 2 (16,7) - 1(3,6) 2 (8,3)

Linfoma 0 (0,0) 1(8,3) - 0 (0,0) 0 (0,0)

TNE 0 (0,0) 0 (0,0) - 1 (3,6) 0 (0,0)

Esses dados foram idénticos as caracteristicas epidemioldgicas do céncer
gastrico no Brasil, visto que as estimativas para o triénio de 2020-2022 relatam uma
incidéncia de 13.360 casos para homens e 7.870 entre as mulheres — uma diferenca
de 5.490 casos a mais para o sexo masculino (INCA, 2023). Cerca de 84% dos
diagndsticos histopatoldgicos foram compativeis com adenocarcinoma, um dos tipos
de cancer gastrico mais comuns mundialmente (INCA, 2023). Ao analisar os
resultados deste estudo comparando com dados publicados por Besagio et al.,
observam-se dados semelhantes (Besagio et al., 2021).

O estadiamento da doenca foi demonstrado pelo método TNM de avaliacdo
mundial para tumores. Um estadiamento avancado (T3 e T4) foi identificado na
maioria dos casos, possivelmente associado ao tempo de diagnéstico médico, que
pode estar relacionado com o fato de todos os individuos deste projeto serem
provenientes do SUS (Tabela 2).

Importante ressaltar que, a partir daqui, os grupos foram nomeados assim: 0
grupo G1 de Grupo Probidtico (+), o qual usou probiéticos; o grupo G2, de Grupo
Probiotico (-), o qual ndo usou probidticos; o grupo G3, de Grupo Controle, pois

representou o teste em participantes saudaveis.

10.2 Dados do estado clinico-nutricional

E importante notar que, dada a gravidade da condic&o clinica do paciente antes
da cirurgia, foi observado nos dados desta pesquisa que a maioria do casos foram de
gastrectomias radicais em vez de conservadoras, cuja abordagem muitas vezes
precisa ser feita pela via laparotdmica para que seja possivel uma visdo ampla das
estruturas que possam estar acometidas por metastases; isso associado ao estado
nutricional prévio a cirurgia, caracterizado por perda ponderal importante e redugéo

de massa muscular. Tais resultados sdo semelhantes a diversos estudos conduzidos
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com pacientes pré-cirdrgicos para neoplasia gastrica, independentemente da
proposta de tratamento curativo (Jahne; Piso; Meyer, 2001; Paz et al.,, 2020;
Andreollo; Lopes; Coelho Neto, 2011a; Erawijantari et al., 2020).

Na comparagdo entre os grupos intervencao (Probidticos (+)) e ndo intervengao
(Probidticos (-)), pacientes do grupo Probiéticos (+) permaneceram maior numero de
dias na UTI (P=0,003). As demais variaveis ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (Tabela 3).

Sabendo disso, pbdde-se apontar uma necessidade maior de cuidados
intensivos por muitos dos participantes no pos-operatorio imediato, (ndo sendo isso
associado neste estudo ao tipo de intervencdo da pesquisa). Desde 1936, Studley,
nas publicacdes classicas sobre o tema, ja relatava associacéo entre a desnutricao,
a reducdo da resposta imune e complicacdes no pos-operatério de grandes cirurgias,
especialmente naquelas digestivas superiores (Mueller et al., 2017).

Em relacdo ao IMC avaliado, quando comparados 0s grupos, hao se notaram
diferencas estatisticas. Ao avaliar o perfil etario dos participantes da pesquisa, notou-
se que a media de idade variou entre 55 e 63 anos, compativeis com um perfil de IMC
diferenciado, pois a maioria dos participantes ja& eram classificados na faixa etaria
idosa no Brasil. Com isso, percebeu-se entdo que o0 risco nutricional jaA estava
instalado mesmo antes do procedimento cirdrgico em ambos 0S grupos.

As razdes mais comuns para a perda de peso séo a reducéo na ingestédo de
alimentos, o aumento das necessidades nutricionais induzido pelo tumor e o
aproveitamento ineficiente dos nutrientes, o que sera descrito posteriormente neste
estudo (Fukuda et al., 2016). A maior incidéncia e a maior gravidade da perda de peso
foram documentadas no cancer gastrico e no pancreatico, nos quais 85% dos

pacientes apresentam caquexia (Fukuda et al., 2016).

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas de pacientes submetidos a procedimento cirdrgico na FCECON,
segundo grupos de probidticos (+) e probidticos (-) (N=24), nos momentos perioperatorios.

Grupos
Caracteristicas Probiético (+) Probidtico (-) P-valor
N=12 N=12

Faixa etaria e Sexo
Idade em anos (médiazDP) 62,7122 54,8+15,8 0,187a
Sexo 0,069b

Feminino 6 (50,0) 1(8,3)

Masculino 6 (50,0) 11 (91,7)

Antropométricas
Peso em kg (média+xDP) 57,6+15,0 64,1+15,3 0,299a
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indice de Massa Corporal em kg/m? (médiazDP) 23,314,6 24,2+5,0 0,634a
Dieta em dias
Nada por via oral 2,0 (1,0-2,0) 1,5 (0,3-2,0) 0,266¢
Via oral 4,0 (3,0-6,5) 4,0 (1,0-5,5) 0,443c
Nutricdo enteral/parenteral 5,5 (0,0-7,8) 1,5 (0,3-7,5) 0,671c
Desfechos p6s-operatérios
Dias de internacdo (médiatDP) 11,0+£3,5 8,514,5 0,146a
Dias em UTI (Mediana e ) 3,0 (2,0-4,8) 0,0 (0,0-2,0) 0,003c
Infecgéo de FO 0,102d
Nao 4 (33,3) 8 (66,7)
Sim 8 (66,7) 4 (33,3)
Reoperacéo
Nao 11 (91,7) 9 (75,0) 0,590b
Sim 1(8,3) 3(25,0)
Fistula 0,999b
N&o 11 (91,7) 11 (91,7)
Sim 1(8,3) 1(8,3)
fleo adinamico 0,999b
Nao 11 (91,7) 12 (100,0)
Sim 1(8,3) 0(0,0)
Diarreia 0,590b
Nao 9 (75,0) 11 (91,7)
Sim 3 (25,0) 1(8,3)
Vomito 0,999b
Nao 9 (75,0) 10 (83,3)
Sim 3(25,0) 2 (16,7)
Obito 0,999b
Nao 11 (91,7) 12 (100,0)
Sim 1(8,3) 0 (0,0)

Fonte: O autor (2022)

Legendas: P: a: Teste T de Student; b: Teste Exato de Fischer; c: Teste Mann-Whitney; d: Teste Qui-
guadrado de Pearson. Variaveis quantitativas estdo descritas na forma de média e desvio padrdo ou
mediana e intervalo interquartil; variaveis categéricas, em nimeros absolutos e relativos. DP: Desvio
padrdo; II: Intervalo interquartil; Probiéticos (+): grupo que usou probidtico no pdés-operatério;
Probiéticos (-): grupo que nao usou probidticos no pés-operatério.

O percentual de perda de peso foi superior no grupo Probidticos (-) em ambos
os periodos cirurgicos (P=0,049).

Em estudo publicado por Butters et al., 1996, os autores demonstraram que a
perda de peso € frequente na doenca maligna, principalmente nas neoplasias do trato
gastrointestinal superior (Butters et al., 1996), o que também foi observado nestes
resultados. Salienta-se que estes tém intima relacdo com a localizacdo da doenca,
pois, por ser do trato digestivo, influencia diretamente no estado nutricional; pode-se
afirmar que tal interferéncia ocorre inclusive no perfil imunolégico quando se observam

os dados a seguir sobre o risco nutricional associado a reducao de linfécitos.
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Apés tratamento cirargico em ambos 0s grupos, houve reducdo das medidas
da CB (P=0,001), angulo de fase (P<0,001), linfécitos (P=0,004), % de linfocitos totais
(P=0,002) e CTLP (P=0,007).

Os pacientes deste estudo apresentaram menores valores de angulo de fase
em relagcdo ao grupo probidtico (-), cujos resultados foram semelhantes aqueles
documentados em pacientes com outros tipos de tumores (Toso et al., 2003). E os
resultados foram idénticos aos descritos por estudos com cancer gastrico (Paz et al.,
2020). Menores valores de angulo de fase tém sido atribuidos a lesdo de membranas
celulares e dos tecidos tumorais (Toso et al.,, 2003) e associados ao pior estado
nutricional em pacientes com cancer de colon avancado (Gupta et al., 2008) ao estadio
tumoral (Pérez Camargo et al., 2017) e com a sobrevida de pacientes oncologicos
(Grundmann; Yoon; Williams, 2015). Além disso, o angulo de fase foi diretamente
relacionado & massa muscular (Grundmann; Yoon; Williams, 2015).

No grupo probidtico (-) apds tratamento cirdrgico, houve reducédo das medidas
da CMB (P=0,004), % da CMB (P=0,006), EMAP (P=0,005) e aumento da albumina
(P=0,016). Demais variaveis nao apresentaram diferenca estatistica significativa entre
grupos, entre os tempos e no comportamento dos grupos ao longo do tempo (Tabela
4).

Tabela 4 — Comparacao de variaveis antropométricas e bioquimicas, entre grupos pré e pos-cirurgia e
comportamento dos grupos ao longo do tempo de pacientes submetidos a procedimento cirdrgico no
setor de cirurgia da FCECON, segundo grupos probidtico (+) e probidtico (-) (N=24).

Grupos P
o Probidtico (+) Probiotico (- Grupo Tempo Grupo
Variaveis MédiaiDID( : MédiaiDF(’) P P VSF_)
tempo
Antropométricas

Peso (kg) 0,226 0,067 0,725
Pré 57,614,1 64,1+4,2
Pés 56,1+3,9 63,1+3,8

IMC (kg/m?) 0,572 0,112 0,841
Pré 23,3+1,3 24,2414
Pés 22,7412 23,7+1,2

% de perda de peso 0,049 0,068 0,519
Pré 11,3A+2,2 19,5B+3,6
Pés 13,6A+2,0 20,6B+3,1

Circunferéncia do brago (cm) 0,333 0,001 0,640
Pré 26,7a+1,3 28,4a+1,1
Pos 25,9b+1,1 27,4b+1,1

% circunferéncia brago 0,481 0,625 0,446

Pré 88,2+3,8 90,1+3,4



Pés
Dobra cutanea tricipital (mm)
Pré
Pés
% dobra cutanea tricipital
Pré
Pés
CMB (cm)
Pré
Pés
% CMB
Pré
Pés
EMAP (cm)
Pré
Pés
Angulo de fase (°)
Pré
Pés
Bioguimicas
Albumina (g/dL)
Pré
Pés
Leucdcitos totais (/uL)
Pré
Pés
Linfocitos (mm?3)
Pré
Pés
% de linfocitos totais
Pré
Pés
CTLP (und/mm?3)
Pré
Pés
Hemoglobina (g/dL)
Pré
Pés
Calprotectina (mcg/qg)
Pré
Pés

85,6+3,0

9,2+0,7
9,8+1,4

63,9+8,4
70,7+£14,3

24,1+1.3
22,5+0,9

96,1+4,2
89,8+3,1

10,3+1,8
9,6+1,8

5,6a+0,4
4,8b+0,4
3,4+0,2

3,60,2

8268,8+561,6
9373,8+563,7

2077,3a£132,2
1740,0b+153,0

25,7a%1,2
20,3b+2,9

2052,4a+144,9
17583,5b+154,2

11,6+0,8
10,8+0,5

48,5+2,8
40,9A+2.7

90,7+4,7

79,8+18,4
72,9+£17,0

254a+1,1
24,2b+1,0

94,8a+3,5
85,2b+6,1

13,8a+1,4
12,0b+1,6

6,3a+0,4
5,4b+0,4
3,2a+0,2

3,5b+0,1

7778,4+1304,8
8718,4+839,5

2024,8a+209,3
1778,5b+137,4

29,7a+2,3
22,3bx2,4

2029,9a+211,8
1788,9b+140,4

11,3+0,9
10,3+0,5

44,8a+2,8
54,8Bb+2,7

0,741

0,656

0,299

0,598

0,229

0,186

0,453

0,552

0,973

0,223

0,976

0,668

0,160

0,806

0,917

0,004

0,006

0,005

<0,001

0,016

0,185

0,004

0,002

0,007

0,134

0,377

0,095

0,082

0,685

0,561

0,389

0,942

0,841

0,915

0,649

0,639

0,774

0,873

<0,001

Fonte: O autor (2022)
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Nota: P: Equacdes de Estimacdo Generalizada com Post Hoc de minima diferenca significativa (LSD).
DP: Desvio padrdo; IMC: Indice de massa corporal; CMB: Circunferéncia muscular do braco; EMAP:

Espessura do musculo adutor do polegar; CTLP: Contagem total de linfcitos periféricos.

Em comparacdo a todas as variaveis nos grupos controle e intervengdo em

relacdo ao tempo pds-operatorio, algumas destas acompanharam a perda de peso,
como as variaveis CB, CMB, AF, CTLP e EMAP (Tabela 4). Quando avaliado o tempo

pré e pos-operatorio entre 0s grupos, viram-se resultados notaveis que corroboram a
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clinica dos participantes — EMAP(P=0,005), AF(P=0,001), CTLP(P=0,007). Esses
dados descritos sdo semelhantes aos da literatura classica para avaliacao do estado
nutricional em doentes cirldrgicos e em escores prognosticos para desfechos clinicos
(Fukuda et al., 2016).

Um dado interessante foi a avaliacdo da calprotectina fecal (CF), com a qual se
identificou uma mudanca estatisticamente significante na CF(P=0,001). Quando este
marcador foi avaliado com andlises Post Hoc de grupos versus tempos (pré e pos-
operatorios), observou-se uma mudancga no grupo probidtico (+) sabendo-se que a
literatura aventa hipéteses de que a microbiota tem poder de modular a inflamagéo
tecidual intestinal (Paul et al., 2015). Os resultados deste estudo se assemelham a
essa afirmativa quando se contempla a reducéo dos niveis de CF no grupo probiético
(+) (Lee, Ji Ae et al., 2021).

Partindo dessa premissa, buscou-se avaliar esse marcador, que parece
fornecer uma perspectiva panoramica da inflamacéo tecidual intestinal, e buscou-se
relaciona-lo com a intervencéo usando probiéticos. Em andlise clinica, ressalta-se que
os resultados relatados neste estudo ndo representam padrbes compativeis com altos
graus de inflamagéo intestinal como nos casos de doencas inflamatérias intestinais,

conforme demonstrado por (Walsham; Sherwood, 2016).

10.3 Dados da avaliacdo das complicacdes cirargicas

No segundo tempo do estudo foram avaliados, por meio da escala de Clavien-
Dindo (Quadro 6), 52 pacientes ao total, de um N programado (N=64), pertencentes
aos grupos G4 e G5. Em virtude das perdas, 12 pacientes foram excluidos por motivos
diversos, entre os quais paliagdo, mudanca de cirurgia, suspensao de cirurgia, pico
hipertensivo, eventos ocorridos durante o periodo perioperatorio. Foram realizadas
avaliacdes entre maio de 2023 e janeiro de 2024. Os 52 pacientes randomizados
tinham média e desvio padréao de idade entre 55,4+9,8 e 56,9+17,3, respectivamente,
sendo a maioria do sexo masculino (63,4%), com adenocarcinoma (92,3%),
submetidos a gastrectomia total (88,4%), em média entre G4 e G5 (Tabela 2).

Os achados mais comuns deste estudo em relacdo as complicagbes poOs-
operatorias foram: nduseas e vomitos (N=39, 75%), febre (N=12 ,22%), internagdo em

UTI (N=33, 65%) e reexploracao cirurgica (N=5, 10%). Achados tais como fistulas e
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deiscéncias de sutura ndo foram observados durante o follow-up; ndo se registraram
Obitos no decorrer da pesquisa. Estudo que acompanhou 300 pacientes
gastrectomizados relatou dados semelhantes ao presente estudo, exceto quanto a
mortalidade, aqui n&o relatada (Andreollo; Lopes; Coelho Neto, 2011b).

Em adicdo, outro estudo avaliou as complicagcbes que necessitavam de
reexploracdo cirurgica; observou-se que seus dados corroboram os do presente
estudo em relacdo ao nivel relativamente reduzido dessas complicacdes (Braghetto
et al., 2020).

Quanto aos probidticos relacionados a ocorréncias de complicagbes poOs-
operatorias, os dados desta pesquisa ndo foram positivamente relacionados ao grupo
probidtico (+), ndo havendo diferencas quando avaliado o seu uso ou ndo na reducao
das complicacdes (Figura 13).

Compararam-se os dados deste estudo com os da literatura e observou-se, por
meio de uma revisdo sistematica, que, para que haja uma minima modulacdo da
microbiota intestinal na expectativa de que isso possa interferir positivamente na
reducdo de complicacdes, o tempo de uso de probidticos gira em torno de oito
semanas (Senga; Liu; Frangella, 2023).

Figura 13 — Avaliagcdo das complicac¢des cirdrgicas entre 0os grupos probiético (+) G4 e probidtico (-)
G5.
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Dentre os resultados desta pesquisa, foi possivel observar um maior percentual
de classificados em graus 3 a 5 de C-V, com muitas complicacdes (60%) no grupo
probiotico (+), o que demonstra ndo haver interferéncia positiva na reducdo de

complicagBes ao usar sete dias de probioticos conforme o protocolo deste estudo.

10.4 Dados da avaliacdo de mediadores soluveis da inflamacao

Dos grupos avaliados durante a pesquisa, apenas 0S grupos probiotico (+)
(N=12), probidtico (-) (N=12) — ambos, antes e depois da intervencdo — e grupo
controle (N=12) fizeram coleta de soro para quantificacdo dos mediadores
imunolégicos solluveis, também chamados de citocinas pré- e anti-inflamatorias.
Assim, foram realizadas as analises das citocinas CXCL-8, IL-1B3, IL-6, TNF, IL-2, IL-
12p70, INF-y, IL-17A, IL-4 e IL-10 no sangue periférico de 24 pacientes com cancer
gastrico e de 12 individuos saudaveis no grupo controle (GC) com média de idade de
62,7 anos (+ 12,2). Vale ressaltar que o grupo de pacientes com cancer gastrico foi
dividido em pacientes que receberam ou néo a intervencédo com probidticos (Pré®) e
Pré®), respectivamente).

A Figura 14 mostra o perfil de moléculas imunoldgicas antes da intervencgdao,
sendo observado que os pacientes com cancer gastrico apresentavam quadro de
imunossupressao, com concentracdo significativamente menor das citocinas
inflamatorias IL-18, IL-2 IL-12p70 e INF-y, com aumento significativo da citocina
regulatéria IL-10. Adicionalmente, foi observado aumento da citocina IL-17A, mas com
resultado significativo apenas no grupo de pacientes com cancer gastrico que nao
receberam intervencdo com probidticos (Pré®)).

Esses dados vao ao encontro do que foi publicado por Sanches et al em 2017,
gue relataram que os niveis de citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10, IFNy, IL-4 podem
prever a malignidade de uma lesdo gastrica. Isso esta associado aos resultados da
presente pesquisa com o prognostico do cancer gastrico, além de ficar evidenciado o
estado de imunossupressao nos casos de cancer, quando comparados com o controle
(Sanchez-Zauco et al.,, 2017). Corroborando dados de estudos acerca de cancer
gastrointestinal, dados importantes do presente estudo assinalam uma reducao das
citocinas inflamatérias e aumento das regulatérios, o que pode mostrar o papel

imunossupressor do cancer (Li, Jun et al., 2016).
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Uma resposta anti-inflamatéria sistémica Thl foi observada também com uma
maior expressao da IL-10, que € uma citocina que inibe a producéo de varias citocinas
inflamatdrias por macréfagos e CDs (células dendriticas) ativadas, incluindo IL-1, TNF
e IL- 12; e, quando se observou a sua expressao, pode-se notar que, em comparacao
ao grupo controle, foi expressivamente maior. Isso denota uma ativacao de linfocitos
Treg no intuito de controlar a producdo de citocinas pro-inflamatérias (Sonnenberg;
Artis, 2015).



Figura 14 — Concentracao de citocinas pro6- e anti-inflamatérias entre os grupos controle e de pacientes sem e com intervengdo com probiéticos no pré-operatério
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Quando se analisa a concentracdo dessas moléculas imunoldgicas apos a
intervencdo com probidticos e o procedimento cirdrgico, observa-se que ndo ha
diferencas significativas entre as concentracdes de citocinas pro- e anti-inflamatorias
entre os grupos de pacientes com céancer gastrico (Figura 14). Embora ndo seja
observada producéo significativamente maior no grupo que fez o uso de probioticos
(P6s™), é digno de nota que esses pacientes apresentaram concentragdo maior de
citocinas pro-inflamatoérias (IL-18, IL-6, IL-2 IL-12p70, INF-y e IL-17A), com menor
producdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-4) e regulatérias (IL-10) quando se
compara com a concentragdo de citocinas antes da intervengcdo com probidticos e o
procedimento cirdrgico.

Tratando-se da resposta Th17, que é representada principalmente pela citocina
IL-17A, no presente estudo, no grupo intervencdo com probidticos, houve uma
discreta reducédo quantitativa quando comparada com 0 mesmo grupo no momento
pré-operatorio; infere-se que essa resposta pode ter sido modulada pela IL-10 que foi
demonstrada na Figura 14. Isso pode se dar por processo de reconstituicdo imune
apos a retirada do cancer (Waskiel-Burnat et al., 2021). E importante modular o
processo de resposta imunoldgica; nesses pacientes, este estudo mostrou o potencial
do uso de probidticos nessa premissa, com 0 que se observou uma tendéncia ao
controle da resposta imune no grupo probiotico (+).

Quanto aos niveis levemente elevados de IL-4 em pacientes com intervencao
em comparagao ao grupo controle encontrados neste estudo, séo consistentes com o
que foi descrito anteriormente (Villagran et al., 2021a; Bednarz-Misa et al., 2020), uma
vez que essa citocina foi encontrada elevada em outros estudos em todos os tipos de
CG, mas também no cancer colorretal, especialmente quando quantificada localmente
no microambiente tumoral. A IL-4 tem sido associada a pacientes com CG que
apresentam alta taxa de mortalidade e disseminacao de lesGes primarias. Também foi
descrito que o0s niveis plasmaticos dessa citocina se correlacionam com 0s niveis
detectados na area proxima ao tumor (Bednarz-Misa et al., 2020).

Quando se observam os niveis de IL-4 entre 0s grupos, notou-se que, No grupo
intervencao com probidticos, essas concentracdes parecem reduzir levemente mesmo
na vigéncia do procedimento cirdrgico, porém os dados estatisticos mostram que o
uso de probioticos ndo pareceu ter relagdo positiva sobre a IL-4 nesse grupo (p-valor
>0,05) (Erawijantari et al., 2020) (Figura 15).



Figura 15 — Concentracéo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias entre os grupos controle e de pacientes sem e com intervencdo com probioticos no pés-
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Em seguida, avaliou-se a interacdo das moléculas imunoldgicas antes e apés
a intervencgdo e procedimento cirdrgico realizado nos pacientes com cancer gastrico.
Na Figura 16, observa-se que o0s pacientes com cancer gastrico na fase pré-
operatéria apresentavam poucas interacdes quando comparado ao grupo controle, o
gue evidencia o processo de imunossupressao destes. Além disso, nota-se que o
grupo Pré® que viria a receber o uso de probidticos apresentava poucas interacées
das citocinas IL-13, IL-6, IL-2 e IL-12p70). Ap0s a realizacdo do procedimento cirdrgico
Nnos grupos sem e com intervencao do uso de probidtico, notou-se que os pacientes
apresentaram interacdes mais concentradas em algumas citocinas inflamatorias e

reducdo no numero de interagBes da citocina regulatéria IL-10.

Figura 16 — Rede de interagdo entre as moléculas imunoldgicas entre 0s grupos controle e de
pacientes sem e com interveng¢é@o com probioticos no pré e pos-operatorio.
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10.5 Dados da microbiota intestinal

10.5.1 Resultado do processamento das reads

A fim de determinar 0 nimero de reads necessarias para garantir a cobertura

de toda a diversidade bacteriana (saturagdo), curvas de rarefagdo foram construidas
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para todas as amostras, com um platé que indicava todas elas com o nimero de reads

obtidas em cada uma delas (Figura 17).

Figura 17 — Curva de saturacdo das 36 amostras sequenciadas.
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Fonte: O autor.

Foram observados diferentes perfis de curvas de saturacéo para as amostras:
algumas saturaram em torno de 25.000 reads; a maioria, por volta de 30.000 reads;
e, para outras poucas, mais de 50.000 reads foram necessérias. Tal variacdo pode
ser explicada por algumas razbes, tais como a prOpria variabilidade microbiana

individual do ser humano.

10.5.2 Diversidades alfa e beta

A diversidade alfa permite indicar quao diversa € a comunidade bacteriana de
uma amostra. Para isso, observa-se a riqueza, que se refere ao numero de espécies

observadas; e a abundancia (frequéncia), que considera a distribuicdo dessas



102

diferentes bactérias na amostra. Dentre os principais indices utilizados para
determinacdo da diversidade alfa, pode-se citar o Observed, que avalia
exclusivamente a riqueza de bactérias; o Shannon, que considera tanto a riqueza
guanto a abundancia, com maior peso na primeira; 0 Simpson, que, ao contrario do
Shannon, coloca maior peso na abundancia; e, por dltimo, o Chaol (que nao foi
avaliado neste estudo), que considera a riqgueza, mas também leva em consideragao
as espécies menos abundantes na amostra (identificadas apenas uma ou duas vezes)
(Lande, 1996).

Para a avaliagdo da diversidade, inicialmente analisou-se as amostras de
conteudo fecal. Em nivel de OTU, na avaliacdo da diversidade alfa, compararam-se
pacientes que fariam gastrectomia por cancer no pré e pés-operatério, 0 que mostra
gue a cirurgia tem potencial de modificar a diversidade alfa bacteriana (Figura 18).

N&o se observaram diferencas significativas em nenhum dos indices avaliados

(Observed e Shannon), com p-valor 0,66 e 0,2, respectivamente (Figura 18 A, B e C).
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Figura 18 — Diversidade alfa da microbiota bacteriana recuperada de amostras fecais no pré
e pos-gastrectomia por cancer no Amazonas. Diversidade alfa: teste T para os indices
Observed e teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para os indices de Shannon.

Figura 18-A — indices Observed e Shannon da microbiota bacteriana,
sem uso de probidticos, antes e apds a gastrectomia.
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Figura 18-B — Diversidade alfa da microbiota bacteriana em relagao a abundancia relativa de classes
de bactérias (%), sem uso de probioticos, antes e apés a gastrectomia.
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Figura 18-C — Diversidade alfa da microbiota bacteriana em relagcao a abundancia relativa de géneros
de bactérias, sem uso de probiéticos antes e apoés a gastrectomia.

PRE-OPERATORIO POS-OPERATORIO
1.00
0.75 I I
@
5}
c
o
2050
S
=1
<<
0.25
0.00

g__Clostridia_UCG-014 . g__Parabacteroides

. g__ Prevotella

g__ Dialister g__ Roseburia

. g__ [Eubacterium]_coprostanoligenes_group .
. g__ [Eubacterium]_siraeum_group
. g__Akkermansia
g__Alloprevotella
Genus . g__Bacteroides
. g__Bifidobacterium

g__Coprococcus

g__Dickeya Ruminococcus

g__Eisenbergiella __Subdoligranulum

g__Faecalibacterium . __Treponema

. g__ Butyrivibrio g__Holdemanella _ UCG-002
. Catenibacterium g__Lachnoclostridium __ UCG-005
. __Christensenellaceae_R-7_group g__Lactobacillus 5% abund.

Em seguida, avaliaram-se também as diversidades alfa (Observed e Shannon)
em relacao as variaveis clinicas como Clavien-Dindo (Figura 19 D) (mede grau de
complicagBes no pos-operatorio), angulo de fase (Figura 18 E) e estadiamento clinico
do cancer (Figura 18 F e G).
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Figura 18-D - Diversidade alfa da microbiota bacteriana pelos indices Observed e Shannon em
relagdo ao grau de complicagdes Clavien-Dindo com uso de probioticos.
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Figura 18-E — Diversidade alfa da microbiota bacteriana em relacdo ao angulo de fase (AF°), sem
uso de probidticos, antes e apds a gastrectomia.
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Figura 18-F — indices Observed e Shannon da microbiota bacteriana em relacdo ao estadiamento do
cancer, sem uso de probioticos, antes e apés a gastrectomia.
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Figura 18-G - Diversidade alfa da microbiota bacteriana em relagdo a abundancia relativa de
géneros de bactérias em relagdo ao estadiamento do cancer (T3 e T4) sem uso de probioticos.
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Figura 18-H — Diversidade alfa da microbiota bacteriana em relacdo as diferengas entre os grupos
controle e cancer.
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Figura 18-1 — Abundancia relativa em relagao as diferengas entre os grupos controle e cancer no pré-operatorio.
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No que diz respeito a configuracéo bacteriana nas fezes tanto no grupo cancer

guanto no controle, em diferentes periodos de avaliacdo, que incluem os momentos
pré e pds-operatério, bem como o0 uso ou ndo de probidticos, nenhum indice de
diversidade alfa demonstrou divergéncia significativa (p-valor>0,05) (Koga, 2022).
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Quanto a diversidade beta, que avalia as dissimilaridades tanto qualitativas,
guanto quantitativas entre as amostras, observa-se a similaridade das abundancias e
a distancia entre as bactérias na arvore filogenética de forma que, quanto mais
proximas, mais similares as comunidades. O indice Unweighted UniFrac considera
apenas as distancias filogenéticas entre as bactérias, enquanto o Weighted UniFrac
leva em consideracdo também as abundéancias relativas entre os microrganismos
(Lozupone et al., 2007). Na avaliacdo da diversidade beta por meio do método de
reducdo de dimensionalidade Principal Coordinates Analysis (PCoA), também néao
foram observadas diferencas entre os dois grupos probidticos e controle (Figura 19A,
B).

Figura 19 — Diversidade beta da microbiota bacteriana recuperada de amostras fecais no pré e pos-
gastrectomias por cancer no Amazonas. A) em relacdo ao grau de complica¢fes Clavien-Dindo (p-
valor 0,528); B) em relacédo ao angulo de fase (AF°) (p-valor 0,363); C) em relagdo as diferencas entre
0s grupos controle e cancer. Diversidade beta: R: coeficiente de dissimilaridade
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Na avaliagdo da diversidade beta por meio do método de reducdo de
dimensionalidade Principal Coordinates Analysis (PCoA), também ndo foram
observadas diferencas entre os dois grupos (Figura 19B).

A composicdo da microbiota aderida a mucosa intestinal varia
significativamente, a depender da regido amostrada. Vuik e colaboradores, em 2019,

coletaram bidpsias em nove regides diferentes do intestino, contemplando tanto o trato
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gastrointestinal alto (es6fago até o ileo proximal), quanto o baixo (ileo distal até o reto)
(Vuik et al., 2019). Isso foi observado no presente estudo, pois o material fecal usado
para avaliacao refletiu a microbiota transiente em todos os segmentos do intestino, o
gue mostra um padrao de diversidade e de abundancia variavel.

Sabe-se também que a composi¢do da microbiota € modulada principalmente
por fatores externos, tais como dieta, uso de medicamentos e estilo de vida. (Gilbert
et al., 2018). Dado que os pacientes incluidos neste estudo passaram por tratamento
cirargico digestivo, em termos, seria esperado detectar diferencas na composi¢cao da
microbiota das amostras coletadas. Por outro lado, sabe-se também que a microbiota
intestinal € extremamente resiliente na sua composicdo e que, apesar das
perturbagcdes induzidas pelos diferentes fatores externos e internos, ela tende a
retornar ao seu estado de homeostase e, quando possivel, a sua composicao inicial.
Dessa forma, a auséncia de diferencas nas diversidades alfa e beta entre os grupos
probidtico (+), probidtico (-) e controle pode ser parcialmente explicada pela resiliéncia
da composi¢do microbiana.

Virinder Sarhadi et al. (Sarhadi et al., 2021) realizaram o sequenciamento do
DNA fecal de individuos finlandeses, dos quais 29 pacientes com adenocarcinomas
gastricos, 23 tumores com estromais gastrointestinais e 13 controles saudaveis. Nao
foi identificada uma diferenca significativa para o indice de Shannon entre os grupos
cancer versus controle, dados semelhantes aos desta pesquisa. No entanto €&
pertinente dizer que o numero de individuos avaliados € uma limitacdo importante
deste estudo.

Vale ressaltar que a heterogeneidade de resultados encontrados na literatura
e neste estudo podem estar relacionadas com uma série de fatores que impactam em
sua diversidade, como evidenciado por um estudo relevante proveniente do Consércio
de Microbioma Humano (Structure, Function and Diversity of the Healthy Human
Microbiome, 2012), o qual avaliou 4.788 amostras de diversos tecidos/locais (saliva,
fezes, vagina) de 242 adultos sem doenca. Foi evidenciado que, embora a diversidade
tenha uma relacdo com a dieta, com o ambiente, com a genética do hospedeiro e com
a exposicdo microbiana precoce, essa diversidade varia muito e esta muito ligada ao

tipo de nicho, ou seja, ao tipo de material (tecido/fecal) que esta sendo avaliado.
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10.5.3 Filos

Avaliando os filos, dentre os cincos mais abundantes, os que se destacam entre
ambos os grupos foram os Firmicutes, com 56,4% no grupo cancer e 67,2% no grupo
controle em média, seguidos de Bacteroidetes, com 30% no grupo cancer e 26% no
grupo controle; o filo Proteobacteria, com 10,4% no grupo cancer e 2,5% no grupo
controle; o filo Actinobacteria, com 0,9% no grupo cancer e 1,6% no grupo controle; e
por fim um filo distinto, o filo Verrucomicrobiota, com menos de 1% em ambos o0s
grupos (Figura 20); os demais filos representam menos de 0,9% da populagéo
microbiana presente nas amostras. Essa configuracao de filos corrobora a literatura
publicada sobre o tema (Zhang, Xinmei et al., 2021), em que a proporc¢éao da relagao
normal de Firmicutes/Bacteroidetes esta em torno de valores entre 1,3 a 3,2 em dados

normais da microbiota.

Figura 20 — Boxplot da abundancia relativa dos filos de grupos cancer e controle.
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No presente estudo, essa proporc¢ao foi de 1,88 no grupo cancer; e no grupo
controle foi de 2,56 e, apesar de estar dentro da faixa considerada para microbiota
saudavel, quando voltado o olhar para a diferenciacdo dos principais filos da

composicdo dos dados deste trabalho, vé-se uma leve disparidade entre os filos, de



112

sorte que Bacteroidetes estdo em menor abundancia no grupo controle frente ao filo
Firmicutes, com 56,4% no grupo cancer e 67,2% no grupo controle (Figura 20).

Na distribuicéo de filos, achados importantes trazem a luz a mudanca do padréo
de microbiota no doente com cancer; resultados desta pesquisa demostram um
aumento da abundéancia do filo Proteobacteria no grupo cancer (10,4%) — dados que
corroboram os achados de outro estudo (Shin; Whon; Bae, 2015a).

Sabendo que a microbiota saudavel apresenta uma propor¢do aproximada de
até no maximo 5% desse filo (Costello et al., 2009; Shin; Whon; Bae, 2015b; Structure,
Function and Diversity of the Healthy Human Microbiome, 2012), pode-se inferir que
no grupo avaliado houve uma drastica mudanca influenciada por fatores tumorais e
inflamatorios, o que é indicativo de uma comunidade microbiana instavel, e tal fato

configura o que chamamos de disbiose.

10.5.4 Firmicutes

Esta investigacdo mostrou que 100% dos géneros bacterianos diferencialmente
abundantes pertenciam a esse filo — 0 mais abundante em pacientes deste estudo —,
sendo 56,4% no grupo cancer e 67,2 % no grupo controle.

Os géneros bacterianos pertencentes a esse filo sdo habitantes gastricos
tipicos; e, embora os Firmicutes também sejam altamente prevalentes e dominantes
nas partes inferiores do trato digestivo, deve-se enfatizar que os grupos taxonémicos
normalmente encontrados em amostras gastricas (e no intestino delgado) pertencem
predominantemente a Bacilli e a ordens Negativicutes (familias Streptococcaceae,
Lactobacillaceae e Veillonellaceae). Os residentes colénicos predominantes da ordem
Clostridiales (membros de Lachnospiraceae e Ruminococcaceae) sd0 escassos em
amostras gastricas e, quando relatados, esses grupos sao representados por géneros
atipicos para o trato Gl inferior (Rajilic-Stojanovic et al., 2020).

Importantes membros desse filo estavam também presentes nos resultados
desse estudo, tais como Negativibacillus, Streptococcus, Lachnospiraceae etc., cujos
dados sdo semelhantes aos desta pesquisa, confirmando a hipotese desse perfil de

microbiota como preditor biol6gico para cancer gastrico.
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10.5.5 Bacteroidetes

O segundo filo mais abundante nos resultados desta pesquisa foi o
Bacteroidetes, com 30%, no grupo cancer e 26% no grupo controle, constituido
principalmente de bactérias gram-negativas. Esse grupo de bactérias possui
caracteristicas fermentativas e com capacidade de modular o sistema imune de forma
benéfica. No filo Bacteroidetes, dois géneros bacterianos s&do prevalentes:
Bacteroides e Prevotella, associados a manutencdo da saude intestinal e a prevencao
de doencas. Apesar de as espécies do género Bacteroides serem mais
frequentemente encontradas e mais abundantes, quando h& presenca de Prevotella,
esse género se torna prevalente (Liang et al., 2019). Comparativamente, os dados
deste trabalho se mostram semelhantes as caracteristicas da literatura cientifica,

guando observada uma propor¢cdo maior dos géneros Bacteroides.

10.5.6 Proteobacteria

Sobre o filo Proteobacteria, alteragcdes importantes na rotina alimentar do ser
humano estéo intimamente ligadas a doencas. Um florescimento de Proteobacteria
no intestino pode refletir uma estrutura instavel da comunidade microbiana intestinal;
essa estrutura instavel pode ser observada em estados de auséncia de doenca (por
exemplo, periodo neonatal) (Jakobsson et al., 2014) e apds cirurgia de by-pass
gastrico (LIOU et al., 2013) e estados de doenca (por exemplo, disturbios metabdlicos)
(Fei; Zhao, 2013) e inflamagao intestinal (Morgan et al., 2012).

O rearranjo gastrointestinal pela cirurgia gastrica pode alterar o pH, o fluxo biliar
e 0s hormonios intestinais — fatores que influenciam a abundéancia de Proteobacteria
—, condicdo semelhante que ocorreu com os pacientes deste estudo com diagndstico
com cancer gastrico submetidos a gastrectomias, o que pode ainda ser correlacionado
com a resposta imune proé-inflamatéria, como foi demonstrado anteriormente nos
dados relativos ao discreto aumento da calprotectina fecal.

Dentro desse filo, destaca-se uma espécie bacteriana chamada Helicobacter
pilory, que é a maior responséavel pelo aparecimento do CG, o qual é considerado um
cancer associado a inflamacgéo. Conhecida como fator de risco Classe |, a infeccao

por H. pylori pode estimular respostas imunes e inflamagéo, regular muitas vias de
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sinalizacdo e induzir acloridria, atrofia epitelial e displasia. Portanto a erradicacao

eficaz do H. pylori poderia prevenir o cancer gastrico (Doorakkers et al., 2016).

10.5.7 Bactérias diferencialmente abundantes

Dos 199 géneros identificados nas 36 amostras de material fecal, apenas 123
(62%) tém uma frequéncia média superior a 1% no grupo controle; e no grupo cancer
a frequéncia foi de 70 géneros (35%), o que indica que a composi¢cao da microbiota é
dominada por poucos géneros no grupo cancer. Os demais seis géneros
apresentaram frequéncias médias entre 0,00069% e 0,98%, sugerindo que, apesar
do elevado numero de géneros presentes no material fecal, poucos estdo em maior
guantidade, sendo questionavel se sdo capazes de exercer efeitos significativos no
microambiente, além de estarem relacionados a um possivel padrao disbiotico.

Figueiredo et al., em 2020, (Figueiredo; Kramer, 2020) descreveram algumas
das interacfes existentes entre 0s microrganismos, bem como entre esses e 0
hospedeiro humano, sendo as principais: cooperacdo, competicdo e predacdo. Na
cooperacao, microrganismos de diferentes espécies secretam metabélitos no meio,
que sdo compartilhados entre os demais seres presentes naquele microambiente
(Figueiredo; Kramer, 2020). Nesse processo uma adaptacdo mutua entre a microbiota
e o0 hospedeiro parece ocorrer quando as células humanas liberam substancias que
beneficiam os microrganismos e favorecem seu crescimento. Em um cenario de
competicéo, diferentes mecanismos podem coexistir como a disputa por nutrientes,
interferéncia nas sinalizacbes entre bactérias ou, ainda, secrecdo de toxinas que
inibem o crescimento ou a colonizacdo de outros microrganismos. Por ultimo, na
predacdo, pode acontecer de a presenca de uma determinada espécie impedir o
crescimento de outra. Nesse sentido, as bactérias presentes em maior frequéncia na
mucosa provavelmente tém maior capacidade de exercer influéncia sobre a
comunidade por controlarem o crescimento de outras, bem como por produzirem
maior quantidade de metabdlitos favoraveis ao seu proprio desenvolvimento,
culminando assim no aumento da sua frequéncia e no estabelecimento de vantagens
competitivas no tecido.

Alguns géneros bacterianos se mostraram diferencialmente abundantes

guando comparados 0s grupos controle e cancer. Avaliou-se essa premissa tambéem
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comparativamente entre estes (controle e cancer) para citocinas inflamatérias e grau
de Clavien-Dindo (complicacdes pds-operatorias) a fim de tentar traduzir as diferencas
bacterianas entre oncologicos.

Para analise comparativa da microbiota entre pré, pos-operatorio e controle, os
pacientes foram classificados em trés grupos para melhor andlise estatistica
comparativa, pré-operatoério (n = 23*), pés-operatério (n = 24) e controle saudavel (n
= 24) de acordo com a condi¢cdo clinica de cada grupo. Por meio de teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, foi possivel identificar que os géneros bacterianos
Anaerofilum, Anaerostipes, Monoglobus, Nocardia, RF39, Tepidibacter apresentaram
diferenca significativa entre os grupos em questao, considerando um valor p inferior a
0,05 (Tabela 5).

Inicialmente se fez uma analise comparativamente apenas entre 0s grupos
(pré, pos-operatorio e controle) para verificar se entre eles havia bactérias

diferencialmente abundantes e que fossem correlacionadas na literatura cientifica.

Tabela 5 — Analise comparativa da microbiota intestinal dos pacientes estratificados classificados em
pré-operatorio (n = 11*), pés-operatério (n = 12) e controle saudavel (n = 12) de acordo com a condi¢ao
clinica de cada grupo por meio de teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Média da abundéancia
relativa das sequéncias bacterianas (x10.000) seguida de desvio padrdo entre parénteses (P valor <
0.05).

Género CT POS PRE P

Anaerofilum 1,73 (2,21) 0 (0) 0,16 (0,63) 0,039
Anaerostipes 80,53 (105,96) 19,86 (67,81) 52,71 (105,7) 0,047
Monoglobus 20,58 (37,85) 0,84 (2,97) 0,26 (0,99) 0,044
Nocardia 17,61 (15,57) 0,66 (1,98) 1,15 (3,16) 0,009
RF39 43,99 (83,95) 0,21 (1,03) 7,04 (22,08) 0,035
Tepidibacter 10,05 (18) 3,92 (11,15) 1,96 (5,49) 0,026

Os valores de p foram ajustados conforme o procedimento de Benjamin-Hoccheberg
*Foi excluida uma amostra por baixa qualidade do sequenciamento metagenémico.

Conforme se pode observar na Tabela, os seis géneros bacterianos mais
abundantes foram Anaerofilum, Anaerostipes, Monoglobus, Nocardia, RF39,
Tepidibacter; os géneros prevalentes foram o Anaerofilum (1,73%), Anaerostipes
(52,71) e Nocardia (17,61%); a maioria deles sédo do filo Firmicutes; e apenas um, o
Nocardia, € de filo diferente, que é o das Actinobactérias. Firmicutes estao
relacionados com diversos processos em saude e doenca, tais como doencas

autoimunes e cancer (Islam et al., 2022).
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Um dos géneros achados nos dados deste estudo foi o Anaerofilum,
pertencente ao filo Firmicutes; ele foi descrito pela primeira vez por Zenner em 1996
(Zellner et al., 1996) e se mostrou reduzido nos dados deste trabalho quando avaliado
0 grupo cancer tanto no pré quanto no pés-operatdrio e aumentado no grupo controle
(p-valor 0,0004) (Figura 21-A).

O Anaerofilum é um género pouco relacionado ao céncer; na descricdo da
literatura, € encontrado em proporc¢éo reduzida nos casos de doenca de Graves (Cao
et al., 2023) e em casos de depresséao (Barandouzi et al., 2020a), bem como em atrofia
muscular espinhal — nesta em quantidade reduzida (Feng, Yijie et al., 2023).

Em relacdo ao gerenciamento da obesidade e os periodos do sono no relogio
cronoldgico, recentemente foram identificadas trés bactérias relacionadas a
obesidade; dentre elas o0 género da discussao deste trabalho, o Anaerofilum, a ordem
Enterobacteriales e outra de sua familia, a Enterobacteriaceae, que contribuem para
gue se torne uma pessoa notivaga. Especificamente, o género Anaerofilum pertence
aos Firmicutes e é conhecido por integrar a “microbiota obesogénica” (Yue et al.,
2023).

Anaerofilum também esta reduzido quando avaliados os perfis do metabolismo
fecal do triptofano em pacientes com cancer colorretal, o que mostra assim seu papel
na regulacdo de vias metabdlicas do tumor (Sun et al., 2020).

Outro género muito abundante (80%) nos dados do presente estudo € o
Anaerostipes, que também pertence ao filo Firmicutes, que aqui se mostrou
aumentado nos grupos controle (p-valor 0,000066) e pré-operatério (p-valor 0,0053);
observou-se, todavia, que no grupo pés-operatorio houve reducéo desse género.

E um importante produtor de AGCC (4cido graxo de cadeia curta),
especialmente o butirato, que € um importante metabdlito nas diversas vias
metabdlicas celulares, inclusive de supresséo tumoral (Singh, Vineet et al., 2023a).

Além disso, estudos relatam que a abundancia de Anaerostipes diminuiu
significativamente em individuos com diabetes tipo 2 de origem africana e europeia
(Doumatey et al., 2020; Zeevi et al., 2019). Varios estudos mostraram que bactérias
desse género sdo capazes de interagir com outros micrébios com diversas
capacidades catabdlicas que produzem lactato (Belzer et al., 2017; Duncan; Louis;
Flint, 2004). Atualmente existem quatro espécies conhecidas de Anaerostipes,
incluindo A. caccae, A. rhamnosivorans, A. hadrus e A. butyraticus. As espécies desse
género ndo sdo apenas capazes de utilizar uma ampla gama de carboidratos, mas

também lactato e acetato para a butirogénese. Enquanto A. hadrus pode usar apenas
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d-lactato, A. caccae e A. rhamnosivorans, as demais sdo capazes de usar 0s
estereoisbmeros de L-lactato, que sdo amplamente produzidos no trato intestinal
humano e acumulados em pacientes com disturbios gastrointestinais e até cancer
(Hove; Nordgaard-Andersen; Mortensen, 1994). A. rhamnosivorans esta entre as
espécies mais versateis do género e € a Unica que tem a capacidade de fermentar a
ramnose da dieta em butirato.

Estudos recentes sugeriram que a bactéria intestinal Anaerostipes pode
conferir efeitos protetores contra tipos especificos de céancer. Notavelmente, em
modelos murinos, € observada uma associacdo negativa entre a abundancia de
Anaerostipes e a incidéncia de cancer colorretal; e acredita-se que esses mecanismos
de protecdo estejam ligados a producdo de butirato e ao aumento da fungdo da
barreira intestinal (Singh, Vineet et al., 2023a), exercendo também papel inibitério na
formacdo do colangiocarcinoma intra-hepatico (Chen, Zhitao et al., 2023).
Notavelmente os dados deste trabalho sdo semelhantes a esses quando observada
a comparacdo entre grupo controle e grupo pos-operatério, com significancia
estatistica forte (p-valor 0,00061) (Figura 21-B).

Anaerostipes foi relacionado em estudo com pacientes diagnosticados com
cancer de pancreas, e nestes foi observado uma reducéo desse género; também foi
citado como marcador biolégico para fator de protecdo que se correlacionou
positivamente com o tempo de sobrevida desses individuos (Pourali et al., 2024).

Nesse contexto outro género bacteriano que se sobressaiu estatisticamente foi
a Nocardia, cujo género é nomeado em homenagem a Edmond Isidore Etienne
Nocard (1850-1903), um veterinario e microbiologista francés que descobriu a
bactéria em 1888, em um caso de farsa bovina. Ele chamou essa bactéria filamentosa
e ramificada de Streptothrix farcinica (do grego streptds — “torcido”; e thrix — “cabelo”).
Farcy (farcin em francés antigo) é uma forma de mormo cutaneo, caracterizada por
inchaco superficial dos linfonodos e formacao de nddulos ulcerativos sob a pele (latim
tardio farciminum — “mormo”; do latim farcimen — “uma salsicha”; de farcire “rechear”)
(Opperman, 2020).

Blanchard renomeou o organismo como Nocardia asteriodes em 1896.
Trabalhos taxondmicos adicionais em 1962 resultaram em Nocardia asteroides
substituindo Nocardia farcinica como espécie-tipo do género Nocardia (Opperman,
2020).

As bactérias afiliadas ao género Nocardia sao actinomicetos, ou seja,

pertencentes ao filo Actinobacteria; sdo aerdbias e gram-positivas amplamente
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encontradas em habitats aquaticos e terrestres. Como patégenos ocasionais, Varios
deles causam doengas infecciosas chamadas “nocardioses”, que afetam os pulmdes,
0 sistema nervoso central, os tecidos cutaneos e outros. Além disso, 0s membros do
género Nocardia apresentam uma enorme versatilidade metabdlica. Por um lado,
muitos metabdlitos secundarios foram isolados de membros desse género, que exibe
diversas atividades biol6gicas como atividades antimicrobianas, antitumorais,
antioxidantes e imunossupressoras. Por outro lado, muitas espécies séo capazes de
degradar ou de converter hidrocarbonetos téxicos alifaticos e aromaticos, polimeros
naturais ou sintéticos e outros poluentes ambientais generalizados (Luo; Hiessl;
Steinbtichel, 2014).

Nos dados deste trabalho esse género mostrou-se aumentado no grupo
controle e reduzido nos grupos pré e pés-operatorio (p-valor 0,0089), o que demonstra
desequilibrio em um género de resposta positiva para saude intestinal conforme
relatado por Luo em 2014 (Luo; Hiessl; Steinblchel, 2014) (Figura 21-D).

Figura 21 — Analise comparativa de bactérias diferencialmente abundantes nos grupos controle e
cancer (no pré e pbs-operatorio), onde: A) Média da abundancia relativa de Anaerofilum (p-valor 0,038);
B) Média da abundéancia relativa de Anaerostipe (p-valor 0,046); C) Média da abundancia relativa de
Monoglobus (p-valor 0,044); D) Média da abundancia relativa de Nocardia (p-valor 0,008); E) Média da
abundancia relativa de RF-39 (p-valor 0,035); F) Média da abundéncia relativa de Tepidibacter (p-valor
0,026). Realizado teste para variaveis nao paramétricas de Kruskal-Wallis.
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Para que se pudessem visualizar de forma mais ampla os géneros

diferencialmente abundantes relacionados a resposta do uso de probiético, houve a

decisédo de entdo separar 0s grupos comparando apenas 0S grupos probiotico (+) e
probiético (-) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Analise comparativa da microbiota intestinal dos pacientes estratificados em (probiotico (+)
(n=12) e (probidtico (-) (n=12) por meio de teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Média da abundancia
relativa das sequéncias bacterianas (x10.000) seguida de desvio padrdo entre parénteses (P valor <
0.05).

Género Probidtico (+) Probidtico (-) P

Butyricimonas 3,97 (9,86) 32,17 (47,12) 0,022
Hydrogenoanaerobacterium 0 (0) 5,67 (14,86) 0,037
Negativibacillus 33,69 (73,33) 1,46 (5,05) 0,041
Streptococcus 105,1 (178,33) 11,99 (27,29) 0,019
UCG-003 11,8 (21,49) 42,54 (51,96) 0,048

Nota: Os valores de p foram ajustados conforme o procedimento de Benjamin-Hoccheberg.

Esses dados identificaram maior abundancia do género Streptococcus
(105,1%) no grupo probidtico (+), um género do tipo gram-positivo do filo Firmicutes.
Discutir-se-a apenas esse género, pois foi o0 mais significativo (p-valor 0,019) (Figura
22).

Figura 22 — Média da abundéncia relativa de Streptococcus (p-valor 0,0019).
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Quanto ao potencial carcinogénico do Streptococcus, tem sido relatada a
producao de TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-8 pelo hospedeiro (dados que serdo discutidos no
préximo tépico) como um mecanismo de defesa ante a presenca de espécies como
Streptococcus bovis e S. gallolyticus, mas em longo prazo pode gerar a producédo de

algumas moléculas de Oxido nitrico e radicais livres (superoxido, peroxinitritos,
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radicais hidroxila e radicais alquilperoxi), que tém potencial mutagénico no material
genético do hospedeiro (Abdulamir; Hafidh; Abu Bakar, 2011).

A maioria das espécies de Streptococcus ndo sao prejudiciais, no entanto
estudos recentes sugerem sua associacdo ao cancer gastrico. Em particular, a
pesquisa de Zi et al. em 2022 descreveu que 0 Streptococcus € prevalente na
cavidade oral, no estbtmago e no intestino de pacientes com cancer gastrico e
aumenta nos tecidos tumorais, 0 que sugere que pode ser a bactéria patogénica
subjacente responsavel por essa neoplasia (Zi et al., 2022a).

Esse mesmo género foi avaliado em outro estudo chinés contendo 124
amostras de tecido gastrico (62 da lesdo cancerosa e 62 da mucosa gastrica
adjacente), provenientes de 62 individuos que realizaram gastrectomia parcial em um
hospital daquele pais. Os autores também identificaram que esse género esta mais
abundante no tecido tumoral (Chen, Xiao-Hui et al., 2019). E importante dizer que
nesse mesmo trabalho foi vista uma interacdo simbiética entre Streptococcus,
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Dialister e Prevotella no grupo cancer, fato que
pode indicar um papel importante desses géneros na manutencdo do microambiente
tumoral (Chen, Xiao-Hui et al., 2019).

Outro trabalho publicado em 2021 avaliou a microbiota salivar em pacientes em
diferentes estagios histoldgicos progressivos de carcinogénese gastrica, identificando
também um maior enriquecimento dos géneros pro-inflamatorios Streptococcus e
Corynebacterium na microbiota oral de individuos com céancer gastrico, quando
comparada a portadores de gastrite superficial e gastrite atr6fica (Huang et al., 2021).

Importante salientar que o género Streptococcus nos dados do presente estudo
estdo aumentados no grupo probidtico (+), 0 que demonstra uma possivel associacao
do uso de probidticos com esse aumento e sugere o potencial patogénico desse
género para o cancer gastrico, mesmo frente a intervencdo com probioticos (Zi et al.,
2022b); pode-se ainda afirmar que bactérias do biofilme oral, tais como Streptococcus
e Veillonella, estdo sendo apontadas como biomarcadores para cancer
gastrointestinal (Kashyap et al., 2022) por possivel translocacdo bacteriana via Leaky
Gut.

Outro achado foi o género Veillonella, também do filo Firmicutes, que foi um
dos géneros mais abundantes no grupo probidtico (-) (p-valor 0,019) (Figura 23).
Embora estejam mais presentes no grupo probiético (+), foi relatado que esse género
tem uma aparente relacdo sinérgica com Streptococcus, que também pertence ao

mesmo filo bacteriano. Ha relatos na literatura de pacientes com diagndéstico de cancer
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de pulméo que apresentaram enriquecimento nas vias aéreas inferiores com bactérias
orais comensais desses dois géneros (Veillonella e Streptococcus), que estdo
associadas a regulacao positiva das vias de proliferacdo de quinases reguladas por
sinais extracelulares (ERK) e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Além dessa
associagao, experimentos in vitro confirmaram esses mecanismos, que expdem as
células epiteliais das vias aéreas a algumas dessas bactérias (Tsay et al., 2018). Essa
relacdo de cooperacao entre esses géneros pode ocorrer porque Streptococcus, que
€ um género de bactérias anaerdbicas facultativas, pode fermentar acucares e gerar
lactato, que por sua vez pode ser fermentado por espécies de Veillonella que

produzem propionato, acetato, CO2 e Hz (Lee, Joo-Young et al., 2021).

Figura 23 — Média da abundancia relativa de Veillonella (p-valor 0,0019).
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10.5.8 Bactérias diferencialmente abundantes versus citocinas inflamatérias

Utilizaram-se os mesmos participantes classificados em pré-operatorio (n = 23),
pbs-operatério (n = 24) e controle saudavel (n = 24) de acordo com a condic¢éo clinica
de cada grupo. A microbiota desses pacientes foi analisada a fim de identificar se
havia diferencas significativas entre os grupos pré-determinados e quais géneros
bacterianos da microbiota intestinal deles estavam correlacionados com as citocinas
INF-y, CXCL-8, IL-1b, TNF-a, IL-6, IL-17a, IL-10, IL-4 e IL-12.
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Por meio da analise de correlacdo de Spearman considerando valor p <0.05,

50 géneros bacterianos no grupo probidético (-) no pré-operatorio (Figura 24-A) e 39

géneros bacterianos no grupo probidtico (+) no pds-operatério (Figura 24-B)

apresentaram correlagao significativa com a variacdo das citocinas nos pacientes. No

caso dos pacientes em pré-operatorio, 21 géneros bacterianos ao total apresentaram

correlagao significativa com a variagao das citocinas e as citocinas IL-12 e CXCL-8 no

grupo probidtico (-); e 23 géneros bacterianos suscitaram correlagao significativa para

as citocinas IL-1b, IL-2 e INF-y no grupo probiético (+). Essas foram as maiores

correlacdes significativas (Figura 24).

Figura 24 — Géneros bacterianos da microbiota intestinal dos pacientes que apresentaram correlacao
significativa com a variacdo das citocinas nos pacientes (valor p <0,05), onde: A) Heatmap de
correlaces significativas entre bactérias e citocinas no grupo probidtico (-); B) Heatmap de correlacdes
significativas entre bactérias e citocinas no grupo probidtico (+). Teste da andlise: correlagdo de

Spearman.
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Com base nos resultados apresentados até aqui, verifica-se que alguns
géneros tiveram forte correlacdo com algumas citocinas; para IL-12, foram duas
correlagdes positivas fortes, para os géneros Acidaminococcus (rho: 0,666 e p-valor
0,0005) e Clostridium sensu stricto_1 (rho 0,79790 e p-valor 0,00001).

Acidaminococcus é um género do filo Firmicutes cujos membros sdo diplococos
anaerobicos que podem usar aminoacidos como Unica fonte de energia para o
crescimento (Jumas-Bilak et al., 2007). Esse género também foi descrito em estudo
de outro tipo de adenocarcinoma gastrointestinal (Hua et al., 2022). Outro estudo
trouxe a luz a Acidaminococcus intestini, que comparou grupos caso e controle e
demonstrou que o género foi maior nos carcinomas do que nos controles tendo sido
negativamente correlacionado com os indices dietéticos (carne vermelha e ferritina
sérica) (Feng, Qiang et al., 2015), o que o torna parte importante de uma espécie de
assinatura microbiana em cancer gastrointestinal (Hua et al., 2022).

Outro estudo taiwanés demonstrou que 0 género Acidaminococcus esta
associado ao carcinoma hepatocelular tratado com imunoterapia anticancer,
comparando respondedores anti-PD-1/anti-PD-L1in; em alguns casos em combinagao
com inibidores da angiogénese e em pacientes com doenga controlada (resposta
objetiva ou DP para = 16 semanas) (Shen et al., 2021). No presente estudo esse
género teve correlacdo positiva com IL-12, o que traduz uma resposta inflamatoria
aumentada via células NK, que foram estimuladas pela IL-12 (Morvan; Lanier, 2016).

O fato é que estudos mostram que Acidaminococcus esta relacionado com
menor producdo de AGCC (butirato, propionato, acetato) e com a producdo de
metabolitos téxicos como o amoniaco (Koppel et al., 2017), o que talvez justificaria a
sua relacdo positiva com a maior expressividade da IL-12 pré-inflamatéria (Patrone et
al., 2016).

Outro género diferencialmente abundante correlacionado com IL-12 é o
Clostridium sensu stricto_1, cujos dados achados indicam sua participacdo nos
processos inflamataorios relacionados a colite ulcerativa com papel protetor modulando
e beneficiando a microbiota do hospedeiro (Ma et al., 2022).

Outro estudo avaliou o potencial simbidtico de Clostridium sensu stricto_1 no
cancer com diversas bactérias, incluindo a H. Pylori, que é atualmente a espécie mais
relacionada ao cancer gastrico (Nikitina et al., 2023).

Corroborando os dados desta pesquisa, Clostridium sensu stricto_1 foi
diferencialmente abundante e teve correlagdo positiva com a IL-12, que esta ligada a
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resposta inflamatdria tanto local (tumoral), quanto sistémica intestinal (GALT).(Singh,
Vineet et al., 2023b).

Ainda outro estudo demonstrou o mecanismo de acdo de Clostridium sensu
stricto_1, que, por ser um importante produtor de AGCC, tem papel fundamental na
manutencdo da barreira intestinal, otimizando a func¢do colonica (Li, Xiaoqgin et al.,
2023).

Quanto a citocina CXCL-8, apenas um género bacteriano mostrou correlagédo
forte, o Butyricicoccus, que foi descrito pela primeira vez em 2010 (Eeckhaut et al.,
2008).

Estudos avaliaram sua relagdo com cancer; por exemplo, com cancer colorretal
(CCR) e observaram que existe um estimulo de producéo de butirato, que é um acido
graxo de cadeia curta (AGCC), responsavel por diversas respostas metabdlicas e
inflamatérias, inclusive estimulando a apoptose de células neoplasicas em modelos
murinos (Chang, Shih-Chang et al., 2020).

Além disso, outros estudos descobriram que Butyricicoccus associado a outros
géneros bacterianos, tais como Enterococcus, Lachnoclostridium, Tyzzerella 3,
Roseburia, Dorea, Halomonas e Burkholderiales_unclassified, estava associado a
infeccdo por H. Pylori e cancer géastrico (Miao et al., 2022), sendo também apontado
como possivel marcador em cancer gastrointestinal (Kong; Cai, 2019).

Adicionalmente, outro género foi correlacionado; dessa vez, com a citocina IL-
2 no grupo poés-operatério, a Lachnospiraceae, pertencente ao filo Firmicutes; as
Lachnospiraceae sdo uma familia de bactérias obrigatoriamente anaerdbicas e
variavelmente formadoras de esporos da ordem Eubacteriales, que fermentam
diversos polissacarideos vegetais em acidos graxos de cadeia curta (butirato, acetato)
e alcoois (etanol) (Boutard et al., 2014).

Estudos recentes apontam que a familia Lachnospiraceae facilita a funcéo de
vigilancia imunolégica das células T CD8+ e controla a progressdo do cancer
gastrointestinal (Zhang, Xusheng et al., 2023).

No que tange a correlacdo de géneros bacterianos com a interleucina-1b (IL-
1b), dois géneros tiveram correlacdo positiva forte no momento pds-operatorio,
Negativibacillus e Holdemania. Como ja discutido anteriormente, a IL-1b é pro6-
inflamatoria e parece estar relacionada com cancer gastrico por meio de alguns

polimorfismos (Ruzzo et al., 2005).
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Esse género foi isolado pela primeira vez em 2016 pela equipe do Dr. Ricaboni
na Franca (Ricaboni et al., 2016); € pouco descrito pela literatura cientifica, com casos
relacionados a colite ulcerativa, em que esteve aumentado (Gryaznova et al., 2021).

Apesar de a sua correlacéo ter sido avaliada como forte com a interleucina 1b,
este estudo ndo encontrou dados robustos sobre seu papel no aumento ou na reducao
da IL-1b e seu significado clinico.

Outro género com correlagédo positiva para IL-1b foi a Holdemania, que faz
parte do filo Firmicutes e foi descrita pela primeira vez em 1977, a partir do grupo
Eubacterium S14 (Willems et al., 1997).

Pouco descrita nos casos de cancer, esse género se comporta de maneira
diferencialmente abundante em alguns casos, tais como nos transtornos de ansiedade
e depresséo (Barandouzi et al., 2020b), nos casos de melanoma associado a resposta
do imunoterapico (Frankel et al.,, 2017) e em casos de cancer colorretal quando
associado a outro género chamado Fusobacterium, da espécie Nucleatum (Kharofa
et al., 2023).

E digno de nota que as espécies mais abundantes nos achados deste trabalho
pertencem ao filo Firmicutes e que a maioria das bactérias pertencentes a ele possui
uma parede celular gram-positiva. Algumas delas (micoplasmas) carecem de paredes
celulares, motivo pelo qual ndo sofrem coloracéo pela técnica de Gram. Além disso,
carecem da segunda membrana encontrada na maioria das bactérias gram-negativas
(Guerrero-Preston et al., 2016).

Importante ressaltar que esse filo constitui cerca de 60-80% das bactérias
pertencentes & microbiota intestinal saudavel, tendo assim grande influéncia nos
fatores organicos e metabdlicos de corpo humano (Eid et al., 2017). Esses dados tém
grande compatibilidade com o presente estudo quando dado enfoque para os géneros
bacterianos que foram correlacionados com citocinas importantes citadas no decorrer
da discusséo. Notou-se que 100% deles pertenciam ao filo Firmicutes.

Por fim, essas correla¢gbes — chamadas positivas e observadas neste trabalho
—demonstram que, quando o género bacteriano se eleva, a citocina também aumenta,
e vice-versa. Nos resultados do presente estudo, foi observado que parece existir um
padréo de correlacdes positivas nos pacientes (Figura 24 A e B), 0 que aponta uma
tendéncia especifica da modulacdo do perfil inflamatério dependente de alguns
géneros bacterianos. Dados semelhantes foram observados em estudo de perfil

citocinico em pacientes com cancer gastrico no México (Villagran et al., 2021b).



127

10.5.9 Bactérias diferencialmente abundantes em pacientes com muitas

complicacbes

Para avaliar se haveria relacdo da microbiota desses pacientes entre 0s casos
gue complicaram mais, no intuito de conseguir entrever esses pormenores,
estratificaram-se o0s pacientes em dois grupos conforme a classificacdo de
complicagBes cirurgicas de Clavien-Dindo, sendo eles MC (pacientes com muitas
complicacbes) e PC (pacientes com poucas complicacfes). A microbiota desses
pacientes foi analisada por meio de testes ndo paramétricos de Wilcoxon
considerando um valor p inferior a 0.05 (Tabela 7).

Tabela 7 — Analise comparativa da microbiota intestinal dos pacientes estratificados em MC (pacientes
com muitas complicacdes) e PC (pacientes com poucas complicagdes) conforme a classificacdo de
complicagBes cirtrgicas de Clavien-Dindo por meio de teste nao paramétrico de Wilcoxon. Média da
abundancia relativa das sequéncias bacterianas (x10.000) seguida de desvio padrdo entre parénteses
(P valor < 0.05).

Género MC PC P

Alistipes 19,34 (33,96) 55,96 (65,14) 0,005318
Alloprevotella 120,49 (246,84) 351,77 (493,31) 0,00439
Anaerostipes 30,58 (97,26) 43,82 (77,04) 0,032072
Butyricimonas 4,7 (11,45) 29,61 (38,79) 0,00079
Christensenellaceae_R-7_group 179,92 (265,3) 515,15(696,91) 0,016228
Coprococcus 68,42 (121,24) 126,59 (169,83) 0,04857
Desulfovibrio 20,03 (30,39) 52,95 (47,32) 0,004934
Dorea 23,07 (38,41) 87,99 (143,28) 0,036885
Holdemanella 61,31 (188,3) 144,1 (347,72) 0,018023
Hydrogenoanaerobacterium 0 (0) 3,58 (11,95) 0,01293
Izemoplasmatales 1,63 (6,07) 9,76 (22,8) 0,01443
Lachnospiraceae_ NK4A136_group 70,7 (129,8) 135,93 (188,67) 0,034893
Lachnospiraceae_UCG-004 34,03 (54,81) 86,99 (115,39) 0,049653
Odoribacter 4 (9,95) 13,85 (15,79) 0,00894
Phascolarctobacterium 10 (17,32) 23,82 (27,19) 0,044354
Prevotellaceae NK3B31_group 4,15 (11,28) 29,23 (39,74) 0,000414
Prevotellaceae_UCG-003 23,21 (67,8) 27,81 (46,62) 0,03543
vadinBE97 0,72 (1,91) 14,22 (35,8) 0,021133
Weissella 0 (0) 6,66 (19,79) 0,03376

Os valores de p foram ajustados conforme o procedimento de Benjamin-Hoccheberg.
Onde: MC grupo muitas complicagfes; PC grupo poucas complicacdes e P, valor de p.

Apoés analise minuciosa dos resultados, puderam-se identificar trés géneros

muito relacionados com os resultados deste trabalho de sorte que se verificou que
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Alloprevotella e Christensenellaceae_R-7_group sdo as com maior quantitativo no
grupo muitas complicacbes e aparecem com alta incidéncia entre os pacientes —
19/24); e o género bacteriano Lachnospiraceae NK4A136_group com (13/24), que
tem baixa incidéncia entre os pacientes. Essa compreensdo dos dados deste estudo
traz a luz inferéncias que podem estar relacionadas com o fato de a gastrectomia
resultar em alteragGes significativas na microbiota intestinal: maior abundancia de
bactérias da cavidade oral, bactérias aerotolerantes e bactérias transformadoras da
bile, perfazendo assim um ambiente proveniente de alta permeabilidade intestinal; e
essas alteracdes no microbioma estao relacionadas a salde e a resposta cirdrgica
(Liang et al., 2019).

Estudos mostram que o impacto da gastrectomia na abundancia bacteriana e
na diversidade alfa parece ser um efeito de longo prazo da cirurgia, uma vez que
essas alteracdes nao foram observadas por Liang et al. (Lin et al., 2018b).

O primeiro género bacteriano mais abundante foi a Christensenellaceae_ R-
7_group (p-valor 0,01), pertencente ao filo Firmicutes; sua reducéo esté relacionada a
diversas doencas, tais como cancer colorretal (Zouiouich et al., 2022); no cancer de
cavidade oral, surge como biomarcador para este, tendo em vista o género ser comum
ao microbioma oral (Liu, Xinpeng et al., 2024); também esté nas doencas pancreaticas
(Poudel et al., 2021) e na obesidade (Waters; Ley, 2019).

A familia Christensenellaceae também esta relacionada a um estado saudavel
possivelmente pelo seu importante papel na influéncia da morfologia ileal, por ser forte
produtora de AGCC (butirato) (Cui, Guanghui et al., 2023). Esse parece ser o
mecanismo subjacente ao seu efeito causal (McCormack et al., 2017) encontrado
também em varios outros contextos de doencas, incluindo obesidade e doenca
inflamatéria intestinal (Waters; Ley, 2019).

No presente estudo ela se manteve reduzida no grupo com muitas
complicacdes, o que denota que sua auséncia ou sua reducdao interferem diretamente
na homeostase intestinal.

O segundo género mais abundante dentre os grupos foi a Alloprevotella (p-
valor 0,004), do filo Bacteroidetes, importante bactéria do biofilme oral, a qual, quando
encontrada no material fecal de humanos, direciona a patogenia da permeabilidade
intestinal (Leaky Gut) (Hollander; Kaunitz, 2020); ela também foi descrita como forte
marcador biolégico oral para lesdes pré-malignas de cancer gastrico, o que fornece

um dado que corrobora fortemente os achados desta pesquisa, na qual pacientes com
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muitas complicaces tiveram niveis bastante elevados dessa bactéria (Liu, Yuting et
al., 2023).

Outro achado deste estudo foi 0 género Lachnospiraceae NK4A136_group (p-
valor 0,03), que esteve presente em mais de 50% das amostras e pertence ao filo
Firmicutes e a familia Lachnospiraceae, importante produtor de AGCC, dita como
bactéria mantenedora da salde intestinal por produzir butirato; ela esta relacionada a
manutenc¢ao da integridade da barreira intestinal, inibindo assim o Leaky Gut (Ma et
al., 2020).

As Lachnospiraceae sdo uma familia de bactérias anaerdbicas da ordem
Clostridiales dentro do filo Firmicutes e incluem espécies previamente identificadas
como Clostridium cluster XIVa. Essa familia é abundante na microbiota humana adulta
imperturbavel (Sorbara et al., 2020; Lopetuso et al., 2013).

Nos resultados deste trabalho, esse género se encontra reduzido no grupo
muitas complicacdes, 0 que corrobora os dados descritos acima em outros estudos
gue relacionam Lachnospiraceae NK4A136 group com saude intestinal por sua
producdo de AGCC (butirato); comparativamente o grupo “poucas complicacées”
possivelmente obteve efeito protetor por apresentar maior abundancia desse género.

Outro estudo relacionou Lachnospiraceae NK4A136 _group com a
carcinogénese em cancer gastrico. A abundancia baixa desse género em detrimento
de outros como Streptococcus, Lactobacillus e Veillonella mostra que a disbiose é
muito presente e se relaciona com progressao tumoral (Park et al., 2022), inclusive
em lesBes pré-malignas (Zhang, Xinmei et al., 2021).

Recentemente um estudo mostrou que a familia Lachnospiraceae também tem
relagdo intima com a progressdo tumoral em cancer colorretal; durante o estudo que
analisou as bactérias intratecidos da familia Lachnospiraceae, observou-se que essas
bactérias facilitam a funcao de vigilancia imunolégica das células T CD8 + e controlam
a progresséao do cancer colorretal (Zhang, Xusheng et al., 2023).

Em dltima andlise, os dados respondem as hipéteses sobre o perfil da
microbiota na populacdo com cancer estudada pelo presente trabalho e demonstram
existir um perfil muito semelhante ao dos estudos publicados sobre a mesma doenca,
além de apontarem géneros especificos como biomarcadores, inclusive para lesées
pré-malignas, dentro do contexto que envolve o aumento da permeabilidade intestinal
e a translocacdo bacteriana, capaz de apresentar no material fecal espécies

pertencentes a microbiota oral.
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10.6 Conclusao

Observou-se que algumas variaveis clinicas tiveram participacdo significativa
nas alteracbes da composicdo corporal/muscular de pacientes submetidos a
gastrectomias por cancer gastrico. Pode-se afirmar pontualmente que CMB, AF e
especialmente calprotectina fecal se correlacionaram com a literatura cientifica sobre
o estado clinico-nutricional dos individuos estudados.

Quanto a microbiota intestinal, observou-se que existe uma tendéncia de
mudanca do perfil microbiano aos acometidos por cancer gastrico, configurando assim
0 que se denomina de disbiose. Nao foi possivel afirmar que o uso de probibticos
modulou a microbiota intestinal de pacientes com cancer gastrico, mesmo quando
comparados 0S momentos pré e pos-operatorios. Bactérias diferencialmente
abundantes na populacdo estudada, tais como Streptococcus, Alloprevotella e
Christensenellaceae_R-7_group, podem ser apontadas como marcadores biolégicos
para cancer gastrico nessa populagao.

No que se refere as citocinas e seu perfil inflamatério, observou-se que existe
uma leve diferenca da resposta inflamatoria quando comparados 0s grupos controle
e cancer, porém sem efeitos quando observados quanto ao uso de probioticos.

No que tange ao uso de probidticos frente a reducao de complicac¢des cirirgicas
no pos-operatorio, ndo se observaram resultados positivos na reducdo de
complicacoes.

Considera-se, pois, que o tempo de uso de probidticos deve ser maior para que
haja maiores efeitos modulatérios tanto do ponto de vista inflamatério quanto da

microbiota intestinal.
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Abstract: Gastrectomy resulting from gastric cancer modifies the intestinal bi-
ome, this modifying potential deserves scientific knowledge. This article aims to
describe the protocol of a randomized clinical trial and the baseline results of
anthropometric variables, nutritional status, pro-inflammatory cytokines, micro-
biota profile, and use of perioperative probiotics on the clinical-nutritional and
immunological status of patients. gastrectomized for gastric cancer. This 3-year
exploratory project is being extended by the Amazonas Oncology Control Center
Foundation-FCECON. A randomized, controlled, single-blind, two-arm inter-
vention study will be carried out, with 100 patients of both genders, aged 18 years
and over, candidates for elective total or partial gastrectomies and a healthy
negative control. Chosen for 5 groups, an intervention group (G1) N=12, a con-
ventional control group (G2) N=12. Group G3 (N=12), with healthy participants.
Finally, two groups G4 and G5 (N=64), where will only evaluate the clinical
stages. Between December 2021 and May 2022, 24 patients were evaluated, mean
age of 58.8+14.4 years, male (70.8%), with adenocarcinoma (83.3%), undergoing
gastrectomy total (75.0%), with staging according to the TNM global assessment
method for tumors, a high stage (T3 and T4).

Keywords: Gastric Neoplasms; Cancer; Gastrointestinal Microbiome; Nutritional
status; Immunological Factors.
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APENDICES

APENDICE A - DECLARACAO SOBRE O USO E DESTINACAO DO MATERIAL
E/OU DADOS COLETADOS

Declaro que todos os dados coletados serao utilizados exclusivamente para a
realizacdo deste projeto de pesquisa e publicados em revista cientifica.

As informacdes somente serdo divulgadas de forma anbnima, ndo sendo
usadas iniciais ou quaisquer outras indicacfes que possam identificar o participante
da pesquisa, garantindo a confidencialidade e privacidade, além de cumprir todas as
diretrizes e normas regulamentadoras descritas na Resolucdo ne. 466/2012 e

complementares.

Manaus, 11 de maio de 2020.

Coordenador da pesquisa
Jose Fernando Marques Barcellos, Dr.
Professor Titular - Morfologia
ICB/UFAM
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APENDICE B — DECLARACAO DE QUE OS RESULTADOS DA PESQUISA
SERAO TORNADOS PUBLICOS, SEJAM FAVORAVEIS OU NAO

Declaro para devidos fins, que os resultados desta pesquisa serdo tornados
publicos, assim que todos os dados sejam coletados, sendo estes favoraveis ou néo.

Manaus, 11 de maio de 2020.

Coordenador da pesquisa
Jose Fernando Marques Barcellos, Dr.
Professor Titular -Morfologia
ICB/UFAM
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1. Dados Sociais

Iniciais do Nome do Paciente: Ne
Prontuério

DN: / / Idade: (anos)

Endereco: CEP:

Telefone: ()

Qual estado do Brasil vocé nasceu?

Sua cor? (deve ser a opinido do entrevistador)
( )Branco ( )Pardo ( )Preto ( ) Amarelo

2. Qual renda atual da sua familia? (somar todos o0s
casa): (reais/més).

Quantas pessoas moram com VOcé?:

3. Qual sua escolaridade?

) primério completo(ate 42 série)

) primério incompleto (< 42 serie)

) ensino fundamental completo( ate 82 serie)
) ensino fundamental incompleto (<82 serie)
) ensino médio completo

) ensino médio incompleto

) superior completo

) superior incompleto

e e T e e e e e

) p6és graduado(Esp,MSc,Dr)
Informagdes sobre salde

Tem alguma outra doenc¢a? ( ) ndo () sim, qual?

salarios

da

Tem histérico de cancer na familia? ( ) Nao ( ) Sim, Qual?

() N&o sabe informar
Costuma comer comida industrializada? ( ) Nao ( ) Sim

Fuma? ( ) Nao ( ) Sim, Quantos macos por dia?

Toma Bebidas alcodlicas? ( ) Ndo ( ) Sim, Qual tipo?

Come Muita carne vermelha/processada (salsicha, calabresa, linguica)? ( ) Nao

() Sim, Quantas vezes por semana?

Tem histérico de cancer gastrico familiar? () Sim () Nao

Seu tipo sanguineo € A+? () Sim () Néao

Avaliador Treinado:

Revisédo Pesquisador:




APENDICE D — RECORDATORIO ALIMENTAR - 24H
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CULLP
[T =
N RECORDATORIO ALIMENTAR - 24H
REFEIQAO HORA ALIMENTO QUANTIDADE

Café da manha

Lanche da

manha

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

Resultado da
Ingestéo
alimentar

Leito:

Data:

/

/

Dieta:( )V.O ( )TNE/TNP
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APENDICE E — INSTRUMENTO PARA COLETA DE ANTROPOMETRIA

SULPS INSTRUMENTO PARA COLETA DE ANTROPOMETRIA

(<]
Eﬁ: Leito: Grupo
il
13 MEDIDA-Pré OP 23 MEDIDA P6s-OP

EXAME ADEQUACAO Data:__ /| | Data:__ /|

PESO(Kg)
PH(kg)

ALTURA(cm)

%PERDA
PESO

IMC(kg/m2)

CB(cm)*

CMB

DCT(mm)*

EMAP(mm)*

*coleta deve ser realizada sempre no lado dominante do participante.



APENDICE F — INSTRUMENTO DE AVALIACAO BIOQUIMICA

@.Qﬁﬂe& INSTRUMENTO DE AVALIA(;AO BIOQU[MICA

N S .

"-ﬁ= Leito: Grupo

il
12 medid a- 22 medid 5S-

EXAME VALOR REF. medida (pré-op) medida (p6s-op)

Data: /| | Data: [/ |

Hemacias

Hemoglobina

Hematocrito

Leucocitos Totais

Linfécitos Totais

CTLP

Calprotectina fecal

IL-6

TNF-alfa

Avaliador:
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APENDICE G — BIOIMPEDANCIA — BIODYNAMICS 450
PROTOCOLO PARA TESTE DE BIOIMPEDANCIA ELETRICA
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Gho
g& o% Bioimpedancia — Biodynamics 450
bl PROTOCOLO PARA TESTE DE BIOIMPEDANCIA ELETRICA
I
1. Nome do Paciente: Leito: Data: I

2. Portador de Marca-passo? (Se sim, ndo realizar o teste)

( )Sim () Nao
3. Tomou diurético 12 horas antes do teste? (Se sim, realizar teste no dia seguinte)
( )Sim ( ) Néo

4. Tomou Café, Cha-mate, Chocolate, Bebidas Alcodlicas, no dia anterior? (Se sim, realizar teste no
dia seguinte)

( )Sim ( ) Néao
5. S6 realizar teste a pacientes informar que menstruou uma semana antes ou uma semana depois
do dia de hoje. Caso contrario, remarcar o teste para a data adequada.

Data da ultima menstruacao: / / (se mulheres)

Data provavel da préxima menstruagdo: / /

Antes de iniciar o teste;
e Deitar 0 paciente e aguardar 3 minutos para distribuicdo hidrica corporal;
e Colocar o eletrodo preto do lado direito do pé acima do 3° dedo;
e Colocar o eletrodo vermelho na direcéo do tornozelo, na mesma posicdo do 3° dedo do pé;
¢ Na mé&o do braco direito, colocar o eletrodo preto acima do 3° dedo;
e No punho do braco direito, colocar o eletrodo vermelho na mesma posi¢cao do dedo da méo;
e Os eletrodos s6 podem ser utilizados uma Unica vez.

Dados Coletados da Bioimpedéancia Elétrica- Biodynamics 450.

Peso Total: (kg) Altura:__ (cm)

Resisténcia: _ (ohms) Reatancia: (ohms)  AF: (°) AFP: ©
Massa Celular Corporal: (kg)/ (%)  Massa Extracelular: (kg)/ (%)
Massa Magra: (kg)/ (%) Massa Gorda: (kg)/ (%)

Relacdo ME/MCC: TMB: (cals) IMC: (kg/m?)
ACT/IMM:____ (%)

Agua Intracelular: (kg)/ (%)Agua Extracelular: (kg)/ (%)ACT: (kg)
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APENDICE H - FICHA DE COLETA DE DADOS AVALIACAO CIRURGICA
(COMPLICACOES-POS-OP)

_FICHA DE COLETA DE DADOS Ay
AVALIAGAO CIRURGICA (COMPLICACOES-POS-OP) ~ﬁ=
0y

Iniciais do nome do paciente: Data da Coleta:_/ |

Data de Nascimento: / / Idade:

Leito:

N. do Registro:

Diagnéstico Cirlrgicos:

Intercorréncias pds-operatorias:

Cirurgiao:

Data de Admissao Hospitalar: / /

AVALIACAO DE COMPLICACOES

Complicagdes Infecciosas: ( )N&o, () Sim, Quais?
Onde?

Antibiéticos: ( )Nao, ( )Sim, Quais? (Duracéo: )

Profilatico ( ) Terapéutico( )

Complicacbes Gerais:

Obito?( )Sim,Data;__/ /| .( )N&o, Obs: DatadaAlta:_ / /

Tempo de Internagao: dias.

Avaliador
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APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-G1 E G2

&
S *‘3’ PPGIBA
= = \ —
U Programa de Pés-Graduagio em
i

Imunologia Basica e Aplicada

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-G1 e G2

Convidamos o(a) Sr.(a) :

portador(a) do RG: , para participar do estudo “EFEITOS
DO USO DE PROBIOTICOS NA MICROBIOTA INTESTINAL, ESTADO CLINICO-
NUTRICIONAL E IMUNOLOGICO DE PACIENTES GASTRECTOMIZADOS POR
CANCER GASTRICO: UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO” do pesquisador
principal Prof. Mestre Abner Souza Paz e Orientador/Coordenador Prof. Dr. José

Fernando Marques Barcellos e equipe. Neste estudo serdo coletadas informacdes a
partir de entrevistas com o (a) senhor (a) e também por meio de coletas de dados no
seu prontuario. O estudo tem por finalidade verificar como esta seu intestino antes da
cirurgia e como ele reagira apés a sua cirurgia, bem como o seu estado nutricional.
Primeiramente o (a) sr. (a) sera entrevistado (a) no dia da sua internacdo em
um local reservado, para sabermos como esta seu estado nutricional (alimentacéo, e
medidas corporais) e seus dados pessoais em no maximo 15 minutos, usaremos para
isso, dois formulérios simples e diretos que deveréo ser respondidos pelo sr. (a) com
ajuda dos pesquisadores. Em seguida de acordo com o dia da semana o senhor(a)
sera incluido no grupo correspondente. O (a) sr. (a) terda chances iguais de ser
selecionado(a) para fazer parte de qualgquer um dos grupos de nossa pesquisa.
Independente do grupo que o(a) senhor(a) for colocado o(a) senhor(a) ir4 fazer duas
coletas de fezes para examinar o seu intestino, uma um dia antes da cirurgia e outra
7 apos a cirurgia. Os grupos da pesquisa sdo: Grupo 1: cirurgia + ingestao de 2
capsulas (uma cépsula pela manha e uma pela noite) de suplemento para o
intestino  (probiodticos)+ orientagdes nutricionais direcionadas ao seu
tratamento. Grupo 2: cirurgia + orientagdes nutricionais direcionadas para o seu
tratamento. Apés a selecdo o senhor(a) sera orientado(a) pela equipe sobre como
sera sua participacdo no seu grupo. O estudo sera realizado durante sua estadia na

Fundacdo Cecon-FCECON, caso o senhor(a) receba alta antes dos 7 dias da
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pesquisa, podera terminar seu tratamento em casa e um membro da equipe de
pesquisa ira entrar em contato com o(a) senhor(a). Os beneficios desta pesquisa
podem ser diretos a vocés participantes deste estudo e podem também no futuro
ajudar outros pacientes que deverao se beneficiar de um novo tratamento para reduzir

os efeitos colaterais da cirurgia e até melhorar o estado nutricional.

Quanto aos riscos da pesquisa, 0S eventuais constrangimentos e vazamento
de informacdes sigilosas serdo evitados e/ou minimizados para manter o bem-estar
do (a) sr(a) por meio de treinamento e acompanhamento da equipe de pesquisa.
Consideramos também como riscos do uso de suplementos para o0 intestino
(probidticos), o aparecimento de distensdo abdominal (empachamento) ou diarreia
(disenteria). Caso isso ocorra, suspenderemos o tratamento na hora da sua queixa e
daremos o suporte médico adequado ao caso. O (a) sr. (a) como participante desta
importante pesquisa podera recusar-se a participar desse estudo ou retirar sua
permissado/consentimento a qualgquer momento, sem que com isso sofra qualquer tipo
de represdélia, penalizacéo ou prejuizo a seu cuidado, podendo ainda pedir para retirar
todos os seus dados e exames coletados, sem nenhum custo para o(a) senhor(a).
Ainda resguardamos o(a) senhor(a) de que se houver algum dano em decorréncia

desta pesquisa, o senhor podera buscar indenizacado conforme lei vigente. A equipe

de saude da FCECON e o pesquisador principal, dara suporte nos casos de danos
emocionais e fisicos decorrentes da pesquisa, o tempo que for necessario. A equipe
de pesquisa também tomara todas as medidas de prevencédo a covid-19, conforme o
ministério da Saude, e para sua seguranca todos os equipamentos serdo higienizados
com é&lcool a 70% antes e depois da utilizacdo, serd usado mascara, avental e luvas
para sua protecao.

Para qualquer outra informacao, o(a) sr (a). podera entrar em contato com o
pesquisador principal citado neste documento no ambulatério da FCECON no piso
térreo, consultério 12 as segundas das 14h as 17h ou no CEP/FCECON situado na
rua Francisco Orellana, 215- Planalto. Horario de atendimento para publico em geral
e pesquisadores: Das 08:00h as 12:00h (tercas e quintas), no 3° andar da FCECON.
Fone do CEP / FCECON: (92) 3655-4773, E-mail:
comite.etica.pesquisa@fcecon.am.gov.br ou pelo celular do Pesquisador Principal:
(92) 99147-2235 no mesmo endere¢o acima.

Estou cedendo uma via de igual teor deste documento, assinada.
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Assinatura do participante

ou

impressao digital

Pesquisador principal

Manaus / /
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APENDICE J - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-G3

§w&ﬁ”e% BN\ PPGIBA

= o Y L

L = (Dl S Programa de Pos-Graduagio em
ﬁ Imunologia Basica e Aplicada
il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-G3

Convidamos o(a) Sr.(a) :

portador(a) do RG: , para participar do estudo “EFEITOS
DO USO DE PROBIOTICOS NA MICROBIOTA INTESTINAL, ESTADO CLINICO-
NUTRICIONAL E IMUNOLOGICO DE PACIENTES GASTRECTOMIZADOS POR
CANCER GASTRICO: UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO” do pesquisador
principal Prof. Mestre Abner Souza Paz e Orientador/Coordenador Prof. Dr. José

Fernando Marques Barcellos e equipe. Neste estudo serdo coletadas informacdes a
partir de entrevistas com o (a) senhor (a) e também por meio de coletas dos seus
dados. O estudo tem por finalidade verificar como esté seu intestino e como ele reagira
apos a suplementagdo de probioticos (suplementos para melhorar a flora intestinal)
bem como o seu estado nutricional. O estudo envolve 3 grupos, o Grupo 01 e 02-
pacientes operados por cancer de estomago e Grupo 03- pessoas saudaveis
funcionarios da FCECON.

Primeiramente o (a) sr. (a) sera convidado e entrevistado (a) em um consultério
do ambulatério de modo reservado, no dia em que o senhor(a) concordar em participar
do nosso projeto, para sabermos como esta seu estado nutricional (medidas corporais
e alimentacédo e exame de sangue) e seus dados pessoais em no maximo 15 minutos,
usaremos para isso, dois formularios simples e diretos que deverdo ser respondidos
pelo sr. (a) com ajuda dos pesquisadores. O (a) sr. (a) participard do Grupo 3- grupo
de participantes saudaveis funcionarios da FCECON. Para o senhor entender melhor:
O seu Grupo é o0 3, e 0 senhor (a) fara a ingestéo de 2 capsulas ao dia (uma capsula
pela manh& e uma pela noite) de suplemento para o intestino (probiéticos), por 7 dias.
O(a) senhor(a) ser& orientado(a) pela equipe sobre como sera sua participacdo em
detalhes, sem que reste davidas ao senhor (a). O estudo sera realizado na Fundacgao

Cecon-FCECON. Os beneficios desta pesquisa podem ser diretos a vocé participante
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deste estudo e podem também no futuro ajudar outras pessoas que deverdo se
beneficiar de um novo protocolo para melhorar o intestino e o estado nutricional.
Quanto aos riscos da pesquisa, 0s eventuais constrangimentos e vazamento
de informag0des sigilosas seréo evitados e/ou minimizados para manter o bem-estar
do (a) sr(a) por meio de treinamento e acompanhamento da equipe de pesquisa.
Consideramos também como riscos do uso de suplementos para o0 intestino
(probidticos), o aparecimento de distensdo abdominal (empachamento) ou diarreia
(disenteria). Caso isso ocorra, suspenderemos 0 estudo na hora da sua queixa e
daremos o suporte médico adequado ao caso. O (a) sr. (a) como participante desta
importante pesquisa podera recusar-se a participar desse estudo ou retirar sua
permissado/consentimento a qualgquer momento, sem que com isso sofra qualquer tipo
de represélia, penalizacéo ou prejuizo, podendo ainda pedir para retirar todos 0s seus
dados e exames coletados, sem nenhum custo para o(a) senhor(a). Ainda
resguardamos o(a) senhor(a) de que se houver algum dano em decorréncia desta
pesquisa, 0 senhor podera buscar indenizacdo conforme lei vigente. A equipe de
saude da FCECON e o pesquisador principal, dard suporte nos casos de danos
emocionais e fisicos decorrentes da pesquisa, o tempo que for necessario. A equipe
de pesquisa também tomara todas as medidas de prevencédo a covid-19, conforme o
ministério da Saude, e para sua seguranca todos os equipamentos serdo higienizados
com alcool a 70% antes e depois da utilizacdo, sera usado mascara, avental e luvas

para sua protecao.

Para qualquer outra informacao, o(a) sr (a). podera entrar em contato com o
pesquisador principal citado neste documento no ambulatério da FCECON no piso
térreo, consultorio 12 as segundas das 14h as 17h ou no CEP/FCECON situado na
rua Francisco Orellana, 215- Planalto. Horario de atendimento para publico em geral
e pesquisadores: Das 08:00h as 12:00h (tercas e quintas), no 3° andar da FCECON.
Fone do CEP / FCECON: (92) 3655-4773, E-mail:
comite.etica.pesquisa@fcecon.am.gov.br ou pelo celular do Pesquisador Principal:

(92) 99147-2235 no mesmo endereco acima.
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Estou cedendo uma via de igual teor deste documento, assinada.

Assinatura do participante

ou

impressao digital

Pesquisador principal

Manaus / /
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APENDICE K — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-G4/G5

FUy

Convidamos o(a)
Sr.(a) , portador(a)
do RG: , para participar do estudo “EFEITOS DO USO DE

PROBIOTICOS NA MICROBIOTA INTESTINAL, ESTADO CLINICO-NUTRICIONAL
E IMUNOLOGICO DE PACIENTES GASTRECTOMIZADOS POR CANCER
GASTRICO: UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO” do pesquisador principal Prof.
Mestre Abner Souza Paz e Orientador/Coordenador Prof. Dr. José Fernando Marques
Barcellos e equipe. Neste estudo seréo coletadas informacdes a partir de entrevistas
com o (a) senhor (a) e também por meio de coletas de dados no seu prontuério. O
estudo tem por finalidade verificar como esta seu intestino antes da cirurgia e como

ele reagird apés a sua cirurgia, bem como o seu estado nutricional.

Primeiramente o (a) sr. (a) sera entrevistado (a) no dia da sua internacdo em
um local reservado, para sabermos como esta seu estado nutricional (medidas
corporais e alimentacdo, exame de sangue e fezes) e seus dados pessoais em no
maximo 15 minutos, usaremos para isso, dois formularios simples e diretos que
deverédo ser respondidos pelo sr. (a) com ajuda dos pesquisadores. Em seguida de
acordo com o processo de escolha, o senhor(a) serd incluido no grupo
correspondente. O (a) sr. (a) tera chances iguais de ser selecionado(a) para fazer
parte de qualquer um dos grupos de nossa pesquisa, no entanto o(a) senhor(a) nao
sabera qual grupo o(a) senhor(a) pertencera. Independente do grupo que o(a)
senhor(a) for colocado, iremos acompanhar o senhor(a) depois da cirurgia para
verificar quais os sintomas e se houve alguma complicagc&o da cirurgia, durante 7 dias
apos a cirurgia ou até a sua alta. Os seus dados e materiais coletados serédo usados
apenas para esta pesquisa, sendo descartados (jogados no lixo) apds avaliacdo. Os
grupos da pesquisa sdo: Grupo G4: cirurgia + ingestdo de 1 cdpsula (uma capsula
pela manha por 7 dias) de suplemento para o intestino (probiéticos de marca 20
BI-FQM) ou Grupo G5: cirurgia + ingestdo de 1 cdpsulas ao dia por 7 dias de
placebo com carbonato de calcio 0,5g pela manha. Apds a sele¢do o senhor(a)
sera orientado(a) pela equipe sobre como sera sua participacdo no seu grupo. O

estudo sera realizado durante sua estadia na Fundacdo Cecon-FCECON, caso o
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senhor(a) receba alta antes dos 7 dias da pesquisa, podera terminar seu tratamento
em casa e um membro da equipe de pesquisa irA entrar em contato com o(a)
senhor(a). Os beneficios desta pesquisa podem ser diretos a vocé participante deste
estudo e podem também no futuro ajudar outros pacientes que deverao se beneficiar
de um novo tratamento para reduzir os efeitos colaterais da cirurgia e até melhorar o

estado nutricional.

Quanto aos riscos da pesquisa, 0s eventuais constrangimentos e vazamento
de informacdes sigilosas serdo evitados e/ou minimizados para manter o bem-estar
do (a) sr(a) por meio de treinamento e acompanhamento da equipe de pesquisa.
Consideramos também como riscos do uso de suplementos para o intestino no grupo
G4 (probidticos), o aparecimento de distensdo abdominal (empachamento) ou diarreia
(disenteria). Ainda sobre os riscos para o0 grupo G5, que fara uso de placebo com
Carbonato de Calcio 0,5 g, o senhor(a) pode ter enjoos, gastura na barriga, coceira
leve, vermelhiddo. Em casos raros, gases, diarreias ou prisdo de ventre, se iSso
acontecer, suspenderemos o0 uso e faremos as medidas médicas cabiveis com
orientacdo de um médico da equipe, e excluiremos o(a) senhor(a) da pesquisa, sem,
no entanto, deixar de |he dar assisténcia necessaria até que 0s sintomas
desaparecam. O (a) sr. (&) como participante desta importante pesquisa podera
recusar-se a participar desse estudo ou retirar sua permissao/consentimento a
gualquer momento, sem que com isso sofra qualquer tipo de represélia, penalizacao
ou prejuizo a seu cuidado, podendo ainda pedir para retirar todos os seus dados e
exames coletados, sem nenhum custo para o(a) senhor(a). Ainda resguardamos o(a)
senhor(a) de que se houver algum dano em decorréncia desta pesquisa, o senhor

podera buscar indenizagdo conforme lei vigente. A equipe de saude da FCECON e o
pesquisador principal, dard suporte nos casos de danos emocionais e fisicos
decorrentes da pesquisa, o tempo que for necessario. a equipe de pesquisa também
tomard todas as medidas de prevencado a covid-19, conforme o ministério da Saude,
e para sua seguranca todos os equipamentos serdo higienizados com alcool a 70%

antes e depois da utilizac&o, sera usado mascara, avental e luvas para sua protecao.

Para qualquer outra informacé&o, o(a) sr (a). podera entrar em contato com o
pesquisador principal citado neste documento no ambulatério da FCECON no piso
térreo, consultério 12 as tercas das 13h as 17h ou no CEP/FCECON situado na rua
Francisco Orellana, 215- Planalto. Horario de atendimento para publico em geral e

pesquisadores: Das 08:00h as 12:00h (tercas e quintas), no 3° andar da FCECON.



182

Fone do CEP / FCECON: (92) 3655-4773, E-mail:
comite.etica.pesquisa@fcecon.am.gov.br ou pelo celular do Pesquisador Principal:

(92) 99147-2235 no mesmo endereco acima.

Estou cedendo uma via de igual teor deste documento, assinada.

Assinatura do participante

ou

impresséao digital

Pesquisador principal

Manaus / /
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APENDICE L - PROTOCOLO DE}QUANTIFICACAO DAS CITOCINAS PELO
METODO CBA

I.  Verificar o nUmero de amostras a ser feita;

lI. Obs: O Kit faz aproximadamente 200 testes, ou seja, 180 amostras e 2 curvas
de calibracéo. E possivel dividir o Kit no meio, portanto, da para fazer 2 experimentos
com 90 amostras cada.

lll.  Separar as amostras em aliquotas de 100 uL em eppendorfs menores;

IV. Obs. Para aliquotar as amostras, descongelar no banho maria (37 °C) e
centrifugar por 10 min. a 14.000 rpm. Retirar o0 sobrenadante e colocar em eppendorfs
menores. E importante utilizar o fluxo laminar para ndo contaminar as amostras.

V. Colocar novamente as amostras no freezer;

VI. Identificar os tubos das amostras a serem utilizadas. E preferivel utilizar
nameros sequenciais para facilitar o procedimento. (ex: 1, 2, 3, 4, 5, 6, ...);

VII. Identificar um tubo para o controle negativo com a sigla “CN”;
VIII. Identificar um tubo para fazer o pool de BEADS (citocinas) com a sigla “BD”;

IX. Identificar os 9 tubos da curva padréo para fazer a diluicdo. Identificar todos
com o numero 1 e sua respectiva concentracao e diluicao;

X. ldentificar os outros 9 tubos da curva padréo para fazer a reacdo para a leitura
no citbmetro. Identificar todos com o ndmero 2 e sua respectiva concentragdo e
diluicéo.

XI. Calcular quanto vai se gastar de cada BEAD. Exemplo: para realizar 08

amostras.

Exemplo:

T5 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20
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Soma-se:
Total: Calculo:
08 Amostras
09 Curva
01 CN
2 tubos (seguranca) — Para nao faltar reagente 20 tubos
20 tubos x 25 (quantidade do pool de BEADS que eu vou colocar em cada tubo) =
500
500 / 07 (Numero de BEADS que vou utilizar) = 72 uL
Vou pegar 72 uL de cada BEAD.

*Guardar todos os tubos em estantes e protegidos da poeira

e Preparo das amostras e Reagentes “G” e “F” (Dia do experimento)

I. Descongelar as amostras em banho maria (37°C). Centrifugar por 10 min. a
14.000 rpm. Utilizar este mesmo procedimento se precisar diluir as amostras, caso
seja necessario. Utilizar o REAGENTE G do kit para dilui¢&o.

II.  Colocar os Reagentes G e F em tubo falcon e centrifugar por 10 min. a 2.000
rpm. Obs: E importante aliquotar os reagentes no fluxo laminar para ndo contaminar,
ainda mais se for usar novamente o kit.

lll. Retirar os tubos identificados e deixar todos prontos para o inicio do
experimento, separar pipetas, ponteiras, descartes, etc.

e Preparo dos Padrdes

I.  Reconstituir o padrdo 15 minutos antes de comecar o experimento. O padrao
deve ser reconstituido com 2,0 mL do REAGENTE G. Apds abrir o padréo, colocar 1,0
mL do REAGENTE G e agitar bem lentamente e com movimentos circulares por uns
5 minutos. Colocar mais 1000 uL do REAGENTE G e continuar mexendo bem
suavemente. Com uma pipeta, passar o padrdao para o TUBO TS “1”. Colocar mais
1,0 mL (REAG. G) para lavar o recipiente do padrao e com a pipeta transferir para o
TUBO TS “1” Repetir o procedimento com mais 1000 uL (REAG. G). Por 15 minutos
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ficar mexendo bem suavemente de tempo em tempo para solubilizar bem. OBS:
Nunca vortexar o padrdo e nem agitar fortemente.

II. Colocar 300 L do REAGENTE G em cada tubo da curva de diluicdo “1” exceto
no tubo TS (tubo com as citocinas liofilizadas) que estd com o padrdo. Fazer as

diluigbes sucessivas conforme exemplo abaixo:

300 pl 300 ul 300 pul 300 ul 300 ul 300 pl 300 ul 300 pl

s 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

5000 2500 1250 625 3125 156 80 40 20

& bt 1 1 1 1 1 1 1

vesssesselg

No tubo CN colocar apenas o REAGENTE “G”.

2.0 mL —

e Preparo do pool de BEADS

|.  Pegar o célculo de quanto vocé vai precisar utilizar das BEADS ( Ex. 72 ulL);
II. Colocar 72 uL de cada BEAD (reagentes Al — A5 do kit) no Tubo “BD”.
Obs: Vortexar bastante as BEADS toda vez que for tira-las. Se demorar a tirar,
vortexar novamente.
lll.  Utilizaremos 25 pL do pool de BEADS para cada tubo de amostra, curva de

diluicdo “2” e controle negativo (CN).

e Execucdao das reacdes

I. Colocar 25 pL do pool de BEADS em cada tudo da curva de diluicdo “2”. Nao
esquecer de vortexar as BEADS de tempo em tempo;
lI. Colocar 25 uL do pool de BEADS em todos os tubos das amostras e no tubo
CN, sempre vortexando as BEADS;
[ll.  Colocar 25 pL do padrao dos tubos da curva de diluicdo “1” nos tubos da curva
de diluicao “2”. Colocar respeitando as respectivas dilui¢oes;



186

IV. Colocar 25 uL de amostra nos seus respectivos tubos. E importante pegar
somente o sobrenadante dos tubos;

V. Colocar 25 uL do REAGENTE G no tubo CN;

VI. Colocar 25 yL do REAGENTE “B”(anticorpo de detecc¢éo) em cada tubo. Tanto
nos tubos da curva de diluicdo “2”, quanto nos das amostras e CN;
VII. Vortexar todos os tubos;
VIII.  Incubar por 3h a T.A. e ao abrigo da luz;

IX. ApOs incubacao, adicionar 1 mL do ‘REAGENTE “F” em cada tubo;

X.  Centrifugar os tubos por 5 min. a 1.500 rpm, 20°C;

XI. Verter os tubos e adicionar 200 uyL do REAGENTE “F” em cada tubo;
XIl.  Vortexar todos os tubos e proceder a leitura.

e Preparo do Setup

I. Identificar um tubo para o Setup Beads com a sigla “Setup”;
lI. Colocar 50 ML do Cytometer Setup Beads no tubo.
Obs: Vortexar bastante o frasco com Cytometer Setup Beads antes de tira-las;

lll.  Colocar 450 uL de “Reagente F” no tubo e vortexar.

e Aquisigao setup, padrées e amostras no citémetro

I. Criar 2 pastas: “Standard” e “Samples”. Pode adquirir todas as amostras em
uma Unica pasta e depois separar as 10 primeiras para a pasta Standard e o restante
para a Samples;

[I.  Abrir o Template de aquisicdo do CBA,;

lll.  Conectar o citbmetro e acionar 0os parametros do instrumento determinado
apos calibracdo do aparelho. Certificar que no item “Aquisition and Storage” a
resolucédo do canal esta em 1024;

IV. Ajustar o numero de eventos a serem contados para 2.100 em R1 (300 beads
de cada analito);

V. Colocar o nhome do arquivo no item FILE com caracteres alfanuméricos.
Exemplo: As iniciais de quem esta fazendo o experimento e data do dia do
procedimento. Ex: JP02052008.001;

VI. Identificar os padrbes e amostras no item SAMPLE ID. Ex: Padrdes: CN; 1:256;
1:128, etc. Amostras: 01, 02, 03, etc.;
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VII. Assegurar que a gate R1 esta delimitando todas as beads. Acionar a velocidade
High;
VIIl. Comecar a leitura com o Setup. Realizar os ajustes na voltagem que forem
necessarios;

IX. Iniciar a aquisicdo da curva com o tubo CN e depois em ordem crescente de
concentracéo dos padrdes, ou seja, ler da maior diluicdo para a menor até o tubo TS;

X. Seguir a aquisicao das amostras em ordem crescente.



