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RESUMO

O cancer ¢ o principal problema mundial de satde e nos ultimos anos o Brasil
obteve um avanco considerdvel no indice de mortalidade por cancer. O cancer de célon
afeta igualmente homens e mulheres, sendo uma doenca trativel e freqiientemente
curdavel. O sistema imune € responsavel pela defesa do organismo contra patégenos e
alguns tumores, que desencadeiam uma resposta imune especifica na tentativa de
suprimir seu crescimento. Associado a atuagdo dos macréfagos, o consumo de produtos
derivados da soja estd sendo muito difundido atualmente, podendo diminuir o risco de
determinadas doencas, inclusive dos tumores, melhorando as condicdes de satde. As
bactérias 4cido laticas s@o utilizadas em alimentos probidticos e sdo capazes de
promover uma estimulagdo do sistema imune, influenciando através do aumento da
fagocitose de patdgenos e também quanto a produgdo de citocinas. Neste trabalho,
avaliou-se a resposta imune no desenvolvimento de cancer de célon induzido
quimicamente com 1,2 dimetilhidrazina em ratos que receberam produto de soja
fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp. jugurti
416, os quais foram suplementados ou ndo com cdlcio. Os animais com e sem tumores
receberam o produto fermentado de soja ou o produto fermentado de soja suplementado
com cdlcio. Aos controles ndo foi administrado o produto fermentado de soja ou
suplementado. Estes grupos tiveram a atividade imunoldgica avaliada através da
producdo de mediadores como perdxido de hidrogénio (H,O,), 6xido nitrico (NO),
interleucina (IL)-1f, fator de necrose tumoral-o¢ (TNF-o)) e IL-6, produzidos pelos
macrdfagos, e interferon-y (IFN-y) e IL-4 produzidos pelas células esplénicas. Os
resultados demonstram que com a presenca do tumor e produto fermentado ha maior
estimulacdo do sistema imune observado pela maior producido de H,O,, assim como os

animais sem tumor e que receberam tratamento. Nos animais com tumores e que
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receberam tanto o tratamento com o produto fermentado de soja como suplementado
com calcio observou-se menor producdo de NO e IL-6, resultado este inverso ao
observado nos grupos de animais saudaveis que receberam tratamento. Em relacdo a IL-
1B e TNF-a observamos produ¢do em todos os grupos testados, sem nenhuma
influéncia do tratamento recebido. Quanto a producdo de IFN-y observamos que a maior
concentracdo ocorreu nos animais com tumor que receberam o produto fermentado
suplementado com célcio, ou seja, mesmo na presenca do tumor esses animais
conseguiram apresentar uma resposta preferencialmente tipo Thl. Quanto a IL-4
observamos que o tratamento com o produto fermentado de soja induziu maior
produgdo desta citocina no animal portador do tumor, demonstrando uma participacio
de resposta Th2. Deste modo, a partir de andlises de correlacdo, sugerimos que o
produto fermentado de soja suplementado com cdlcio seria o melhor tratamento

apresentando a resposta Thlmais efetiva na conten¢ao do tumor.

= PALAVRAS-CHAVE: céancer de cdélon, macréfagos, produtos de soja,

perdéxido de hidrogénio, 6xido nitrico, citocinas.
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ABSTRACT

Cancer is the main problem of health and in the last years Brazil had a
considerable progress in the mortality rate for cancer. Colon cancer affects men and
women equally, and it is a treatable and frequently curable disease. Immune system is
responsible for the organism defense against pathogenic substances and some tumors
that unchain a specific immune response in the attempt of suppressing its growth.
Combined the macrophages performance, the consumption of products derived from
soy is being very spread now, could reduce the risk certain diseases, including tumors,
improving health condition. Lactic acid bacteria is utilized in probiotic food and can
promote a stimulation of immune system influencing through the increase of the
pathogen phagocytosis and also the cytokines production. In this work, the immune
response was evaluated in the development of colon cancer induced chemically with 1,2
dimethylhydrazine in rats that received soy product fermented with Enterococcus
faecium CRL 183 and Lactobacillus helveticus ssp. jugurti 416; which were
supplemented or not with calcium. Animals with or without tumors that received the
fermented soy product or the fermented soy product supplemented with calcium and to
controls groups that didn’t receive the fermented soy product or supplement with
calcium. In these groups the immunological activity was evaluated through production
of mediators such as hydrogen peroxide (H,O,), nitric oxide (NO), interleukin (IL)-1p,
tumoral necrosis factor-o (TNF-a) and IL-6, produced by macrophages, and interferon-y
(IFN-y) and IL-4, produced by spleen cells. Results demonstrate that in tumor presence
and fermented product there is a higher immune system stimulation observed in H,O,
production, as well as the animals without tumor and that received soy treatment. In the
animals with tumors that received the fermented soy product treatment and

supplemented with calcium was observed smaller production of NO and IL-6, this result
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was inverse to the observed in the healthy groups of animals that received treatment. In
relation to IL-1B, we observed production in all tested groups, with no influence of
treatment received. In relation to TNF-a and IFN-y we observed that the highest
production was in the animals with tumor that received the fermented product
supplemented with calcium, so, even in presence of the tumor those animals present a
Thl response. As for IL.-4, we observed that treatment with soy fermented product
induced a higher production of this cytokine in the animal with tumor, demonstrating a
Th2 response. So, through correlation analyses, we suggested that soy fermented
product supplemented with calcium would be the best treatment and, Thl response

becomes more effective in tumor contention.

= KEY WORDS: colon cancer, macrophages, soy product, hydrogen peroxide,

nitric oxide, cytokines.



Capitula 1






1.1. PRODUTOS FERMENTADOS: IMPORTANCIA ATRAVES DOS TEMPOS

Apesar da origem exata do iogurte ainda ser um mistério para os pesquisadores, a
base de seu aparecimento encontra-se na antigiiidade. O leite fermentado que deu
origem ao iogurte da atualidade teve origem no Oriente, como prova o proprio nome
(jugurt). Através das expedicdes, guerras e relagcdes comerciais entre os fenicios e os
egipcios e mais tarde, também através de gregos e romanos, este alimento, que hoje faz
parte do nosso cotidiano, rapidamente se difundiu, conquistando uma posi¢do
privilegiada na dieta alimentar dos mais diversos povos (SCHREZENENMEIR e
DEVRESE, 2001).

Uma teoria data do periodo neolitico, entre 5000 a 3500 a.C., quando pastores
passaram a se alimentar com o leite de animais domesticados. Armazenado em
marmitas de barro, o leite ficava exposto as altas temperaturas do deserto, fermentava e
virava um tipo de iogurte (LEVY, 1998).

Outra idéia sobre a origem vem dos desertos da Turquia, onde o leite fresco era
guardado em sacos feitos de pele de cabra. Transportados por camelos, 0os sacos em
contato com o calor do corpo do animal favoreciam a multiplicacdo de bactérias dcidas
e transformavam o leite em iogurte. Outras indica¢des dao conta de que o iogurte possa
ter aparecido junto aos antigos povos ndmades dos Balcds e, também nas zonas de
estepes da Asia Central (HEWITT e BANCROFT, 1985).

No século II a.C., Galeno, célebre médico grego, relatou os beneficios deste
alimento, realcando a sua maior digestibilidade comparativamente ao leite e o seu efeito
benéfico e purificador no excesso de bile e nos problemas de estomago. Outro
importante médico da antigiiidade, Dioscérides, recomendou o iogurte como

medicamento para o tratamento do figado, do estdbmago, do sangue, da tuberculose,



como depurativo geral e contra as supuragdes (LOURENS-HATTINGH e VILJOEN,
2001).

No século VII, em Damasco, surgiu um livro de medicina intitulado "Grande
explicacdo do Poder dos Elementos e da Medicina". Nesta obra, sucessivamente
complementada e atualizada por diversos médicos eruditos gregos, drabes e hindus,
recomendava-se unanimemente o consumo de iogurte como calmante, refrescante e
regulador intestinal. Gengis Khan, o célebre guerreiro e lider militar dos mongois,
alimentava o seu invencivel exército com iogurte, tomado ao natural ou utilizado como
conservante da carne ou de outros alimentos (SALMINEN et al., 1998).

H4 milhares de anos se reconhece os efeitos benéficos dos produtos
fermentados; Abrado atribuiu sua fecundidade e longevidade a ingestdo de fermentado.
No inicio do ano de 1500, o rei da Franca Francis I atribuiu a cura da sua debilidade
intestinal ao consumo de leite fermentado (WATER et al., 1999).

O interesse cientifico pelos fermentados surgiu a partir da publicacdo do livro de
Eli Metchnikoff, "The prolongation of life" (1921), no qual o autor associa um
adequado estado de saide com a implantag@o, no trato gastrintestinal, de determinadas
bactérias laticas, provenientes dos produtos fermentados; Metchnikoff propds que o
acido latico, produzido pelas bactérias, proporcionaria um meio desfavoravel as
bactérias patogénicas. Metchnikoff experimentou em si mesmo e associou a sua satde a
ingestdo regular de leite fermentado com Lactobacillus bulgaricus.

O termo "probidtico" € uma palavra derivada do grego, significando "para a
vida". Foi usado pela primeira vez por Lilly e Stillwell em 1965 para descrever

"substancias secretadas por um microorganismo que estimula o crescimento de outro".



Parker em 1974 foi o primeiro a usar o termo "probiético” no sentido em que é
atualmente utilizado, como "organismos e substincias que contribuem para o equilibrio
da microbiota intestinal".

Em 1989, Fuller tentando melhorar a definicdo dada por Parker definiu
"organismos vivos que ingeridos exercem efeito benéfico no balan¢o da microbiota
bacteriana intestinal do hospedeiro”. Este conceito foi posteriormente ampliado e
definido como "organismos vivos que quando ingeridos em determinado nimero
exercem efeitos benéficos para a saide" (FULLER, 1991).

Para ser considerado um probidtico, os microorganismos devem ter as seguintes
caracteristicas: ser habitante normal do trato intestinal do hospedeiro, resistir as
condicdes estressantes do trato intestinal e as instabilidades do meio ambiente; exercer
efeitos benéficos no hospedeiro; estar vidvel nos alimentos e formulagdes terapéuticas;
reproduzir-se rapidamente; produzir substancias antimicrobianas; resistirem ao tempo
entre a fabricagdo, comercializacdo e ingestdo do produto (SHAHANI e AYEBO,
1980).

Os géneros de microorganismos mais conhecidos para composicdo de
probidticos sdo Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Enterococcus, os quais
sdo extensamente usados como principais bactérias para a produgdo de iogurte. A
administracio de probidticos pode levar ao restabelecimento da microbiota intestinal a
6timos niveis, permitindo um ataque benéfico as paredes do intestino pelas bactérias e
assim alterando as propriedades metabdlicas e funcionais da microbiota entérica no
hospedeiro (SIITONEM et al., 1990; GOPAL et al., 2001). Devido a caracteristica
metabdlica destes microorganismos, e por crescerem bem no leite, os principais

produtos probidticos sdo de origem latica.



Dentre os varios microorganismos usados como probidticos, encontramos as
bactérias acido laticas (BAL), bactérias ndo acido laticas e leveduras (HOLZAPFEL e
SCHILLINGER, 2002). Os probiéticos sdo usados em medicina humana na prevencio e
tratamento de doencas, na regulagdo da microbiota intestinal, em distirbios do
metabolismo gastrintestinal, como imunomoduladores e na inibicao da carcinogénese.

A designacdo BAL se aplica a um grupo de bactérias Gram-positivas, ndo
patogénicas, que t€m o 4cido latico como produto metabdlico principal e que sdo
tradicionalmente usadas na fermentacdo de alimentos. Nestas bactérias estdo incluidos
os géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Pediococcus. Os
géneros Bifidobacterium e Enterococcus também estdo incluidos neste grupo no que diz
respeito a bactérias inoculadas com finalidade funcional (GOLDBERG, 1994).

As bactérias do género Lactobacilos, também produtoras de acido lético, sdo
uma das espécies bacterianas dominantes no intestino delgado e interferem em reacdes
metabdlicas que ocorrem nessa parte do trato gastrintestinal (RAFTER, 2003). Sao
bactérias Gram-positivas aerdbias facultativas que convertem lactose e outros aguicares
simples em &cido ldtico. A producdo de édcido latico faz com que o ambiente fique
dcido, o que inibe o crescimento de bactérias nocivas (FIGUEIREDO e PASSOS,
2003).

Os estudos estdo sendo conduzidos para se verificar os beneficios que as
proprias bactérias proporcionam, assim como os produtos alimenticios que as mesmas
produzem. Normalmente os alimentos pesquisados sdo produtos a base de leite,
incluindo leites fermentados, manteiga e leites ndo fermentados com culturas
adicionadas. Cepas de Lactobacillus acidophilus e espécies de Bifidobacterium sio

consideradas dentro da categoria de probidticas e utilizadas para suplementar culturas



tradicionais de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus
(GOLDBERG, 1994).

As BAL também produzem metabdlitos de atividade antibidtica que reduzem a
quantidade de bactérias patégenas, como o dcido latico, causando um efeito positivo na
diminuicdo e severidade das diarréias (SEDAS et al.,, 1996). O L. delbrueckii ssp
bulgaricus produz a bulgaricina e o S. thermophilus produz a nicina e a diplococina.
Estas substancias apresentam atividade inibitdria tanto para bactérias Gram-negativas
quanto para Gram-postitivas, como a Salmonella spp., E. coli e Staphylcoccus sp.
(SABOYA etal., 1997; SEDAS et al., 1996).

Os mecanismos produzidos pelas bactérias laticas que levam a redugdo dos
niveis de colesterol, ndo foram ainda elucidados. Existem hipéteses indicando a agéo de
certas bactérias sobre a desconjugacdo dos sais biliares: a baixa solubilidade dos sais
biliares ou desconjugados provoca a co-precipitacdo do colesterol e com isso 0 mesmo
ndo € reabsorvido no intestino. Desta forma, o figado precisa retirar o colesterol da
circulagdo sangiiinea para a sintese de sais biliares (TOMERA, 1996; WATER et al.,
1999).

Os metabdlitos da desconjugacdo dos sais biliares sao citotdxicos e estdo
relacionados com o aumento do risco do cancer de c6lon (SANDERS, 2000). A maior
desconjugacdo destes sais parece estar relacionada com a cultura viva, a qual precisa
sobreviver ao suco gastrico e chegar ao intestino. Sabe-se que as bactérias L. delbrueckii
ssp bulgaricus e S. thermophilus, ndo fazem parte da microbiota intestinal, embora
alguns estudos indiquem que o S. thermophilus resiste ao suco gdastrico e adere
pobremente na mucosa intestinal (CONWAY et al., 1987).

Tradicionalmente os Enterococcus sdo considerados bactérias laticas

(HOLZAPFEL e WOOD, 1995). Assim como outras BAL, os Enterococcus estiao



presentes em um grande nimero de produtos laticos como culturas iniciadoras, em
suplementos alimentares e alimentos considerados funcionais. S&o cocos Gram-
positivos que freqiientemente ocorrem aos pares (diplococos), sendo organismos
anaerobicos facultativos (FISCHETTI, 2000). Os Enterococcus sao utilizados no
processo de fermentacdo ou para melhoria da qualidade sensorial de alimentos, e como
probidticos alimentares. A primeira descri¢do do género Enterococcus data de 1984
quando Schleifer e Kilpper-Bélz descreveram o E. faecium e E. faecalis (KLEIN, 2003).

O iogurte é um dos alimentos mais conhecidos que contém probidticos. E
definido pelo Codex Alimentarius de 1992 como um produto coagulado do leite que
resulta da fermentacdo de acido latico por Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus (MEYDANI e HA, 2000).

A constitui¢do do iogurte € baseada na composicao nutricional do leite do qual é
derivado, sendo afetado por muitos fatores, como diferencas individuais e genéticas dos
mamiferos, alimentagdo, fase de lactagdo, idade e fatores ambientais, como a estacido do
ano. Outras varidveis que exercem um papel durante o processamento do leite, incluindo
a temperatura, duracdo de exposicdo ao calor, exposi¢do a luz e condicdes de
armazenamento, também afetam o valor nutricional do produto final. Além disso, as
mudangas em componentes de leite que acontecem durante a fermentacio 4acida latica
influenciam no valor nutricional e fisiolégico do produto final (ADOLFSSON et al.,
2004).

Alimentos funcionais podem ser definidos como "alimentos semelhantes em
aparéncia aos alimentos convencionais, consumidos como parte da dieta, que produzem
beneficio especifico a saude, além de satisfazer os requerimentos nutricionais”" ou

"alimentos, em forma natural ou processada, que contém niveis significantes de



componentes biologicamente ativos que, além da nutri¢do basica, trazem beneficios a
saude, a capacidade fisica e ao estado mental" (HEWITT e BANCROFT, 1985).

Recentemente, muitos dos probidticos sdo suplementados de prebidticos, num
unico produto e s@o considerados simbidticos. A premissa é a de que o prebidtico
selecionado seja um substrato metabolizdvel pelo microrganismo probidtico no
intestino. Isto possibilitaria um aumento na capacidade de sobrevivéncia do probidtico
(COLLINS e GIBSON, 1999).

Prebidticos sdo "moléculas ndo digeriveis que atuam de forma benéfica no
hospedeiro, estimulando o crescimento e/ou a atividade de um nimero limitado de
bactérias do c6lon, podendo melhorar a saide do hospedeiro”. Alguns tipos de fibras
alimentares, ou seja, carboidratos os quais ndo podem ser digeridos pelo nosso corpo
(ditos oligossacarideos), exceto através da atividade bacteriana, sdo ditos prebidticos.
Através do aproveitamento desses oligossacarideos, os microrganismos probidticos
produzem mais dcidos graxos de cadeia curta que baixam o pH dos intestinos, inibindo
o desenvolvimento das bactérias patog€nicas, a0 mesmo tempo em que possibilitam que
alguns minerais como o célcio e 0 magnésio, se tornem mais soliveis e sejam melhor
absorvidos pelo organismo (GIBSON e ROBERFROID, 1995).

O iogurte de soja, considerado uma combinacdo de dois alimentos funcionais, é
um alimento funcional obtido a partir do leite de soja fermentado por microorganismos
vivos. A proteina de soja é considerada pela Organizacdo Mundial de Sadde, como a
unica proteina vegetal de alto valor bioldgico, que contém todos os aminodcidos
essenciais necessdarios para o crescimento e manutencdo do organismo humano
(BESHKOVA et al., 1998).

De acordo com a Resolucao n°5, de 13 de Novembro de 2000, do Ministério da

Agricultura e do Abastecimento (MAPA), o iogurte é um tipo de leite fermentado, cuja



fermentacdo se realiza com cultivos protosimbioticos de Streprococcus salivarius ssp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, aos quais podem-se
acompanhar, de forma complementar, outras bactérias &4cido laticas que, por sua
atividade contribuem para a determinag¢@o das caracteristicas do produto final (BRASIL,
2000).

A soja (Glycine max) constitui um produto de grande importancia dentro da
classe dos alimentos funcionais. O consumo da soja in natura ou mesmo processada na
forma de derivados tem despertado interesse muito grande da populacio e,
principalmente dos pesquisadores, ndo sé por ser considerada uma fonte importante de
nutrientes de baixo custo, mas particularmente pela sua capacidade de diminuir o risco
de determinadas enfermidades crnicas, muitas vezes podendo ser indicada como
coadjuvante dos processos terapéuticos tradicionais (ROSSI, 2001). E considerada um
alimento de alto valor nutritivo e de grande importancia na alimenta¢do humana rica em
proteina (30% a 45%) e em Oleo (15% a 25%) (NIELSEN, 1985).

Esta leguminosa € cultivada pelos chineses hd cerca de cinco mil anos e no
inicio do século XX passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos. No
Brasil, o grao chegou em 1908, porém a expansao agricola aconteceu nos anos 70 com o
interesse da industria de 6leo e a demanda do mercado internacional (SOUZA et al.,
2000). As caracteristicas quimicas e nutricionais da soja e seus derivados sdo fatores
que a qualificam como um alimento funcional.

Além da qualidade de sua proteina, estudos mostram que a soja pode ser
utilizada de forma preventiva e terap€utica no tratamento de doencas cardiovasculares,
cancer, osteoporose e sintomas da menopausa (SETCHELL e CASSIDY, 1999). Entre
as substincias presentes na soja responsaveis por esses efeitos, atualmente, as de maior

interesse sdo as isoflavonas, particularmente a genisteina e daidzeina. Dessa forma, a
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soja é um dos alimentos que oferece as maiores possibilidades para o desenvolvimento
de produtos funcionais (SOUZA et al., 2000). Dentre os alimentos produzidos a partir
da soja destacam-se principalmente: tofu, leite de soja, iogurte de soja, carne de soja e
farinha de soja.

O iogurte de soja apesar de apresentar caracteristicas nutricionais semelhantes
aos produtos fermentados de leite, difere significativamente destes em relacdo ao
conteido mineral, sendo relativamente deficiente em célcio. A adicdo de célcio ao
iogurte de soja na forma de citrato, carbonato, fosfato, gliconato ou lactato, apesar de
provocar alteragdes na acidez tituldvel, viscosidade e consisténcia, ndo conferiram
propriedades sensoriais indesejaveis ao produto. Verificou-se que o tempo de
fermentacdo ndo excedeu aquele de processos industriais convencionais. Dessa forma,
todos os sais testados se mostraram vidveis para o processo de enriquecimento desse
produto (UMBELINO et al., 2001).

Micronutrientes como vitaminas € minerais podem potencializar alguns destes
processos da imunidade ndo especifica pela modulacdo da fungdo celular inflamatéria
(ERICKSON et al., 2000).

Sais minerais e vitaminas funcionam como "co-fatores" do metabolismo no
organismo. Sem eles as reagdes metabodlicas ficariam tdo lentas que nédo seriam efetivas.
Os sais minerais desempenham fungdes vitais em nosso corpo mantendo o equilibrio de
fluidos, controlando a contragdo muscular, carregando oxigénio para a musculatura e
regulando o metabolismo energético (IULIANO-BURNS et al., 2006).

Produtos de consumo didrio geralmente sdo considerados uma fonte excelente
de proteina de alta qualidade por conterem sais minerais como calcio, potéssio, fésforo,
magnésio e zinco e, vitaminas do complexo B, como riboflavina, niacina, vitamina B-6

e vitamina B-12. Embora presentes na dieta, alguns minerais nem sempre sdo ingeridos
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nas quantidades suficientes para satisfazer as necessidades metabdlicas, especialmente
durante a fase de crescimento, estresse, trauma, perda de sangue e algumas doencas
(BUTTRISS, 1997).

O corpo do homem adulto contém aproximadamente 1000 a 1500 g de célcio
(dependendo do género, raca e tamanho do corpo) dos quais 90% sdo encontrados nos
ossos na forma de hidroxiapatita (DELMAS, 2002). A necessidade didria pode ser
obtida pela ingestdo de alimentos enriquecidos com célcio, suplementos farmacolégicos
ou ambos. Embora a soja seja rica em oxalato e ftalato, produtos a base de soja tém
relativamente alta quantidade de célcio disponivel, equivalente a do leite (FISHBEIN,
2004).

Os produtos laticos constituem uma das melhores fontes de cdlcio, um nutriente
essencial que pode prevenir a osteoporose e possivelmente o cincer de cdélon
(SANDERS, 1994). As principais fontes de cédlcio além dos laticinios (leite, iogurte e
queijos), sdo peixes 6sseos, legumes, brocolis e repolho. Muitos trabalhos contribuem
para a teoria de que a suplementacio de cdlcio na alimentagdo pode também prevenir o
desenvolvimento do cancer de c6lon. Vdrios estudos epidemioldgicos evidenciam que
regides onde o consumo de célcio é grande hd um baixo indice de cancer de célon
(HOLT, 1999).

Uma das hipéteses do mecanismo de acdo do célcio € sua ligagdo com os dcidos
biliares. Acidos biliares, produzidos durante a digestdo de gordura, provocam
irritabilidade nas células epiteliais do célon. Dessa forma, o cdlcio se combina com
esses dcidos, formando compostos insoliveis que neutralizardo essa capacidade de
irritar o epitélio do cdlon e assim induzir um aumento nas taxas de proliferagdo. Sem o
aumento da proliferacéo celular, a probabilidade das células progredirem para neoplasia

ou cancer estaria diminuida NEWMARK e WARGOVICH, 1986).
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As necessidades de célcio sdo geralmente supridas por laticinios, especialmente
leite. A maior parte do célcio (90%) é armazenada nos 0ssos, como ja mencionado, com
uma troca constante ocorrendo com o sangue, tecidos e 0ssos. Além de ser fundamental
para o fortalecimento de ossos e dentes, o cdlcio também ¢ necessdrio para o
funcionamento adequado do sistema nervoso e imunoldgico, contragdo muscular,

coagulacdo sangiiinea e pressao arterial (LIN et al., 2005).

1.2. O CANCER E O SISTEMA IMUNE

O cancer é o principal problema mundial de saide e uma das causas mais
importante de morbidade e mortalidade em criancas e adultos. Nos dltimos anos, o
Brasil obteve um avanco consideravel no indice de mortalidade por cancer e a cada ano,
se configura e se consolida como um problema de saide publica de dimensdes nacionais
(KLIGERMAN, 2002).

Dentre os tipos de céncer, o de colo-retal é o segundo tumor maligno mais
comum nos Estados Unidos, sendo superado apenas pelo cancer de pulmiao (WEIR et
al., 2003). Tanto homens como mulheres sdo igualmente afetados, sendo uma doenca
trativel e freqiientemente curdvel. Estimativas de incidéncia de cincer no Brasil para
2006, publicadas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), apontam o cancer de colo-
retal como o quinto tumor maligno mais freqiiente entre homens e quarto entre as
mulheres (BRASIL, 2005).

A maior incidéncia de casos de cancer de c6lon ocorre na faixa etdria entre 50 e
70 anos, mas as possibilidades de desenvolvimento ja aumentam a partir de 40 anos. A

heterogeneidade na ocorréncia mundial nos indices de cancer de cdlon é geralmente

devido a diferentes habitos alimentares das populacdes (DOLL e PETO, 1981). Dietas



13

ricas em carne vermelha, gordura e pobres em fibras estio associadas com o aumento do
risco de desenvolvimento de cincer de c6lon (GIOVANNUCCI e WILLETT, 1994).
Estes fatos constituem os principais fatores de risco para o cancer de colo-retal. Isso
implica que a ingestdo de dietas suplementadas com cdlcio, ricas em fibras e pobres em
gordura reduz o risco de desenvolvimento de adenoma colo-retal (BARON et al., 1999).

Na maioria dos casos, quando detectado em seu estdgio inicial, o cancer de c6lon
€ curdvel, embora nesta fase, dificilmente apresente sintomas. Como todos os outros
tecidos e 6rgdos do corpo, o colon é constituido por células que se dividem e se
reproduzem de forma ordenada e controlada. Quando ocorre alguma disfun¢éo celular
que altera este processo, € produzido um excesso de tecido que d4 origem ao tumor, o
qual pode ser benigno ou maligno. O tumor maligno, ou céncer, cresce, ndo apenas
comprimindo, mas também, invadindo e destruindo tecidos sadios a sua volta (KROK e
LICHTENSTEIN, 2004).

O desenvolvimento deste tipo de cancer estd relacionado a sinais como mudanga
injustificada de hébito intestinal, diarréia ou prisdo de ventre recorrente, sangue nas
fezes, evacuacdes dolorosas, constante flatuléncia (gases), desconforto gdstrico
(sensacdo de plenitude estomacal, contragdes dolorosas), sensacdo de constipacdo
intestinal, perdas injustificadas de peso e cansaco constante. No entanto, a presenca de
um ou mais destes sintomas ndo significa, necessariamente, que o cancer esteja
presente, os quais podem ser causados por diversas doengas gastrintestinais, como
dlceras ou inflamacdo do c6lon ITZKOWITZ e HAPRAZ, 2004).

Atualmente, sabe-se que além dos efeitos favordveis contra doencas causadas
por desequilibrio da microbiota intestinal, as BAL desempenham um importante papel
no retardamento da carcinogénese do célon por influenciar as fun¢des metabdlicas,

imunoldgicas e protetoras no célon (SANDERS, 1994; ROBERFROID et al., 1995).
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Uma microbiota entérica equilibrada ou "normal" pode competitivamente excluir
possiveis organismos patogénicos e estimular o sistema imune intestinal
(BENGMARK, 2000; DE ROOS e KATAN, 2000).

O potencial benéfico da ingestdo de probidticos também pode ser esperado em
outros campos importantes como modulacio dos niveis de colesterol, exclusio
competitiva de patdgenos intestinais, reducdo dos sinais e sintomas de intolerincia a
lactose, reducdo de atividades de enzimas bacterianas, estimulacio do sistema imune e
prevencdo de cancer (SANDERS, 2003).

Os mecanismos precisos de como as bactérias laticas podem inibir o cancer de
colon sdo ainda desconhecidos. Tais mecanismos podem incluir alteracdes da atividade
metabdlica na microbiota intestinal e das condi¢des quimicas no célon, ligacido e
degradag@o de carcinégenos potenciais, alteracdo quanti- e qualitativa na microbiota
intestinal, producdo da anti-tumorigénese ou anti-mutagénese (RAFTER, 2003). Vdrias
cepas de bactérias laticas com capacidade de reducdo do colesterol ja foram testadas e,
dentre elas, a associacdo entre Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus
helveticus ssp jugurti 416 mostrou-se vidvel, tecnoldgica e sensorialmente, na obtengao
de um produto com caracteristica hipocolesterolémica (ROSSI et al., 1999, 2000, 2001,
2003).

O produto fermentado por bactérias liticas resposta imune adaptativa, inata ou
ambas (PERDIGON et al.,, 2001; VENDRAMINI, 2002). A resposta imunoldgica
constitui uma ampla 4rea de mecanismos de defesa, desde a prevencdo e combate a
infecgdo, até a identificag@o e eliminacdo de células anormais, as quais podem originar
neoplasias.

O sistema imunoldgico pode ser dividido em componentes inato e adaptativo,

com extensa interligacdo entre os dois. A resposta inata inclui fatores soliveis, como
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proteinas do complemento e vérias células efetoras, inclusive granulécitos, mastdcitos,
macrdfagos, células dendriticas (DC) e "natural killer" (NK). A imunidade inata serve
como a primeira linha de defesa contra infeccdo (JANEWAY, 2001).

Perdigon et al. (1988) investigaram os efeitos do leite fermentado com L. casei e
L. acidophilus nos mecanismos de defesa em camundongos por oito dias consecutivos e
observaram que ambas as bactérias laticas aumentaram significativamente as atividades
fagocitica e enzimética de macréfagos peritoneais desses camundongos.

Os macrofagos sdo células que apresentam a capacidade de fagocitar
microorganismos e particulas estranhas num mecanismo priméario de defesa.
Subseqiientemente, liberam inimeros mediadores ao meio externo, numa tentativa de
controlar uma resposta indesejavel ao organismo hospedeiro. Uma importante funcio
dos macrdfagos observada em relacio aos efeitos dos micronutrientes é a produgdo de
citocinas como interleucina (IL)-1 e IL-6, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o),
interferon-gama (IFN-y), mediador de inflamagdo como prostaglandina-E2 (PG-E2) e
intermedidrios reativos do nitrogénio e oxigénio. Além da fagocitose e producdo de
citocinas, os macréfagos podem apresentar antigenos em conjunto com as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il em sua superficie
(ESKEW et al., 1989).

O estado de ativacdo dos macréfagos, que participam da homeostase ou de
processos patoldgicos, pode ser determinado através de varios sinais incluindo a matriz
extracelular, macromoléculas externas e células estranhas ao organismo. Esse estado de
ativacdo tanto in vivo como in vitro, pode ser influenciado através de alteracdes de
varios componentes dietéticos. Enquanto um foco principal de estudos dietéticos tem
sido relacionado com a fun¢@o dos macréfagos e macronutrientes, por exemplo, gordura

dietética, varios outros focalizam os efeitos de micronutrientes como as vitaminas.
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Esses estudos confirmaram que micronutrientes podem alterar significativamente a
funcdo dos macréfagos e assim alterar o seu papel na imunidade inata, inflamagéo e
vérios processos de doenga (ERICKSON et al., 2000).

Metabdlitos reativos de oxigénio e nitrogénio t€m sido sugeridos como
importantes moléculas sinalizadoras em reacdes intra e intercelulares em diferentes
tipos de células. E conhecido que espécies reativas tais como o radical hidroxila (OH),
anion superéxido (0O,), peréxido de hidrogénio (H,O,), 6xido nitrico (NO) e
peroxinitrito (OONO) sdo produzidos para ativar células do processo inflamatério
(ROCHELLE et al., 1998).

A geracdo de H,O, representa um processo celular natural, resultante de varias
reacOes essenciais a atividade celular, no entanto, a liberacdo de altas concentracdes de
H,0, induz a quebra de fita de DNA e/ou perturbag@o no citoesqueleto da membrana
levando a morte celular (NELSON e COX, 2004). Sob condig¢des fisioldgicas normais,
o H,0, é gerado em pequenas quantidades e € rapidamente utilizado ou degradado.
Atualmente, estd claro que o H,O, é usado ndo somente como substrato para
peroxidases, mas também para oxidagdo de grupamentos tidis nas proteinas. A
utilizacdo de H,0O, na regulacdo celular constitui um fato de pequena magnitude quando
comparado seu grande potencial em modificar proteinas e, conseqiientemente, modular
suas atividades (RAMASARMA, 1990).

A maior parte do oxigénio consumido € convertida em H>O, por dismutagdo
espontdnea do O, ou pela agdo da superéxido dismutase (SOD) (HAMPTON e
ORRENIUS, 1998). O H,0, tem atividade bactericida somente em altas concentrag¢des
(HYSLOP et al., 1995). Dessa forma, a acdo microbicida dos fagdcitos, provavelmente,
€ devida a acdo de oxidantes secundarios, produzidos a partir do H,O; e do O;"

(HAMPTON e ORRENIUS, 1998).
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Est4d bem estabelecido que os niveis basais das Espécies Reativas do Oxigénio
(ERO) sao mais altos em processos malignos quando comparados a células normais
(SZATROWSKI e NATHAN, 1991; TOYOKUNI et al., 1995). Elevadas concentracdes
de ERO em tumores também podem ser resultado de atividades anti-cancerigenas de
células imunes e citocinas citotéxicas (BROWN e BICKNELL, 2001).

Niveis intracelulares excessivos de ERO também s@o uma conseqiiéncia da acio
de vérias terapias anti-cincer como radioterapia, hipertermia e quimioterapia. Para isto
mostrou-se recentemente que as ERO desempenham importante papel na acédo
citotoxica de camptotecina, um inibidor de topoisomerase, enzima usada no tratamento
de cancer colo-retal avancado (GARCIA-CARBONERO e SUPKO, 2002).

As Espécies Reativas do Nitrogénio (ERN), especialmente o NO, representam
um importante mediador da atividade microbicida e anti-tumoral dos macréfagos (XIE
et al., 1995), contribuindo para a resposta inespecifica do hospedeiro e para o processo
inflamatério. O NO constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas (MORRIS e BILLIAR, 1994), sendo um radical livre, gasoso,
inorgénico, incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um
elétron desemparelhado (BECKMAN e KOPPENOL, 1996).

O NO esta envolvido em numerosos processos homeostiticos como regulacdo
do tonus vascular, modulagao da citotoxicidade por macréfagos ativados, regulacdo da
proliferacdo celular, regulagdao da migracdo celular, ativagdo de fatores de transcrigdo,
inducdo de genes citoprotetores, modulacdo da producdo de citocinas téxicas e
neurotransmissio central e periférica (FELLSTRON e ZEZINA, 2001). Esse metabdlito
participa de muitos processos fisioldgicos relacionados aos sistemas nervoso central
(CHRISTOPHERSON e BREDT, 1997) e periférico (QUEIROZ e BATISTA, 1999;

THOMPSON et al., 1998) e desempenha um importante papel no controle de muitas
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infec¢cOes, apresentando atividade antibacteriana, antiparasitiria e antiviral (FLORA
FILHO e ZILBERSTEIN, 2000). Todavia, o descontrole na sintese de NO esta
implicado na patogénese de doencas cardiovasculares, auto imunidade, rejei¢do de
transplantes, sepse (NATHAN, 1992), doencas cerebrais degenerativas (HALLIWELL,
2001), indugdo de cancer (SCHMIDT e WALTER, 1994), genotoxicidade (WINK et al.,
1998) e na inflamac¢ao (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).

O NO também apresenta acdo anti-tumoral (JENKINS et al., 1995; MURTA et
al., 1999). Entretanto, essa atividade anti-tumoral depende da quantidade de NO gerada
e da interagcdo das células do hospedeiro com as do tumor. Esta interacdo pode gerar
efeito ora estimulante ora inibitério na imunidade anti-tumoral (O’SSULLIVAN e
LEWIS, 1994; MURTA et al., 1999). Portanto, a diversidade dos efeitos do NO parece
estar relacionada as concentracdes de NO gerados, a sensibilidade individual das células
e a duracdo do fendmeno (THOMSEN et al., 1995; QUEIROZ e BATISTA, 1999).

O NO assume particular importancia na neovascularizacdo, contribuindo para
manuten¢do do fluxo sangiiineo adequado ao tumor (BUTTERY et al., 1993). A
inducdo da sintese de NO estd no contexto das defesas do organismo contra infeccdes,
inflamacdes e muitas neoplasias, contudo, dependendo das quantidades geradas, pode
levar a morte celular e danos teciduais (MONCADA et al., 1991; MONCADA e
HIGGS, 1993; NATHAN e XIE, 1994; WINK et al., 1998).

O NO ¢ sintetizado por uma familia de enzimas chamadas de 6xido nitrico
sintetase (NOS), que converte a L-arginina em NO e L-citrulina. Trés isoenzimas foram
identificadas como responsdveis pela producdo de NO e foram denominadas de
neuronal (nNOS ou NOS 1), induzivel (iNOS ou NOS 2) e endotelial (eNOS ou NOS
3). A iNOS foi originalmente purificada e clonada a partir de macréfagos ativados,

embora células musculares cardiacas, células de musculo liso vascular e células da glia
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também produzem NO a partir da iNOS (LOPES—FARRE et al., 1998; SARIH et al.,
1993).

A INOS ¢ expressa em estimulos patoldgicos, como microorganismos invasores.
Sua indugdo é estimulada por lipopolissacarideos (LPS) bacterianos e algumas citocinas
sintetizadas em resposta aos LPS, incluindo TNF-o, IFN-y e IL-1 (NATHAN, 1992).

A imunomodulacdo por probidticos através da producdo de citocinas tem sido
intensivamente investigada nos ultimos anos em células primdrias e em linhagens de
roedores e humanos (NICAISE et al., 1993; MIETTIENEN et al, 1996;
VENDRAMINI, 2002).

As citocinas constituem um grupo de glicoproteinas soliveis e peptideos de
baixo peso molecular. Atuam mediando interacdes entre células e tecidos (DUNLOP e
CAMPBELL, 2000). Sao mediadores soldveis liberados por linfécitos e células do
sistema fagocitdrio, essenciais na comunicagdo intercelular e em muitos processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos. Elas também modulam a inflamac¢do e a imunidade
regulando o crescimento e a diferenciacdo de leucdcitos e também células ndo
leucocitarias (OPPENHEIM et al., 1994). A producdo das citocinas ocorre em resposta
a diversos estimulos celulares, incluindo o dano induzido por carcindgenos, infec¢io e
inflamacdo (DRANOFF, 2004).

As interleucinas (IL) foram originalmente descritas como produtos de mondcitos
e linfécitos, mas muitas células nao-hematopoiéticas como fibroblastos, células
endoteliais, queratindcitos e astrdcitos sido capazes de produzir algumas ILs. (DUNLOP
e CAMPBELL, 2000).

Quando uma resposta inflamatéria aguda € ativada, a seqii€ncia de citocinas pro-
inflamatorias inicia-se com a producdo imediata de IL-1 e TNF-a. Estes estimulam a

liberagdo de IL-6, que realiza um importante papel iniciando a reacdo hepatica de fase
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aguda (LUSTER et al., 1994). Esses efeitos relacionam-se com a febre, trombocitose,
caquexia e modificacdo dos componentes protéicos. IL-6 também pode estar envolvida
na transforma¢@o maligna e progressdao tumoral (TSUKAMOTO et al., 1992) e é uma
citocina sintetizada por macréfagos e outras células em resposta a microorganismos e a
outras citocinas, atuando sobre células T, B e macréfagos (SYK et al., 2002).

A IL-1B € sintetizada em células imunes infiltradas por tumores como também
células endoteliais. Sua principal funcdo é observada na regulacdo da proliferacio e
diferenciacdo de células imunes normais e malignas como também outros tipos de
células. Alguns pesquisadores demonstraram que a IL-1p induz expressdo de fatores
angiogénicos potentes, fator de crescimento endotelial vascular e a produgéo de IL-8 em
células de cancer de c6lon humanas (ABDUL e HOOSEIN, 2002; LIU et al., 2003).

Ao mesmo tempo, a resposta antiinflamatéria inicia com a producio de receptor
de IL-1, receptor solivel de TNF-a e IL-10. Isto reduz os niveis e atividade de IL-1 e
TNF-a. Dependendo do estimulo fisico, outras citocinas como fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF) e fator de crescimento e transformagdo-beta (TGF-f) sdo
produzidos e desempenham um papel no processo de remodelagcdo do tecido (KELLY,
1990; RUBIN et al. 1995).

O TNF-a ¢ uma das mais importantes citocinas pré-inflamatdrias, atuando no
inicio da resposta imune e regulando a cascata de citocinas durante a resposta
inflamatdoria. Também estd envolvido em eventos locais e sistémicos, continuos a
inflamacio (MARKHATADZE, 1998). E uma citocina que possui importantes efeitos
biolégicos em uma variedade de células, efeitos esses na maioria relacionados a
processos imunomodulatérios e inflamatérios (CASALE et al., 1996).

O TNF-a é produzido por muitas células ativadas incluindo mondcitos,

macrdfagos, granuldcitos, linfécitos T e B, células NK, queratinécitos, fibroblastos e
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algumas células tumorais (BEYAERT e FIERS, 1998). Entretanto quando se encontra
em altos niveis pode induzir a morte celular por apoptose (SCREATON e XU, 2000).

No cancer de célon, o antigeno carcinoembrionario (CEA) é produzido por
células cancerigenas. Quando CEA alcancga o figado, liga-se a receptores das células de
Kupffer, estimulando a producdo de IL-1, IL-6 e TNF-a. Estas citocinas também
aumentam a adesao de células de cancer de célon ao endotélio (GANGOPADHYAY et
al., 1996).

Os mecanismos pelos quais o produto fermentado pode inibir o crescimento de
tumor experimental sdo provavelmente devido a uma diminuicdo da resposta
inflamatoria induzida pelo carcindgeno, aumento de IgA, aumento da apoptose celular e
aumento da taxa de TNF-a.. A cultura do iogurte inibe o crescimento do carcinoma
intestinal em ratos, aumentando a atividade de IgA, linfécitos T e macréfagos
(PERDIGON et al., 2001).

Além dos macréfagos serem potentes células secretoras de citocinas, 0s
linfécitos T compartilham essa atividade. Células T sdo freqiientemente classificadas
em 2 categorias, tipo 1 (Thl) e tipo 2 (Th2) (MOSMANN et al., 1986). Células Th1 sdo
as principais produtoras de IFN-y e IL-2 e participam da imunidade mediada por células
enquanto as c€lulas Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 e participam da imunidade
humoral.

IFN -y possui um papel critico na indug¢do de outras citocinas e ativagdo da
morte natural de células. Virios estudos indicaram que o consumo de iogurte ou
ingestdo de BAL modula a produgio de vérias citocinas, como IL-1f, IL-6, IL-10, IL-
12, IFN -y e TNF -a (HALPERN et al., 1991; MIETTINEMET al., 1996; SOLIS-

PEREYRA et al., 1997; BORRUEL et al., 2002; VENDRAMINI, 2002). De Simone et
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al. (1986), observaram que a producdo de IFN-y in vitro usando linfcitos humanos é
maior nas culturas com a presenca de BAL que na auséncia deste.

O TNF-a atua em sinergismo com o IFN-y na ativacdo macrofagica,
especialmente na producdo de NO (JANEWAY, 2001). Dentre as citocinas, o [FN-y é
uma proteina homodimérica produzida por células NK, células Thl CD4+ e células T
CD8+. O IFN-y é a citocina liberada pelos linfécitos T e células NK que ativa o
macrdfago, destruindo microorganismos fagocitados, estimulando a produgdo de TNF-
a, IL-6, IL-12, radicais de oxigénio e NO, estimulando a destruicio dos
microorganismos fagocitados (JANEWAY e TRAVERS, 1997).

A IL-4 é uma potente citocina multifuncional produzida por células T ativadas,
mastécitos e baséfilos. Pode estimular o crescimento, diferenciacdo e manutengdo da
viabilidade das células T e B. Essa citocina possui uma grande variedade de efeitos
biol6gicos em muitas células nao linféides, incluindo as células endoteliais e
fibroblastos (PAUL, 1991). Encontra-se diretamente relacionada a ativacdo de células

Th2, influenciando a resposta humoral.
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2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune no desenvolvimento de cancer de célon induzido
quimicamente com 1,2 dimetilhidrazina (DMH) em ratos que receberam produto de soja
fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti

416., suplementados ou ndo com célcio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar a viabilidade celular dos macréfagos utilizando brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélico (MTT);

2.2.2.Quantificar os intermedidrios reativos do nitrogénio (NO) e oxigénio
(H,0,) em culturas de macréfagos peritoneais de ratos;

2.2.3. Determinar as citocinas IL-1P, IL-6 e TNF-a em culturas de macr6fagos
peritoneais;

2.2.4. Determinar as citocinas IFN-y e IL-4 em culturas de células esplénicas.
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3.1. FLUXOGRAMA

3.1.1. INDUCAO QUIMICA DO TUMOR

Grupos de animais sadios Grupos de animais com tumor
Grupo 1 Grupo 2
Grupo 5 Grupo 3
Grupo 6 Grupo 4

Inicio da ingestao dos produtos em estudo nos
Grupos 3,4,5¢6.

Inoculacdo subcutinea com 1,2 dimetilhidrazina (DMH)
40 mg/kg peso corpdéreo 1 semana apds o inicio da ingestdo dos
produtos em estudo nos Grupos 2, 3 e 4.

Sacrificio dos animais no 101° dia

Avaliac@o dos parametros imunoldgicos
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3.1.2. OBTENCAO DAS CELULAS DO EXSUDATO PERITONEAL

Animais

inoculados intraperitonealmente com 10 mL
tioglicolato de s6dio a 3%

Sacrificio ap6s 3 dias

Exposicdo do peritoneo

Extracdo do baco

Lavagem 3 a 4 vezes com RPMI Lavagem 3 a 4 vezes com RPMI
centrifugando a 200g/ 5 min centrifugando a 200g/ 5 min

Extracdo de macréfagos peritoneais

I\
I/

NO, H;0,, IL-1p, TNF-q e IL-6

IFN-y e IL-4
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3.2. OBTENCAO DOS PRODUTOS FERMENTADOS DE SOJA

3.2.1. Produto Fermentado

O produto de soja fermentado foi produzido a partir do "leite de soja"
substituindo o indculo bacteriano convencional (S. thermophilus e L. bulgaricus) por
1,5% (v/v) de cultivo de E. faecium CRL 183 e 1,5% (v/v) de cultivo de L. helveticus
ssp jugurti 416. A fermentacdo foi realizada a 37°C até o produto apresentar pH 4.,5.

O "leite de soja" (matéria prima basica para a produgdo do produto fermentado)
foi processado na Unidade de Desenvolvimento e Produgdo de Derivados de Soja -
UNISOJA, do Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas - UNESP, de acordo com a metodologia descrita por Rossi, 2000.

3.2.2. Produto fermentado suplementado com calcio
Produzido a partir do "leite de soja" enriquecido com 600mg de cdlcio/L
(Merck, Brasil) na forma de fosfato tribasico de célcio, conforme descrito por Umbelino

et al. (2001).

3.3. ANIMAIS

Em cada experimento foram utilizados 5 ratos machos, linhagem Wistar,
adultos, com 11 semanas de idade, pesando aproximadamente 90 gramas, fornecidos
pelo Biotério Central da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual

Paulista, (UNESP), situado na cidade de Araraquara - SP. Os animais foram mantidos
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em gaiolas metabdlicas de policarbonato, com agua e racdo (Purina) ad libitum em
condicdes estaveis de ambiente (23°C £ 2°C, 56% de umidade relativa do ar) com

controle de claro e escuro a cada periodo de 12 horas.

3.4. ADMINISTRACAO DOS PRODUTOS DE SOJA
Os produtos foram administrados aos animais por meio da técnica de gavagem,
na quantidade de 3 mL/kg de peso/ dia, 1 vez por semana durante o periodo de 100 dias.

Todos os procedimentos com animais foram conduzidos conforme parecer do Comité

de Etica local (parecer n® 46/2004).

3.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos em 6 grupos experimentais, contendo 5 animais
em cada grupo (n=30).

O Grupo 1 foi constituido de animais sadios que ndo receberam o produto
fermentado (Controle negativo).

O Grupo 2 foi constituido de animais com cancer de cdlon induzido
quimicamente e que nio receberam o produto fermentado (Controle positivo).

O Grupo 3 foi constituido de animais com cancer de célon induzido
quimicamente e que receberam o produto fermentado ndo suplementado com célcio.

O Grupo 4 foi constituido de animais com cancer de célon induzido
quimicamente e que receberam o produto fermentado suplementado com célcio

O Grupo 5 foi constituido de animais sadios que receberam o produto

fermentado ndo suplementado com célcio.
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O grupo 6 foi constituido de animais sadios que receberam o produto fermentado

e suplementado com calcio.

3.6. INDUCAO QUIMICA DO CANCER DE COLON EM ANIMAIS

Uma semana apds o inicio da ingestdo dos produtos em estudo, os animais dos
Grupos 2, 3 e 4 foram inoculados subcutaneamente com 1,2 dimetilhidrazina (DMH),
indutor quimico de carcinogénese de colén, em dose tnica de 40mg/kg peso corpdreo
(LT e LI, 2003). O carcindgeno DMH foi dissolvido em uma solucio salina 0,9% e
posteriormente ajustado a pH 6,5 com solucdo de hidréxido de so6dio. Apds quatro
semanas da inoculag@o do carcinbgeno DMH, os animais foram palpados semanalmente

para se verificar o aparecimento do tumor (WEI et al., 2003).

3.7. SACRIFICIO DOS ANIMAIS
Os animais foram sacrificados em camara de CO; a partir do 101° dia, para a
coleta dos macréfagos peritoneais e das células esplénicas para posterior realizagdo dos

testes imunoldgicos.

3.8. OBTENCAO DE CELULAS DO EXSUDATO PERITONEAL (PEC)

Os animais foram previamente inoculados intraperitonealmente, com 10mL de
tioglicolato de s6dio (Difco, Alemanha) a 3%, trés a quatro dias antes da coleta de
células. Apés este periodo, estes animais foram eutanasiados em camara de CO,. O

peritdneo foi exposto em fluxo laminar horizontal Classe 100 (Veco, Brasil) para a
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retirada do exsudato peritoneal. Na por¢do mediana superior do abdomen foi injetado
20mL de solucdo RPMI estéril em pH 7,2 e a 4°C, com o auxilio de seringa e agulha
também estéreis. Uma leve massagem abdominal foi realizada e as células do exsudato
peritoneal foram coletadas com a mesma seringa e dispensadas em tubo conico estéril
(Corning, EUA) para preparo da suspensdo celular. As células do exsudato peritoneal
foram lavadas trés vezes com SmL de RPMI estéril (pH 7,2) e centrifugadas a 400xg
por Smin. em centrifuga (Fanem, Brasil) a temperatura ambiente. As células
sedimentadas foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma, Suiga)
contendo 2B-mercaptoetanol (Sigma, EUA) a 2x10°M, penicilina (Sigma, EUA)
100U/mL, estreptomicina (Sigma, EUA) 100U/mL, L-glutamina (Sigma, EUA) 2mM e
5% de soro fetal bovino (Cutilab, Brasil), sendo o meio assim designado de RPMI-
1640-completo (RPMI-1640-C). O nimero de células foi determinado pela contagem
em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Alemanha) com a utilizacdo de 10uL
da suspensdo celular diluida em 90uL do Liquido de Lazarus. As células foram
ajustadas a concentracdo ideal para cada ensaio. Posteriormente, as células do exsudato
peritoneal foram colocadas em placas e incubadas a 37°C por 60min. em estufa
contendo tensdo constante de 7,5% de CO, (Forma Scientific, EUA) para a aderéncia de
macrdfagos. As células ndo aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de

cultura RPMI-1640.

3.9. OBTENCAO DE CELULAS TOTAIS DE BACO

Para avaliar a ativag@o de linfécitos foram utilizadas culturas de células totais de
baco. Os animais foram sacrificados em camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco,

Brasil), sendo os bagos extraidos assepticamente e transportados para uma placa de Petri



32

estéril (Corning, EUA) contendo 3mL de RPMI (Sigma, Sui¢a), pH 7,2, gelado, onde
foram macerados cuidadosamente com o auxilio de pingas estéreis para liberacdo das
células. O conteddo da placa foi aspirado vérias vezes por seringa de 3mL e agulha 25 x
7,0mm para obtengdo de uma suspensdo celular homogénea. Apds este procedimento, as
células foram transferidas para tubo conico estéril (Corning, EUA) de 15mL e
centrifugadas em RPMI (Sigma, Suica) trés vezes a 200xg por Smin. (Centrifuga
Fanem, Brasil). As células sedimentadas foram ressuspendidas em 1mL do meio RPMI-
1640-C e a contagem do nimero de células viaveis feita em cAmara hemocitométrica de
Neubauer (Boeco, Alemanha) através da técnica de exclusio com Azul de Trypan
(Reagen, Brasil) a 0,04%. Apds a contagem, as suspensdes celulares foram ajustadas a
concentragio de 5x10° células/mL e distribuidas em placas de cultura de tecidos de 24
cavidades (Corning, EUA), 1,0mL por cavidade e acrescentadas de 34yl do estimulo
Concanavalina A (ConA) (Sigma, EUA) na concentracdo de 0,51g/mL — usada como
controle positivo ou somente meio de cultura nos controles de células como controle
negativo. As placas foram incubadas a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5%
de CO, (Forma Scientific, EUA) por 24h. Apds esta incubagdo, as placas foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada (Hettich, Alemanha) a 4°C durante 10 min. a
7.000g. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram coletados, aliquotados em

tubos tipo eppendorfs e estocados a -80°C para posterior dosagem de IFN-y e IL-4.

3.10. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE CELULAR DOS MACROFAGOS
Para a avaliaco da citotoxicidade foi utilizada suspensdo de células peritoneais,

ajustadas a concentracio de 5x10° células/mL. As células foram estimuladas com LPS
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ou tratadas somente com o meio de cultura RPMI-1640-C (controle negativo) (Sigma,
Suica).

Os experimentos foram realizados utilizando a técnica de MTT (MOSMANN,
1983), Nas placas de microtitulacdo de 96 cavidades, foram incubadas suspensdes de
células do exsudato peritoneal (100uL por cavidade). O tempo de incubagdo foi de 24 h
em estufa a 37°C com tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA),
variando de acordo com o experimento. Apods esse periodo de incubagdo, o contetdo da
placa foi vertido e 100puL de uma solugdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazdlico (MTT) (Usb, EUA) a 1mg/mL diluido em tampao PBS (solug¢éo salina
tamponada de fosfatos, pH 7,2) foram adicionados a cada orificio. A placa foi entio
incubada por mais 3h nas mesmas condi¢gdes anteriores. Ap0s esse periodo, o contetido
da placa foi novamente vertido e 100uL de alcool isopropilico (Mallinckrodt, México)
foram adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais de formazana formados.
Somente células e meio de cultura RPMI-1640-C foram utilizados como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade dos macréfagos. A leitura da absorbéancia foi
realizada em espectrofotometro UV/Visivel (Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia),

em comprimento de onda de 540nm e filtro de referéncia 620nm.

3.11. AVALIACAO DA ESTIMULACAO DE MACROFAGOS

3.11.1. Determinacdo da producio de Per6xido de Hidrogénio (H,O,) por
macroéfagos peritoneais de ratos
A producdo de H,O, foi determinada segundo o método descrito por Pick e

Keisari em 1980, e adaptado por Pick e Mizel em 1981. A suspensio celular obtida apds
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o sacrificio dos animais foi ajustada a 2x10° células/mL, em solu¢do completa de
vermelho de fenol, contendo: 140mM de NaCl (Merck, Brasil), 10mM de tampio
fosfato de potdssio, pH 7,0, 5,5mM de dextrose (Merck, Alemanha); 0,56mM de
vermelho de fenol (Berse, Brasil) e peroxidase de raiz forte, tipo II (0,01 mg/mL)
(Sigma, EUA). Aliquotas de 100uL foram transferidas para microplacas de 96
cavidades (Corning, EUA) e acrescentados de S0uL de solucdo de zimosan A (de
Saccharomyces cerevisae, Sigma, EUA) a 5 mg/mL em tampao fosfato de potdssio ou
somente tampdo fosfato de potissio, como controle de células, e incubadas por 1h em
estufa a 37°C com tensdo constante de CO;, (5 %) (Forma Scientific, EUA). Apés a
incubacdo, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de S0puL de NaOH 5 M (Sigma,
Brasil), e a seguir foram feitas leituras em espectrofotdmetro UV/Visivel de microplacas
(Multiskan Ascent, Labsystems, Finldndia) a 620nm. As amostras foram analisadas em
triplicata. Os resultados foram expressos em nanomols de H202/2x105 células
peritoneais, a partir de uma curva padrdo previamente estabelecida, constituida de

concentragdes molares conhecidas de H,O, em tampao vermelho de fenol.

3.11.2. Determinac¢ao da producio de Oxido Nitrico (NO) por macroéfagos
peritoneais de ratos

O 6xido nitrico foi quantificado pelo actimulo de nitrito em meio de cultura e
medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess com nitrito de sédio
(NaNQO,) (Sigma, EUA) como padrao (GREEN et al., 1982).

A suspensio celular obtida foi ajustada a 5 x 10° células/mL em meio de RPMI-
1640-C (Sigma, Suica), e foram distribuidas 100uL dessa suspensdo celular em placas

de 96 cavidades estéreis (Corning, EUA). Em algumas cavidades da placa, foram
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adicionados 100uL da solugdo de LPS a 10ug/mL como agente estimulante. Em outras
cavidades, foram adicionadas 100uL de meio RPMI-1640-C (Sigma, Suiga) & suspensio
celular, como controle de células (controle negativo). Como controle dos reagentes foi
utilizado somente meio de cultura RPMI-1640-C (Sigma, Suica) e LPS (Sigma,
Alemanha), sem a suspensao celular. A placa assim constituida foi incubada por 24h em
estufa a 37°C com tensdo constante de CO, (5 %) (Forma Scientific, EUA). Apds a
incubagdo, foram retiradas aliquotas de 50uL de cada amostra, passadas para uma outra
placa e adicionados mais 50uL/cavidade de reagente de Griess, constituido de 0,1% de
N-1-naphthyl-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solugdo acido fosférico a 2,5%.
Apé6s 10min. a temperatura ambiente, a absorbancia das placas foi lida em 540nm em
espectrofotometro  UV/Visivel (Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia). As
concentragdes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padrdo previamente
estabelecida com concentragdes molares conhecidas de NaNO, (Sigma, EUA) em meio
RPMI-1640-C (Sigma, Suiga). Os testes foram realizados em triplicata e os valores

expressos em micromols de NO/5x10° células.

3.11.3. Determinacio da producao das citocinas IL-1B, TNF-a, IL-6, IFN-y e
IL-4

As citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-o foram quantificadas nos sobrenadantes
obtidos das culturas de macrofagos peritoneais (item 3.8.), e as citocinas IFN-y e IL-4
nos sobrenadantes obtidos das culturas de células esplénicas (item 3.9.), através do teste
imunoenzimdtico ELISA de captura, utilizando os Kits BD OptEIA® (EUA) de acordo

com as instru¢des do fabricante.
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As microplacas de poliestireno de 96 cavidades (Corning, EUA) foram
adsorvidas com um anticorpo de captura anti-IL-1p, anti-IL-6, anti-TNF-a., anti-IFN-y
ou anti-IL-4 de rato purificado a 4pg/mL (100 pL/cavidade) em tampao PBS e
incubadas overnight (aproximadamente 18h) a 4°C. Apds a incubagdo, as placas foram
lavadas 3 vezes com solugdo salina tamponada com fosfatos, pH 7,0 contendo 0,05% de
Tween-20 (PBS-T) (Merck, Alemanha). Apés a lavagem, foram bloqueadas com 300uL
de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma, EUA) a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de
sacarose e 0,5% de azida sédica) a temperatura ambiente por 60 min. e lavadas 3 vezes
com PBS-T. Foram adicionados a cada placa os padrdes das respectivas citocinas ou os
sobrenadantes das culturas a serem testados. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 120 min e lavadas 4 vezes com PBS/T. Em seguida, foram adicionados
100 pL/cavidade de anticorpo monoclonal de cabra anti-IL-1p, anti-IL-6, anti-TNF-a,
anti- IFN-y e anti IL-4 de rato marcado com biotina na concentracdo de 400 ng/mL em
diluente de reagente (1%BSA, 0,05% de Tween 20 em tampdo Tris-NaCl). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 120 min e lavadas 3 vezes com PBS-T,
sendo entdo adicionados 100 pL do conjugado peroxidase-streptavidina diluido em
PBS/BSA e incubadas novamente a temperatura ambiente por 20 min. Apds esse
processo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e 100 pL do substrato (10mM de
tampao citrtato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina (Sigma, EUA) e 1,2
mM de H0O,) foram adicionados em cada cavidade. A reacdo foi interrompida
adicionando-se 50 uL de H,SO, 2 M. A absorbancia foi lida a 450nm em
espectrofotometro  UV/Visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems,
Finlandia) e as concentragdes das citocinas foram quantificadas utilizando uma curva

padrdo previamente estabelecida com quantidades conhecidas dos padrdes de IL-1, IL-
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6, TNF-a, IFN-y ou IL-4. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados

expressos em picogramas/mL.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos para todos os grupos em todos 0s ensaios apresentaram
distribuicdo normal, portanto testes paramétricos foram utilizados para as andlises dos
resultados como descrito a seguir:

(a) Teste T pareado para comparacdes dentro do mesmo grupo;

(b) Anélise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey para comparacdes
entre os diferentes grupos (para essa andlise, os valores obtidos na produgdo com
estimulo foram descontados dos valores obtidos na produgao espontinea);

(c) Teste de Pearson para as andlises de correlacio entre os diferentes
mediadores.

Os resultados dos testes T e das andlises de variancia estdo apresentados como
média + desvio padrdo e as andlises de correlagdo representadas pelo valor de “R”. O
valor de significancia considerado foi de p< 0,05. Para tal foi utilizado o programa
GraphPad Prism versao 3.00, para Windows, Software GraphPad, San Diego California

USA (MOTULSKY, 1999).
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4.1. Determinacao da Viabilidade Celular de Macro6fagos

A determinagdo da viabilidade celular foi realizada em células do exsudato
peritoneal obtidas de ratos. As células foram mantidas por 24h em meio de cultura
RPMI-1640-C. Os resultados obtidos nos diferentes grupos de tratamento estdo
ilustrados na Figura 1.

Para alguns grupos houve diferenca estatisticamente significativa quando a
viabilidade das células tratadas com o LPS foi comparada com os seus respectivos
controles sem o estimulo, sendo p<0,001 para os grupos 1, 2,3 e 6; p<0,01 para o Grupo
5 e p>0,05 para o Grupo 4 (sem diferenca estatistica nesse grupo).

A viabilidade celular encontrada nos diferentes grupos de estudo foi ao redor de

74,40 (no Grupo 2 com estimulo) a 100% (todos os grupos sem estimulo).
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Figura 1: Viabilidade das células do exsudato peritoneal (PEC) de ratos Wistar nos
diferentes grupos de tratamento. As células do exsudato peritoneal dos animais
cultivadas em presenca de estimulo (LPS) ou somente células dos animais sem estimulo
(RPMI-1640-C) foram previamente ajustadas a concentracdo de 5x10° células/mL. As
células em meio de cultura (RPMI-1640-C) foram utilizadas como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade. Cada ponto e barra representam a média + desvio
padrio de cinco animais realizados em triplicata. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste T-pareado.

* p< 0,01 quando comparado ao seu respectivo controle sem estimulo

# p< 0,001 quando comparado ao seu respectivo controle sem estimulo
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4.2. Avaliacao da producao de Espécies Reativas do Oxigénio (ERO) e Espécies

Reativas do Nitrogénio (ERN) em culturas de macrofagos peritoneais de ratos

4.2.1. Determinacao da producio de peroxido de hidrogénio (H,O,)

A determinacgdo da producgdo de H,O; foi realizada nos sobrenadantes de culturas
de células do exsudato peritoneal de ratos. A cultura foi realizada em presenca de
Zimosan e somente solucdo de tampao completo de fosfato de potdssio utilizado como
diluente na reag@o.

Na Figura 2 mostramos os dados obtidos na determinag@o de H,O,. Observamos
ao compararmos os grupos controles, que ndo apresentaram tumor (Grupos 1, 5 e 6)
menor producdo de H,O, pelo Grupo 1, diferenca estatisticamente significativa em
relacdo aos que receberam produto fermentado (Grupo 5) e aos que receberam o
produto fermentado suplementado com célcio (Grupo 6), sendo p<0,001 para ambos.

Entre os animais que desenvolveram o tumor (Grupos 2, 3 e 4) verificamos
maior produgdo de H,O, pelo Grupo 3, o qual recebeu o produto fermentado ndo
suplementado, sendo p<0,001 em relag¢dao ao Grupo 2. Ao compararmos os Grupos 2 e 4
a diferenca estatistica ndo foi significativa (p>0,05), enquanto que entre os Grupos 3 e 4
a produgao foi estatisticamente significativa (p<0,001).

Quando comparamos os grupos induzidos ao tumor com o0S grupos nao
induzidos e que receberam os mesmos tratamentos, observamos que o grupo com tumor,
o qual recebeu o produto fermentado (Grupo 3), embora tenha produzido maior
concentracdo de H,O, que o grupo que recebeu o mesmo tratamento sem o tumor
(Grupo 5), ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Por outro
lado, quando comparamos a producio de H,O, entre o Grupo 4 (com tumor) e o Grupo

6 (sem tumor), os quais receberam o produto fermentado suplementado com célcio,



42

verificamos que o Grupo 4 produziu concentragdo estatisticamente menor de H,O,

(p=<0,001).
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Figura 2: Producao de H,O; em cultura de células do exsudato peritoneal de ratos
Wistar nos diferentes grupos de tratamento. As células do exsudato peritoneal dos
animais foram cultivadas em presenca de estimulo (Zimosan) ou somente células dos
animais sem estimulo (tampao fosfato). As concentra¢des de H,O, foram obtidas através
de uma curva padrdo previamente estabelecida com concentracdes molares conhecidas
de H,0; e os resultados foram expressos em nmols de H202/2x105 células. Cada barra
representa a média + desvio padrdo de cinco animais realizados em triplicata. A anélise
estatistica foi realizada através de andlise de varidncia (ANOVA) utilizando o teste de
Tukey para comparagdes entre 0s grupos.

*p< 0,001: em relacdo ao Grupo 1

# p<0,001: em relacdo ao Grupo 2

§ p<0,001: em relacao ao Grupo 6

+ p<0,001: em relacdo ao Grupo 4
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4.2.2. Determinacao da producao de o6xido nitrico (NO)

A determinacdo da producdo de NO foi realizada em sobrenadantes de culturas
de células do exsudato peritoneal de ratos. A cultura foi realizada em presenga do LPS e
somente meio RPMI-1640-C. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 3.

Na determinacéo de NO, observamos ao compararmos os grupos controles, que
ndo apresentaram tumor, (Grupos 1, 5 e 6) alta producdo de NO, entretanto a diferenca
estatistica ndo foi significativa quando comparados entre si (p>0,05).

Entre os animais que desenvolveram o tumor (Grupos 2, 3 e 4) verificamos
maior producdo de NO pelo Grupo 2 (animais com tumor que nio receberam tratamento
com derivados da soja), diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao
Grupo 4 (p<0,001), porém nao significativa (p>0,05) quando comparado com o Grupo
3. Ao compararmos os Grupos 3 e 4 entre si verificamos uma produgio estatisticamente
significativa (p<0,01).

Quando comparamos os grupos induzidos ao tumor com o0S grupos nao
induzidos e que receberam os mesmos tratamentos, observamos que o grupo com tumor,
o qual recebeu o produto fermentado (Grupo 3) produziu menor concentragdo de NO
que o grupo que recebeu 0 mesmo tratamento sem o tumor (Grupo 5), sendo a diferenga
entre ambos estatisticamente significativa (p<0,05). Quando comparamos a produg¢do de
NO entre o Grupo 4 (com tumor) e o Grupo 6 (sem tumor), os quais receberam o
produto fermentado suplementado com cdlcio, verificamos que o Grupo 4 produziu

concentragdo estatisticamente menor de NO (p<0,001).
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Figura 3: Producio de NO em cultura de células do exsudato peritoneal de ratos
Wistar nos diferentes grupos de tratamento. As células do exsudato peritoneal dos
animais foram cultivadas em presenca de estimulo (LPS) ou somente células dos
animais sem estimulo (RPMI-1640-C). As concentracdes de nitrito foram obtidas
através de uma curva padrdo previamente estabelecida com concentracdes molares
conhecidas de nitrito de s6dio (NaNQO,) e os resultados foram expressos em pmols de
nitrito/5x10° células. Cada barra representa a média + desvio padrdo de cinco animais
realizados em triplicata. A anélise estatistica foi realizada através de andlise de variancia
(ANOVA) utilizando o teste de Tukey para comparagdes entre 0s grupos.

*p< 0,001: em relacdo ao Grupo 2

# p< 0,05: em relacdo ao Grupo 5

#p< 0,001: em relagdo ao Grupo 6

+ p<0,01: em relacdo ao Grupo 4
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4. 3. Determinacao das citocinas IL-1f, TNF-a, IL-6, IFN-y e 1L-4

4.3.1. Determinacao da producao de IL-1f

A determina¢do da producdo de IL-1f foi realizada nos sobrenadantes de
culturas de células aderentes de ratos. A cultura foi realizada em presenca de LPS e
somente RPMI-1640-C (Figura 4).

Quando comparamos os grupos controles, que ndo apresentaram tumor, (Grupos
1, 5 e 6) notamos que a produgdo de IL-1B pelo Grupo 1 ndo foi estatisticamente
significativa em relag@o aos grupos 5 e 6 (p>0,05).

Entre os animais que desenvolveram o tumor (Grupos 2, 3 e 4) verificamos
maior producdo de IL-1B pelo Grupo 2, sendo a produgdo estatisticamente ndo
significativa (p>0,05) em relagdo aos outros grupos.

Quando comparamos os grupos induzidos ao tumor com o0S grupos nao
induzidos e que receberam os mesmos tratamentos observamos que o grupo com tumor,
o qual recebeu o produto fermentado (Grupo 3), embora tenha produzido maior
concentragdo de IL-1B que o grupo que recebeu o mesmo tratamento sem O tumor
(Grupo 5), ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Quando
comparamos a produgdo de IL-1p entre o Grupo 4 (com tumor) e o Grupo 6 (sem
tumor), que receberam o produto fermentado suplementado com célcio, verificamos que

o Grupo 4 também nao produziu concentragdo estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 4: Concentracio de IL-1p produzida nos sobrenadantes de cultura de
macroéfagos peritoneais de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento. As
culturas de células aderentes foram cultivadas em presenca de estimulo (LPS) ou
somente células dos animais sem estimulo (RPMI-1640-C). As concentracdes de IL-1[3
foram calculadas através de uma curva padrio previamente estabelecida com
concentragdes conhecidas de IL-1B. Os resultados expressos em pg/mL. Cada barra
representa a média + desvio padrdo de cinco animais realizados em triplicata. A anélise
estatistica foi realizada através de andlise de varidncia (ANOVA) utilizando o teste de
Tukey para comparagdes entre os grupos.
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4.3.2. Determinacao da producao de TNF-q

A determinacdo da producdo de TNF-a foi realizada nos sobrenadantes de
culturas de células aderentes de ratos. A cultura foi realizada em presenca de LPS e
somente RPMI-1640-C (Figura 5).

Na Figura 5, os resultados dos testes para determinacdo de TNF-a mostraram
que quando comparamos os grupos controles, que nao apresentaram tumor, (Grupos 1, 5
e 6) observamos que a producdo de TNF-a pelo Grupo 1 foi menor e estatisticamente
significativa em relacdo aos grupos 5 e 6 (p<0,001). J4 entre os Grupos 5 e 6
observamos uma produgdo estatisticamente significativa (p<0,01).

Entre os animais que desenvolveram o tumor (Grupos 2, 3 e 4) verificamos
maior produgdo de TNF-a pelo Grupo 3, com producio estatisticamente significativa
(p<0,001) em relacdo ao Grupo 2. Os Grupos 3 e 4 ndo foram estatisticamente
significativos quando comparados entre si (p>0,05).

Quando comparamos os grupos induzidos ao tumor com o0S grupos nao
induzidos e que receberam o mesmo tratamento observamos que o grupo com tumor, o
qual recebeu o produto fermentado (Grupo 3), embora tenha produzido maior
concentragdo de TNF-a que o grupo que recebeu o mesmo tratamento sem o tumor
(Grupo 5), ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05). Por outro
lado, quando comparamos a producdo de TNF-a entre o Grupo 4 (com tumor) e o
Grupo 6 (sem tumor), que receberam o produto fermentado suplementado com célcio,
verificamos que o Grupo 4 produziu maior concentragdo de TNF-o, estatisticamente

significativa (p<0,05).
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Figura 5: Concentracdo de TNF-0 produzida nos sobrenadantes de cultura de
macroéfagos peritoneais de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento. As
culturas de células aderentes foram cultivadas em presenca de estimulo (LPS) ou
somente células dos animais sem estimulo (RPMI-1640-C). As concentra¢des de TNF-a
foram calculadas através de uma curva padrio previamente estabelecida com
concentragdes conhecidas de TNF-a. Os resultados foram expressos em pg/mL. Cada
barra representa a média + desvio padréo de cinco animais realizados em triplicata. A
andlise estatistica foi realizada através de analise de variancia (ANOVA) utilizando o
teste de Tukey para comparagdes entre 0s grupos.

*p< 0,001: em relacdo ao Grupo 1

+ p<0,001: em relacdo ao Grupo 2

# p< 0,05: em relacdo ao Grupo 6

& p<0,01: em relacdo ao Grupo 6



49

4.3.3. Determinacao da producao de IL-6

A determinagdo da produgéo de IL-6 foi realizada nos sobrenadantes de culturas
de células aderentes de ratos. A cultura foi realizada em presenca de LPS e somente
RPMI-1640-C (Figura 6).

Quando comparamos os grupos controle, que ndo apresentaram tumor, (Grupos
1, 5 e 6) observamos que a producdo de IL-6 pelo Grupo 1 foi menor em relagdo aos
Grupos 5 e 6, sendo esta estatisticamente significativa (p<0,001).

Entre os animais que desenvolveram o tumor (Grupos 2, 3 e 4) verificamos
maior produgdo de IL-6 pelo Grupo 2, com producdo estatisticamente significativa
p<0,01 em relagdo ao Grupo 3 e p<0,001 em relacdo ao Grupo 4. Comparando-se 0s
Grupos 3 e 4 entre si ocorreu diferenca estatisticamente significativa (p<0,001).

Quando comparamos os grupos induzidos ao tumor com o0s grupos nao
induzidos e que receberam o mesmo tratamento observamos que o grupo com tumor, o
qual recebeu o produto fermentado (Grupo 3) produziu menor concentragdo de IL-6 que
0 grupo que recebeu o mesmo tratamento sem o tumor (Grupo 5), apresentando
diferenca estatisticamente significativa (p<0,001). O mesmo se observa quando
comparamos a produg¢do de IL-6 entre o Grupo 4 (com tumor) e o Grupo 6 (sem tumor),
que receberam o produto fermentado suplementado com célcio, verificando-se que o

Grupo 4 produziu menor concentragdo, estatisticamente significativa (p<0,001).
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Figura 6: Concentracdo de IL-6 produzida nos sobrenadantes de cultura de
macroéfagos peritoneais de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento. As
culturas de células aderentes foram cultivadas em presenca de estimulo (LPS) ou
somente células dos animais sem estimulo (RPMI-1640-C). As concentra¢des de 1L-6
foram calculadas através de uma curva padrio previamente estabelecida com
concentragdes conhecidas de IL-6. Os resultados foram expressos em pg/mL. Cada
barra representa a média + desvio padréo de cinco animais realizados em triplicata. A
analise estatistica foi realizada através de andlise de varidncia (ANOVA) utilizando o
teste de Tukey para comparagdes entre 0s grupos.

*p< 0,001: em relacdo ao Grupo 1

# p< 0,01: em relacdo ao Grupo 2

+ p<0,001: em relacdo ao Grupo 2

& p<0,001: em relagdo ao Grupo 5

$ p<0,001: em relagao ao Grupo 6

§ p<0,001: em relacdo ao Grupo 6

# p<0,001: em relagido ao Grupo 4
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4.3.4. Determinacio da producao de IFN-y

A determinacdo da produgdo de IFN-y foi realizada em sobrenadantes de
culturas de células esplénicas de ratos. A cultura foi realizada em presenca de ConA e
somente meio RPMI-1640-C. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 7.

Quando comparamos os grupos controles, que ndo apresentaram tumor, (Grupos
1, 5 e 6) observamos que embora a producio de IFN-y pelo Grupo 1 seja maior ndo foi
estatisticamente significativa em relacdo aos Grupos 5 e 6 (p>0,05). Comparando-se os
Grupos 5 e 6 entre si a produgéo foi estatisticamente significativa (p<0,001).

Entre os animais que desenvolveram o tumor (Grupos 2, 3 e 4) verificamos
menor producdo de IFN-y pelo Grupo 2 com producdo estatisticamente significativa
(p<0,01), quando comparada ao Grupo 3, e p<0,001 em relacio ao Grupo 4. Ao
compararmos os Grupos 3 e 4 entre si observamos uma producdo de IFN-y
estatisticamente significativa (p<0,001).

Quando comparamos os grupos induzidos ao tumor com o0S grupos nao
induzidos e que receberam o mesmo tratamento observamos que o grupo com tumor, o
qual recebeu o produto fermentado (Grupo 3) produziu maior concentragdo de IFN-y
que o grupo que recebeu 0 mesmo tratamento sem o tumor (Grupo 5), sendo a diferenga
estatisticamente significativa (p<0,001). O mesmo ocorre quando comparamos a
producdo de IFN-y entre o Grupo 4 (com tumor) e o Grupo 6 (sem tumor), que
receberam o produto fermentado suplementado com célcio, verificamos que o Grupo 4

produziu concentragdo estatisticamente maior de IFN-y (p<0,001).
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Figura 7: Concentracdo de IFN-y produzida nos sobrenadantes de cultura de
células esplénicas de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento. As culturas
de células esplénicas foram cultivadas em presenca de estimulo (ConA) ou somente
células dos animais sem estimulo (RPMI-1640-C). As concentragdes de IFN-y foram
calculadas através de uma curva padrdo previamente estabelecida com concentracdes
conhecidas de IFN-y. Os resultados foram expressos em pg/mL. Cada barra representa a
média + desvio padrdo de cinco animais realizados em triplicata. A andlise estatistica foi
realizada através de andlise de variancia (ANOVA) utilizando o teste de Tukey para
comparagdes entre 0s grupos.

* p<0,01: em relacdo ao Grupo 2

# p<0,001: em relagdo ao Grupo 2

+ p<0,001: em relacdo ao Grupo 5

$ p<0,001: em relagdo ao Grupo 6

§ p<0,001: em rela¢do ao Grupo 6

#p=<0,001: em relacdo ao Grupo 4



53

4.3.5. Determinacao da producao de I1.-4

A determinacgéo da producio de IL-4 foi detectada nos sobrenadantes de culturas
de células esplénicas de ratos. A cultura foi realizada em presenca de ConA e somente
RPMI-1640-C (Figura 8).

Quando comparamos os grupos controle, que ndo apresentaram tumor, (Grupos
1, 5 e 6) observamos que a producdo de IL-4 pelo Grupo 1 ndo foi estatisticamente
significante em relacdo aos Grupos 5 e 6 (p>0,05).

Entre os animais que desenvolveram o tumor (Grupos 2, 3 e 4) verificamos
menor producgéo de IL-4 pelo Grupo 2, diferenca estatisticamente significativa (p<0,01),
quando comparada com o Grupo 3 e com o Grupo 4 (p<0,05). Entre os Grupos 3 e 4 a
diferenca nio foi estatisticamente significativa (p>0,05).

Quando comparamos os grupos induzidos ao tumor com o0S grupos nao
induzidos e que receberam o mesmo tratamento observamos que o grupo com tumor, o
qual recebeu o produto fermentado (Grupo 3) produziu maior concentrag¢do de IL-4 que
0 grupo que recebeu o mesmo tratamento sem o tumor (Grupo 5), apresentando
diferenca estatisticamente significativa (p<0,01). Quando comparamos a producio de
IL-4 entre o Grupo 4 (com tumor) e o Grupo 6 (sem tumor), que receberam o produto
fermentado suplementado com cdlcio, verificamos que o Grupo 4 produziu maior

concentracdo, no entanto, a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 8: Concentracio de IL-4 produzida nos sobrenadantes de cultura de células
esplénicas de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento. As culturas de
células esplénicas foram cultivadas em presenca de estimulo (ConA) ou somente células
dos animais sem estimulo (RPMI-1640-C). As concentra¢cdes de 1L.-4 foram calculadas
através de uma curva padrio previamente estabelecida com concentragdes conhecidas
de IL-4. Os resultados foram expressos em pg/mL. Cada barra representa a média +
desvio padrio de cinco animais realizados em triplicata. A andlise estatistica foi
realizada através de andlise de variancia (ANOVA) utilizando o teste de Tukey para
comparagdes entre 0s grupos.

*p< 0,01: em relacdo ao Grupo 2

# p< 0,05: em relag¢@o ao Grupo 2

+ p<0,01: em relacdo ao Grupo 5
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A Tabela 9 apresenta uma andlise da correlacdo entre os diferentes mediadores

dentro de cada grupo estudado.

Tabela 9: Correlacdo entre os pardmetros imunoldgicos analisados nos diversos grupos

de tratamento

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
H,0, x NO - - - - R=0,9144"  R=0,6535"
H,0, x IL-1 - - R=0,8420" - R -
H,0, x IL-6 - R=0,6708" - - - R=0,9858"
H,0, x TNF - R=0,7293" - - - R=0,9858%
H,0, x IFN-y - - R=0,7597" - R=0,9790°  R=0,9858%
H,0, x IL-4 - - R=0,8453" - - -
NO x IL-1 - - R=0,9541" - -
NO x IL-6 - - R=0,7978" - - R=0,6682"
NO x TNF - - - R=0,6877" - R=0,6682"
NO x IFN-y ~ R=0,8460" - R=0,7880" - R=0,9772%  R=0,6682"
NO x IL-4 - - R=0,6960" - -
IL-1 x IL-6 - - R=0,6980" - R=0,9757% -
IL-1 x TNF - - - - R=0,9616" -
IL-1 x IFN-y  R=0,8460" - R=0,8175" - 5
IL-1 x IL-4 - - - - R=0,8880" -
IL-6 x TNF - - - R=0,7403"  R=0,9873% R=1,000%
IL-6 x IFN-y - R=0,9786 R=0,9710" - - R=1,000%
IL-6 x IL-4 - R=0,7174" - - R=0,9143" -
TNF x IFN-y - - - - - R=1,000%
TNF x IL-4 - R=0,8249" - - R=0,9665" -
IFN-y x IL-4 - - R=0,6837" - - -
A andlise de correlagdo foi realizada através do Teste de Pearson.
* p< 0,05
+p<0,01

& p< 0,001
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A funcdo primordial do sistema imune € proteger o hospedeiro contra invasio de
patégenos através de diferentes componentes celulares incluindo macréfagos,
neutrdfilos, linfocitos (T e B). Essas células em resposta aos danos teciduais migram
rapidamente para o sitio da agress@o iniciando uma resposta inflamatéria (JANEWAY,
2001).

O cancer de célon é uma das principais causas de mortalidade nos paises
ocidentais (PARKER et al., 1996). Platz et al. (2000) estimaram que mais de 70% de
risco de cancer de cdlon sdo evitaveis através de uma combinacdo dietética e mudangas
de estilo de vida.

O tumor de colon pode ser inibido pela ingestdo de iogurte ou outros produtos
fermentados cujo efeito pode estar relacionado com a ativacio de células do sistema
imune associadas a mucosa intestinal (KAMPMAN et al, 2004).

O papel da dieta na etiologia do cancer recebeu grande atencdo nos dltimos anos.
Podemos destacar a relagd@o entre o cancer de c6lon e certos constituintes alimentares. A
literatura tem demonstrado um papel protetor de produtos fermentados contra o
desenvolvimento de tumores de célon, fato esse corroborado por evidéncias
epidemiolégicas (PETERS et al., 1992). Além disso, produtos fermentados ou bactérias
usadas na fermentagdo mostraram efeitos benéficos no cancer de c6lon e em certos tipos
de tumores em modelos murinos de carcinogénese (AYEDO et al., 1981;
SHACKELFORD et al.,, 1983; REDDY e RIVENSON, 1993; PAIVA, 2005;
KINOUCHLI, 2006).

O iogurte de soja, como anteriormente mencionado, consiste de uma
combinagdo de dois alimentos funcionais (ROSSI, 2000). A proteina de soja é
considerada pela Organizagdo Mundial de Saide, como a unica proteina vegetal de alto

valor bioldgico, que contém todos os aminodcidos essenciais necessarios para o
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crescimento e manutencdo do organismo humano (BESHKOVA et al., 1998). O grdo da
soja contém 5 classes de componentes, sendo que estes possuem propriedades
anticarcinogénicas. Tais componentes sdo isoflavonas, saponinas, ftalato, inibidores de
protease e fitoesteréis (MESSINA e BARNES, 1991).

Entre esses componentes, a literatura mostra que as saponinas apresentam
atividade antioxidante protegendo contra o dano celular no cancer de célon (SUNG et
al., 1995).

Os ftalatos s@o conhecidos por sua capacidade de se ligar a minerais como o
célcio e o ferro, tornando-os indisponiveis para a absor¢do. Em caso de consumo
excessivo de ferro, tal mecanismo € benéfico, pois auxilia na prevencio da formacéo de
radicais livres através do desenvolvimento de tumores. Também inibem diretamente o
crescimento de células cancerigenas (SHAMSUDDIN et al., 1996).

Os inibidores de protease interferem na digestdo de proteinas. Sdo inativados em
altas temperaturas, sendo encontrados na soja em pequenas quantidades (ANDERSON e
WOLF, 1995). Estudos em animais mostram que os inibidores de protease suprimem
diversos tipos de canceres in vivo (KENNEDY, 1995).

Outro anticarcinégeno presente na soja, o fitoesterol, ¢ um composto vegetal ndo
absorvido pelos humanos. Desta forma, ao ser ingerido alcanca o célon intacto, onde
parece exercer efeito protetor através da inibi¢do da carcinogénese (YASUKAWA et
al., 1991). Muitas pesquisas investigam individualmente os efeitos dos compostos da
soja. Entretanto, é importante ressaltar que tais efeitos combinados podem ser mais
uteis.

As BAL té€m sido utilizadas na fermentagdo de alimentos durante os ultimos
4000 anos sendo atualmente utilizadas na fermentacdo dos produtos derivados de leite

do mundo inteiro, incluindo iogurte, queijo, dentre outros.
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O processo de fermentagdo tem sido utilizado por milhares de anos como um
modo seguro de armazenar alimentos pereciveis Além de alterar o sabor original dos
alimentos, o processo de fermentacio pode melhorar a digestdo de carboidratos e
proteinas, aumentar os niveis de algumas vitaminas e sais minerais (HARTLEY e
DENARIAZ, 1993).

Para a fermentag¢do do leite sdo inoculadas culturas concentradas de bactérias.
Durante esse processo ocorre a producdo de dcido latico através da lactose liberada
pelas bactérias do iogurte (SODINI et al., 2004). Tais bactérias sdo homofermentativas,
ou seja, produzem um unico produto principal final, no caso o 4cido ltico, que constitui
95% dos produtos de fermentagdo (SOUKOULIS et al., 2007). A concentragio final do
acido latico no iogurte € entre 0,7-1,2%, caracterizando o gosto ligeiramente azedo e
refrescante. Este 4cido € a mistura dos isomeros L(+) e D(-). Embora a quantidade de
cada isomero presente dependa da cultura especifica, o isdbmero L(+) geralmente
representa entre 50-70% do total de 4cido latico (TAMIME e DEETH, 1980).

Os efeitos mais evidentes dos probidticos envolvem mudangas na quantidade
vidvel de microorganismos na microbiota intestinal apds sua ingestdo, que pode ser
causada por competicdo pelos sitios de adesdo e nutrientes entre microorganismos
ingeridos e patégenos potenciais (TEJADA-SIMON et al., 1999). Afirma-se também
que as culturas ldaticas podem aumentar a absor¢do de certos nutrientes, aliviar os
sintomas de intolerincia a lactose, aumentar o metabolismo de certas drogas, reduzir o
colesterol sérico (ROSSI et al., 1999), aumentar a motilidade intestinal, efeitos
anticarcinogénicos, inativar enterotoxinas bacterianas e estimular o sistema imune
(FULLER, 1991; GILLILAND, 1991; VENDRAMINI, 2002).

As BAL aparentemente aumentam vdrias fun¢des do sistema imune, incluindo

ativacdo de macrdfagos e linfdcitos, producdo de anticorpos e resposta proliferativa no
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baco e em placas de Peyer. Foi proposto que a ingestao destas bactérias pode aumentar a
resisténcia a infecgdes por microorganismos patogénicos e que também aumentam o
potencial de prevenir o cincer. Acredita-se que estas atividades devem originar-se da
capacidade que tém estas bactérias em estimular macréfagos e linfécitos T (PARK et
al., 1999). Perdigon et al., em 1987, observaram que a cultura litica feita com
Lactobacillus acidophilus diminuiu significantemente o nivel de enzimas envolvidas no
desenvolvimento de cancer de célon.

Propriedades antimutagénicas e anticarcinog€nicas de bactérias probidticas
ingeridas em alimentos tém sido muito estudadas. As propriedades anticarcinogénicas
estdo representadas na degradacdo de prd-carcinogénicos, na producdo de compostos
antimutagénicos, na modulacdo de enzimas pro-carcinogénicas no intestino, e supressao
de tumores por mecanismos de resposta imune (MESSINA, 1995).

Estudos em humanos tém mostrado que bactérias probidticas podem ter efeito
positivo no sistema imune do hospedeiro. No entanto, t€m-se observado diferencas no
efeito imunomodulador quando se trata de bactérias probidticas diferentes. Algumas
cepas de L. acidophilus LA1 e L. salivarius UCC 118 estimularam a resposta da mucosa
com a produgdo de IgA e o aumento da atividade fagocitica (PERDIGON et al., 1986).

Os macréfagos sdo células que se originam dos mondcitos provenientes da
medula dssea, que apds migrarem para os tecidos, se diferenciam em macréfagos
maduros. Constituem a segunda maior populacdo celular do sistema imune. A
fagocitose € a primeira funcdo destas células que desempenham um papel importante na
resposta imune inata do intestino, e representam uma das primeiras linhas de defesa
ndo-especificas contra invasio bacteriana (FUITWARA e KOBAYASHI, 2005).

Os macréfagos podem ser ativados a partir da estimulacdo com LPS e IFN-y.

Uma das principais caracteristicas dos macréfagos ativados é o aumento de sua
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capacidade de liberar mediadores pré-inflamatdrios e citotéxicos como intermedidrios
do oxigénio e nitrogénio, enzimas hidroliticas e citocinas citotoxicas as quais podem
agir na destrui¢do de antigenos. No entanto, esses mediadores sdo muito especificos. A
liberagdo em excesso e descontrolada pode destruir tecidos normais (MONCADA et.
al., 1991).

Outra caracteristica dos macréfagos ativados € a capacidade de distingiiir células
normais das células com mitose estimulada ou células tumorais e lisar apenas as
tumorais. Esse reconhecimento seletivo pode ocorrer pela ligacdo de macréfagos
ativados especificos na superficie da membrana celular (FILDER e SCHROIT, 1998).

Primeiramente neste trabalho, foi analisada a viabilidade celular dos macréfagos,
antes da realizagdo dos testes imunolégicos propriamente ditos, de forma que se
assegurasse a capacidade destas células responderem aos estimulos utilizados.

Foi empregada a técnica colorimétrica utilizando uma solucdo de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélico (MTT) para verificacio da atividade e
integridade mitocondrial, interpretada como uma medida da viabilidade celular
(MOSMAN, 1983). A metodologia baseia-se na reducdo de um sal de tetraz6lio amarelo
solivel por enzimas microssomais € também pela enzima succinato desidrogenase
mitocondrial das células vidveis. Essa reducdo gera a formazana, um produto insolivel
de cor parpura que se acumula nas células devido a sua incapacidade de atravessar a
membrana celular. A adi¢do do dlcool isopropilico solubiliza e libera a formazana
produzida, possibilitando a quantificacdo colorimétrica.

A determinacdo da viabilidade celular foi realizada em células do exsudato
peritoneal obtidas de ratos. Essas células foram mantidas em cultura por 24h. Pode-se
observar claramente que o ndo tratamento dos animais (Grupo 2) fez com que as suas

células ficassem mais suscetiveis a incubacgfo, fato esse observado pela menor taxa de
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viabilidade (74,40 + 0,38) quando comparada com os valores encontrados pelos outros
grupos do estudo. Os resultados obtidos demonstram também que a viabilidade
encontrada (igual ou superior a 70%) fornece um nimero de células vidveis suficiente
para garantir uma resposta adequada em cultura apés a manipulacio e frente ao LPS
(Fig. 1).

Schaafsma et al. (1988), usando modelos de ratos, investigaram o efeito dos
alimentos funcionais na absor¢do mineral demonstrando que a lactose aumenta a
absorcdo de cdlcio, magnésio e zinco. Pelo fato do iogurte ter um menor conteudo de
lactose que o de leite, a biodisponibilidade destes minerais pode ser afetada
negativamente, embora seja provavel que o efeito seja pequeno.

Newmark et al. (1984) postularam que o cdlcio liga-se a dcidos biliares
secunddrios e 4cidos graxos na colonia do limen, diminuindo o potencial proliferativo
destas combina¢des na mucosa. Cdlcio também pode reduzir o risco de cancer coloretal
através de efeitos diretos na proliferacio celular, diferenciacio e apoptose
(LAMPRECHT e LIPKIN, 2003). Estudos em animais e algumas tentativas clinicas
mostraram que o aumento no consumo de célcio e alimentos funcionais pode diminuir a
proliferacdo de células epiteliais (LIPKIN, 1999).

Durante a dltima década, vérios estudos demonstraram que o risco de cincer de
célon reduziu através de alto consumo de célcio dietético (WALLACE et al., 2004). O
célcio pode conferir prote¢do contra o cincer de cdlon através de varios mecanismos
biologicos (LARSSON et al., 2006). Uma das hipdteses do mecanismo de acdo do
célcio € que ele pode se ligar aos dcidos biliares e ionizar os dcidos graxos, promovendo
assim a proliferacdo das células epiteliais no colon (NEWMARK ¢ WARGOVICH,

1986). Por este motivo, achamos conveniente adicionar cdlcio aos produtos
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administrados aos animais com tumor de célon induzidos quimicamente e avaliar seu
efeito preventivo contra o cancer de célon através da estimulacio do sistema imune.

Dentre os numerosos produtos secretados pelos macréfagos, existem dois grupos
de compostos inorgdnicos com um alto grau de reatividade quimica: as espécies reativas
do oxigénio (ERO) que inclui o peréxido de hidrogénio (H,0,), anion superdxido e, em
certas populacdes de fagdcitos mononucleares, os produtos da mieloperoxidase, e as
espécies reativas do nitrogénio (ERN), onde se inclui o 6xido nitrico (NO), nitritos e
diéxido de nitrogénio (COTTON e WILKINSON, 1992).

E documentado que espécies reativas como o radical hidroxila (OH), superéxido
(02), H,0, e peroxido de nitrito sdo produzidos por células inflamatérias (NATHAN,
1987). Estudos demonstram que esses radicais do oxigénio e nitrogénio podem
apresentar papel na modulagdo em fungdes fisioldgicas na respiracdo e epitélio
pulmonar, incluindo freqiiéncia de batimento ciliar, secre¢cdo de muco e apoptose.

O H,O, apresenta diferentes fun¢des no organismo; age como sinalizador de
moléculas, como agente citotéxico no sistema de defesa entre outras (FORMAN e
TORRES, 2002; HALLIWELL et al., 2000). Também atua como um agente toxico
produzido pelos macréfagos durante o "burst oxidativo" para destruir os
microorganismos fagocitados (CLEMENT et al., 1998).

Quando comparamos a produgdo de H,O, (Fig. 2) entre os grupos controle (1,5 e
6) observamos menor producdo no Grupo 1, o que sugere que a ingestdo do produto
fermentado suplementado ou ndo com o cdlcio estimulou maior produgdo desta
molécula. Dentre os animais que desenvolveram tumor (2, 3 e 4) verificamos maior
produgcdo no Grupo 3, que foram tratados com o produto fermentado sem a
suplementagcdo com o cdlcio, sugerindo que o célcio na presenca de tumor diminuiu a

produgdo desse mediador, podendo refletir nesse em menor agressdo sobre as células
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adjacentes, ou seja, menor taxa de morte celular por citotoxicidade direta por sua
producio (RAMASARMA, 1990). Nesse ponto podemos salientar a importincia do
produto fermentado na restauragdo da resposta imunoldgica com inducdo do "burst
oxidativo", tal como verificado nos grupos de animais com resposta normal (Grupos 5 e
6) e no Grupo 3 (com tumor).

Wang et al. (2006) observaram uma maior atividade antioxidante no leite
fermentado quando as BAL apresentavam-se associadas do que quando se apresentavam
isoladamente. Além disso, a atividade antioxidante aumentava ainda mais quando o
periodo de fermentagdo era extendido.

O NO € um radical livre produzido pelos macréfagos em resposta a uma série de
estimulos desempenhando um papel regulatério no inicio do desenvolvimento de véarias
respostas inflamatérias e imunes (MONCADA e HIGGS, 1995).

O NO ndo é um oxidante forte, porém essa molécula reage com o &nion
super6xido (Oy), levando a formagdo de peroxinitrito (ONOQ) e dcido peroxinitroso
(ONOOH), os quais dramaticamente aumentam a toxicidade do NO e O, isolados. O
peroxinitrito é capaz de oxidar vérias moléculas bioldgicas (ISCHIROPOULOS et al.,
1996; WANG et al., 2000).

O determinante para producdo de maiores ou menores quantidades de NO
depende da duragdo da atividade nas células normais do hospedeiro, em condi¢des
fisiologicas (WENNMALM, 1994).

Segundo Salvemini et al. (1996), o NO é um potente vasodilatador e seu
envolvimento na resposta inflamatéria pode ter relacio com sua capacidade em
aumentar a permeabilidade vascular e o edema através de mudangas no fluxo sangiiineo

local e do aumento na producio de prostaglandinas pré-inflamatdrias.
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O NO medeia vérios fendmenos, como a vasodilatagdo dependente do endotélio,
citotoxicidade mediada por macréfagos, inibicdo da ativacdo, adesdo e agregacdo
plaquetdria, relaxamento do corpo cavernoso peniano humano, regulacido da pressdo
sangiiinea basal, depressdo sindptica a longo prazo, potencializacdo da transmissdo
sindptica a longo prazo e microcirculagdo medular. O NO também pode ser responsavel
pela vasodilatagdo presente na angiogénese fisioldgica ou patoldgica, como no caso de
tumores (ZICHE e MORBIDELLI, 2000).

Neste enfoque, a producdo de NO avaliada neste trabalho (Fig. 3) demonstrou
menor producgdo pelas células dos animais com tumor, sendo maior a redu¢do no Grupo
4 (animais com tumor e que receberam produto fermentado suplementado com célcio).
Quando comparamos os grupos controle (1,5 e 6) observamos uma alta produgao de NO
quando comparados com os grupos de tumor, sendo Grupo 2>Grupo 3>Grupo 4,
tornando-se evidente a participa¢do do produto fermentado e do produto fermentado
com cdlcio na contencdo de formagdo de NO.

Foi hipotetizado, por Wang et al. (2000), que microvasos hepdticos regulam a
apreensdo e o destino de células metastaticas de cancer através da liberacdo de NO.
Estes autores concluiram que existe um mecanismo de defesa natural contra metdstases
de cancer por meio do qual a apreensdo de células tumorais no figado induz a liberacdo
de NO enddgeno, levando a morte das células tumorais no sinuséide e reduzindo a
formacdo de metdstase hepatica (FARIAS-EISNER et al., 1994).

Tem sido documentada a reag¢@o tumoricida in vitro de macréfagos como um
mecanismo de defesa do hospedeiro para o controle e erradicagdo de doenga neoplésica.
Atualmente reconhece-se que macréfagos podem ser ativados e tornarem-se citotdxicos
para células tumorais, incluindo células resistentes a morte por outros componentes do

sistema de defesa do hospedeiro e drogas anti-cancer. Essa atividade dos macréfagos
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sobre certas células tumorais pode ocorrer por meio de mecanismos dependentes da via
oxido nitrico. O 6xido nitrico possui uma variedade de atividades, podendo regular
numerosas funcdes fisioldgicas e apresentando um papel tumoricida. Atua diretamente
nas células tumorais, inibindo sua respiragado celular e, indiretamente, provocando danos
ao DNA celular (QUEIROZ ¢ BATISTA, 1999).

Por outro lado, Coussens e Werb em 2001 relacionaram o maior
desenvolvimento do tumor a atividade de macréfagos, em consequéncia da exacerbacdo
do processo inflamatério no micro-ambiente do tumor. O NO tem sido envolvido em
mecanismos como a vasodilatagdo e inflamacdo, a expressdo de NO em tumores sdlidos
e em suas metdstases, sugerem que este mediador bioldgico possa participar da
sobrevivéncia do tumor e de processos metastaticos (GAUTHIER, 2004).

A partir da inoculacio de células de uma linhagem de adenocarcinoma de cdlon
em ratos, Lejeune et al. (1994) observaram que a imunossupressio dos linfocitos estava
associada ao aumento na producido de NO por macréfagos esplénicos. Adicionalmente,
cultura das células mononucleares esplénicas dos ratos portadores do tumor, quando
tratada com um inibidor da sintese de NO fazia restaurar a capacidade proliferativa dos
linfécitos. Os mesmos pesquisadores observaram também que durante a fase de
crescimento do tumor, a expressdo de RNAm para iNOS e a producdo de NO estavam
aumentadas. Este foi o primeiro trabalho a descrever o efeito do NO na
imunossupressio induzida por tumores. Outros autores sugerem que a producido de NO
pelas células de tumores poderia ser um dos mecanismos utilizados pelo tumor para se
evadir das defesas do organismo (LEJEUNE et al., 1994; EDWARDS et al., 1996;
DiNAPOLI et al., 1996; WINK et al., 1998).

A producdo moderada de citocinas e NO induzidos por bactérias laticas

utilizadas na dieta pode apresentar um efeito benéfico na manutencdo do balanco
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imunolégico e aumento da resisténcia a infec¢des, sem a indugdo de efeitos secundarios
que ocorrem em tratamentos onde somente se utilizam citocinas. Todavia, pode-se notar
que altas concentracdes de TNF, H,O, e NO causam caquexia, agressdao tecidual,
coagulacdo intravascular disseminada e choque. Portanto, o controle desses mediadores
in vivo é muito importante, sendo que uma das vias de controle dos niveis ocorre através
da sele¢@o de cepas das bactérias laticas apropriadas em estudos experimentais (PARK
et al., 1999).

As citocinas estdo envolvidas na regulagdo e disseminacdo de tumores. As
células cancerigenas sdo capazes de produzir citocinas de forma continua e promovem
um ambiente favoravel ao crescimento de tumores (NEGUS e BALKWILL, 1996).

Desde os anos 80, é de conhecimento que a regulagdo das citocinas deve ser
firmemente controlada. Sabe-se, por exemplo, que o funcionamento do sistema
imunolégico € equilibrado pela atividade de mediadores pré e antiinflamatérios. A
atividade ndo regulada desses mediadores pode levar ao desenvolvimento de doencas
inflamatérias sérias (MANOLAGAS et al., 1994).

As citocinas IL-1B e TNF-a atuam em conjunto como mediadores da resposta
inflamatdria e na imunidade inata. Tanto TNF-a quanto a IL-1P sdo citocinas pro-
inflamatoérias produzidas pelos macrdéfagos ativados. A IL-1P ativa os linfécitos e
desempenha muitas fungdes importantes no inicio da resposta imune e na resolucio de
doencas, particularmente doencas inflamatdrias e infecciosas.

A IL-1 é uma citocina pleiotrépica, também produzida pelos macréfagos, com
inimeras fungdes tanto no estado patolégico quanto fisiolégico como a produgio e
liberagdo de prostaglandinas, hormonios pituitdrios e colagenases; também estimula o
sistema imune com o auxilio da producéo de linfécitos (LEWIS et al., 2006). Existe um

importante equilibrio entre os efeitos benéficos e prejudiciais da IL-1. Quando em altas
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concentragdes, possui impacto negativo nos sistemas vascular, endécrino, conectivo,
imune, hematopoiético e nervoso central, representando um importante alvo terapéutico
em um grande ndmero de condigdes patoldgicas incluindo artrite reumatdide,
aterosclerose, diabetes mellitus tipo I, e outras disordens auto imunes, doenca de
Alzheimer, leucemia e tumores sélidos (DINARELLO, 1991; DINARELLO e WOLFF,
1993).

No presente trabalho observamos uma producdo desta citocina (diferenca
estatistica ndo significativa) em todos os grupos testados, com ou sem tumor,
demonstrando nenhuma influéncia do tratamento recebido (Fig. 4).

Estudos realizados na populagdo oriental mostraram que pessoas que ingeriam
uma dieta rica em &cidos poli-insaturados como, por exemplo, o acido linoleico, que
aparece em grande quantidade na soja, podiam suprimir a producdo de IL-1B. Os
mecanismos pelos quais ocorre a supressdo na producdo de IL-1 pelos dcidos
insaturados ainda sdo desconhecidos, embora a supressdo da producdo possa estar
envolvida com os eicosandides (moléculas derivadas de dcido graxo) (JAMES et al.,
2000).

A molécula de TNF-a é uma citocina produzida preferencialmente pelos
macrdfagos e pode atuar como imunomoduladora, capaz de aumentar a expressdo da
resposta imune, promovendo maior expressdo de antigenos de ativacdo em macréfagos
e células endoteliais, aumentando a citotoxicidade, induzindo a liberacdo de IL-1 de
células endoteliais e mondcitos, estimulando a formacdo de radicais superéxido em
neutréfilos (TRACEY et al., 1988).

O TNF-a é uma citocina que foi caracterizada inicialmente como responsavel
pela necrose hemorrdgica verificada em tumores. A identidade de TNF-o e caquexina

uma vez estabelecida conduziram a uma ampla apreciacio do fato de que esta molécula
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poderia estar intimamente relacionada a patogénese de muitas doencas (CARSWELL et

al., 1975).

7z

Desde entdo, pesquisas tém indicado que quando a molécula de TNF-a é
expressa localmente através de células do sistema imune, apresenta um perfil
terapéutico. Entretanto, quando secretada de forma irregular na circulag¢do, pode mediar
uma ampla variedade de doengas, incluindo o cancer (AGGARWAL, 2003).

A molécula de TNF-o tem sido notificada como um dos principais mediadores
da inflamacdo. E também produzida por tumores e pode agir no desenvolvimento de
tumores enddgenos (BALKWILL, 2002). O papel desta citocina estd envolvido na
tumorigénese, incluindo a transformacdo celular, sobrevivéncia, proliferacdo, invasao,
angiogé€nese e metastase.

Neste sentido, nossos resultados mostram que a producido de TNF-a (Fig. 5) foi
elevada em todos os grupos testados. Ao compararmos 0s grupos com € sem tumor que
receberam 0s mesmos tratamentos, apenas a ingestdo do produto fermentado
suplementado com célcio apresentou diferenga significativa na dosagem desse mediador
sugerindo uma influéncia na sua produgio.

Outra citocina envolvida em numerosas fungdes dentro do sistema imune € a IL-
6. Crescentes evidéncias tém mostrado sua inclusdo no desenvolvimento normal do
epitélio intestinal (HURST et al., 2001; NAKA et al., 2002). E considerada um
pirogénio endégeno, pois juntamente com a IL-1 e o TNF-q, induzem a um estado febril
e a producdo de proteinas de fase aguda, principalmente proteina C-reativa e proteina
ligante de manose (MBP) (JANEWAY et al., 2001).

A produgdo de IL-6 ocorreu de forma diferente entre os animais com ou sem
tumor (Fig. 6). Nos animais que ndo foram induzidos ao tumor (grupos controles)

observou-se uma maior produgdo de IL-6 entre aqueles que receberam o tratamento com
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o produto fermentado de soja, com ou sem adicdo de cdlcio. Por outro lado, entre os
animais induzidos quimicamente ao desenvolvimento do tumor, observamos uma menor
producdo desta citocina dentre aqueles que receberam os produtos fermentados,
demonstrando uma modulagdo na administracdo desses produtos, sendo menor ainda
naquele adicionado de célcio (Grupo 4). O que nos chama a atencao é que nesses grupos
com tumor e tratamentos com os produtos fermentados, os valores observados estdo
mais préximos daqueles encontrados no animal sadio, demonstrando possivelmente uma
resposta normal quanto a produgdo dessa citocina. Embora a resposta 6tima a infecgéo e
lesdo pareca ser mediada somente em presenca da IL-6, sua importancia relativa varia
em cada caso, possivelmente como resultado da interacdo com outros mediadores
também liberados (KISHIMOTO, 1989).

Estudos recentes de Becker et al. (2004) demonstraram que a IL-6 promove a
hematopoiese e diferenciacio terminal de células B assim como também uma potencial
acdo no cancer de cdlon devido ao crescimento de células epiteliais cancerigenas in
vitro. Nossos resultados demonstram que o produto fermentado de soja reduz a
liberag@o de IL-6 sugerindo um efeito benéfico deste produto, levando provavelmente a
uma reducdo do numero de células cancerigenas. Entretanto os mecanismos
imunolégicos e moleculares dessa agdo ainda ndo estdo elucidados, sugerindo um
aumento na formacdo de células cancerigenas de célon de maneira dose-dependente a
IL-6 (SCHNEIDER et al., 2000).

A resposta inflamatéria pode ser ampliada por alguns componentes da
imunidade adquirida, como anticorpos (resposta Thl) e células T (resposta Th2). Estes
linfécitos podem liberar citocinas, implicando na ativagdo de macréfagos para destruir
organismos estranhos (ERICKSON et al., 2000). O IFN-y é a principal citocina

ativadora de macréfagos produzida pelas células T e possui fungdes essenciais na
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imunidade inata e na imunidade adaptativa mediada por células. Aumenta a acdo
microbicida de macrofagos pela estimulagdo da sintese de ERO e ERN.

Os resultados encontrados neste trabalho demonstram maior produgdo de IFN-y
pelas células dos animais induzidos quimicamente com tumor, sendo que dentre eles a
menor producdo foi observada naqueles que ndo receberam tratamento com o produto
fermentado (Grupo 2) (Fig. 7). Isso sugere que nesses animais o tratamento com o
produto fermentado de soja possa estar estimulando a producdo de IFN-vy, que por sua
vez estimula os macrofagos a produzirem TNF-¢, com conhecidas fun¢gdes tumoricidas,
numa tentativa do sistema imune em eliminar as c€lulas cancerigenas. As células dos
animais que ndo foram induzidos ao tumor (Grupos 1, 5 e 6) apresentaram menor
producdo de IFN-y em relacdo aos animais com tumor. Em relacdo ao Grupo 4, os
animais sem tumores (Grupo 6) tiveram menor producio de IFN-y pelo tratamento com
o produto fermentado de soja suplementado com célcio.

A IL-4 é uma citocina produzida por células T, subclasse Th2. Tem funcio
imunomoduladora, induzindo complexo MHC de classes I e II a expressarem o
antigeno, suprimindo IFN-y e induzindo a producdo de iNOS através do estimulo de
LPS (KAMBAYASHI et al., 1996). Seus efeitos bioldgicos no sistema imune incluem
regulacdo do crescimento de células hematopoiéticas, células T, células B e também, a
regulacdo da sintese de citocinas por células T ativadas (RAMIREZ et al., 1998).

Os resultados da producdo de IL-4 (Fig. 8) demonstram uma maior producio
desta citocina pelas células dos animais com tumor (Grupos 3 e 4), em relagdo aqueles
na auséncia deste (Grupos 5 e 6). Comparando-se 0s grupos com Os mesmos
tratamentos, produto fermentado com e sem tumor (Grupos 3 e 5), e produto fermentado
suplementado com célcio com e sem tumor (Grupos 4 e 6) observou-se que somente o

produto fermentado de soja induziu maior produgdo desta citocina no grupo com tumor
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(Grupo 3), diferenca essa significativa. Dessa forma, podemos sugerir que o cilcio ndo
influencia a producdo deste mediador e, consequentemente nao induz uma resposta Th2.

A IL-4 é um dos mediadores que leva a liberag@o de altos niveis de IL-6, que
por sua vez, é conhecida em regular receptores de IL-4 em camundongos (ROMANI,
1997). Deste modo, observamos um papel importante para a IL-4 no controle do
crescimento de neoplasias. Nosso estudo, no entanto apresenta um perfil inverso da IL-4
frente a IL-6: quando essa se encontra elevada, a outra estdi em menor concentragio,
justamente naqueles grupos com tumor e que fizeram uso do produto fermentado, com
ou sem adi¢@o de cdlcio. O que poderia estar levando a essa resposta? A fermentacdo
em si ou os produtos que se originam através da fermentacdo? Esses e outros aspectos
poderdo ser esclarecidos avaliando separadamente o produto fermentado como também
os metabolitos presentes no processo de fermentacdo em um futuro estudo.

Por meio de verificacdes macroscdpicas realizadas nos animais deste estudo
(dados ndo mostrados), observamos que o tratamento com o produto fermentado de soja
suplementado ou ndo com o célcio levou a uma redu¢do na incidéncia de tumores de
55,5%. Nos dois grupos de animais induzidos quimicamente ao tumor tratados com o
produto fermentado de soja (Grupo 3) e com o produto fermentado de soja
suplementado com o célcio (Grupo 4), observou-se uma reduc¢éo no nimero médio de
tumores por animal, bem como no volume destes tumores. Sendo que nos animais que
receberam o produto fermentado suplementado com o cdlcio esta reducdo no niimero
dos tumores e no volume dos tumores foi mais expressiva. Juntamente com 0s nossos
resultados estes dados mostram que a ingestdo do produto fermentado de soja, e mais
ainda aquele suplementado com o célcio, favorecem a resposta anti-tumoral, fato esse
confirmado através de uma andlise de correlagdo.

A andlise de correlag@o encontra-se na Tabela 9. Observou-se que o Grupo 4 foi
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o que apresentou um perfil mais préximo ao Grupo 1, sugerindo que o produto
fermentado suplementado com célcio seria o melhor tratamento. Quanto as demais
correlacdes, as andlises sugerem que a presenga de tumor, bem como os diferentes
tratamentos, pode modular de maneira diferente a producdo dos mediadores analisados.
No entanto, estudos adicionais precisam ser realizados para o entendimento destas

correlacdes.
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Através dos resultados obtidos com o presente trabalho, pode-se concluir que:

- Os animais induzidos quimicamente ao cancer de célon que receberam o produto
fermentado apresentaram uma maior producio de H,O; tal como observado nos animais

sadios que receberam tratamento.

- A producdo de NO assim como a IL-6 mostrou-se menor nos Grupos 3 e 4,
evidenciando a importancia tanto do produto fermentado como do produto fermentado
suplementado com cdlcio. Resultado inverso foi observado nos grupos de animais

sauddveis que receberam tratamento.

- Em relagdo a IL-1P observamos produc@o em todos os grupos testados, sem nenhuma

influéncia do tratamento recebido.

- A maior producdo de TNF-a e IFN-y ocorreu no Grupo 4, ou seja, mesmo induzidos
ao tumor quimicamente conseguiram apresentar uma resposta preferencialmente tipo

Thl.

- Em relacdo a IL-4 observamos que o tratamento com o produto fermentado de soja
(Grupo 3) induziu a uma maior producdo desta citocina no animal portador do tumor,

demonstrando uma participagdo de resposta Th2.

- A anélise de correlacdo mostrou que o Grupo 4 apresentou um perfil mais proximo ao
Grupo 1, sugerindo que o produto fermentado suplementado com cdlcio seria o melhor

tratamento e, portanto a resposta Th1 torna-se mais efetiva na conteng@o do tumor.
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8.1. TABELAS

Tabela 1: Viabilidade das células do exsudato peritoneal (PEC) de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento.

VIABILIDADE DOS MACROFAGOS (%)

GRUPOS 1 2 3 4 5 6

Com
estimulo 86,25 +2.55"  74.40+0,38" 90,12+6,14* 9988+0,08 92.67+292" 87.26+451%
(LPS)

Sem
estimulo 100 = 0,0 100 £ 0,0 100 +£0,0 100 +£0,0 100 £ 0,0 100 +£0,0
(RPMI-C)

Avaliacdo realizada ap6s 24 horas de incubag@o. Cada valor representa a média + desvio padrdo de 5 animais realizados em triplicata.
* p<0,01 quando comparado ao seu respectivo controle (somente células) que equivale a 100% de viabilidade.
# p< 0,001 quando comparado ao seu respectivo controle (somente células) que equivale a 100% de viabilidade.
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Tabela 2: Producdo de H,O, em cultura de células do exsudato peritoneal de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento.

PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (nmols/2x10° células)

GRUPOS 1 2 3 4 5 6

Com
estimulo 247,874 £96,359 326,142 +5,013 548,985 + 18,142# 311,005 = 71,247§ 525,161 £ 67,987* 544,385 +13,529*
(Zim)

Sem
estimulo 34,842 + 8,137 39,282 + 4,154 67,737 £5,116 36,246 + 5,755 75,691 + 10,899 71,478 £ 3,116
(Tampao
fosfato)

Cada valor representa a média + desvio padrio de 5 animais realizados em triplicata.
*p< 0,001: em relagdo ao grupo 1
# p<0,001: em relacdo ao grupo 2
§ p<0,001: em relacdo ao grupo 6
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Tabela 3: Producido de NO em cultura de células do exsudato peritoneal de ratos Wistar nos diferentes grupos de tratamento.

PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (umols/5x10° células)

GRUPOS 1 2 3 4 5 6

Com
estimulo 174,504 £ 12,895 155,523 £16,627 101,684 +2.617" 66,684 +7,165%7 182,231 £0,393 175,227 +7,722
(LPS)

Sem
estimulo 67,200 + 8,388 84,697 + 2,844 31,228 + 3,258 24,111 +£4,760 86,105 + 3,664 89,007 + 5,408
(RPMI-C)

Cada valor representa a média + desvio padrdo de 5 animais realizados em triplicata.
*p=< 0,001: em relagdo ao grupo 2

# p<0,05: em relacdo ao grupo 5

#p<0,001: em relacdo ao grupo 6
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Tabela 4: Concentracio de IL-1B produzida nos sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de ratos Wistar nos diferentes grupos de

tratamento.
PRODUCAO DE IL-1§ (pg/mL)
GRUPOS 1 2 3 4 5 6
Com
estimulo 0,711 £ 0,053 0,680 = 0,049 0,584 £ 0,144 0,6502 £ 0,212 0,551 £ 0,155 0,460 = 0,162
(LPS)
Sem
estimulo 0,420 £ 0,143 0,319 £ 0,178 0,478 £ 0,326 0,403 £ 0,044 0,336 £ 0,191 0,418 £ 0,132
(RPMI-C)

Cada valor representa a média + desvio padrio de 5 animais realizados em triplicata.
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Tabela 5: Concentragdo de TNF-a produzida nos sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de ratos Wistar nos diferentes grupos de

tratamento.
PRODUCAO DE TNF-a (pg/mL)
GRUPOS 1 2 3 4 5 6
Com

estimulo 1853,310 + 36,494
(LPS)

Sem
estimulo 900,554 + 39,068
(RPMI-C)

1927,946 + 42,645  2040,480 +34,007"  1922,198 + 15,025"*  1982,900 + 30,412% 1813,140 + 101,922*

1031,80 + 14,517 532,991 + 53,445 510,438 £ 67,757 534,203 + 79,927 540,332 + 24,625

Cada valor representa a média + desvio padrio de 5 animais realizados em triplicata.

*p<0,001: em relagdo ao grupo 1
+ p<0,001: em relagdo ao grupo 2
# p<0,05: em relacdo ao grupo 6
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Tabela 6: Concentracdo de IL-6 produzida nos sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de ratos Wistar nos diferentes grupos de

tratamento.
PRODUCAO DE IL-6 (pg/mL)
GRUPOS 1 2 3 4 5 6
Com

estimulo  4159,960 + 14,008 6471,765 + 264,617 5313,190 +45,601*%  4775,55 + 111,235"%  6594,135 + 23,847* 7323,785 + 130,754*
(LPS)

Sem

estimulo 790,662 + 34,735  1119,962 70,049 372,090 + 23,550 486,560 + 42,809 395,602 + 43,704 419,730 + 50,593
(RPMI-C)

Cada valor representa a média + desvio padrio de 5 animais realizados em triplicata.
*p<0,001: em relagdo ao grupo 1

# p<0,01: em relacdo ao grupo 2

+ p<0,001: em relagdo ao grupo 2

& p<0,001: em relag@o ao grupo 5

$ p<0,001: em relagdo ao grupo 6
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Tabela 7: Concentragdo de IFN-y produzida nos sobrenadantes de cultura de células esplénicas de ratos Wistar nos diferentes grupos de

tratamento.
PRODUCAO DE IFN-y (pg/mL)
GRUPOS 1 2 3 4 5 6
Com
estimulo 1064,585 + 30,497  1530,525 + 71,823  1931,670 +31,063* * 2819,272 + 282,798“ 784,5 £ 179,251 517,5 £ 11,667
(ConA)
Sem
estimulo 734,320 £ 53,362 590,126 £ 16,614 558,443 + 74,323 812,797 £ 77,412 246,602 £ 28,564 450,890 £ 0,962

(RPMI-C)

Cada valor representa a média + desvio padrio de 5 animais realizados em triplicata.

* p<0,01: em relacdo ao grupo 2

# p<0,001: em relacdo ao grupo 2
+ p<0,001: em relagdo ao grupo 5
$ p<0,001: em relagdo ao grupo 6
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Tabela 8: Concentracdo de IL-4 produzida nos sobrenadantes de cultura de células esplénicas de ratos Wistar nos diferentes grupos de

tratamento.
PRODUCAO DE IL-4 (pg/mL)
GRUPOS 1 2 3 4 5 6
Com
estimulo 5,072 £ 0,607 7,604 % 3,405 17,385 + 6,461 * 16,1125 +3,901* 8,072 £ 1,415 8,312 +£ 3,687
(ConA)
Sem
estimulo 3,26442 + 0,985 2,79564 + 1,234 2,177 £ 0,426 4,11912 + 0,547 2,05822 + 0,338 4,85528 + 0,158
(RPMI-C)

Cada valor representa a média + desvio padrio de 5 animais realizados em triplicata.
*p<0,01: em relagd@o ao grupo 2
# p<0,05: em relacdo ao grupo 2
+ p<0,01: em relacdo ao grupo 5
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8.2. PREPARO DE SOLUCOES, REAGENTES E MEIOS DE CULTURA

8.2.1. Meio RPMI-1640
Dissolver o conteido de um frasco em 1000 mL de &dgua milli-Q.
Acrescentar:
HEPES ...t 2,38¢g
bicarbonato de SOi0.........eeceeriieiiieieie et 2g

8.2.2.

Ajustar o pH em 7,0-7,2. Em seguida, completar o volume para 1000mL e
esterilizar utilizando menbrana 0,22 pm. Apés esterilizagdo, aliquotar o meio em
frascos de 1000mL. Estocar sob refrigeracdo a 4°C.

No momento do wuso, adicionar ao meio penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 U/mL), glutamina (2 mM), mercaptoetanol (50 mM) e 5%

de soro fetal bovino.

Solucio salina tamponada com fosfato (PBS)

Solugdo 1:

NazHPO4 . Hzo ........................................................................... 27,4 g
4gua MIlli-Q .S P uveeveeeeeie e 386 mL
Solugdo 2:

NaHoPO4 . HoOoooiiiiiiiecceeece e 7,88 g
4gua MIlli-Q .8 P wveeureeieeiieeeee e 114 mL

Solucdo estoque: preparar, inicialmente, as solucdes 1 e 2. Em seguida, misturar
as duas solucdes e completar o volume para 1000 mL com &dgua milli-Q e

autoclavar. O pH deve ser de 7.2. Armazenar sob refrigeracdo (4 °C).

Solugdo de uso:

4gua MIlli-Q .8 P wveeieerieiieeeree e 1000 mL



8.2.3.

8.24.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.
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Ajustar o pH, se necessdrio, e autoclavar. Armazenar sob refrigeracao (4°C).

Tampao fosfato de potassio

fosfato diSSOAICO ANIATO......uueeeeeeeee e 11,46 g
NayHPOy . THoO .ot 21,57 g
fosfato MONOPOLASSIO. .....vereiereiereieeie ettt 2,65¢g
dgua destilada q.S.P.ceeeeerierie e 1000 mL

acertar o pH em 7,2.

Reagente de Griess

sulfanilamida..........coevviiirieeriieeee e 1,0g
naftietilenodiamina.............ccueeveieeriieiiieenieeeee e 0,1g
4cido OrtO-fOSTOIICO. ...eouviiiiiiiriceieiec et 2,5 mL
4gua MIlli-Q .8 P wve et 100 mL

Dissolver a sulfanilamida e naftiletilenodiamina. Acrescentar, aos poucos, o
dcido orto-fosférico. Completar o volume para 100mL. Manter o reagente sob

refrigeracdo (4 °C). Proteger da luz.

Peroxidase
Pesar 1 mg de peroxidase e adicionar em 1mL de tampdao fosfato. Aliquotar e

armazenar a -20 °C.

Liquido de Lazarus

violeta genCiana 1%0........ccccveeeieieniieeniiieiiie et 2 mL
acido acético glacial.........ocuieiieiiieiiieieee e 3mL
dgua destilada q.S.P.eeeeerieiniinieiie e 100 mL
Tioglicolato 3%

Colocar 3 g do meio em 100mL de dgua destilada. Distribuir em tubos e

autoclavar.
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8.2.10.
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Solucio de LPS
Dissolver 1 mg de LPS em 1 mL de meio RPMI, esterilizar por filtragdo
utilizando menbrana de 0,22 pm e armazenar a -20 °C. Posteriormente diluir

para a concentracdo de 1 pg/mL, utilizando RPMI-1640.

Solucao de MTT - tetrazolio

Preparar solucdo estoque de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazdlio) a 5 mg/mL em PBS. Esterilizar por filtracdo utilizando
membrana de 0,22 pm. Guardar sob refrigeracio a 4 °C e protegida da luz. No
momento do uso, diluir a solucdo estoque em RPMI sem soro fetal para a

concentracdo de 1 mg/mL.

Teste imunoenzimatico ELISA de captura

As solugdes preparadas para a realizacido do ELISA estdo descritas a seguir:

Carbonato de sédio 0,1 M

NAHCO3 .t s 8,40 g
NAIC O3 356¢
PBS*
INAC ettt ettt et 80¢g
NAHPO ... 11,6 g
KHOPO et 20¢g
KLt ettt et s s 20¢g
4gua MIl-Q 8P uveeeieeie et 10L
Acertar o pH em 7.0

Diluente de ensaio

PBS* com 10% de soro fetal bovino.



Tampdo de lavagem

PBS* com 0,05% de Tween 20

111



(Capitula 2



De: "Immunobiology" <esubmissionsupport@elsevier.com>

Para: fernandabenzatti@yahoo.com.br

Assunto: Submission Confirmation

Data: Sat, 18 Aug 2007 21:41:37 +0100

Dear Master Fernanda Paulin Benzatti,

Your submission entitled "INFLUENCE OF FERMENTED SOY PRODUCT IN THE
IMMUNE SYSTEM OF RATS WITH COLON CANCER" has been received by
Immunobiology

You may check on the progress of your paper by logging on to the
Elsevier Editorial System as an author. The URL is

http://ees.elsevier.com/imbio/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has

been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Elsevier Editorial System

Immunobiology

113



114

INFLUENCE OF FERMENTED SOY PRODUCT IN THE IMMUNE SYSTEM OF
RATS WITH COLON CANCER

Fernanda Paulin Benzatti'; Katia Sivieri’; Elizeu Antonio Rossi’; Iracilda Zeppone
Carlos'.

1Departa.mento de Analises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara.
*Departamento de Alimentos e Nutri¢io, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual Paulista, Araraquara.

Adress for correspondence:

I. Z. Carlos

Faculdade de Ciéncias Farmacguticas — UNESP/Araraquara
Rua Expediciondrios do Brasil, 1621.

14801-902 — Araraquara - Sdo Paulo, Brasil.

e-mail: carlosiz@fcfar.unesp.br

KEY WORDS: colon cancer, cytokines, hydrogen peroxide, macrophages, nitric oxide, soy
product.

LIST OF ABRBREVIATIONS USED IN THE PAPER:
°C: celsius degrees

pg: microgram

Con-A: Concanavalin-A

DMH: 1,2 dimethylhydrazine

H,0, : peroxide hydrogen

H;PO,: phosphoric acid

ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay

IFN-y: interferon-y

IL: interleukin

Kg: kilogram

LAB: Lactic acid bacteria

M: molar

mg: milligram

mL: mililitre

mmol: millimol

N: normal

NaCl: sodium cloret

NaOH: milligram

nm: nanomol

NO: nitric oxide

NOS: nitric oxide synthetase

PBS: phosphate buffer sodium

PEC: peritoneal exsudate cells

pg: picograms

RPMI: Roswell Park Memorial Institute (culture medium)
RNI: reactive nitrogen intermediates

ROI: reactive oxygen intermediates

TNF-a: tumor necrosis factor-a

UNISOJA: Unidade de Desenvolvimento e Producdo de Derivados de Soja



115

ABSTRACT

Colorectal cancer is one of the most common fatal malignancies worldwide. Combined the
macrophages performance, the consumption of products derived from soy is being very spread
now, could reduce the risk certain diseases, including tumors. LAB is utilized in probiotic food
and can promote a stimulation of immune system influencing through the increase of the
pathogen phagocytosis and also the cytokines production. The purpose of the present work was
evaluated the immune response in the development of colon cancer induced chemically with
DMH in rats that received fermented soy product with Enterococcus faecium CRL 183 and
Lactobacillus helveticus ssp. jugurti 416; which were supplemented or not with calcium. In the
different animals groups the immunological activity was evaluated through production of
mediators such as H,O,, NO, TNF-a, IL-6, IFN-y and IL-4. Results demonstrate that in presence
of tumor and fermented product there is a higher immune system stimulation observed in H,O,
production, as well as the animals without tumor and that received soy treatment. In the animals
with tumors that received the fermented soy product treatment and supplemented with calcium
was observed smaller production of NO and IL-6. In relation to TNF-a, we observed production
in all tested groups, with no influence of treatment received. In relation to IFN-y the highest
production was in the animals with tumor that received the fermented product supplemented
with calcium. As for IL-4, the treatment with fermented soy product induced a higher
production of this cytokine in the animal with tumor, demonstrating a Th2 response. So, through
correlation analyses, we suggested that soy fermented product supplemented with calcium
would be the best treatment and, Th1 response becomes more effective in tumor contention.

INTRODUCTION

Colorectal cancer is one of the most common fatal malignancies worldwide and affects men and
women equally (Weir et al., 2003). Most cases of colorectal cancer are sporadic, and genetic
and environmental factors are important. About 20% of all patients with this cancer are
estimated to have some component of familial risk without fulfilling the strict criteria for
hereditary colorectal cancer. Family history should therefore always be taken when assessing a
patient (Lynch and De La Chapelle, 2003). Immune system is responsible for the organism
defense against pathogenic substances and some tumors that unchain a specific immune
response in the attempt of suppressing its growth. Combined the macrophages performance, the
consumption of products derived from soy is being very spread now, could reduce the risk
certain diseases, including tumors, improving health condition. Probiotics are defined as “living
microorganisms which upon ingestion in certain numbers exert health benefits beyond inherent
basic nutrition”, the best known are Lactobacillus, Bifidobacterium, and Streptococcus spp.,
which collaborate synergistically in yogurt and are widely used as major starter bacteria for the

production of yogurt (Schaafsma, 1996). Several lines of evidence have established the benefits
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of certain probiotics to reduce signs and symptoms of lactose intolerance, prevention and
treatment of certain diarrhoeal diseases, reduction of bacterial enzyme activities and stimulation
of the immune system (Sanders, 1993). One of the most significant groups of probiotic
organisms are the lactic acid bacteria (LAB). In the finished product, the LAB must be alive and
in substantial amounts. LABs have been used for thousands of years to produce fermented food
and milk products. Fermented products contain a variety of fermenting microorganisms
belonging to various genera and species, all of which produce lactic acid. LAB plays an
important role in retarding colon carcinogenesis by possibly influencing metabolic,
immunologic, and protective functions in the colon (Roberfroid et al., 1995) The best
microorganisms known are Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus and Streptococcus
spp., which collaborate synergistically in yogurt and are widely used as major starter bacteria
for the production of yogurt (Gopal et al., 2001; Radke-Mitchell and Sandine, 1986; Siitonen et
al., 1990). Our work study Enterococcus and Lactobacilus generas, where the association
between Enterococos faecium CRL 183 and Lactobacilus helveticus ssp. jugurti 416 presenting
technologic and sensorial properties similar to the traditional fermented products. Yogurt is one
of the best-known of the foods that contain probiotics. Yogurt is defined by the Codex
Alimentarius of 1992 as a coagulated milk product that results from the fermentation of lactic
acid in milk by Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus (Meydani and Ha,
2000). Soy yoghurt is a functional food obtained through soy milk fermented by living
microorganisms (Beskhova et al., 1998). Soy foods fit the dietary guidelines for reducing cancer
risk, and they also contain anticarcinogens which may prove to be protective. In spite of present
analogous nutritionally characteristic to fermented milk products, soy yoghurt possess smaller
quantities of calcium (Umbelino et al., 2001). Evidence from animal studies has suggested that
high calcium intake may reduce colonic carcinogenesis. In humans, calcium supplements have
been shown to reduce colonic epithelial cell proliferation and risk of recurrent colorectal
adenomas, and low-fat dairy foods reduce proliferation and normalize differentiation of colonic
epithelial cells. By this way, we make use of a fermented soy product supplemented with

calcium to prevent the development of colon tumor (Holt, 1999). Macrophages play an
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important role in the innate immune response. These cells represent one of the first lines of
nonspecific defense against bacterial invasion (Fujiwara and Kobayashi, 2005). In every stage
of the immune response macrophages are involved and they can release many compounds such
as hydrogen peroxide (H,O,) and nitric oxide (NO). H,O, plays a variety of diverse roles in the
body. It acts as a signaling molecule, an intermediate in metabolism, a cytotoxic agent in host
defence, and a cytotoxic agent in pathology (Abe e Berk, 1999; Halliwell et al., 2000; Samali et
al., 1999). NO is a highly molecule produced from L-arginine in a reaction catalysed a family of
nitric oxide synthetase (NOS) enzymes (Croen, 1993; MacMicking et al., 1997). Another
important macrophage function that has been studied with regard to micronutrient effects is the
production of cytokines (Erickson et al., 2000). Cytokines are a diverse group of peptide
molecules that regulate cell and tissue functions (Fridman and Tartour, 1997). In our work we
studied TNF-a, IL-6, IFN-y and IL-4. The purpose of the present work was evaluated the
immune response in the development of colon cancer induced chemically with 1,2
dimethylhydrazine (DMH) in rats that received fermented soy product with Enterococcus
faecium CRL 183 and Lactobacillus helveticus ssp. jugurti 416; which were supplemented or

not with calcium.

MATERIAL AND METHODS

Animals

A total of 30 adult male Wistar rats weighing approximately 90 grams were acquired from the
Animal House of the Faculty of Pharmaceutical Sciences of Araraquara (UNESP). The rats
were separated into six experimental groups: 1) Negative control: healthy animals didn’t
received fermented product; 2) Positive control: rats induced with colon cancer didn’t received
fermented product; 3) Cancer yogurt group: rats induced with colon cancer were fed with
fermented product; 4) Cancer calcium group: rats were fed with fermented yogurt supplemented
with calcium; 5) Healthy yogurt group: healthy rats were fed with fermented yogurt; 6) Healthy

calcium group: healthy rats were fed with fermented yogurt supplemented with calcium.
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Preparation and administration of soy product

Fermented soy product was prepared in UNISOJA of Pharmaceutical Sciences of Araraquara
(UNESP) and fermented with Enterococcus faecium CRL 183 and Lactobacillus helveticus ssp.
Jugurti 416 (Rossi et al., 2000). Fermented soy product supplement with calcium was produced

through fermented product improved with 600mg calcium/L (Umbelino et al., 2001).

Inducing tumor

Colon cancer was induced chemically with 1,2 dimethylhydrazine (DMH) through gavage

technique, in proportion of 3 mL/Kg by weight/day, once a week.

Peritoneal macrophages

Thioglycollate-elicited peritoneal exsudate cells (PEC) were harvested from Wistar rats using
5.0 mL of PBS, pH 7.4. The cells were washed twice by centrifugation at 200 g during 5
minutes at 4 °C and re-suspended in RPMI-1640 medium with 100U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, 5.10° M mercaptoethanol and 5% inactivated fetal calf serum. The adherent cells
were obtained by incubation for 1 hour at 37°C in an atmosphere of air/CO, (95:5, v/v) and

incubated with LPS or RPMI-1640 medium.

Splenic cells

The spleens were collected aseptically and placed on a Petri dish containing 3,0 mL RPMI-1640
medium. The cell suspension was obtained by tweezing the spleen and washing three times with
RPMI-1640. The cells were resuspended to a concentration of 5x10° cell/mL of RPMI-1640

medium and cultivated with Concanavalin-A (Con-A) or RPMI-1640 medium.

H,0, assay
PEC (2x10°cells/mL) were suspended in a solution containing 140mmol NaCl, 10 mmol
potassium phosphate buffer (pH 7.0), 5.5mmol dextrose, 0.56 mmol phenol red, and 0.01mg/mL

type II horseradish peroxidase. Next 100uL of this suspension was added to each of the wells of
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a 96-well flat-bottom tissue culture plate and exposed to 50uL of suspension. A solution of
zymosan was used as a positive control. The cells were incubated for 1h. The reaction was
stopped with 10uL of 4N NaOH and the absorbance of the samples were read at 620nm with a
Multiskan Ascent ELISA reader against a blank containing phenol red solution and 4N NaOH.
The results were expressed as nanomols of H202/2)<105 peritoneal cells, from a standard curve
established in each test consisting of known molar concentrations of H,O, in buffered phenol

red (Pick and Mizel, 1981)

Nitric oxide assay

Nitric oxide synthesis was determined by assaying culture supernatants for nitrite, the stable
reaction product of NO and molecular oxygen. Nitrite concentration was determined by the
Griess reaction. Briefly, 50 uL of culture supernatants were incubated with equal volumes of the
Griess reagent (1% sulfanilamide, 0,1% N-(1-naphthyl)-ethylenediaminedihydrochroride, 2,5%
H;PO,) at room temperature for 10 minutes and absorbance (540 nm) was determined in a
Multiskan Ascent ELISA reader. The results were reported as umols NO/5x10° peritoneal cells

quantified from the standard curve (Green, 1982).

Determination of IL.-6, TNF-a, IFN-y and I.-4

The cytokines TNF-a and IL-6 release in the supernatant of macrophage cell culture and the
cytokines IFN-y and IL-4 released in the supernatant of splenic cell culture were quantified by
ELISA. The ELISA kit (Kit BD OptEIA®), using recombinant rat TNF-a, IL-6, IFN-y and IL-4
as standard, was used to measure respectively TNF-a, IL-6, IFN-y and IL-4 secretion in culture

supernatants following the manufactures instructions.

Statistical analysis

The data showing normal distribution and parametric tests was utilized in the analysis like:

ANOVA following Tukey test to compares the different groups and Pearson test in correlation
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analysis among the different mediators. All analyses were made using the Prism Program

(GraphPad Prism Software, San Diego, CA).

RESULTS

H,0, and NO production

When we compares H,O, production (Fig. 1) among controls groups (1, 5 e 6) it’s observed
smaller production in Group 1. Among the animals with tumor (Groups 2, 3 and 4) we observed
higher production in Group 3, where the animals were treated with fermented product without
supplementation. In NO production (Fig. 1) we observed smaller production in animals cells
with tumor, being larger the reduction in the Group 4. When we compare controls groups (1, 5
and 6) we notice a higher NO production compare with tumor groups, like, Group 2>Group
3>Group 4, becoming evident the participation of the fermented product and the product
fermented with calcium in the contention of formation of NO.

Insert Fig. 1

TNF-a production

TNF-o production was high in all of the tested groups. Comparing the groups with and without
tumor that received the same treatments, just the ingestion of fermented soy product
supplemented with calcium presented significant difference in the dosage of this mediator (Fig.
2).

Insert Fig. 2

IL-6 production

In animals not induced to the tumor (controls groups) a larger IL-6 production was observed
among those that received the treatment with the fermented soy product, with or without
addition of calcium. On the other hand, among the animals induced chemically with colon

tumor, we observed a smaller production of this cytokine in one that received the fermented
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products, demonstrating a modulation in the administration of those products, being smaller still
in that added of calcium (Group 4) (Fig. 3).

Insert Fig. 3

IEN-y production

IFN-y production was higher by animals cells induced chemically with tumor, and smaller
production was observed in those that didn't receive treatment with the fermented product
(Group 2) suggesting that in those animals the treatment with fermented soy product can be
stimulating the production of IFN-y. Animals’ cells not induced to the tumor (Groups 1, 5 and
6) present smaller IFN-y production in relation to animals with tumor (Fig. 4).

Insert Fig. 4

IL-4 production

IL-4 production was a higher in the animals cells with tumor (Groups 3 and 4), in relationship
those in the absence of this (Groups 5 and 6). When we compares groups with the same
treatments, fermented product with and without tumor (Groups 3 and 5), and fermented product
supplemented with calcium with and without tumor (Groups 4 and 6) it was observed that only
the fermented soy product induced higher production of this cytokine in the Group 3 (with
tumor) (Fig. 5). In that way, we can suggest that calcium doesn't influence this mediator
production and, consequently it doesn't induce a Th2 response.

Insert Fig. 5

Correlation analysis

The table 1 shows a correlation analyses among different mediators in each group studied.

Insert Table 1

DISCUSSION
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Macrophages produce and release numerous secretory products including several cytokines,
inorganic reactive radicals, reactive oxygen intermediates (ROI) and reactive nitrogen
intermediates (RNI), all having biological activity (Forman and Torres, 2001). H,O, and NO are
important in cell signaling and are effector molecules for the microbicidal and cytotoxic
response of macrophages after stimulation (Kayser et al., 2000). Lower H,O, production in
Group 1 demonstrates that ingestion of fermented soy product or supplemented or not with
calcium stimulates higher production of this molecule. Wherever higher production in Group 3
suggests that the calcium in tumor presence reduce the production of this mediator may be
reflecting in smaller aggression in adjacent cells (Ramasarma, 1990). Analyzing our results, we
notice that animals induced chemically to colon cancer and that received fermented product
presented a higher H,O, production just like observed in the healthy animals that received
treatment. NO and IL-6 production shown smaller in Groups 3 and 4, evidencing the importance
so much of fermented product as of the fermented product supplemented with calcium. Inverse
result was observed in groups of healthy animals that received treatment. It was important
observe in IL-6 production that groups with tumor and treated with fermented products, the
values are closer than healthy animals, demonstrating a normal response for the production of
this cytokine. Although the great response to the infection and lesion seems to be mediated just
in presence of IL-6, its importance is result of interaction with other mediators also liberated
(Kishimoto, 1989). TNF-a acts as mediator of inflammatory response and in innate immunity;
it’s a pro-inflammatory cytokine produced by activated macrophages. In relation TNF-a, we
observed high production in all of tested groups; just the ingestion of fermented soy product
supplemented with calcium present a significant TNF-o production, however without any
influence of the received treatment. Inflammatory response can be applied by some components
of acquired immunity, as antibodies (Thl response) and T cells (Th2 response). These
lymphocytes can liberate cytokines, implicating in macrophages activation to destroy antigens
(Erickson et al., 2000). Thl response may be mediated by pro-inflammatory cytokines with
IFN-y and TNF-a. Th2 response is mainly characterized by IL-4 (Kovalovsky et al., 2000). IFN-

v is the main cytokine activation of macrophages produced by T cells and it possesses essential
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functions in innate immunity and in adaptive immunity mediated by cells. It increases
macrophages microbicide action to stimulate ROI and RNI synthesis. Higher production of IFN-
v occur in Group 4, suggesting that even induced chemically to tumor they present a
Thlresponse. IL-4 is a cytokine with immunomodulatory function produced by T cells, subclass
Th2 (Kambayashi et al., 1996). Their biological effects in immune system include regulation
of hematopoietic cells growth, T and B cells and also, the regulation of cytokines synthesis by T
cells activated (Ramirez et al., 1998). In relation to IL-4 we observed that treatment with the
fermented soy product (Group 3) induced a higher production of this cytokine in animal with
tumor, demonstrating a Th2 response. Results suggest that ingestion of fermented soy product,
and still more with fermented soy product supplemented with calcium, favor anti-tumoral
response, fact confirmed through a correlation analysis. This can be observed in Group 4 that
presented nearest profile to Group 1, suggesting that fermented product supplemented with
calcium would be the best treatment and, therefore Thl response becomes more effective in
tumor contention. As for the other correlations, the analyses suggest that in tumor presence, as
well as the different treatments, it can modulate in a different way the production of analyzed
mediators. However, additional studies need to be accomplished for the understanding of these

correlations.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1: Hydrogen peroxide and nitric oxide production by peritoneal macrophages culture.
Peritoneal exsudate cells were tested in presence of zymosan and LPS for H,0O, and NO assays.
Data are reported as the mean + SD for at least five independent experiments carried out
triplicate. ANOVA following Tukey test was used to compares the different groups. The
significance of the differences between different groups in H,O, production was: p< 0,001:
compared to Group 1, *p<0,001: compared to Group 2, *p< 0,001: compared to Group 6,
"p<0,001: compared to Group 4. The significance of the differences between different groups in
NO production was: p< 0,001: compared to Group 2, *p< 0,05: compared to Group 5, “p<
0,001: compared to Group 6, p<0,01: compared to Group 4.

Fig. 2: TNF-a production in peritoneal macrophage cultures. Peritoneal exsudate cells were
cultivated in presence of LPS. Data are reported as the mean + SD for at least five independent
experiments carried out triplicate. ANOVA following Tukey test was used to compares the
different groups. The significance of the differences between different groups production was:
“p< 0,001: compared to Group 1, *p< 0,001: compared to Group 2, *p< 0,05: compared to Group
6, “p<0,01: compared to Group 6.

Fig. 3: IL-6 production in peritoneal macrophage cultures. Peritoneal exsudate cells were
cultivated in presence of LPS. Data are reported as the mean + SD for at least five independent
experiments carried out triplicate. ANOVA following Tukey test was used to compares the
different groups. The significance of the differences between different groups production was:
“p< 0,001: compared to Group 1, *p< 0,01: compared to Group 2,"p< 0,001: compared to Group
2, “p< 0,001: compared to Group 5, $p§ 0,001: compared to Group 6, *p<0,001: compared to
Group 6, "p<0,001: compared to Group 4.

Fig. 4: IFN-y production in peritoneal macrophage cultures. Peritoneal exsudate cells were
cultivated in presence of LPS. Data are reported as the mean + SD for at least five independent
experiments carried out triplicate. ANOVA following Tukey test was used to compares the
different groups. The significance of the differences between different groups production was:
“p< 0,01: compared to Group 2, *p< 0,001: compared to Group 2, p< 0,001: compared to Group
5, $p§ 0,001: compared to Group 6, *p<0,001: compared to Group 6, “p<0,001: compared to
Group 4.

Fig. 5: IL-4 production in peritoneal macrophage cultures. Peritoneal exsudate cells were
cultivated in presence of LPS. Data are reported as the mean + SD for at least five independent
experiments carried out triplicate. ANOVA following Tukey test was used to compares the
different groups. The significance of the differences between different groups production was:
"p< 0,01: compared to Group 2, *p< 0,05: compared to Group 2, p< 0,01: compared to Group 5.



Table 1: Correlation analyses among different mediators in each group studied.
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Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6
H,0, x NO - - - - R=0,9144"  R=0,6535
H,0, x IL-1pB - - R=0,8420" - - -
H,0, x IL-6 - R=0,6708" - - - R=0,9858%
H,0,x TNF - R=0,7293" - - - R=0,9858
H,0, x IFN-y - - R=0,7597" - R=0,9790%  R=0,9858%
H,0, x IL-4 - - R=0,8453" - - -
NO x IL-1B - - R=0,9541" - -
NO x IL-6 - - R=0,7978" - - R=0,6682"
NO x TNF - - - R=0,6877" - R=0,6682"
NO x IFN-y R=0,8460" - R=0,7880" - R=0,9772% R=0,6682"
NO x IL-4 - - R=0,6960" - -
IL-1B x IL-6 - - R=0,6980 - R=0,9757% -
IL-1p x TNF - - - - R=0,9616" -
IL-1B x IFN-y  R=0,8460" - R=0,8175 - -
IL-1B x IL-4 - - - - R=0,8880" -
IL-6 x TNF - - - R=0,7403°  R=0,9873% R=1,000%
IL-6 x IFN-y - R=0,9786% R=0,9710" - - R=1,000%
IL-6 x IL-4 - R=0,7174" - - R=0,9143" -
TNF x IFN-y - - - - - R=1,000%
TNF x IL-4 - R=0,8249" - - R=0,9665" -
IFN-y x IL-4 - - R=0,6837 - - -

p< 0,05, p< 0,01, p< 0,001.
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