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RESUMO

No Brasil, o cancer é a segunda principal causa de morte, sendo o cancer de mama o
segundo mais frequente entre as mulheres. Um tumor solido é composto pelo tecido
neoplasico, células estromais e o sistema imune. Todas as células envolvidas produzem
mediadores de forma local e sisttmica que influenciam no desenvolvimento do tumor. Os
macrofagos ativados se polarizam e sdo capazes de ativar uma resposta imune celular,
induzindo as células T para um padrdo Thl, eficaz na eliminacdo de tumores; ou ativar uma
resposta imune humoral, induzindo Th2, ineficiente contra o cancer. Na teoria, uma
imunoterapia eficiente poderia alterar a ativacdo das células envolvidas e gerar uma
inflamacéo voltada para um padrdo de resposta celular, que gerasse a destruicao das células
cancerigenas. Dentre as possiveis imunoterapias, encontra-se o consumo de alimentos
funcionais. A soja vem sendo estudada como um dos alimentos capazes de prevenir o cancer
de mama a longo prazo. Além disso, as bactérias probioticas, parecem ser capazes de prevenir
0 cancer. Neste trabalho, procuramos observar o potencial do produto de soja fermentado por
Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 enquanto alimento
funcional capaz de modular o sistema imune e exercer influéncia no desenvolvimento de
cancer de mama experimental murino. Os animais consumiram diariamente produto nao
fermentado de soja (PNFS), produto fermentado de soja acrescido (PFSI) ou ndo (PFS) de
isoflavonas por 40 dias, sendo o inoculo tumoral realizado no decimo dia. PNFS, PFS e PFSI
elevam a producdo de TNF-a, e PFS e PFSI eleva a atividade da enzima arginase de
macrofagos peritoneais. PFS gera uma reducdo na producdo de IFN-y ¢ PNFS, PFS e PFSI
reduzem os niveis de IL-5 produzidos por linfdcitos esplénicos. O volume tumoral € menor

em PFS e PFSI, e o nimero de ceélulas apoptoticas € maior. O produto influencia no



desenvolvimento tumoral de forma benéfica, mas ndo fica claro se esta acdo ocorre devido sua

influéncia no sistema imune.

Palavras-chave: sistema imune, cancer de mama, produto fermentado de soja, probidtico,

citocina, macréfago, linfocito






ABSTRACT

In Brazil, cancer is the second main cause of death, and breast cancer is the second
more frequent neoplasia in women. A solid tumor contains neoplastic tissue, stromal cells and
immune cells. All cells present in this microenvironment may produce mediators locally and
systemically which can influence tumor development. Activated macrophages polarize and
are capable of activating a cellular response, inducing T cells into a Thl cytokine pattern,
which is effective against tumor; or activate a humoral response, leading T cells into Th2,
unable to fight cancer properly. In theory, a effective immunotherapy could activate involved
cells and trigger a acute inflammation, with a cellular pattern, capable of destroying cancer
cells. One of the possible therapies is the use of functional food. Soy has been studied as one
of the food capable of preventing breast cancer in a long term diet. Besides, probiotic bacteria
seems to be able to prevent cancer as well. In the present work, we intended to observe the
potential of a soy product fermented using Enterococcus faecium CRL 183 and Lactobacillus
helveticus ssp jugurti 416 as a functional food capable of modulating immune system and
influencing on experimental murine mamary tumor growth. Animals were fed daily non-
fermented soy product (PNFS), fermented sou product (PFS) or fermented soy product plus
isoflavones (PFSI) during 40 days, and tumor implant was performed on 10" day. PNFS, PFS
and PFSI showed a higher production of TNF-a, while PFS and PFSI also showed a higher
arginase activity by peritoneal macrophages. PFS reduced IFN-y production, while PNFS,
PFS and PFSI reduced IL-5 levels on splenic lymphocytes culture. Final tumor volume is
reduced in PFS and PFSI, while number of apoptotic cells is elevated in these two groups. It
appears that the product may influence on tumor development in a good way, but it is not

clear whether immune system is important in this effect.
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1. INTRODUCAO

Cancer ¢ um termo que engloba mais de 100 tipos de doengas, caracterizadas por
alteracdo genética celular e proliferacdo exacerbada. No Brasil, o cancer é a segunda principal
causa de morte, sendo o cancer de mama o segundo mais frequente entre as mulheres.

Os tumores surgem ao longo da vida, mas podem ser eliminados pelo sistema imune
antes de se desenvolver e se tornar um cancer clinicamente detectavel. Entretanto, os tumores
podem se evadir do sistema imune e estas células acabam sendo selecionadas para sobreviver
e se expandir neste ambiente hostil. Um tumor so6lido, como o cancer de mama, € composto de
diferentes compartimentos celulares, incluindo o tecido neoplasico em si, as células da matriz
estromal e o sistema imune. Todas as células envolvidas produzem mediadores de forma local
e sisttmica que influenciam no desenvolvimento e/ou erradicacdo do tumor. Os macrofagos
ativados se polarizam e sdo capazes de ativar uma resposta imune celular, induzindo as
células T para um padrdo Thl, eficiente na eliminacdo de tumores; ou ativar uma resposta
imune humoral, induzindo Th2, ineficiente contra o cancer.

Na teoria, uma imunoterapia eficiente poderia alterar a ativacéo das células envolvidas
e transformar o processo inflamatério favoravel ao tumor em uma inflamagdo aguda, voltada
para um padrdo de resposta celular, que gerasse a destruicdo das células cancerigenas. Dentre
as possiveis imunoterapias, encontra-se 0 consumo de alimentos funcionais. A soja vem sendo
estudada como um dos alimentos capazes de prevenir o cancer de mama a longo prazo. Esta
acdo da soja parece ser desenvolvida principalmente pela presenca de isoflavonas,
especialmente genisteina, daidzeina e o seu metabdlito equol. Outro aspecto da dieta que
contribui para o bem-estar do organismo ¢ a possivel presenca de bactérias probidticas. Tem
sido proposto que a ingestdo de produtos probioticos pode aumentar a resisténcia as infec¢fes

e também apresentam potencial de prevenir o cancer.
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Neste trabalho, procuramos observar o potencial do produto de soja fermentado por
Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 enquanto alimento
funcional capaz de modular o sistema imune e exercer influéncia no desenvolvimento de
cancer de mama experimental murino. Para isto, observamos se 0s camundongos portadores
de cancer de mama que receberam o alimento diariamente apresentavam uma melhor resposta
celular, através da dosagem de IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a em cultura de macrofagos
peritoneais, e de IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y em cultura de linfocitos esplénicos, e se tais
animais apresentavam um crescimento tumoral diferenciado, verificado através do volume

tumoral final, da presenca de mitoses, de células apoptoticas e do grau de angiogénese local.
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2. REVISAO LITERARIA

2.1. O cancer

Cancer ¢ um termo que engloba mais de 100 tipos de doengas, caracterizadas por
alteracdo genética celular, fazendo com que estas células se dividam sem controle, podendo
invadir tecidos proximos ou por meio da circulacdo sangiiinea e do sistema linfatico (MERIC
et al., 2006).

Os canceres surgem através de um processo que compreende diversas etapas,
envolvendo a desregulacdo de oncogenes, genes supressores de tumor e sinais apoptoticos. Os
oncogenes geralmente sdo genes ligados a progressao do ciclo celular, a producéo de fatores
de crescimento e a sobrevivéncia da célula. Por outro lado, 0s genes supressores de tumor sao
aqueles que retardam o avanco no ciclo e que estimulam a apoptose. Em uma célula normal,
hd um balanco de diversos genes que influenciam no ciclo celular, no programa de
diferenciacdo da célula e nos mecanismos de morte. Em um tumor, as alteracGes genéticas
iniciais resultam em hiperproliferacdo de células anteriormente normais, e subsequentes
mutacBes em oncogenes levam ao desenvolvimento de um tecido pré-canceroso displasico.
Estas alteracOes iniciais ativam genes supressores de tumor que suprimem o ciclo celular e
podem induzir a apoptose. Sdo as mutacOes dos genes supressores de tumor ou de moléculas
intracelulares ligadas a eles e aos mecanismos que eles controlam que fazem com que este
tumor inicial se torne um cancer. O acimulo de novas mutacGes nas células-filhas devido a
proliferagdo acentuada, a instabilidade gendmica e as previas alteracdes genéticas pode
influenciar na angiogénese, migracdo e metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2000;
RAULET e GUERRA, 2009).

No Brasil, o cancer é a segunda principal causa de morte desde 2003. Para as

mulheres, o cancer de mama é o segundo mais frequente no mundo e no Brasil, respondendo
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por aproximadamente 22% do total de casos novos a cada ano, um risco estimado para 2010
de 49 casos a cada 100 mil mulheres. Este tipo de neoplasia € relativamente raro antes dos 35
anos, mas acima desta faixa etaria sua incidéncia cresce rapida e progressivamente. Os fatores
de risco mais comumente descritos para pessoas que ndo possuam tendéncia genética clara
sdo: idade, menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestacdo a termo acima dos 30
anos, uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposi¢ao hormonal. Além
disso, os habitos de vida, como a dieta e a pratica de exercicios fisicos, influenciam no
desenvolvimento de diversos tipos de tumores (INCA, 2009).

Diversos modelos experimentais se utilizam de linhagens de células tumorais humanas
e murinas para pesquisas envolvendo o tratamento ou a prevencdo desta doenca. A linhagem
LM3 é obtida a partir de cultura primaria derivada de adenocarcinoma de mama murino em
Balb/c. As células LM3 expressam constitutivamente altas concentracGes de receptores
colinérgicos muscarinicos em comparagdo com células do epitélio mamario murino normal.
Estes receptores tém um poder de controle sobre o ciclo da L-arginina, podendo levar a
geracgdo de citrulina ou uréia. Estas células ndo aparentam serem sensiveis a hormonioterapia,
além de possuirem a enzima Oxido nitrico sintase, que produz NO de forma constitutiva
(ESPANOL et al., 2002). Estudos com células LM3 demonstram que estas sio capazes de
metastase espontanea ao pulméo e sdo pouco sensiveis a citotoxicidade mediada por NO-

exo6geno, quando comparadas as células similares do tipo LM2 (EIJAN et al, 1998).

2.2. O cancer e a imunovigilancia

Em 1909, Paul Erlich desenvolveu a hipotese de que o sistema imune poderia
controlar o desenvolvimento do cancer (ERLICH, 1909; revisto por ULLRICH et al., 2008).
Muitos anos mais tarde, em 1970, Burnet estabeleceu um conceito que mudou a visdo em

relacdo ao cancer. Ele postulou a Teoria da Imunovigilancia contra Tumores. Segundo esta

28



teoria, 0s tumores surgiriam com uma frequéncia maior do que se imaginava, e seria uma
funcdo primordial do sistema imune eliminar estas células antes de formarem um tumor
clinicamente detectavel. Sendo assim, apenas quando a célula tumoral fosse capaz de evitar a
resposta imune, ela poderia proliferar a partir de um tecido normal e expandir para
desenvolver um tumor (BURNET, 1970; revisto por CROCI et al., 2007). Estes trabalhos
identificaram inicialmente que o sistema imune poderia combater o cancer e, mais tarde, que
poderia combaté-lo antes mesmo de sua completa formacéo.

Uma resposta imune bem sucedida contra neoplasias inicia-se pelo reconhecimento de
antigenos presentes nas células tumorais. Varios tipos de canceres estdo ligados a presenca de
agentes infecciosos, especialmente virus capazes de modificar o material genético da célula
hospedeira. Nestes casos, a célula transformada pode expressar desde o seu inicio mais
precoce antigenos ndo proprios originalmente codificados pelos patdgenos, e desta forma ser
alvo de células imunes, incluindo linfécitos B e T. Outros canceres surgem espontaneamente.
Nestes tumores, antigenos proprios sdo por vezes super-expressos e podem vir a ativar o
sistema imune adaptativo, quebrando a auto-toler&ncia codificada nos linfécitos durante seu
desenvolvimento. Entretanto, se a auto-tolerdncia permanece, os linfocitos que seriam
eventualmente capazes de reconhecer o antigeno sdo imunossuprimidos. Nestes casos, a
supressao do tumor s6 podera ocorrer através do sistema imune inato (RAULET e GUERRA,
2009).

Em geral, a resposta adaptativa € iniciada por sinais associados a inflamacédo, que €
desencadeada pelo sistema imune inato. Estes sinais sdo cruciais para a diferenciacdo
posterior de uma resposta imunoprotetora ou ndo. A tumorigénese € um processo complexo,
com desregulagdo de varios mecanismos celulares, e cabe as células do sistema inato
conseguir diferenciar uma célula normal de uma alterada. Entretanto, muitas das

caracteristicas apresentadas por células transformadas, como proliferacdo, invasdo tecidual e
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repressdo dos mecanismos de apoptose, podem ser expressas por células normais em diversos
contextos, especialmente sob estresse celular. O reconhecimento da célula transformada
ocorre mediante a identificacdo de diversos sinais que coletivamente, mas ndo
individualmente, identificam a alteracdo celular. Estes sinais incluem a expressdao de
oncogenes de forma persistente, a repressdo de genes supressores de tumor, indispensavel
para a progressdo do ciclo celular, mas que gera instabilidade genémica, o acimulo de
anormalidades cromossomais e, tardiamente, com frequéncia ocorre a ativacdo de outros
mecanismos induzidos por estresse celular. Além disto, muitas células tumorais apresentam
em sua superficie ligantes capazes de ativarem células natural killer (NK) e, em alguns casos,
células T, ou ainda capazes de ativarem mecanismos intracelulares de apoptose. Os
mecanismos inatos podem promover uma resposta adaptativa mais intensa e capaz de gerar
memoria imunoldgica, mantendo uma protecéo sistémica (RAULET e GUERRA, 2009).

Por sua vez, a resposta imune desencadeada influencia o crescimento tumoral e acaba
por selecionar as células tumorais mais aptas a sobreviverem neste ambiente hostil. Este
processo é chamado de edicdo tumoral, e compreende trés fases. A primeira fase é a
“eliminagdo”, que inclui o conceito de imunovigilancia, ou seja, o sistema imune como um
todo estd sempre reconhecendo e destruindo tumores, conforme eles vao surgindo, ao longo
de toda uma vida. A segunda fase é o “equilibrio”: enquanto o tumor tende a crescer, a
resposta imune destréi as células tumorais e é criado um equilibrio dindmico. A terceira fase é
0 “escape”, na qual as células tumorais acabam gerando variantes capazes de evadir da
destruicdo causada pela resposta imune e entdo proliferar e se desenvolver em neoplasias
aparentes clinicamente (CROCI et al., 2007).

Esta evasédo das células tumorais pode ocorrer através da reducéo de antigenos capazes
de gerar resposta, sendo subexpressos, eliminados ou modificados. As celulas displasicas

também podem ativar sinais negativos co-estimuladores, que geram tolerancia nas células
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imunes, produzir fatores imunossupressores ou gerar mediadores capazes de expandir e
recrutar preferencialmente populacdes de células imunes regulatorias (células T regulatérias -
Tregs -, células supressoras mieloides e células dendriticas regulatorias) (CROCI et al., 2007).

Um tumor sélido, como o cancer de mama, € composto de diferentes compartimentos
celulares, incluindo o tecido neoplasico em si e as células da matriz estromal, ambos podendo
interagir com o sistema imune (CROCI et al., 2007). O microambiente tumoral contém
também células imunes, que sdo um participante indispensavel no processo neoplasico. Todas
as células envolvidas produzem mediadores de forma local e sisttmica que influenciam
dramaticamente no desenvolvimento e/ou erradicacdo do tumor. A inflamagdo associada ao
cancer € similar aquela observada em situacdes cronicas, com producdo de fatores de
crescimento e angiogénicos, que em uma fase mais tardia acabam promovendo a
sobrevivéncia, implantacdo e o crescimento do céancer. Esta inflamacdo relacionada aos
tumores é gerada principalmente por células do sistema imune e acarreta infiltracdo
leucocitéria, principalmente de macréfagos associados ao tumor (TAM), expressdo de
citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF) ou interleucina-1 (IL-1), quimiocinas,
remodelamento tecidual e angiogénese (ALLAVENA et al., 2008; MANTOVANI et al.,
2008).

A inflamacéo associada ao tumor também ocorre quando a resposta imune ja ndo esta
muito eficiente, devido a edicdo tumoral e a imunossupressdo local. Por causa disto,
atualmente tem sido postulada uma nova teoria, que diz que a inflamacdo pode ser gerada por
um caminho intrinseco, partindo das proprias células tumorais, por meio de seus oncogenes
ativos, e ndo somente partindo do meio que as circunda. Seguindo a teoria da inflamacao
derivada de oncogenes, algumas revisdes literarias destacam fatores tumorais que auxiliam na
geracdo de inflamacéo diretamente e estdo geneticamente alterados em varios canceres, como

o fator de von Hippel Lindau (vHL), fatores induziveis por hipoxia (HIF) e moléculas de
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sinalizacdo intracelular, como o Ras, ou fatores de transcri¢cdo, como o NF-kB (ALLAVENA
etal., 2008; BORRELLO et al., 2008).

A angiogénese tumoral normalmente se ativa durante os estagios pré-neoplasicos do
desenvolvimento tumoral e € regulada positiva ou negativamente por células tumorais e
leucdcitos. Dentre outros fatores, as células tumorais produzem mediadores capazes de atrair
0s macréfagos, o que ocorre de forma mais intensa em estado de hipdxia. Os macrofagos sao
capazes de produzir fatores pro-angiogénicos, como fatores de crescimento, citocinas,
enzimas proteoliticas, proteoglicanos, mediadores lipidicos e prostaglandinas, mas também
sdo capazes de gerar moléculas anti-angiogénicas, que danificam a integridade das veias
sanguineas. Entretanto, as funcbes pro-angiogénicas tendem a ser mais importantes. E
demonstrado que sem infiltracdo macrofagica, ndo ocorre angiogénese em tumor de mama.
Além de seu papel direto na angiogénese, os macrofagos também podem atuar recrutando
outras células inflamatorias para o microambiente tumoral, especialmente neutrofilos. Além
dos macrofagos e neutrofilos, células imunossupressoras mieldides e células dendriticas
podem contribuir para a linfangiogénese e angiogénese no cancer (LIN E POLARD, 2007;
ALLAVENA et al., 2008; NOONAN et al., 2008; ONO, 2008).

Com o crescimento tumoral acelerado, que rapidamente esgota as reservas nutricionais
antes de novos vasos se formarem, e com a presenca de diversos mediadores neste
microambiente, grandes quantidades de células neopléasicas morrem, tanto através de apoptose
quanto de necrose. A apoptose € um padrdo de modificacdes morfologicas nas células que
culminam com a morte destas. Este processo envolve condensagdo da cromatina (picnose),
fragmentacdo nuclear (cariorrexe), reducdo do citoplasma e, finalmente, desintegracdo da
célula em corpos apoptéticos envolvidos por membrana. Estas modificagfes costumam ser
observadas apenas in vitro, pois in vivo as células em processo apoptotico séo rapidamente

fagocitadas antes de chegarem aos estagios finais. A necrose se caracteriza morfologicamente
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por um aumento do citoplasma (oncose) e das organelas citoplasmaticas, com presenca de
vacuolos, seguido por um rompimento da membrana e liberacdo do contetdo celular, o que in
vivo pode ser acompanhado de fagocitose e inflamagdo. Acreditava-se que a diferenca
morfologica entre os dois principais tipos de morte celular gerava imunotolerancia para a
apoptose e resposta imune para a necrose. Entretanto, este conceito ndo procede mediante
uma verificacdo experimental mais vigorosa. Ainda assim, a necrose é frequentemente
acompanhada de inflamacdo e, em um microambiente tumoral, este tipo de morte celular
tende a auxiliar o crescimento tumoral. A morte celular, independente de sua morfologia,
pode vir a causar resposta imune ou ndo e a principal diferenca entre a morte imunogénica e a
ndo imunogénica parece estar na ordem de exposicdo de moléculas associadas ao estresse
celular, que s@o reconhecidas primariamente por células dendriticas, que atuam modulando a
resposta imune inata e entdo definem a acdo imune (TESNIERE et al., 2008; ULLRICH et al.,
2008).

Na teoria, uma imunoterapia eficiente poderia alterar a ativacéo das células envolvidas
e transformar este processo inflamatorio favoravel ao tumor em uma inflamacgdo aguda,
voltada para um padrdo de resposta celular, que gerasse a destruicdo das células cancerigenas

(MANTOVANI et al., 2008).

2.3. A dieta, a resposta imune sistémica e o cancer

Dentre as possiveis imunoterapias, uma das mais visadas e relativamente “simples” de
serem aplicadas na pratica € o consumo de substancias que interfiram diretamente no
crescimento tumoral ou no sistema imune. Os tecidos imunes inicialmente afetados pela dieta
sdo aqueles presentes na mucosa de absorcao deste alimento. Os tecidos linfoides associados a
mucosa constituem o maior 6rgdo imune do corpo, agindo em varias regides de interacéo

entre 0 meio ambiente e o organismo. O sistema imune da mucosa intestinal esta disperso na
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parede intestinal, na lamina propria, e tambeém esta localizado em pequenos microambientes,
formando as placas de Peyer. A parede intestinal contém macrofagos, células dendriticas e
linfocitos (células T e B) em intimo contato com os alimentos no processo de absor¢édo
(WERSHIL E FURUTA, 2008). Os tecidos linféides associados a mucosa do trato
gastrintestinal desempenham um papel importante como primeira linha de defesa contra
patogenos ingeridos, influenciando na resposta imune sistémica, representada por linfonodos
dispersos pelo organismo e o0 baco (ADOLFSSON et al., 2004).

Uma resposta inicial sistémica gerada pela dieta pode ser desencadeada por
macrofagos, fagocitos mononucleares que podem migrar de tecidos ou do peritdnio para 0s
linfonodos, apresentando antigenos e aumentando a capacidade de responder a
microrganismos invasores. Esta migracdo pode ser enfatizada atraves da administracdo de
bactérias laticas (BELLIGAN et al., 1996). Uma vez ativados, os macréfagos expressam
propriedades funcionais especializadas e polarizadas, podendo liberar espécies reativas de
0xigénio e nitrogénio e citocinas.

Os macrofagos polarizados séo conhecidos como M1 e M2. Os macréfagos ativados
classicamente M1 s&o gerados por interferon-y (IFN-y), TNF-a, fator estimulador de colonias
granul6cito-macréfagos (GM-CSF) ou em presenca de um estimulo microbiano. Estas células
possuem em fendtipo com alta producédo de 1L-12, alta producdo de 1L-23 e baixa producédo
de IL-10. Séo eficientes produtores de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio e
citocinas pré-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF-a), além de induzirem respostas do tipo Thl,
mediando a resisténcia contra parasitas intracelulares e tumores (MANTOVANI et al., 2008).

Os macrofagos do tipo M2 sdo alternativamente ativados, e gerados por I1L-4 e IL-13,
principalmente. Eles possuem um fenotipo caracteristico de baixa produgdo de IL-12, baixa
producéo de IL-23 e alta producdo de IL-10, com capacidade variavel de produzir citocinas

inflamatdrias, dependendo do estimulo recebido. Estas células possuem grandes quantidades
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de receptores do tipo ‘“scavenger”, receptores de manose e galactose. Além disto, o
metabolismo da arginina tende a ser voltado para a producdo de ornitina e poliaminas, e ndo
para a formacdo de 6xido nitrico (NO). Em geral, células M2 participam de respostas Th2,
promovendo morte e encapsulacdo de parasitas, e possuem fungdes imunorreguladoras. Em
relacdo ao cancer, estas células estdo presentes no microambiente tumoral e, localmente,
recebem o nome de macrofagos associados ao tumor (TAM), onde promovem a progressao do
tumor e o reparo e remodelacdo tecidual, além de contribuir para a imunossupressao local
(ALLAVENA et al., 2008; MANTOVANI et al., 2008).

As células TAM se acumulam em regifes hipoxicas do tumor, o que ativa funcdes
pré-angiogénicas. Nestas condicdes, as TAM liberam diversos fatores, como fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), TNF-o e interleucina humana derivada de
neutrofilos-8 (CXCL8), que contribuem para a expressao de moléculas que afetam
diretamente a proliferacdo das células tumorais e a dissolucdo de tecidos conectivos,
facilitando a progressdo e invasdao do tumor. TAM também produzem fatores, como fator de
crescimento transformante-p (TGF-p), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
IL-6 e ativador plasminogénico do tipo tecidual (t-PA), que causam a degradacdo da matriz
extracelular diretamente. Além disto, as TAM liberam citocinas imunossupressoras, como
TGF-B e IL-10 e liberam quimiocinas, como o ligante de quimiocinas de motivo C-C
(CCL18), que atraem preferencialmente subpopulacdes de linfocitos T que ndo possuem
atividade citotoxica. A atracdo de linfécitos T ndo ativados para a periferia tumoral, dominada
de macrdéfagos M2 e células dendriticas imaturas, tende a gerar a anergia da célula T.

O sistema imune inato fornece sinais para a ativacdo do sistema imune adaptativo, que
induzem a diferenciacéo dos linfdcitos sistémicos em diferentes fendtipos com agoes efetoras
ou de memoria. Os clones Th (células T “helper”, T CD4") sdo resultantes da ativacio de

linfocitos T virgens e se diferenciam em duas categorias distintas, na dependéncia das
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citocinas produzidas: as células Thl produzem IFN-y, IL-2 e IL-12, e s&o eficientes na
resposta imune celular, via ativacdo de macrofagos, atuantes no combate ao céncer; ja as
células Th2 liberam IL-4, IL5 e IL-10, que ativam a imunidade humoral (NOBEN-TRAUTH,
2000; RENGARAJAN et al., 2000).

O oxido nitrico (NO) € um dos produtos de macrofagos ativados e é produzido pela
enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), sendo derivado da L-arginina, um aminoacido
semi-essencial derivado da dieta, da sintese endégena e do turnover de proteinas celulares. O
NO apresenta inUmeras atividades, dentre elas antibacteriana, antiparasitaria e antiviral.
Porém, o descontrole na sintese de NO estd implicado na patogénese da hipertensdo, sepse,
doencas cerebrais degenerativas e cancer (BOGDAN, 2001; COSTA et al., 2003; GALLI, et
al., 2003; MORRIS et al., 2009). Localmente, os macréfagos ou as préprias células tumorais
podem alterar os niveis de NO. Ja é bem estabelecido que tumores sélidos possuem regides
com pouca vascularizagdo, nutricdo insuficiente e baixo pH devido a producdo de lactato,
enquanto possuem também regides com melhor vascularizacdo e, portanto, quantidades
suficientes de oxigénio e nutrientes. Nas regides normoéxicas, os macrofagos infiltrados
podem produzir NO de modo a garantir a sobrevivéncia da célula e gerar efeitos pro-
angiogénicos. Entretanto, em regides hipdxicas, a grande geracdo de NO pode ser toxica e
reduzir a sobrevivéncia das células tumorais (WEIGERT E BRUNE, 2008). Paradoxalmente,
guando o tumor esta mais avancado, a producdo de NO pelas préprias células tumorais ou por
outras células do microambiente tumoral representa um pior prognéstico em varios tipos de
tumores, incluindo cancer de mama e ovario (THOMSEN et al., 1995; COBBS et al., 1995;
NOMELINI et al., 2008; WEIGERT E BRUNE, 2008), indicando uma fun¢do desta molécula
na patogénese do cancer. Sendo assim, os efeitos do NO dependem fundamentalmente de sua

concentragéo.
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Além da iNOS, os macrofagos possuem outra enzima fundamental a resposta imune: a
arginase. A hidrolise da arginina pela enzima arginase produz uréia e ornitina, que sao
precursores para a sintese de poliaminas, prolina e glutamato. Existem duas arginases em
mamiferos: arginase | (citosolica) e arginase Il (mitocondrial). Estas enzimas derivam de
genes distintos, presentes em cromossomos diferentes, que sao regulados independentemente,
sendo expressos em diversas células sob variados estimulos patofisiologicos. A arginase | é
uma isoforma mais induzivel, sensivel a alteracdes locais, e é proposto que esta enzima
participa em muitos processos patolégicos, como doencas vasculares, doenca pulmonar,
infeccdes, disfuncbes imunes e cancer (JENKINSON et al., 1996; MORRIS et al., 2009). Em
condicdes fisioldgicas, a arginase | compete com a iNOS pelo substrato em comum. O
equilibrio dindmico criado entre as duas enzimas € modificado pelas citocinas de perfil Thl e
Th2, secretadas por linfocitos T: Thl induz iNOS, enquanto Th2 induz arginase. E sabido que
0s macrdfagos expressando iNOS participam de respostas pro-inflamatorias, entretanto, a
funcdo de macrofagos expressando arginase apresenta controvérsias. E sugerido que a
expressdo de arginase | em macréfagos pode promover inflamagdo, fibrose e reparacdo
tecidual ao gerar um aumento na producdo de L-prolina, poliaminas e um perfil de producéo
de citocinas do tipo Th2, além de haverem estudos demonstrando que os produtos desta
enzima sao capazes de levar a imunossupressao (MORRIS et al., 2009; PESCE et al., 2009).

Além do NO e dos produtos derivados da arginase, outros mediadores produzidos
pelas células imunes influenciam no crescimento de um tumor. O IFN-y é uma citocina
pleiotropica liberada principalmente por linfocitos T e atua principalmente ativando
macrofagos e aumentando a producdo de IL-12 e intermediarios reativos de oxigénio e
nitrogénio por células fagociticas. Desta forma, esta citocina representa um mecanismo de
comunicacdo entre a imunidade adaptativa ja desenvolvida estimulando ainda mais a

imunidade inata pre-existente. Ela possui um potente efeito anti-tumoral, pois controla o
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crescimento celular, aumenta a apoptose e reduz a angiogénese (KOVALOYSKY et al.,
2000; DRANOFF, 2004).

O fator de necrose tumoral (TNF-o) ¢ uma importante citocina produzida por
macrofagos, e possui atividade antitumoral contra uma ampla variedade de linhagens
tumorais, mas paradoxalmente esta citocina pode aumentar a capacidade de invasao da célula
tumoral. Por ativar a producdo de intermediarios reativos de oxigénio, em altos niveis esta
citocina pode estar relacionada com a tumorigénese. Seus efeitos dependem do seu local de
producdo, da duracdo desta producdo e da quantidade produzida durante a resposta imune.
Em pequenas quantidades, esta citocina tende a contribuir para a cura, remodelando o0s
tecidos e melhorando a defesa local do hospedeiro, mas a producdo de grandes quantidades
de TNF induz ao chogue e gera lesdo tecidual (CHARALAMPOS, 2005; LIN e KARIN,
2007; GERMANO et al., 2008).

A IL-6, por sua vez, é uma citocina pleiotropica que pode afetar células T, B e
macrofagos, contribuindo para o aumento da inflamacdo e auxiliando na passagem entre a
resposta inflamatoria inata e a adaptativa. Esta é uma citocina-chave para o crescimento
tumoral, além de desempenhar funcdo inflamatéria e antiapoptdtica, atuando em genes
fundamentais para o controle do ciclo celular (LIN e KARIN, 2007; GERMANO et al.,
2008).

A IL-12 é um heterodimero multifuncional, produzida por macréfagos e linfocitos,
cujo papel bioldgico inclui a ativacdo de celulas T citotoxicas, e a ativacdo de macrdfagos e
linfocitos T para liberar citocinas inflamatorias, induzindo uma resposta imune efetora mais
aguda, mediada especialmente contra células. Esta citocina estimula a imunidade inata e
adaptativa direcionando o sistema imunologico a resposta imune Th1l, necessaria a eliminacao

tumoral, e ainda possui atividade antiangiogénica. E capaz de gerar a regressao de tumores ja
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estabelecidos. Normalmente, encontra-se reduzida em neoplasias mais avangadas (BARNES,
2003; LIN e KARIN, 2007; GERMANO et al., 2008; BERRAONDO et al., 2009).

Contraria as citocinas citadas acima, a IL-10 é uma molécula produzida
principalmente por macrofagos e linfocitos, e expressa propriedades antiinflamatorias e
funcBes imunossupressoras, parecendo agir desta forma estimulando o crescimento tumoral.
Entretanto, esta citocina é capaz de reduzir a producdo IL-6 e TNF-a, que em determinados
tumores sdo cruciais para o desenvolvimento do cancer. Além disto, a IL-10 parece ser capaz
de modular a apoptose e suprimir a angiogénese. Apesar de seu efeito dubio, esta citocina é
encontrada em maiores concentracdes em neoplasias mais avancadas (LIN e KARIN, 2007,
GERMANO et al., 2008; NAUNDORF et al., 2009).

A citocina IL-4 é um marcador e indutor da resposta imune do tipo Th2. Ela parece ser
particularmente produzida mediante 0 rompimento de uma barreira mucosa, em especial o
pulméo ou o intestino. Ela induz uma menor apresentacdo de antigenos por macrofagos e uma
reducdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias por estes. Entretanto, esta citocina
estimula os macréfagos a liberarem componentes da matriz extracelular, sendo indispensavel
para a reparacdo tecidual. Uma acdo importante desta citocina é sua funcdo anti-apoptotica, o
que poderia ser prejudicial no microambiente tumoral (MOSSER e EDWARDS, 2008;
TODARO et al., 2008). Os linfécitos do tipo Th2 também atuam liberando IL-5, e pouca
informacdo ha na literatura sobre o papel desta citocina mediante o cancer. Os linfocitos Th2
auxiliam na supressdo da imunidade anti-tumoral, levando a progressdo do céncer e a
formacéo de metastases (TODARO et al., 2008).

Podemos notar dessa forma que as citocinas interagem entre si criando um ambiente
favoravel ou desfavoravel ao crescimento tumoral. Portanto, além de serem marcadores
caracteristicos de funcdo celular de células imunes, algumas citocinas j& possuem papéis

conhecidos no desenvolvimento do cancer.
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2.4. Soja, isoflavonas e o cancer de mama

O cancer de mama € a segunda causa de morte entre todos os canceres e existem
evidéncias de que o consumo de soja (Glycine max) frequente esteja relacionado a uma
possivel prevencdo (ADLERCREUTZ e MAZUR, 1997; YAMAMOTO et al., 2003; WU et
al., 2008). Ha anos sdo realizadas pesquisas que tentam provar ou desmistificar o papel
protetor da ingestdo de alimentos contendo soja contra o cancer de mama.

A soja contém todos 0s aminoacidos essenciais, apesar de a metionina estar presente
em quantidades limitantes, e possui uma variedade de componentes bioativos, incluindo
saponinas, inibidores de proteases e isoflavonas. As isoflavonas sdo compostos polifendlicos
ndo esteroidais e podem ser encontradas na soja principalmente nas formas de B-glicosideos
conjugados: genistina, que € o composto majoritario, daidzina, glicitina, acetil daidzina, acetil
glicitina, acetil genistina, malonil daidzina, malonil glicitina e malonil genistina; e sob a
forma de agliconas: genisteina, daidzeina e gliciteina (Figura 1A) (KUDOU et al., 1991,
BARRET, 2006; LAMPE, 2009). A quantidade de isoflavonas apds o processamento de um
grdo de soja, torrado, mas ainda em forma sélida, é de aproximadamente 2661 pg/g, dos quais
53,58% seriam genisteina, e 35,36% de daidzeina. Se o processamento da soja for para a
forma liquida, a bebida pronta possui apenas 28 pg/g de isoflavonas (SAKAI e KOGISO,
2008), quantidade tal que é variavel conforme a fonte dos grédos de soja (XIAO et al., 2008).

Quando as isoflavonas, predominantemente na sua forma glicosilada, passam pelo
trato digestivo, o acucar da molecula é clivado por bactérias ali presentes e a molécula pode
entdo ser absorvida. A daidzeina pode ser clivada em equol por bactérias intestinais de 30 a
50% das pessoas, ou em O-desmetilangolensina em 80 a 90% ou ainda ser absorvida sob esta
forma (Figura 1B). Esta diferenca na clivagem das isoflavonas pode ser devido a uma
variagdo inter-individual na composig¢do da microflora intestinal, na fisiologia do intestino,

genética do hospedeiro e dieta habitual. E sabido que bactérias facultativas anaerdbias, em sua
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maioria, clivam as isoflavonas, enquanto as aerdbias dificilmente o fazem. Uma vez no
sangue, a genisteina e a daidzeina livres sdo levadas ao figado, onde sdo subseqlientemente
conjugadas em varios tipos de compostos conjugados, estando principalmente sob a forma de
compostos glicosilados ou sulfatos, os quais se pensa terem menor atividade bioldgica, mas
ainda ndo ha provas quanto a isto. Apenas uma pequena quantidade de genisteina permanece
livre na corrente sanguinea, um por cento ou menos, provavelmente. Como a conversao da
forma glicosilada para a forma passivel de ser absorvida é feita por bactérias, produtos
fermentados a base de soja podem ser 0s que contém maiores indices de isoflavonas nédo
glicosiladas, dependendo das bactérias utilizadas na fermentacdo (BARRET, 2006; YUAN et
al., 2007; TSUCHIHASHI et al., 2008; LAMPE, 2009).

Estes compostos podem atuar regulando o sistema imunoldgico e inibindo proteases
(BARRET, 2006). Também parecem ser capazes de diminuir as concentracdes plasmaticas de
colesterol total (MANZONI et al., 2005), LDL e triglicérides (ANDERSON et al., 1995).
Freqlientemente, elas sdo referidas como estrogenos fracos e podem induzir a atividade da
enzima aromatase, limitante para a sintese de estrogeno. Por causa da sua fraca capacidade de
ligagdo aos receptores de estrdégeno, as isoflavonas podem agir como agonistas, agonistas
parciais ou antagonistas em relagdo ao estrogeno fisiolégico (como o estradiol). A poténcia e
o efeito gerados variam de acordo com sua concentragéo tecidual, o tipo celular onde atuam, o
tipo de receptor hormonal ao qual se liga e o estagio de diferenciacdo celular (ALVAREZ,
2006; BARRET, 2006; YEB et al., 2009). Os receptores para estrogenos sdo do tipo o ou e
podem ser encontrados em diversas células do corpo, e a genisteina se liga com uma afinidade

maior ao receptor § de células neuronais ou imunes (VALSSECCHI et al., 2008).
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Figura 1. Isoflavonas da soja e metabolismo da daidzeina. (A) Quatro das isoflavonas da soja: 1)
genisteina, 2) genistina, 3) daidzeina e 4) daidzina. Os compostos 2 e 4 estdo na forma glicosilada,
mais abundante na soja, de seus derivados 1 e 3, respectivamente, resultantes principalmente da
quebra ocorrida por bactérias. (B) Metabolismo da daidzeina. Os produtos finais sdo equol em 30 a
50% das pessoas, ou O-desmetilangolensina em 80 a 90%.
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As isoflavonas genisteina, daidzeina e seu metabdlito equol parecem ser 0s
componentes principais da soja no combate ao cancer, por apresentarem: 1) atividade
antioxidante, particularmente mais potente pelas isoflavonas genisteina, daidzeina e seu
metabolito equol (RUFER e KULLING, 2006); 2) inibicdo as enzimas tirosina quinase e
DNA topoisomerase I, envolvidas no controle do crescimento celular; 3) aumento da sintese
do hormonio sexual ligado a globulina, diminuindo os niveis de estrogénio ativo (THAM,
1998); 4) afinidade com os receptores de estrogénio o e p (KOSTELAC et al., 2003), sendo
esta afinidade particularmente forte pelo equol (YUAN et al.,, 2007); 5) inibicdo da
angiogénese (YIHAI, 2002); e 6) aumento da apoptose (ZHOU, 1998). Tais propriedades sao

relevantes na prevencéo e no tratamento do cancer.

2.5. Probioticos, o sistema imune e o cancer

Outro aspecto da dieta que contribui para o bem-estar do organismo € a possivel
presenca de bactérias probidticas. Em humanos e outros mamiferos, as superficies mucosas
séo colonizadas por uma comunidade bacteriana dindmica e heterogénea. Nos seres humanos,
a microbiota associada a mucosas € composta por mais de quatrocentas espécies e 0 hiumero
de microorganismos supera em dez vezes o numero de células totais do corpo (XU e
GORDON, 2003). Esta microbiota comeca a se formar ao nascimento e é fundamental para o
correto desenvolvimento do sistema imune ao longo da vida, auxiliando na formacdo dos
tecidos linfoides associados a mucosa e ajudando a educar o sistema imune como um todo. Na
fase adulta, ela é mais estavel e sofre poucas alteragdes (BALCAZAR et al., 2007). Esta
microbiota estd em permanente contato com as células do hospedeiro e com 0s compostos
derivados da dieta, criando um ecossistema Unico, complexo e altamente regulado. Diversos
fatores fazem da microbiota um importante componente para a saude do hospedeiro, tais

como: 1) manutencdo de uma barreira fisica contra a colonizagéo ou invasdo por patdgenos;
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2) facilitacdo da digestdo e assimilacdo de varios nutrientes; 3) geracdo de sinais que ativam
e/ou estimulam a imunovigilancia; e 4) neutralizacdo de possiveis toxinas e carcin6genos
ingeridos (WOLOWCZUK et al., 2008). Uma vez ingeridos, 0s microrganismos probidticos
ndo se tornam membros estabelecidos da microbiota normal, mas persistem apenas durante 0s
periodos de consumo ou por um pequeno intervalo apés este (CORTHESY et al., 2007),
preconizando, portanto, uma ingestao de longo periodo para que ocorra a modulacéo efetiva
do sistema imune.

Os géneros de microorganismos mais conhecidos para composicdo de produtos
probidticos sdo Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Enterococcus, 0s quais Sao
extensamente utilizados como principais bactérias na industria alimenticia, auxiliando na
preservacdo do alimento, na producdo de componentes gustativos, aumentando o valor
nutricional do alimento e gerando propriedades terapéuticas e/ou profilaticas (PARVEZ et al.,
2006). Tem sido proposto que a ingestdo de produtos probidticos pode aumentar a resisténcia
as infeccdes, as alergias, especialmente a alergia alimentar, e também apresentam potencial de
prevenir o cancer (WOLOWCZUK et al., 2008).

Matar et al. observaram que culturas de lactobacilos modulam a resposta imune e
ativam principalmente a resposta celular (MATAR et al., 2001), necesséria para 0 combate
efetivo ao céncer. Ha relatos de que o consumo de produtos fermentados reduz o risco de
cancer de mama: LeBlanc et al. verificaram que a administragdo do leite fermentado com
Lactobacillus helveticus gerou a ativagdo das células do sistema imune, aumentou a apoptose
das células de adenocarcinoma mamario, aumentou a producdo de TNF-o e diminuiu a
expressao da proteina derivada do oncogene Bcl-2 nas células mamarias (LEBLANC et al.,

2005). Os produtos probidticos podem, portanto, interferir na resposta imune contra tumores.
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2.6. Estudos anteriores sobre o produto fermentado de soja

Visando unir as qualidades funcionais da soja com os ja reconhecidos efeitos
benéficos dos produtos probioticos segundo vasta literatura, foi desenvolvido um produto de
“leite” de soja fermentado por Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp
jugurti 416 na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Araraquara, SP (ROSSI et
al., 1999), microorganismos fermentadores ndo capazes de clivar as isoflavonas da soja.

Os primeiros estudos logo demonstraram que o novo produto fermentado de soja
possuia um efeito sobre os lipideos séricos e apresentava propriedades hipocolesterolémicas
(ROSSI et al., 1999; ROSSI et al., 2000) e esta pesquisa foi aprofundada, enfatizando cada
vez mais a acdo benéfica do produto fermentado de soja enquanto produto
hipocolesterolémico e capaz de afetar o metabolismo de lipideos em animais (MANZONI et
al., 2005; CHEIK et al., 2008) e aumentar os niveis de colesterol-HDL em seres humanos
(ROSSI et al., 2003).

Além disto, o produto fermentado de soja demonstrou ser capaz de aumentar a
densidade mineral Gssea em animais ovariectomizados, podendo vir a ser utilizado
futuramente como um alimento auxiliar no combate a osteoporose (SHIGUEMOTO et al.,
2007).

Em relacdo ao sistema imune, especificamente, a agdo imunomoduladora do produto
fermentado de soja foi comprovada. De inicio, observou-se que seu consumo nao induzia uma
sensibilizacdo de mastocitos mesentéricos (CARLOS et al., 2000), contrariando o poder
alergénico de derivados de soja. Foi verificado que o produto fermentado de soja atua
estimulando a producdo de citocinas IL-1f, IL-6, IL-12, TNF-o, IFN-y por
macrofagos/linfocitos e gera um aumento da produgdo de NO e H,O, (VENDRAMINI,
2002). Aprofundando esta informacdo, estudos anteriores demonstraram uma melhora da

resposta imune em animais que consumiram o produto fermentado de soja contra o tumor de
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mama, evidenciada pelos mediadores NO, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-o e IFN-y, tendo
sido observado menor volume tumoral final em relacdo aos outros grupos de estudo
(KINOUCHI, 2006). Uma resposta imune também foi induzida pela administracao da bactéria
Enterococcus faecium CRL 183, uma das utilizadas na fermentacédo do produto de soja, contra
o0 tumor de colon induzido quimicamente, gerando resultados semelhantes e destacando uma
resposta imunoldgica essencialmente celular, o que levou a uma menor formacdo de p6lipos
intestinais (SIVIERI et al., 2008), apesar de que o produto fermentado de soja, mesmo
contendo a bactéria, ndo reduziu esta formacéo de polipos (SILVA et al., 2009).

Diante do exposto, torna-se necessario conhecer melhor os alimentos

funcionais derivados de soja e produtos probidticos atuantes no desenvolvimento de tumores.
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3. OBJETIVOS

Verificar o papel da ingestdo diaria do produto ndo fermentado de soja (PNFS), do
produto fermentado de soja com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus
ssp jugurti 416 acrescido de isoflavonas (PFSI) ou ndo (PFS) no desenvolvimento de cancer
de mama murino experimental.

Mais especificamente, pretende-se:

1) Avaliar o perfil de ativacdo de macrofagos peritoneais, observando a liberacdo de éxido
nitrico, a atividade da enzima arginase e a producéo das citocinas IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a;
2) Avaliar o perfil de ativacdo de linfécitos esplénicos através da dosagem de IL-4, IL-5, IL-
10 e IFN-y;

3) Observar localmente no tumor o grau de angiogénese e a quantidade de células apoptoticas

em cada um dos grupos de estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento experimental

Os animais do estudo receberam diariamente o alimento em questdo, conforme
descrito no item 4.5, a partir do dia 1 do experimento por um total de 40 dias. No décimo dia,
os animais foram inoculados subcutaneamente com uma suspensdo de células de
adenocarcinoma mamario murino LM3, que originou um tumor sélido. No dia 40, os animais
foram eutanasiados e foram extraidos as células peritoneais, 0 baco e o tumor.

A partir das células peritoneais, os macrofagos foram separados por aderéncia em
placa de cultura estéril e entdo foi feita uma cultura celular mediante a presenca de
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C (Figura 02).
Desta cultura, o sobrenadante foi utilizado para a dosagem de NO e das citocinas IL-6, IL-10,
IL-12 e TNF-a. As células aderentes foram utilizadas para a dosagem da atividade da enzima
arginase, responsavel pela producédo de uréia, e para o teste de viabilidade celular.

A partir das células esplénicas, foi realizada uma cultura celular, e as células nédo
aderentes, majoritariamente linfocitos, foram separadas. Estas células foram submetidas a
uma cultura celular de 24 horas mediante concanavalina A (ConA) ou apenas meio de cultura
RPMI-1640-C (Figura 03). Desta cultura, o sobrenadante foi utilizado para a dosagem das
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y, ¢ as células foram utilizadas para o teste de viabilidade
celular.

O tumor extraido dos animais foi cortado em cortes de 5 um e as laminas foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), para a observacdo das caracteristicas gerais dos
tumores, da presenca de mitose e do grau de angiogénese; ou coradas com reagente de

TUNEL e iodeto de propidio (PI) para a observacdo da apoptose.
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Macrofagos peritoneais

Cultura 24 horas: LPS ou
somente meio de cultura RPMI-

/ 1640-C \

Celulas Sobrenadante
Atividade da Viabilidade Producio de NO Dosagem das
enzima arginase | celular por por Griess citocinas IL-6, IL-10,
MTT IL-12 e TNF-o por

ELISA

Figura 2. Ensaios realizados a partir de macrofagos peritoneais dos animais de todos 0s
grupos de estudo.

Linfocitos esplénicos

Cultura 24 horas: ConA ou somente
meio de cultura RPMI-1640-C

/

Células Sobrenadante
Viabilidade Dosagem das citocinas
celular por MTT IL4, IL-5.IL-10 e IFN-y

por ELISA

Figura 3. Ensaios realizados a partir da obtencéo de linfocitos esplénicos de animais de todos
0S grupos de estudo.
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4.2. Animais

Camundongos fémeas Balb/c, pesando entre 18-25¢g, procedentes do CEMIB (Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica), UNICAMP, Sao Paulo, foram utilizados em
todos os experimentos. Estes animais foram mantidos em gaiolas em grupos de 5, com
condicdes estaveis de ambiente (23 £ 2°C, 56 + 2% de umidade relativa do ar) e ciclos de
claro/escuro de 12 horas. Os animais receberam agua e racdo (Purina) esterilizadas, ad
libitum. Os animais foram eutanasiados em camara de CO,. Todos os procedimentos que
utilizaram células vivas dos animais foram realizados em duplicata e pelo menos duas vezes
em momentos distintos, e entdo unidos. Todos os procedimentos com animais foram
conduzidos conforme normas do SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laborat6rio) e que obtiveram parecer do Comité de Etica local (parecer n°08/2009

CEP/FCF/CA).

4.3. Produtos de soja

Os animais foram tratados com produto de soja fermentado com Enterococcus faecium
CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416, acrescido ou ndo com isoflavonas, ou
com amostras de produto ndo fermentado de soja. Os produtos foram preparados

semanalmente e mantidos sob refrigeragéo.

4.3.1. Preparo do produto fermentado de soja (PFS)

O produto fermentado de soja foi produzido a partir do “leite” de soja, de acordo com
metodologia de Rossi et al. (2000), no Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP. Foram utilizados os cultivos de
Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 para a fermentagao.

Foram utilizadas 10° UFC/mL de cada um dos cultivos bacterianos. A fermentacéo ocorreu a
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37°C, em aerobiose, até que o pH atingisse 4,3 a 4,5. O produto foi resfriado gradualmente e

transferido a temperatura de refrigeracao.

4.3.2. Preparo do produto ndo fermentado de soja (PNFS)

O produto ndo fermentado de soja foi obtido utilizando-se a mesma metodologia
empregada na producdo do produto fermentado, excluindo-se apenas a etapa de fermentacéo.
A acidificacdo do produto foi alcancada com a adi¢do direta de acido latico em quantidade
suficiente para que o pH final estivesse entre 4,3 e 4,5, sendo posteriormente mantido em

refrigeracao.

4.3.3. Preparo do produto fermentado de soja acrescido de isoflavonas (PFSI)
O produto acrescido de isoflavonas foi obtido partindo-se do produto fermentado de
soja preparado como descrito no item 4.2.1, e posteriormente acrescido de 1,125¢g/L de

Isoflavin (Galena).

4.3.4. Viabilidade celular das bactérias fermentadoras dos produtos de soja

As células viaveis presentes nos produtos fermentados foram contadas em cada lote de
produto fermentado de soja recém-preparado utilizando-se meio MRS (Sigma-Aldrich) para
lactobacilos e em meio M17 (Sigma-Aldrich) para enterococos. Os resultados foram

expressos em numeros absolutos.

4.4. Implante de células tumorais
Foi utilizada a linhagem tumoral de adenocarcinoma mamario murino LM3,
gentilmente cedida pela Dra. Elisa Bal de Kier Joffé, do Instituto de Oncologia Angel H.

Roffo (Buenos Aires, Argentina). Esta linhagem foi mantida em cultura através de repiques,

53



trés vezes por semana, em meio MEM (Minimum Essential Médium, Gibco), acrescido de
10% de soro fetal bovino inativado (Sigma). A suspensdo celular foi ajustada para 5x10°
células/mL, a partir da qual foram inoculados 250uL subcutaneamente no flanco traseiro
esquerdo do animal, local escolhido pela facilidade de acesso para inoculacdo e por permitir
facil acompanhamento de seu desenvolvimento e posterior extracdo (URTREGER et al.,

1997).

4.5. Grupos de estudo

Os animais receberam os diferentes produtos por gavagem, 0,5 mL/dia, durante 10
dias, antes do implante de células tumorais, e estes produtos continuaram sendo administrados
diariamente por mais 30 dias, entre 11:00 e 12:00, até o sacrificio dos animais.

Os grupos se constituiram assim:
1) Grupo Produto Ndo Fermentado de Soja (PNFS) — recebeu, por gavagem, 0,5 mL/dia do
produto ndo fermentado de soja e recebeu implante de células tumorais;
2) Grupo Produto Fermentado de Soja (PFS) — recebeu, por gavagem, 0,5 mL/dia do produto
fermentado e recebeu implante de células tumorais;
3) Grupo Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) — recebeu, por
gavagem, 0,5 mL/dia do produto fermentado acrescido de isoflavonas e recebeu implante de
celulas tumorais;
4) Grupo Solucéo Salina (SS) — recebeu, por gavagem, 0,5 mL/dia de solucdo salina 0,85% de
cloreto de sddio estéril, e teve implantadas as células tumorais, representando o grupo

controle de todo o experimento.
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4.6. Obtencdo dos tumores

Ap0s o sacrificio, os tumores foram retirados com auxilio de material cirdrgico, e
medidos em seus didametros maior e menor utilizando paquimetro digital Mitutoyo Digimatic
Caliper. O tumor também foi pesado com auxilio de uma balanca nao analitica (Boeco). O
volume do tumor foi calculado pela formula (ZHOU et al.,1998):

Volume = 0,5 x didmetro maior x (diametro menor)?

4.7. Determinacédo da ocorréncia de apoptose em células tumorais por TUNEL

A guebra do DNA gendmico, que ocorre no processo de apoptose, origina fragmentos
de DNA. Estes podem ser identificados por marcacdo das terminacfes 3"-OH livres, através
de uma reacgdo enzimatica que catalisa a incorporacdo de nucleotideos modificados (marcados
com fluoresceina), chamado teste do TUNEL (“Terminal dUTP Nick-End Labeling”).

A técnica do TUNEL foi realizada através do kit de ensaio In Situ Cell Death
Detection - FITC (Roche) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os tumores, obtidos
conforme item 4.6, foram cortados em sec¢fes de 5 um e fixados em formaldeido,
desidratados usando etanol e xileno e embebidos em parafina. Posteriormente, os cortes foram
fixados em l&mina e incubados com 50 a 80 uL do reagente de TUNEL por 2 horas em
temperatura ambiente em cadmara Umida, ao abrigo da luz. Foi utilizada co-marcacdo das
células com iodeto de propidio (PI) a 0,5 pg/mL, realizada simultaneamente com o reagente
de TUNEL. Em seguida, as laminas foram montadas com glicerol 50% entre lamina e
laminula. A observacdo foi realizada em microscépio de fluorescéncia, e cada campo foi
analisado em filtros branco, verde e azul, em aumento de 1000x.

As células foram previamente analisadas por sua morfologia e coloragdo. Entdo, foram
contadas estereometricamente 300 células tumorais totais, em campos aleatérios,

contracoradas com iodeto de propidio, dentre as quais foram observadas aquelas que tenham
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sido coradas com a solucdo de TUNEL. Foram consideradas apenas aquelas células que
possuiam a morfologia esperada, que tivessem ndcleo aparente, estivessem contracoradas com
iodeto de propidio e, se fosse o caso, cuja marcacdo de TUNEL se mostrasse em formato
adequado e na posicao esperada nas células. As células marcadas com o reagente de TUNEL
ainda foram comparadas com os dois controles negativos de cada animal, contendo apenas
iodeto de propidio e sem nenhuma marcacdo, também analisados nos trés filtros citados. Os
resultados foram expressos como porcentagem de células marcadas pelo reagente de TUNEL

em relacdo ao total de células.

4.8. Andlise da angiogénese pelo Sistema de Gradacdo para Angiogénese por
Microscopia (MAGS)

O sistema de gradacdo para angiogénese por microscopia (MAGS) foi desenvolvido
seguindo a técnica de Brem et al. (1972), modificado por Shankar et al. (2006). A
vasoproliferacdo (KnN), a hiperplasia de células endoteliais (KeE) e a citologia endotelial
(KxX) foram observadas esterometricamente em microscopio optico em cortes de 5 um do
tecido tumoral mamério fixados em formaldeido, desidratados usando etanol e xileno e
embebidos em parafina, e posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina, utilizando um
aumento de 400 vezes. A pontuacao foi calculada como: MAGS = KnN + KeE + KxX, onde
as constantes séo: Kn =1, Ke = 3 e Kx = 6.

A vasoproliferacdo (KnN) possui um valor maximo de 40, com N sendo o nimero de
capilares vistos sob o aumento de 400 vezes em cada campo. A hiperplasia de células
endoteliais (KeE) possui valor méximo de 30, sendo E o nimero de células alinhadas na se¢éo
transversal do capilar, com valor maximo de 10. A citologia endotelial (KxX) possui um valor
méaximo de 30; X possui um valor entre 0 e 5 indicando a aparéncia histolégica das células

endoteliais na zona de hiperplasia, sendo 0 = célula endotelial normal; 1 = célula aumentada,
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mas com nucleo normal e claro; 2 = célula aumentada, mas com nucleo claro e proeminente;
3 = célula com nucleo grande ¢ hipercromatico; 4 = células endoteliais “bizarras”; 5 = células
que se apresentem como figura mitotica. A gradacdo MAGS calculada por esta formula varia
entre 0 e 100, em valores arbitrarios. Os resultados foram expressos em media + desvio-
padrdo em valores arbitrarios, obtidos de pelo menos 5 campos aleatorios em cada uma das

laminas de 3 animais de cada grupo de estudo.

4.9. Determinacédo da presenca de mitoses

A ocorréncia de mitoses foi observada estereometricamente em microscépio optico em
cortes de 5 um do tecido tumoral mamario fixados em formaldeido, desidratados usando
etanol e xileno e embebidos em parafina, e posteriormente corados com Hematoxilina e
Eosina, utilizando um aumento de 400 vezes. Os resultados foram expressos em média +
desvio-padrdo do nimero de células em mitose em 5 campos aleatérios de cada animal, em 3

animais de cada grupo de estudo.

4.10. Obtencéo das células do exsudato peritoneal

Os animais foram previamente estimulados pela inoculacdo intraperitoneal de 3,0 mL
de tioglicolato de sddio (Difco Lab. Ltda) a 3,0%, trés dias antes de serem eutanasiados em
camara de CO,. Estes animais tiveram a pele da regido abdominal retirada assepticamente em
camara de fluxo laminar Classe 100 e o peritdnio exposto. Posteriormente, foram inoculados
5,0 mL de solucdo PBS gelado com pH 7,2 na cavidade abdominal. O liquido peritoneal
resultante foi coletado e transferido para um tubo conico estéril com capacidade de 15,0 mL
(Corning, Inc.) e centrifugado a 700 g durante 5 min a 4°C (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.),
sendo o sedimento celular lavado duas vezes com 3,0 mL de PBS. Apds a Ultima lavagem as

células foram ressuspensas em 1,0 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo 23-
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mercaptoetanol (Sigma), 2x10° M, penicilina 100 U/mL (Sigma), estreptomicina 100 U/mL
(Sigma) e 5% de soro fetal bovino (Cutilab), sendo 0 meio assim composto designado de
RPMI-1640 Completo (RPMI-1640-C), para a contagem de células. O numero de células foi
determinado pela contagem em camara hemocitomeétrica tipo Neubauer e a suspensao celular

ajustada & concentragdo de 5x10° células para realizagdo dos testes propostos.

4.11. Obtencéo das células esplénicas

Os animais foram eutanasiados em camara de CO, e tiveram a pele da regido
abdominal e torécica retirada assepticamente em camara de fluxo laminar Classe 100 para a
extracdo do baco, com auxilio de pinca de metal. O baco extraido foi macerado em malha de
nylon em uma placa de Petri estéril (Corning, Inc.) contendo 2,0 mL de RPMI-1640-C de pH
7,2, gelado, para liberacdo das células. O conteudo da placa foi aspirado por seringa de 3,0
mL para obtencdo de suspensdo celular homogénea. Apds este procedimento as células foram
transferidas para tubo conico estéril de 15,0 mL (Corning, Inc.) e centrifugadas com 5,0 mL
de cloreto de aménio 0,17 M para ocorrer lise das hemécias. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em meio RPMI-1640-C e lavadas 2 vezes neste meio centrifugando a 700 g
por 5 min a 4°C (Centrifuga Fanem, Ind. Bras.). As células foram entdo ressuspendidas em
6,0 mL de meio RPMI-1640-C. A suspensdo celular foi incubada em placa estéril de 6 pogos
(Corning, Inc.), 3,0 mL por poco, por 1 hora. ApGs este periodo, as células ndo aderentes
foram coletadas e centrifugadas em tubo cénico estéril de 15,0 mL a 700 g por 5 min a 4°C.
As celulas esplénicas foram ressuspendidas em 1,0 mL de meio RPMI-1640-C e a contagem
do numero de células viaveis foi feita em camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco,
Germany) através da tecnica de exclusdo com Azul de Trypan a 0,04%. Apos a contagem, a
suspensdo celular foi ajustada & concentragdo de 5x10° células/mL para determinacéo de

citocinas.
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4.12. Obtencédo do sobrenadante de cultura de macrofagos

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas & concentracio de 5x10°
células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de 24
cavidades. A cada cavidade foi adicionado 1,0 mL dessa suspensdo celular e as placas foram
incubadas a 37°C por 60 min em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Thermo
Electron Hepa Class 100). Apds esta incubacéo, as células ndo aderentes foram retiradas por
lavagens com o meio de cultura RPMI-1640-C. Aos macrdfagos que ficaram aderidos a placa
foi adicionado volume igual ao inicial de RPMI-1640-C e 1,0 mL de LPS (lipopolissacarideo
obtido de E. coli, Sigma-Aldrich) a 10 pg/mL, como controle positivo, ou somente mais 1,0
mL de RPMI-1640-C como controle de células. Estas placas foram novamente incubadas a
37°C em estufa com tensdo constante de 5% de CO, (Thermo Electron Hepa Class 100) por
24 h. ApoOs esta incubacdo, os sobrenadantes obtidos das placas de culturas foram
centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C, durante 10 min a 7800 g. Em seguida, 0s
sobrenadantes das culturas foram coletados e estocados em freezer a -80°C até o momento da

determinacdo de citocinas.

4.13. Obtencao do sobrenadante de cultura das células esplénicas

A suspenséo celular contendo as células esplénicas foi ajustada a 5x10° células/mL,
distribuidas em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc), 1,0 mL por
cavidade e expostas a 1,0 mL de concanavalina A (ConA) (Sigma-Aldrich) na concentragédo
de 0,5 pg/mL, como controle positivo, ou somente 1,0 mL de meio de cultura nos controles de
células. As placas foram incubadas a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO,
(Forma Scientific) por 24 h. Apos esta incubagéo, as solugdes contidas em cada poco da placa
foram transferidas para tubos estéreis de 1,5 mL (Corning, Inc) e foram centrifugadas em

centrifuga refrigerada a 4°C durante 10 min a 700 g (Hettich, Inc.). Em seguida, os

59



sobrenadantes das culturas foram coletados e estocados a —80°C para posterior dosagem de

citocinas.

4.14. Determinacdo de citocinas

As citocinas IL-6, I1L-10, IL-12 e TNF-o foram quantificadas no sobrenadante das
culturas de macrofagos peritoneais, e as citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y foram
quantificadas no sobrenadante das culturas de células esplénicas, através do teste
imunoenzimatico ELISA. Foram utilizados kits da BD Biosciences Pharmingen de acordo
com as instrucdes do fabricante.

As placas de 96 orificios (Corning Inc.) foram adsorvidas com anticorpo de captura,
monoclonal, obtidos de rato, anti-citocina de camundongo, na concentracdo adequada para
cada citocina, diluido em tampédo fosfato de sodio (pH 6,5) ou carbonato de sdédio (pH 9,6),
conforme indicado pelo fabricante, (100 ul por cavidade) e incubadas overnight a 4°C. No dia
seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 (tampéo de
lavagem) e bloqueadas com 300 pL de diluente de ensaio (tampao PBS acrescido de 10% de
soro fetal bovino inativado, Sigma-Aldrich, pH 7,2 a 7,4) & temperatura ambiente por 60 min.
Apos a incubacdo, as placas foram lavadas de 3 vezes com tampdo de lavagem. Apds a ultima
lavagem foram adicionados a cada cavidade 100 pL do padrio de citocinas ou dos
sobrenadantes das culturas de células a serem testados. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 120 min, e lavadas 5 vezes com tampéo de lavagem. Em seguida,
foram adicionados 100 plL/cavidade de anticorpo monoclonal de cabra (anticorpo anti-
citocina de camundongo) marcado com biotina, diluido a concentracdo adequada de cada
citocina em diluente de ensaio. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 60 min
e lavadas 5 vezes com tampao de lavagem, sendo entdo adicionados 100 pL do conjugado

peroxidase-estreptavidina na diluicdo adequada para cada citocina e incubadas novamente a

60



temperatura ambiente por 60 min. Apds este periodo de incubacéo, as placas foram lavadas 7
vezes com tampao de lavagem e em seguida foram adicionados de 100 uL do substrato [10
mM de tampado citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2 mM
de H,0O, (Mallinckrodt Chemical)]. A reacéo foi interrompida adicionando-se 50 uL. de H,SO,
2N a cada cavidade. A absorbancia foi lida a 450nm em espectrofotdmetro UV/visivel para
microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems), e as concentracdes de cada citocina foram
quantificadas através de curvas padrao estabelecidas com quantidades conhecidas dos padrbes

das citocinas. Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.15. Avaliacdo da viabilidade celular de células peritoneais aderentes

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na capacidade das
células viaveis de clivar o anel tetrazdlico presente no sal de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio) pela acdo de enzimas desidrogenases presentes na
mitocOndria ativa, formando cristais de formazana (MOSMANN, 1983).

A uma placa estéril de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.) foram distribuidos
100 pL por cavidade das suspensdes de célula do exsudato peritoneal de camundongos,
obtidas conforme o item 4.7, ajustadas & concentracdo de 5x10° células/mL em meio de
cultura RPMI-1640-C em presenca de 100 puL de LPS a uma concentragdo de 10 png/mL, ou
apenas meio de cultura (controle negativo), em duplicata. As placas foram incubadas por 24
hs a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO, (Forma Scientific, EUA). Apés
esse periodo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e as células aderentes tratadas com
100pL de uma solugdo de MTT (Across Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640-C. A placa
foi entdo incubada por mais 3 horas nas mesmas condicGes anteriores. Apos esta incubacéo 0s
sobrenadantes foram descartados e as células aderentes tratadas com 100 pL de isopropanol

(Mallinckrodt) para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura da densidade
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Otica foi determinada em espectrofotdmetro (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech.
Div., Helsinki, Finland) em UV/visivel a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm. A
viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o controle negativo como

100% de viabilidade.

4.16. Avaliacdo da viabilidade celular das células esplénicas ndo aderentes

A uma placa estéril de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.) foram distribuidos
100 pL por cavidade das suspensdes de células esplénicas de camundongos, obtidas conforme
o item 4.8, ajustadas a concentracéo de 5x10° células/mL em meio de cultura RPMI-1640-C,
em presenca de 100 uL de ConA (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 0,5 pg/mL, como
controle positivo, ou somente meio de cultura nos controles de células, em duplicata. As
placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em estufa contendo tensdo constante de 5% de
CO; (Forma Scientific, EUA). A seguir, foram adicionados 20 pl de uma solugdo
concentrada de MTT (5mg/mL e meio RPMI 1640) em cada cavidade e as placas foram
incubadas por 3 horas em estufa a 37°C, com tensdo de 5% de CO,. Apo6s esse procedimento,
as placas foram centrifugadas a 800 g por 10 minutos a 10°C em centrifuga refrigerada
(Hettich, Alemanha). Os sobrenadantes foram retirados por aspiracdo com auxilio de uma
micropipeta e descartados e as células foram tratadas com 100 pL de isopropanol
(Mallinckrodt) para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura da densidade
Otica foi determinada em espectrofotdmetro (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech.
Div., Helsinki, Finland) em UV/visivel a 540 nm com filtro de referéncia de 620nm. A
viabilidade celular foi calculada em porcentagem, considerando-se o controle negativo como

100% de viabilidade.
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4.17. Determinacdo da producao de 6xido nitrico

O oxido nitrico foi quantificado pelo acimulo de nitrito em meio de cultura e medido
espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, constituido de 0,1% de N-1-naftil-
etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solucédo de acido fosforico a 2,5%, utilizando NaNO,
como padrdo (GREEN et al., 1982).

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas & concentracdo de 5x10°
células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de 96
cavidades. A cada cavidade foram adicionados 100 pL dessa suspensdo celular e as placas
foram incubadas a 37°C por 60 min em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO,
(Thermo Electron Hepa Class 100). Aos macrofagos que ficaram aderidos a placa foi
adicionado volume igual ao inicial de RPMI-1640-C e ainda 100 pL de LPS
(lipopolissacarideos) a 10 pug/mL, como controle positivo, ou somente de RPMI-1640-C como
controle de células. Estas placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa com tensdo
constante de 5% de CO, (Thermo Electron Hepa Class 100) por 24 horas. Entdo, aliquotas de
50 pL dos sobrenadantes das culturas de macréfagos foram transferidas para uma placa de
cultura de células ndo estéril contendo 96 cavidades de fundo plano e acrescidas de igual
volume de reagente de Griess. Apds 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, a absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em espectrofotdmetro. As
concentragOes de NO liberado nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a
partir de uma curva padrdo, previamente estabelecida, e os valores foram expressos em pmols

de nitrito.
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4.18. Determinacdo da atividade da arginase em macréfagos peritoneais

A mensuracdo da atividade da arginase foi realizada através da dosagem de seu
produto uréia. A reacdo baseia-se na ocorréncia de hidrolise de L-arginina pela enzima
arginase, em lisado de células, método modificado de Corraliza et al. (1994).

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas & concentracdo de 5x10°
células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de 96
cavidades. A cada cavidade foram adicionados 100 pL dessa suspensdo celular e as placas
foram incubadas a 37°C por 60 min em estufa contendo tensdo constante de 5% de CO,
(Thermo Electron Hepa Class 100). Aos macrofagos que ficaram aderidos a placa foi
adicionado volume igual ao inicial de RPMI-1640-C e ainda 100 pL de LPS
(lipopolissacarideos) a 10 pg/mL, como controle positivo, ou somente de RPMI-1640-C como
controle de células. Estas placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa com tensao
constante de 5% de CO, (Thermo Electron Hepa Class 100) por 24 horas. As células foram
lisadas com 100 pL de Triton X-100 0,1%, por 30 minutos sobre um agitador. Entdo, a 50 pL
do lisado de células foram adicionados 50 pL de Tris-HCI 25 Mm e 25 uL. de MnCl, 100 mM,
e a placa foi incubada por 10 minutos a 56°C, para ativacdo da enzima. Foram adicionados 50
uL de L-arginina 0,5 M (pH 9,7) e a placa foi incubada a 37°C por 60 minutos. A reagéo foi
paralisada com 400 pL de solugao de H,SO4 (96%), H3PO,4 (85%) e H,O, na propor¢éo 1:3:7.
Apods este periodo, foram adicionados 25 puL de a-isonitrosopropiofenona 9% (Sigma),
dissolvido em etanol 100%, seguido de incubagdo a 95°C por 30 minutos. A placa foi lida
apos um periodo de 10 minutos, em temperatura ambiente, em espectrofotdmetro a 540 nm. A
concentracdo de uréia foi calculada através de uma curva padrdo previamente estabelecida,
com quantidade conhecidas de uréia. Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como

a quantidade de enzima que catalisa a formag¢do de 1 umol de uréia por minuto.
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4.19. Analise estatistica

Andlise estatistica foi realizada utilizando um método de anélise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste t-Student na versdo de compara¢Ges multiplas de Tukey-
Kramer para avaliar a diferenca significativa entre pares. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Foi utilizado o programa GraphPad InStat

3.00 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, Estados Unidos).
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5. RESULTADOS

5.1. Quantidade de bactérias probioticas no produto fermentado de soja

Logo apoOs preparo, o produto fermentado de soja passou por um controle de
qualidade, que incluia a contagem de suas bactérias fermentadoras. A tabela 1 contém a
quantidade média de células em cada més do experimento, pesquisada através do uso do meio
MRS para Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 e do meio M17 para Enterococcus faecium

CRL 183.

Tabela 1. Média do nimero de células viaveis em lotes do produto fermentado de soja,
contadas através da utilizagdo de meio MRS para lactobacilos e M17 para enterococos.

Més Enterococos | Lactobacilos
Setembro 2008 | 1,4025 x 10" | 1,35 x 10°
Outubro 2008 | 6,99 x 10° | 1,15 x 10°
Janeiro 2009 | 1,77 x 10’ 1,60 x 10°
Fevereiro 2009 | 1,49 x 10’ 1,40 x 10°
Maio 2009 2,11 x 10’ 1,90 x 10°
Junho 2009 1,955 x 10" | 1,85 x 10°
Agosto 2009 | 1,7325x 10" | 1,425 x 10°
Setembro 2009 | 1,565 x 10" | 1,30 x 10°

5.2. Analise macroscopica e microscopica do tumor

Foi observado macroscopicamente que o tumor € eliptico e pode crescer aderindo-se
ao musculo da pata traseira do animal ou de forma mais isolada em relagéo a este, invadindo-
0 ou sem penetrar a fascia muscular. Exteriormente, tende a apresentar cor esbranquicada ou
amarelada, com grande presenca de vasos sanguineos. Em seu interior, apresenta regides
centrais de coloracdo mais arroxeada e, as vezes, forma-se uma pequena cavidade contendo
liquido escuro.

Microscopicamente, o tumor apresenta uma regido central com presenca notavel de
corddes tumorais e, na periferia, grande quantidade de vasos sanguineos. O tumor contém
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células atipicas, com diferenca no tamanho celular, no tamanho dos nucleos e na intensidade
de coloracdo do citoplasma. Além disto, estas células apresentam aumento no numero de
nucléolos. Ha presenca de mitoses em diversas regibes. Em algumas regides dos tumores
ocorre grande infiltrado inflamatorio, com maior presenca de linfécitos e macréfagos,

bastante identificavel na periferia do tumor e na cavidade cistica, quando esta estava presente.

5.3. Determinacéo do volume tumoral

Os animais dos grupos que receberam produto fermentado de soja acrescido ou ndo de
isoflavonas tiveram um menor desenvolvimento tumoral (Tabela 2) ao final do estudo em
relacdo ao grupo que recebeu apenas solucdo salina (p<0,05 para ambos), indicando que
possivelmente haja uma acdo do produto probidtico no desenvolvimento tumoral. O grupo
NFP também apresentou um volume tumoral menor do que SS, mas esta diferenca ndo foi

estatisticamente significativa.

Tabela 2. Peso e volume tumoral de adenocarcinoma mamario murino
extraido dos animais dos diferentes grupos.

Grupos | Peso do Tumor (g) | Volume Tumoral (mm®)
SS 3,52 +0,737 3683,78 + 762,9°

PNFS 2,67 £0,780 2835,73 + 931,5°P

PFS 1,89+0,412 144532 + 391,3°

PFSI 1,36 £ 0,231 858,63 + 225,4°

Os tumores dos animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto Ndo Fermentado de Soja (PNFS),
Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI)
foram extraidos ao término do estudo e pesados e medidos, para célculo do volume tumoral. Os
resultados foram expressos como média + desvio-padrdo de todos os animais de cada grupo. Os
volumes tumorais de PFS e PFSI foram significativamente menor do que SS (p<0,05). N&o houve
diferenca estatistica significativa quando comparado o peso tumoral entre os diferentes grupos.
*PClassificacio estatistica baseada no teste ANOVA.
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5.4. Determinacéo do grau de angiogénese nos tumores
N&o houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao grau de angiogénese entre

0s grupos de estudo (Figuras 4 e 5, Tabela 3).

MAGS (valores arbitrarios)

5§ PNFS PFS PFsSl

Figura 4. Grau de angiogénese no tumor. Os tumores de animais dos grupos Solucdo Salina (SS),
Produto Ndo Fermentado de Soja (PNFS), Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado
de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram extraidos ap6s 40 dias de ingestdo dos produtos. O grau
de angiogénese foi determinado em laminas coradas com hematoxilina e eosina através do Sistema de
Gradacdo para Angiogénese por Microscopia (MAGS). Os resultados foram expressos como a média +
desvio-padrdo em valores arbitrarios, obtidos de pelo menos 5 campos aleatérios em cada uma das
laminas de 3 animais de cada grupo de estudo.

Tabela 3. Grau de angiogénese no tumor.

Grupos | Score MAGS*

SS 13,25 + 1,883

PNFS | 20,00 + 3,853

PFS 19,75+ 4,162

PFSI 15,75 + 2,728
*Resultados expressos como a media + desvio-padrdo em valores arbitrérios, obtidos de pelo menos 5
campos aleatorios em cada uma das laminas de 3 animais de cada grupo de estudo.
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Figura 5. Vasos sanguineos tumorais. Os tumores de animais dos grupos Solugdo Salina (SS), Produto
Nédo Fermentado de Soja (PNFS), Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja
Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram extraidos apds 40 dias de ingestdo dos produtos. As laminas
histoldgicas foram coradas com hematoxilina e eosina e observadas sob aumento de 400x. Nesta figura
observamos dois vasos sanguineos com presenca de mitose nas células endoteliais.

5.5. Quantidade de mitoses nos tumores

Quando comparada a quantidade de células em mitose em cada tumor (Figuras 6 e 7,
Tabela 4), observa-se que 0s grupos SS e PFS apresentam menor quantidade de células neste
estagio, diferindo significativamente de PNFS (p<0,05), mas nao significativo em relacéo ao

PFSI (p>0,05).
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Figura 6. Quantidade de células em mitose no tumor. Os tumores de animais dos grupos Solugdo
Salina (SS), Produto Ndo Fermentado de Soja (PNFS), Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto
Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram extraidos ap6s 40 dias de ingestdo dos
produtos. As células em mitose foram contadas em laminas coradas com hematoxilina e eosina. Os
resultados foram expressos como a média + desvio-padrdo em nUmeros absolutos, obtidos de pelo
menos 5 campos aleatdrios em cada uma das Iaminas de 3 animais de cada grupo de estudo. Os grupos
SS e PFS diferiram significativamente de PNFS (p<0,05).

Tabela 4. Quantidade de células em mitose no tumor.

Grupos | Mitoses*

SS 11,08 + 1,559

PNFS | 19,33 +3,342

PFS 9,75+ 1,382°

PFSI 17,33+ 1,831*°
*Resultados expressos como a média + desvio-padrdo em niimeros absolutos, obtidos de pelo menos 5
campos aleatérios em cada uma das laminas de 3 animais de cada grupo de estudo. *"Classificacdo
estatistica baseada no teste ANOVA.
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A) B)

Figura 7. Mitose em células tumorais. Os tumores de animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto
Nédo Fermentado de Soja (PNFS), Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja
Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram extraidos apés 40 dias de ingestdo dos produtos. As laminas
histoldgicas foram coradas com hematoxilina e eosina e observadas sob aumento de 400x. A) Célula
em metéfase. B) Duas células em teléfase.

5.6. Quantidade de células em apoptose nos tumores

A quantidade de células apoptéticas em cada tumor (Figuras 8 e 9, Tabela 5) foi
contada estereometricamente atraveés da marcagdo das células com o reagente de TUNEL
associado ao fluorocromo FITC. As células foram contracoradas com iodeto de propidio.

Observa-se uma quantidade maior de células em estagio apopt6tico nos animais que
receberam produto derivado de soja. Quando comparado ao grupo controle SS, houve um
aumento na quantidade de células apoptdticas nos grupos PFS (p<0,05) e PFSI (p<0,001). O
grupo PFSI também apresenta um resultado significativamente mais elevado em relagéo ao

grupo PNFS (p<0,05).
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Figura 8. Quantidade de células em apoptose no tumor. Os tumores de animais dos grupos Solugao
Salina (SS), Produto Nao Fermentado de Soja (PNFS), Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto
Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram extraidos ap6s 40 dias de ingestdo dos
produtos. As células em apoptose foram contadas em laminas coradas com reagente de TUNEL e
iodeto de propidio. Os resultados foram expressos como a média + desvio-padrdo em ndmeros
absolutos, obtidos de pelo menos 5 campos aleatérios em cada uma das Iaminas de 3 animais de cada
grupo de estudo. O grupo SS diferiu significativamente de PFS (p<0,05) e PFSI (p<0,001); o grupo
PNFS diferiu significativamente de PFSI (p<0,05).

Tabela 5. Quantidade de células em apoptose no tumor.

Grupos | Células apoptdticas™
SS 0,7933 + 0,2460°
PNFS | 2,493 +0,5786*°

PFS 3,800 + 0,2945"¢
PFSI 5,610 + 1,241°

*Resultados expressos como a média + desvio-padrdo em numeros absolutos, obtidos de pelo menos 5
campos aleatérios em cada uma das laminas de 3 animais de cada grupo de estudo. **“Classificacdo

estatistica baseada no teste ANOVA.
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Figura 9. Células tumorais apoptéticas. Os tumores de animais dos grupos Solucdo Salina (SS),
Produto Ndo Fermentado de Soja (PNFS), Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado
de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram extraidos ap6s 40 dias de ingestdo dos produtos. As
células em apoptose foram observadas em laminas coradas com reagente de TUNEL e iodeto de
propidio em microscopio de fluorescéncia, em aumento de 1000x, nos filtros branco, verde e azul. Os
controles estdo representados por A (filtro branco), B (filtro verde) e C (filtro azul); células marcadas

com reagente de TUNEL (em verde) e iodeto de propidio (em vermelho) podem ser observadas em D
(filtro branco), E (filtro verde) e F (filtro azul).

5.7. Avaliacao da citotoxicidade de macréfagos peritoneais e linfécitos esplénicos atraveés
da técnica de MTT

Os ensaios para determinacdo da citotoxicidade demonstraram que as células
peritoneais, ndo sdo sensiveis ao cultivo em presenga de LPS a 10 pug/mL por 24 horas,
apresentando viabilidade celular média de 93,36 + 3,283%.

Os linfocitos esplénicos ndo séo sensiveis ao cultivo mediante ConA a 0,5 pg/mL por

24 horas, apresentando viabilidade celular média de 97,45 + 1,573%.
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5.8. Determinacao da producéo de 6xido nitrico em culturas de macrofagos peritoneais
Nos macrofagos peritoneais murinos, o LPS, utilizado como controle positivo, foi o
composto que gerou uma maior producdo de NO (Figura 10, Tabela 6) quando comparado ao
controle negativo (p<0,001 para todos os grupos), conforme esperado (p<0,001 para todos os
grupos).
Quando comparada a producdo de NO entre animais de grupos diferentes, mas

submetidos ex vivo ao mesmo estimulo, ndo se observa diferenca significativa (p>0,05).
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Figura 10. Producédo de 6xido nitrico em culturas de macréfagos peritoneais. As células aderentes de
animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS), Produto
Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram
incubadas com LPS ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A concentracdo de
nitrito foi determinada utilizando o reagente de Griess. Os resultados foram expressos como a média +
desvio-padrdo de pmols de nitrito de duplicatas de 5 animais.

### p<0,001 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

Tabela 6. Producdo de 6xido nitrico em culturas de macréfagos peritoneais.

Grupos | LPS (pmols de nitrito) | Meio (umols de nitrito)
SS 65,83 + 10,04 10,47 £ 3,928

PNFS | 79,17 £9,231 5,391 + 2,045

PFS 85,03 + 10,97 1,279 + 0,387

PFSI 87,85 + 7,250 1,221 +0,7798

As células aderentes tratadas com LPS apresentaram diferenga estatistica em relagdo ao Meio
(p<0,001) em cada um dos grupos. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0s grupos
mediante mesmo estimulo ex vivo (p<0,05).
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5.9. Determinacao da atividade da arginase em macrofagos peritoneais

A atividade da enzima arginase (Figura 11, Tabela 7) nao diferiu naquelas células dos
animais expostas ao LPS ou apenas ao meio de cultura por 24 horas dentro de um mesmo
grupo (p>0,05).

Entretanto, quando analisada a diferenca entre células de grupos diferentes que tenham
sido expostas ao mesmo estimulo ex vivo, observa-se que as células do grupo controle SS,
tanto quando exposta ao LPS ou ndo, apresentam uma atividade enzimatica significativamente

menor do que em relacdo aos trés outros grupos do estudo (p<0,05).
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Figura 11. Atividade da arginase em culturas de macréfagos peritoneais. As células aderentes de
animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS), Produto
Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram
incubadas com LPS ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formagao de 1 umol de uréia por minuto. Os
resultados foram expressos como a média + desvio-padrdo de mU de atividade enzimatica de
duplicatas de 5 animais.

* p<0,05 gquando comparada a atividade enzimatica de um grupo com o grupo controle SS mediante
mesmo estimulo ex vivo.

*** p<0,001 quando comparada a atividade enzimatica de um grupo com o grupo controle SS
mediante mesmo estimulo ex vivo.

Tabela 7. Atividade da arginase em culturas de macrdéfagos peritoneais.

Grupos | LPS* Meio*

SS 3,394 +0,1628" | 3,636 + 0,1823

PNFS [ 6,349 + 0,5422" | 5,323 + 0,2845

PFS 6,684 + 0,2411" | 5,736 + 0,3782

PFSI | 6,650 +0,2744° | 6,709 + 0,2588
As células aderentes de animais do grupo controle SS mediante estimulo do LPS apresentaram menor
atividade enzimatica quando comparados aos grupos PNFS, PFS e PFSI (p<0,001 para todos os
grupos), mediante mesmo estimulo ex vivo. As células aderentes de animais do grupo controle em
auséncia de estimulo, apresentaram menor atividade enzimatica quando comparados aos grupos PNFS
(p<0,05), PFS (p<0,001) e PFSI (p<0,001), em auséncia de estimulo. *Resultados expressos como a
média + desvio-padrdo de mU de atividade enzimatica de duplicatas de 5 animais. *"Classificacdo
estatistica baseada no teste ANOVA.
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5.10. Determinacdo da citocina TNF-a nos sobrenadantes das culturas de macrofagos
peritoneais
Nos macrofagos peritoneais murinos, a producdo de TNF-o (Figura 12, Tabela 8) foi
maior sob o estimulo do LPS quando comparado ao Meio, em cada um dos grupos (p<0,01).
A quantidade de TNF-a liberada pelas células dos grupos SS e PNFS, mediante
estimulo do LPS, foi significativamente menor do que a liberada pelos grupos PFS e PFSI

(p<0,001 em todas as andlises) mediante 0 mesmo estimulo.
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Figura 12. Producdo de TNF-a nos sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais. As células
aderentes de animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS),
Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI)
foram incubadas com LPS ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinagéo
desta citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média
* desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.

## p<0,01 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

### p<0,001 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

*** n<0,001 quando comparada a produgdo da citocina de um grupo com o grupo controle SS
mediante mesmo estimulo ex vivo.

Tabela 8. Producdo de TNF-a nos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais.

Grupos | LPS* Meio*

SS 77,11 +5,095% | 11,28 + 0,704

PNFS | 53,29 +1,900° | 8,713 + 3,214

PFS 132,4 + 14,25 | 25,04 + 6,833

PFSI 141,0 + 14,19° | 15,15 + 3,915
As células aderentes que receberam o estimulo do LPS apresentam maior producdo da citocina em
relacdo aquelas que ndo receberam, dentro dos grupos SS (p<0,001), PNFS (p<0,01), PFS (p<0,001) e
PFSI (p<0,001). As células aderentes de animais dos grupos SS e PNFS, mediante estimulo do LPS,
apresentaram menor producdo da citocina quando comparados aos grupos PFS e PFSI (p<0,001 para
todas as analises realizadas), mediante mesmo estimulo ex vivo. *Resultados expressos em média +
desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais. *°Classificacdo estatistica baseada no teste
ANOVA.
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5.11. Determinacdo da citocina IL-12 em culturas de macrofagos peritoneais
Nos macréfagos peritoneais murinos, a producdo de IL-12 (Figura 13, Tabela 9) foi
maior sob o estimulo do LPS quando comparado ao Meio, em cada um dos grupos (p<0,05).
N&o houve diferenca significativa entre a quantidade de IL-12 liberada pelas células

dos diferentes grupos de estudo, mediante mesmo estimulo ex vivo.
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Figura 13. Producéo de IL-12 nos sobrenadantes das culturas de macréfagos peritoneais. As células
aderentes de animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto Ndo Fermentado de Soja (PNFS),
Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI)
foram incubadas com LPS ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinagéo
desta citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média
* desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.

# p<0,05 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

## p<0,01 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

Tabela 9. Producéo de IL-12 nos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais.
Grupos | LPS* Meio*
SS 1610 £ 257,3 | 412,3+120,0
PNFS | 1582,0 + 137,4 | 544,7 +£ 93,82
PFS 2193,0 £ 319,4 | 809,5 + 194,2
PFSI 2062,0 £ 296,7 | 916,7 + 158,5
As células aderentes que receberam o estimulo do LPS apresentam maior producdo da citocina em
relacdo aquelas que ndo receberam, dentro dos grupos SS (p<0,001), PNFS (p<0,01), PFS (p<0,001) e
PFSI (p<0,001). *Resultados expressos em media + desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5
animais.
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5.12. Determinacdo da citocina IL-6 nos sobrenadantes das culturas de macrofagos
peritoneais
Nos macréfagos peritoneais murinos, a producdo de IL-6 (Figura 14, Tabela 10) foi
maior sob o estimulo do LPS quando comparado ao Meio, em cada um dos grupos (p<0,01).
N&o houve diferenca significativa entre a quantidade de IL-6 liberada pelas células dos

diferentes grupos de estudo, mediante mesmo estimulo ex vivo.
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Figura 14. Produgdo de IL-6 nos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais. As células
aderentes de animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS),
Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI)
foram incubadas com LPS ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinagéo
desta citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média
* desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.
### p<0,001 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

Tabela 10. Producdo de IL-6 nos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais.

Grupos | LPS* Meio*

SS 1355,0 £211,5 | 599,5 + 62,28
PNFS 3746,0 £ 377,5 | 1048,0 + 275,0
PFS 4718,0 + 195,8 | 887,1 + 149,6
PFSI 4580 +£ 90,44 | 1311,0+346,0

As células aderentes que receberam o estimulo do LPS apresentam maior producdo da citocina em
relacdo aquelas que ndo receberam, em todos os grupos (p<0,001). *Resultados expressos em média +
desvio-padréo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.
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5.13. Determinacédo da citocina IL-10 nos sobrenadantes das culturas de macrofagos
peritoneais
Nos macrofagos peritoneais murinos, a producdo de IL-10 (Figura 15, Tabela 11) foi
maior sob o estimulo do LPS quando comparado ao Meio, em cada um dos grupos (p<0,05).
N&o houve diferenca significativa entre a quantidade de IL-10 liberada pelas células

dos diferentes grupos de estudo, mediante mesmo estimulo ex vivo.
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Figura 15. Producédo de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de macrdfagos peritoneais. As células
aderentes de animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS),
Produto Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI)
foram incubadas com LPS ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinagéo
desta citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média
* desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.

# p<0,05 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

## p<0,01 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

#### p<0,001 quando comparado LPS com Meio dentro de um mesmo grupo.

Tabela 11. Producéo de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de macrofagos peritoneais.
Grupos | LPS* Meio*
SS 337,4+40,88 | 29,12 + 13,89
PNFS 440,5+ 10,16 | 73,61 £ 14,02
PFS 416,2 + 61,03 | 90,45+ 71,32
PFSI 417,3 + 38,77 | 100,2 + 57,59
As células aderentes que receberam o estimulo do LPS apresentam maior producdo da citocina em
relacdo aquelas que ndo receberam, dentro dos grupos SS (p<0,01), PNFS (p<0,001), PFS (p<0,01) e

PFSI (p<0,05). *Resultados expressos em média + desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5
animais.
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5.14. Determinacdo da citocina IFN-y nos sobrenadantes das culturas de linfocitos
esplénicos

Nos linfécitos esplénicos murinos, a producdo de IFN-y (Figura 16, Tabela 12) foi
maior sob o estimulo do ConA quando comparado ao Meio, nos grupos SS (p<0,01) e PNFS
(p<0,001).

A quantidade de IFN-y liberada pelas células do grupo PFS, mediante estimulo de
ConA, foi significativamente menor do que a liberada pelos grupos SS (p<0,001), PNFS

(p<0,001) e PFSI (p<0,01) mediante 0 mesmo estimulo.
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Figura 16. Producdo de IFN-y nos sobrenadantes das culturas de linfocitos esplénicos. As células de
animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS), Produto
Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram
incubadas com ConA ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinacdo desta
citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média +
desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.

## p<0,01 quando comparado ConA com Meio dentro de um mesmo grupo.

### p<0,001 quando comparado ConA com Meio dentro de um mesmo grupo.

*** n<0,001 quando comparada a produgdo da citocina de um grupo com o grupo controle SS
mediante mesmo estimulo ex vivo.

O grupo PFS, mediante estimulo de ConA, diferiu significativamente dos grupos SS (p<0,001), PNFS
(p<0,001) e PFSI (p<0,01).

Tabela 12. Producdo de IFN-y nos sobrenadantes das culturas de linfocitos esplénicos.

Grupos | ConA* Meio*

SS 169,4 + 20,07° | 83,83 + 12,56

PNFS | 156,2 + 16,13% | 46,43 + 9,574

PFS 62,61 + 14,10° | 54,87 + 9,144

PFSI 137,7 +18,17° | 83,44 + 14,07
As células que receberam o estimulo de ConA apresentam maior producdo da citocina em relacao
aquelas que ndo receberam, dentro dos grupos SS (p<0,01) e PNFS (p<0,001). As células de animais
do grupo PFS, mediante estimulo de ConA, apresentaram menor producdo da citocina quando
comparados aos grupos SS (p<0,001), PNFS (p<0,001) e PFSI (p<0,01), mediante mesmo estimulo ex
vivo. *Resultados expressos em média + desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.
2PClassificacio estatistica baseada no teste ANOVA.
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5.15. Determinacdo da citocina IL-4 nos sobrenadantes das culturas de linfdcitos
esplénicos

Nos linfocitos esplénicos murinos, a producdo de IL-4 (Figura 17, Tabela 13) foi
maior sob o estimulo do ConA quando comparado ao Meio, no grupo PFS (p<0,05).

N&o houve diferenca significativa entre a quantidade de IL-4 liberada pelas células dos

diferentes grupos de estudo, mediante mesmo estimulo ex vivo.
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Figura 17. Producdo de IL-4 nos sobrenadantes das culturas de linfocitos esplénicos. As células de
animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS), Produto
Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram
incubadas com ConA ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinagao desta
citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média +
desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.

# p<0,05 quando comparado ConA com Meio dentro de um mesmo grupo.

Tabela 13. Producdo de IL-4 nos sobrenadantes das culturas de linfécitos esplénicos.

Grupos | ConA* Meio*

SS 54,38 + 5,922 | 45,83 + 4,480

PNFS | 53,83 +5,442 | 41,30 + 5,630

PFS 59,01+ 7,248 | 34,44 + 2,309

PFSI 39,59 + 3,653 | 34,76 + 3,316
As células que receberam o estimulo de ConA apresentam maior produgdo da citocina em relacéo
aquelas que ndo receberam, dentro do grupo PFS (p<0,05). *Resultados expressos em média + desvio-
padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.

90



5.16. Determinacdo da citocina IL-5 nos sobrenadantes das culturas de linfdcitos
esplénicos

Nos linfocitos esplénicos murinos, a producdo de IL-5 (Figura 18, Tabela 14) foi
maior sob o estimulo do ConA quando comparado ao Meio, nos grupos SS e PNFS (p<0,001
para ambos).

A quantidade de IL-5 liberada pelas células do grupo SS, mediante estimulo de ConA,
foi significativamente maior do que a liberada pelos grupos PNFS (p<0,01), PFS (p<0,001) e
PFSI (p<0,001) mediante 0 mesmo estimulo. Além disto, a producao de IL-5 do grupo PNFS,
mediante estimulo de ConA, também foi significativamente maior do que a dos grupos PFS

(p<0,001) e PFSI (p<0,05).
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Figura 18. Producdo de IL-5 nos sobrenadantes das culturas de linfocitos esplénicos. As células de
animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS), Produto
Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram
incubadas com ConA ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinacdo desta
citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média +
desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.

### p<0,001 quando comparado ConA com Meio dentro de um mesmo grupo.

** p<0,01 quando comparada a produgdo da citocina de um grupo com o grupo controle SS mediante
mesmo estimulo ex vivo.

*** p<0,001 quando comparada a produgdo da citocina de um grupo com o0 grupo controle SS
mediante mesmo estimulo ex vivo.

O grupo PNFS, mediante estimulo de ConA, diferiu significativamente dos grupos SS (p<0,01), PFS
(p<0,001) e PFSI (p<0,05).

Tabela 14. Producéo de IL-5 nos sobrenadantes das culturas de linfocitos esplénicos.

Grupos | ConA* Meio*

SS 232,1+38,73* | 68,51 + 9,598

PNFS | 150,9 + 17,56° | 39,98 + 7,889

PFS 60,84 + 6,319° | 49,17 + 7,252

PFSI 85,41 +7,134° | 65,21 +8,721
As células que receberam o estimulo de ConA apresentam maior producdo da citocina em relacao
aquelas que ndo receberam, dentro dos grupos SS (p<0,001) e PNFS (p<0,001). As células de animais
do grupo SS, mediante estimulo de ConA, liberaram significativamente mais citocina do que 0s grupos
PNFS (p<0,01), PFS (p<0,001) e PFSI (p<0,001), mediante 0 mesmo estimulo. A producdo da citocina
do grupo PNFS, mediante estimulo de ConA, foi significativamente maior do que a dos grupos PFS
(p<0,001) e PFSI (p<0,05). *Resultados expressos em média + desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas
de 5 animais. **“Classificacéo estatistica baseada no teste ANOVA.
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5.17. Determinacdo da citocina IL-10 nos sobrenadantes das culturas de linfécitos
esplénicos
Nos linfécitos esplénicos murinos, a producdo de IL-10 (Figura 19, Tabela 15) foi
maior sob o estimulo do ConA quando comparado ao Meio, em todos os grupos (p<0,05).
N&o houve diferenca significativa entre a quantidade de IL-10 liberada pelas células

dos diferentes grupos de estudo, mediante mesmo estimulo ex vivo.
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Figura 19. Producdo de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de linfocitos esplénicos. As células de
animais dos grupos Solucdo Salina (SS), Produto N&o Fermentado de Soja (PNFS), Produto
Fermentado de Soja (PFS) e Produto Fermentado de Soja Acrescido de Isoflavonas (PFSI) foram
incubadas com ConA ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C por 24 hs a 37°C. A determinacdo desta
citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. Os resultados foram expressos como a média +
desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.
# p<0,05 quando comparado ConA com Meio dentro de um mesmo grupo.

Tabela 15. Producéo de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de linfocitos esplénicos.

Grupos | ConA* Meio*

SS 268,0 + 38,34 | 146,2 + 15,86
PNFS | 219,1+39,80 | 72,06 + 11,37
PFS 180,9 + 33,44 | 70,28 + 18,23
PFSI 197,1+£ 32,71 | 103,6 + 18,53

As células que receberam o estimulo de ConA apresentam maior produgdo da citocina em relacao
aquelas que ndo receberam, dentro dos grupos SS, PNFS, PFS e PFSI (p<0,05). *Resultados expressos
em média £ desvio-padrdo em pg/mL de duplicatas de 5 animais.
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6. DISCUSSAO

A funcdo primordial do sistema imune é proteger 0 organismo contra possiveis ameagas,
dentre as quais o cancer. Uma resposta sistémica pode ser iniciada pelo sistema imune inato,
através da ativacdo de diversas células, dentre as quais, 0 macrofago. Os macrofagos sao células
originadas a partir dos mondcitos provenientes da medula 0ssea e constituem a segunda maior
populacdo celular do sistema imune. Abrigam tecidos, dentre os quais o intestino, e
desempenham um papel importante na resposta imune inata deste 6rgdo. A fagocitose é seu
principal mecanismo de acdo como uma das primeiras linhas de defesa contra possiveis ameacas
(FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005).

Os macrofagos ativados podem responder em dois perfis principais distintos, conhecidos
como M1 e M2. Os macréfagos M1 possuem um fenétipo com alta producdo de IL-12, alta
producdo de IL-23 e baixa producdo de IL-10 e sdo eficientes produtores de intermediarios
reativos de oxigénio e nitrogénio e citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a,
induzindo em linfdcitos T respostas do tipo Thl, fundamental contra tumores. Os macréfagos do
tipo M2 possuem um fendtipo caracteristico de baixa producédo de IL-12, baixa producéo de IL-
23 e alta producdo de IL-10, com capacidade variavel de produzir citocinas inflamatorias. O seu
metabolismo da arginina tende a ser voltado para a producéo de ornitina e poliaminas, e ndo para
a formacdo de 6xido nitrico (NO). Em geral, células M2 participam de respostas Th2, possuindo
fungdes imunorreguladoras. Em relagdo ao céncer, estas células estdo presentes no
microambiente tumoral e contribuem para a progressdo do tumor (ALLAVENA et al., 2008;
MANTOVANI et al., 2008).

Inicialmente, foi realizado um teste para verificar o potencial toxico dos agentes
estimulantes que seriam utilizados ex vivo ao longo do estudo. Foi empregada a técnica
colorimétrica utilizando uma solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-

difeniltetrazdlico (MTT) para verificagdo da atividade e integridade mitocondrial, interpretada
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como uma medida da viabilidade celular (MOSMAN, 1983). Tanto os macrofagos peritoneais
murinos tratados com LPS (93,36 + 3,283%) quanto os linfdcitos esplénicos tratados com ConA
(97,45 + 1,573%) demonstraram uma viabilidade satisfatoria mediante cultivo 24 hs, indicando
serem estas substancias passiveis de uso na pesquisa, sem induzirem morte celular nestas
concentracgdes utilizadas (item 5.2).

Observando-se as propriedades funcionais dos alimentos derivados de soja e das bactérias
probidticas, foi desenvolvido um produto de soja fermentado por Enterococcus faecium CRL
183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP
— Araraguara, SP (ROSSI et al., 1999), que foi testado no presente estudo quanto a capacidade de
possuir atividade antitumoral. Para verificar a presenca de tal atividade, no presente estudo,
camundongos fémeas foram alimentados com 0,5 mL/dia de solu¢do salina (grupo SS), produto
ndo fermentado de soja (PNFS), produto fermentado de soja (PFS) ou produto fermentado de
soja acrescido de isoflavonas (PFSI) durante 40 dias de estudo. No décimo dia, 0s animais
receberam um inoculo de adenocarcinoma mamario murino LM3 subcutaneamente no flanco
esquerdo. Apos este periodo, os animais foram eutanasiados e todos os testes foram realizados.

Os ensaios bioldgicos realizados com macréfagos peritoneais foram: observacdo da
producdo de NO, através da técnica de Griess, verificacdo da atividade da arginase e dosagem
das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12 atraves do teste de ELISA. O NO € um dos produtos de
macrofagos ativados e apresenta inimeras atividades, dentre elas antibacteriana, antiparasitaria e
antiviral. Porém, o descontrole na sintese de NO esta implicado na patogénese da hipertenséo,
sepse, doencas cerebrais degenerativas e cancer (COSTA et al., 2003). Nas regides normoxicas
tumorais, os macréfagos infiltrados podem produzir NO de modo a garantir a sobrevivéncia da
célula e gerar efeitos pro-angiogénicos. Entretanto, em regides hipdxicas, a grande geracéo de
NO pode ser toxica e reduzir a sobrevivéncia das células tumorais (WEIGERT E BRUNE,
2008). Entretanto, é suposto que, além de contribuir para a sobrevivéncia e angiogénese de

celulas tumorais em tumores ja estabelecidos, o0 NO e outros intermediarios reativos de oxigénio
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poderiam acarretar em danos ao DNA e mutac@es, contribuindo para a iniciagdo tumoral (LIN e
KARIN, 2007). Neste estudo, ndo foi observada uma producdo sistémica de NO (Figura 4,
Tabela 2) diferente do grupo controle (p>0,05) em culturas de macréfagos peritoneais de animais
que receberam produtos de soja, 0 que acaba por evitar possiveis efeitos maléficos que este
mediador poderia gerar. Entretanto, em um estudo prévio utilizando um delineamento
experimental diferente, com maiores quantidades de produto administrado diariamente, foi
demonstrado que o consumo diario do produto fermentado de soja reduziu a producdo de NO por
macrofagos sistémicos (KINOUCHI, 2006). Possivelmente, a diferenca entre o presente estudo e
o0 anterior pode indicar que a quantidade de produto administrada diariamente afete os resultados
obtidos. Ainda ha muito que se conhecer em relacdo a interacdo dos componentes dos produtos
de soja utilizados, a quantidade ideal dos mesmos e a resposta fisioldgica obtida.

Apesar de ndo modificar a producdo de NO, o consumo do produto ndo fermentado de
soja e do produto fermentado de soja, acrescido ou ndo de isoflavonas, gerou o aumento da
atividade da enzima arginase de macrdofagos peritoneais (p<0,001, mediante estimulo de LPS;
Figura 5, Tabela 3) quando comparados ao grupo controle. A disponibilidade de L-arginina é um
fator limitante para a producdo de NO através da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) e também
para a producdo de uréia e poliaminas através da arginase. O balango entre as duas enzimas é
regulado competitivamente pelas citocinas de perfil Thl e Th2 secretadas por linfocitos T: Thl
induz INOS, enquanto Th2 induz arginase. O aumento da atividade da arginase tende a estar
relacionado com uma reducdo dos niveis de NO (MORRIS et al., 2009), apesar da reducéo de
NO ndo ter sido observada no presente estudo. Enquanto os macrdéfagos expressando iNOS
participam de respostas pro-inflamatdrias, a funcdo de macrofagos expressando arginase
apresenta controvérsias. E sugerido pela literatura que a expressdo de arginase | em macrofagos
poderia promover inflamacéo, fibrose e reparagéo tecidual ao gerar um aumento na producdo de
L-prolina, poliaminas e um perfil de producdo de citocinas do tipo Th2. Entretanto, um estudo

compreendendo infec¢do por Schistosoma mansoni, de perfil Th2, mostrou haver um aumento da
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atividade da arginase | associado com inibicdo da inflamacdo e da fibrose. Quando os
camundongos do estudo tiveram o gene para a enzima modificado, de modo a néo se ativar, 0s
animais morreram rapidamente durante a infeccdo por causa de inflamagdo granulomatosa,
fibrose no figado e hipertensdo portal. Esta atividade imunomoduladora da arginase foi
independente das citocinas IL-10 e TGF-p, sugerindo que os produtos desta enzima possam agir
diretamente de forma imunossupressora, e ndo apenas indutores de um perfil Th2 (MORRIS et
al., 2009; PESCE et al., 2009).

Quando analisadas as citocinas, observamos que os macrofagos peritoneais dos animais
que receberam produto fermentado de soja e produto fermentado de soja acrescido de
isoflavonas foram capazes de produzir mais TNF-a em relagdo aos grupos PNFS e SS (p<0,001
em todas as andlises; Figura 6, Tabela 4), mas ndo houve diferenca estatistica para nenhum dos
grupos de estudo em relacdo as citocinas IL-6 (p>0,05, Figura 8, Tabela 6), IL-10 (p>0,05,
Figura 9, Tabela 7) e IL-12 (p>0,05, Figura 7, Tabela 5). Corroborando nossos resultados,
estudos anteriores realizados com produto fermentado de soja, com administracdo de 1,0 mL/dia,
indicam que este pode ser capaz de elevar a producdo de IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-o. por
macrofagos peritoneais (KINOUCHI, 2006) e que a ingestdo da bactéria Enterococcus faecium
CRL 183 acarreta em maior producdo de TNF-o (SIVIERI et al., 2008). Além disto, a
administracdo do leite fermentado com Lactobacillus helveticus pode ativar as células do sistema
imune, aumentando a producgéo de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) em animais portadores de
adenocarninoma mamario (LEBLANC et al., 2005). A literatura demonstra claramente que
ambas as espécies probidticas utilizadas nos produtos fermentados de soja e 0 proprio produto
fermentado, observado em estudo anterior, sdo capazes de aumentar a producdo de TNF-a,
concordantes com os resultados aqui expostos. O TNF-a possui atividade antitumoral contra
varias linhagens tumorais, em parte por estimular a liberacdo de IFN’s. Entretanto, ela pode
aumentar a capacidade de invasdo, proliferacdo e sobrevivéncia da célula tumoral ao ativar os
genes dependentes de NF-xB (LIN e KARIN, 2007; GERMANO et al., 2008). Os efeitos do
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TNF-a sao ambiguos, e sua producao aumentada no presente estudo poderia estar voltada para
um efeito benéfico, ao invés de um maléfico, visto que o volume tumoral final dos animais dos
grupos PFS e PFSI foram significativamente menor do que dos outros grupos, o que serd
discutido mais adiante.

A citocina IL-6 é fundamental para o crescimento tumoral e sobrevivéncia a apoptose, e
muitos dos genes relacionados a ela estdo ligados a progressdo do ciclo celular (LIN e KARIN,
2007), enquanto a IL-10 é uma citocina imunossupressora, capaz de inibir a liberacdo de diversas
outras citocinas e mediadores pelos macréfagos, impedindo a resposta contra neo-antigenos
(MOSSE e EDWARDS, 2008). Ndo houve alteragdes nos niveis destas duas citocinas neste
presente estudo, ndo havendo, portanto, nenhum possivel efeito prejudicial relacionado a elas
durante o consumo dos produtos de soja. A citocina IL-12 é importante para a resisténcia do
hospedeiro aos tumores, e sua atividade antitumoral foi extensivamente descrita para modelos de
cancer utilizando camundongos. Ela parece ser capaz de inibir a tumorigénese e induzir a
regressdo de tumores ja estabelecidos, especialmente ao induzir uma resposta imune do tipo Thl
(LIN e KARIN, 2007). Neste estudo nao observamos producdo aumentada de IL-12.

Em resumo, as analises realizadas utilizando macréfagos peritoneais de animais
portadores de adenocarcinoma mamario murino mostraram que 0S animais que consumiram
diariamente PNFS, PFS ou PFSI apresentaram aumento na atividade da enzima arginase, além de
que aqueles que consumiram os produtos fermentados PFS e PFSI apresentaram um aumento nos
niveis de TNF-a, em relagdo ao grupo controle SS. Os macrdfagos do tipo M1 apresentam
maiores niveis de producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF-a, mas esta condi¢ao
costuma ser acompanhada de producdo de NO e, necessariamente, de baixos niveis de IL-10,
como de fato ocorre, mas altos niveis de IL-12, 0 que ndo ocorreu neste estudo.

O papel dos macrofagos no cancer é controverso. Os mecanismos de imunovigilancia do
macrofago sdo essenciais para prevenir a proliferacdo de celulas pré-transformadas. Entretanto,

ha evidéncias de que a deplecdo de macrofagos ndo tem efeito na suscetibilidade do hospedeiro
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ao cancer e, ao contrario, em alguns casos pode até ser benéfica. Os macrofagos M1 tém um
potencial de contribui para os estagios iniciais da neoplasia, liberandos radicais livres que geram
danos ao DNA, causando mutacgdes. Entretanto, conforme o tumor progride, 0 microambiente
tumoral se modifica e “educa” os macrofagos, levando-os a outro extremo de perfil de ativagéo:
0 macréfago M2. Estes macrofagos parecem ser capazes de atuar sinergicamente com o tumor,
liberando fatores de crescimento e angiogénicos (LIN e KARIN, 2007; MANTOVANI, 2008).
Os macrofagos do tipo M2 possuem um metabolismo da L-arginina voltado para a producdo de
poliaminas e uréia, através da arginase, uma caracteristica que obtivemos mediante o consumo
dos produtos a base de soja. Os macrdéfagos assim classificados podem produzir citocinas
inflamatdrias, como 0 TNF-a, em intensidades variaveis dependendo do estimulo recebido,
como, por exemplo, a estimulacdo através de bactérias probidticas. Entretanto, macrofagos do
tipo M2 apresentam caracteristicamente uma alta producdo de IL-10, o que ndo ocorreu neste
estudo. Os macrofagos do tipo M2 assumem completamente suas caracteristicas no
microambiente tumoral, onde sdo expostos a inUmeros estimulos imunossupressores, a hipoxia, e
as células em diversos estagios de apoptose e necrose (ALLAVENA et al., 2008; MANTOVANI
et al., 2008; MORRIS et al., 2009), e uma analise sistémica indica apenas o potencial de uma
populacdo celular ou de parte do sistema imune de pender a balan¢a para o lado anti- ou proé-
tumoral. Além disto, esta classificacdo rotineira do fendtipo macrofagico ndo esta presente in
vivo. Nesta situagdo, existem diversos tipos de fen6tipos, variando entre aquele M1 tradicional,
responsavel por uma inflamagdo aguda que destroi as células tumorais, e um M2 do tipo
imunossupressor e/ou do tipo de reparacdo tecidual, em diversos niveis de intensidade de
ativacdo e de mesclagem fenotipica entre si (MOSSER e EDWARDS, 2008).

Uma vez ativado, o sistema imune inato auxilia na ativagcdo do sistema imune adaptativo,
através da apresentacdo de antigenos, da expressdo de moléculas co-estimulatorias e da secrecao
de citocinas. Desta forma, ha a inducao da diferenciacdo dos linfocitos em diferentes fenotipos

com ac0es efetoras ou de memoria. Os linfocitos T virgens se diferenciam em duas categorias
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distintas: as células Thl produzem IFN-y, IL-2 e IL-12, e sdo eficientes na resposta imune
celular, via ativacdo de macrofagos, atuantes no combate ao cancer; ja as células Th2 liberam IL-
4, IL5 e IL-10, que ativam a imunidade humoral (NOBEN-TRAUTH, 2000; RENGARAJAN et
al., 2000).

Os ensaios bioldgicos realizados com linfocitos esplénicos foram as dosagens das
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y. A citocina IFN-y foi produzida em menores quantidades no
grupo PFS, quando comparado aos grupos SS (p<0,001), PNFS (p<0,001) e PFSI (p<0,01)
(Figura 10, Tabela 8). Semelhantemente, a producdo de IL-5 foi reduzida nos grupos que
consumiram produtos a base de soja PNFS (p<0,01), PFS (p<0,001) e PFSI (p<0,001), em
relacdo ao grupo controle. Além disto, o grupo que ingeriu o produto ndo fermentado teve uma
producdo ligeiramente mais elevada do que 0s grupos que consumiram os produtos fermentados
PFS (p<0,001) e PFSI (p<0,05) (Figura 12, Tabela 10). Os niveis das citocinas IL-4 (Figura 11,
Tabela 9) e IL-10 (Figura 9, Tabela 7) foram semelhantes para todos os grupos (p>0,05).

A citocina IL-10 se correlaciona negativamente com o TNF-a e inibe a producdo de
diversas citocinas pro-inflamatérias (LIN e KARIN, 2007), e ndo € surpresa que esta citocina
esteja reduzida mediante os altos niveis de TNF-o expressos pelos macréfagos de animais que
consumiram PFS ou PFSI.

O IFN-y € uma citocina anti-tumoral potente, capaz de influenciar nos niveis de IL-12 e
TNF-o produzidos por macrofagos, e possui um efeito toxico direto as células tumorais e
apresenta atividade antiangiogénica (LIN e KARIN, 2007). Concordando com o presente estudo,
foi observado que, em humanos, as isoflavonas da soja genisteina e daidzeina e seu metabolito
equol podem ser potentes redutores das funcGes leucocitarias, gerando, dentre outros efeitos,
uma reducdo marcante na producdo de IFN-y através de um mecanismo nao dependente do
receptor de estrogénio. A reducdo da producdo desta citocina era observada a partir de
concentracdes nao tdo altas de genisteina (10 uM), e em concentragdes maiores (50 uM) a
genisteina também possuia um efeito inibitdrio para as citocinas IL-2 e IL-4 (GREDEL et al.,
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2008). Como os produtos utilizados ao longo do presente estudo estavam sob a forma liquida, as
concentracdes de genisteina de PFS e de PFSI se aproximam mais dos menores valores (até 10
uM) utilizados no estudo de Gredel et al. (2008) (baseado em valores fornecidos por SAKAI e
KOGISO, 2008), indicando uma possivel modulacdo de IFN-y pelas isoflavonas, mas sem
acarretar nenhum efeito para IL-4. Outros estudos utilizando modelos experimentais diversos
corroboram esta regulacdo negativa de IFN-y e outras citocinas pro-inflamatdrias pela genisteina
e/ou daidzeina, reduzindo também o NF-kB (PAULA et al., 2008; VALSSECCHI et al., 2008;
WANG et al., 2008). Apesar disto, existem estudos que indicam que os produtos fermentados de
soja poderiam aumentar a producdo de IFN-y em camundongos (VENDRAMINI, 2002;
KINOUCHI, 2006). Com frequéncia, a alteracdo dos niveis de IFN-y pode ser correlacionada
positivamente com os niveis de TNF-o produzidos por macrofagos (LIN e KARIN, 2007), mas
parece que neste caso, 0s niveis mais elevados de TNF-a nao foram gerados por uma produgio
de IFN-y, mas de forma independente, como discutido anteriormente.

Quando analisada a resposta imune adaptativa, pouco ha na literatura sobre outras
citocinas além do IFN-y. A citocina IL-4 estimula a atividade da arginase em macrofagos,
contribuindo desta forma para a producdo da matriz extracelular (MOSSER e EDWARDS,
2008). Apesar de haver aumento na atividade da arginase em animais consumindo produtos de
soja, 0 aumento desta atividade ndo se correlaciona com os niveis de IL-4 no presente estudo.
Esta citocina é fundamental para o desenvolvimento de respostas imunes do tipo Th2, que
reduzem as funcdes do macrdéfago contra tumores ou patdégenos, mas ativam estas células para a
producéo de componentes da matriz extracelular. Além disto, a IL-4 parece fazer uma regulacao
cruzada com IFN-y, de modo que o0 aumento nos niveis de um acarreta na redugdo nos niveis do
outro (MOSSER e EDWARDS, 2008). Entretanto, os niveis de IFN-y nos animais consumindo
PFS estédo reduzidos em relagdo ao grupo controle enquanto os niveis de IL-4 ndo se encontram
elevados. Além disso, os niveis de IL-5, uma citocina produzida por linfécitos do tipo Th2,
encontram-se reduzidos em todos os animais que consumiram algum dos produtos de soja. Os
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resultados presentes, que indicam reducdo de IL-5, caracteristico de perfil Th2, e IFN-y,
caracteristico de perfil Thl, sem elevacdo de IL-4, sugerem primariamente uma reducdo na
funcdo linfocitaria, mas, apesar das referéncias literarias sobre a soja (YELLAYI et al., 2003;
GREDEL et al., 2008; PAULA et al., 2008; VALSSECCHI et al., 2008) também indicarem esta
possibilidade, seriam necessarios mais estudos para afirmar se € realmente isto o que ocorre
neste modelo experimental.

Apesar da resisténcia gerada pelo sistema imune, o tumor é capaz de subverter o sistema
de defesa do organismo e se expandir. O cancer de mama € a segunda causa de morte entre todos
0s canceres e existem evidéncias de que o consumo de soja frequente esteja relacionado a uma
possivel prevencdo (ADLERCREUTZ E MAZUR, 1997; YAMAMOTO et al., 2003; WU et al.,
2008). As analises realizadas utilizando células tumorais foram: observacdo das caracteristicas
gerais do tumor, do grau de angiogénese e da quantidade de mitoses, utilizando como coloracao
hematoxilina e eosina, e quantificacdo das células em apoptose, utilizando reagente de TUNEL.

Microscopicamente, o tumor apresenta todas as caracteristicas esperadas de uma
neoplasia bem sucedida expandindo-se no hospedeiro. O tumor apresenta hipercelularidade e
contém células atipicas, com diferenca no tamanho celular e nuclear. Mitoses podem ser
observadas em diversas regides, indicando proliferacdo acentuada. Ha presenca marcante de
corddes tumorais e, na periferia, grande quantidade de vasos sanguineos. E conhecido pela
literatura que tumores aut6logos desenvolvem uma rede de vasos sanguineos desde seu inicio
mais precoce, acumulando estes capilares no centro do tumor. Diferentemente, tumores
transplantados, como é o caso do presente estudo, atraem a formacdo de vasos atraves da
liberacdo de mediadores solUveis, e estes vasos entdo crescem partindo da periferia para o centro
tumoral (LIN E POLARD, 2007). No centro tumoral de alguns dos tumores extraidos ha
presenca de liquido cistico, provavelmente derivado da necrose de células tumorais e do acumulo
de metabolitos liberados pelas células circundantes, decorrente do crescimento acelerado sem

suporte nutricional adequado.
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Quando analisado o volume tumoral final (Tabela 12) foi observado que os animais dos
grupos que receberam PFS ou PFSI tiveram um menor desenvolvimento tumoral em relagdo ao
grupo que recebeu apenas SS (p<0,05 para ambos), indicando que possivelmente haja uma acao
do produto probiotico no crescimento do implante tumoral. O grupo PNFS também apresentou
um volume tumoral menor do que SS, mas esta diferenca ndo foi significativa estatisticamente.
Em estudos utilizando inducdo quimica para a formagéo de tumores de colon, foi observado que
0 consumo da bactéria Enterococcus faecium CRL 183 reduz a quantidade de polipos formados
em relacdo ao grupo controle (SIVIERI et al., 2008), apesar de este efeito ndo ocorrer mediante o
consumo do produto fermentado de soja (SILVA et al., 2009). Isto indica que o consumo do
produto probiotico pode influenciar o desenvolvimento tumoral e ainda enaltece um possivel
papel das bactérias probidticas neste efeito. Além disto, os componentes da soja podem estar
atuando diretamente nas células tumorais (ZHOU, 1998; YIHAI, 2002), o que parece ser
particularmente verdade para alguns tipos de tumores, como os mutantes para BRCA1L, que sdo
sensiveis a genisteina (PRIVAT et al., 2009).

Um perfil de citocinas do tipo Thl, especialmente com producdo de IFN-y, tende a
reduzir o crescimento do tumor. J& um padrdo de resposta do tipo Th2, com liberacdo de IL-4,
IL-5 e IL-10, esta diretamente relacionado ao crescimento tumoral e a reducdo da resposta imune
efetiva contra tumores, levando a um pior progndstico (LIN e KARIN, 2007; TODARO et al.,
2008). Apesar de ndo obtermos um padréo do tipo Thi, o perfil Th2 parece estar reduzido, ao se
observar 0s baixos niveis de IL-5, ou pelo menos ndo estimulado nos animais que consumiram
produtos de soja no presente estudo. Apesar da resposta imune adaptativa que encontramos
parecer falha em combater o tumor, os niveis de TNF-a produzidos por macrofagos estdo
elevados e esta citocina pode influenciar drasticamente no combate ao cancer (LIN e KARIN,
2007).

Para analisar o grau de angiogénese tumoral (Figura 14, Tabela 13), foram observados

campos microscopicos em regides de centro e periferia do tumor. Neste modelo experimental,
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ndo houve diferenca no grau de angiogénese entre os animais do grupo controle e aqueles que
consumiram alimentos de soja (p>0,05), apesar dos animais dos grupos PFS e PFSI apresentarem
um aumento de TNF-a (Figura 6, Tabela 4) que pode se correlacionar positivamente com a
angiogénese quando em concentracfes maiores (NOONAN et al., 2008; ONO, 2008). A citocina
IL-10 também se correlaciona positivamente com a angiogénese (LIN e KARIN, 2007) e era de
se esperar que ndo houvesse diferenca no grau de angiogénese entre 0s grupos, visto que nao
houve liberacdo diferenciada de IL-10 nem em culturas de macrofagos peritoneais nem em
culturas de linfocitos esplénicos. Igualmente, € demonstrado que o IFN-y também pode ser capaz
de modular negativamente a angiogénese (DRANOFF, 2004; LIN e KARIN, 2007), mas seus
niveis no presente estudo estdo significativamente reduzidos e nenhuma alteracdo no grau de
angiogénese foi observada.

Quando observado o nivel de apoptose nos tumores (Figura 18, Tabela 15), o resultado
parece estar mais claro. Os animais do grupo PNFS apresentaram um aumento néo significativo
no namero de células apoptéticas em relacdo ao grupo controle (p>0,05), enquanto um aumento
significativo é observado nos grupos PFS (p<0,05) e PFSI (p<0,001), sendo este Gltimo mais
elevado do que PNFS (p<0,05). Estes resultados indicam que o consumo de produtos de soja
poderia beneficiar o hospedeiro, sendo este efeito significativo para aqueles alimentos
fermentados.

A apoptose € 0 mecanismo predominante pelo qual as células neoplasicas morrem em
reposta ao ataque imune ou mesmo apos a utilizacdo de drogas citotoxicas (CONTICELLO et
al., 2004). Concordando com o resultado obtido, foi observado que o consumo de leite
fermentado com Lactobacillus helveticus pode ativar as células do sistema imune, observado
pela dosagem de TNF-a, e aumentar a apoptose de células de adenocarcinoma mamario murino,
além de reduzir a expressdo do oncogene Bcl-2 (LEBLANC et al., 2005). Os receptores de
estrégeno também influenciam na apoptose de diversos tipos celulares de forma dubia: eles

podem induzir a apoptose em células de cancer de mama e outros tipos, mas em células normais
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eles agem inibindo esta morte celular, por mecanismos ainda desconhecidos envolvendo
caminhos extrinsecos e intrinsecos as celulas (WAMBI e JORDAN, 2009). Algumas citocinas
também parecem influenciar na apoptose de células neoplasicas, de uma forma ou de outra,
como IL-4, IL-6 e IL-10 (CONTICELLO et al., 2004; LIN e KARIN, 2007; TODARO et al.,
2008), nenhuma das quais apresentou alteracdo em suas concentracGes nas culturas celulares em
relacdo aos grupos controle. Contraditoriamente, 0 TNF-a. é capaz de promover a sobrevivéncia
da célula tumoral levando a expressdo de genes anti-apoptoticos em muitos tumores mais
avancados (LIN e KARIN, 2007), ao mesmo tempo em que possui atividade antitumoral contra
varias linhagens tumorais (GERMANO et al., 2008). Devido aos altos niveis de TNF-a
produzidos por macréfagos peritoneais de animais que consumiram PFS e PFSI e 0 aumento do
numero de células apoptdticas nestes dois grupos, parece que a funcdo desempenhada pelo TNF-
a neste modelo experimental durante este tempo de estudo é primariamente anti-tumoral.

Ao se observar a quantidade de mitoses nos animais de todos 0s grupos experimentais
(Figura 16, Tabela 14), o grupo PNFS apresentou um aumento significativo em relacdo ao
controle (p<0,05), enquanto o grupo PFSI apresentou um aumento ndo significativo (p>0,05).
Ainda assim, como o volume tumoral final € menor do que o do grupo controle, parece que o
consumo destes produtos € benéfico ao hospedeiro. Ndo conseguimos determinar o que levou o
grupo que recebeu produto fermentado de soja sem acréscimo de isoflavonas a ndo apresentar
resultado semelhante. Ainda hd muito que ser estudado em relacdo a influéncia da dieta em
regides distintas do organismos, especialmente em se tratando de uma situagéo patologica.

Analisando todos os resultados em conjunto, o0 consumo dos produtos pesquisados parece
induzir uma resposta imune em macrofagos, mas reduzir a resposta imune adaptativa. Entretanto,
0 tumor apresenta menor volume final nestes animais e maior nimero de células apoptoticas, o
que pode ocorrer devido a uma alteracdo no perfil de resposta do macréfago ou por um efeito

direto dos componentes do alimento funcional.
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Compreender uma doenca crénica e maligna como o cancer requer uma sabedoria muito
além do que atingimos hoje. Seria necessario entender todos os mecanismos mais basicos que
ocorrem em uma celula normal e como eles podem ser modificados em uma célula transformada,
entender ainda a forma pela qual esta alteracdo a nivel celular modifica 0 microambiente que a
circunda, como influencia dramaticamente no organismo como um todo e ainda observar como o
estilo de vida e as escolhas pessoais afetam este todo. Ainda ha muito que ser esclarecido em
relacdo ao consumo de produtos probidticos de soja, especialmente mediante a magnitude do

cancer.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos até o presente momento permitem concluir que o consumo do
produto ndo fermentado de soja (PNFS), produto de soja fermentado com Enterococcus faecium
CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 acrescido (PFSI) ou ndo (PFS) de
isoflavonas, na forma e quantidade em que foram administrados, aumenta a producao de TNF-a.
e eleva a atividade da enzima arginase | de macréfagos peritoneais de um animal portador de
cancer de mama. Além disto, houve redugdo nas concentracdes de IFN-y e IL-5 produzidos por
linfdcitos esplénicos.

Entretanto, o crescimento tumoral é significativamente menor naqueles animais que
consomem produto fermentado de soja, acrescido ou ndo de isoflavonas, e o nimero de células

apoptoticas € maior.
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