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RESUMO

A incidéncia de cancer vem aumentando progressivamente. Em decorréncia
disso, é extremamente importante a implementacdo de estratégias para evitar novos
casos. Varios estudos tém mostrado que a ingestdo de certas cepas probidticas reduz
o risco de cancer de colon. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos
probioticos Lactobacillus delbrueckii UFV-H2b20, Bifidobacterium animalis var. lactis
Bb12 e Saccharomyces boulardii na prevencéo de lesdes pré-neoplasicas no colon de
camundongos Swiss. Apos periodo de adaptacao de sete dias a suplementacdo com
probioticos, os camundongos foram submetidos a seis injecfes de 1,2- dimetilhidrazina,
com manutencdo concomitante dos probidticos ao longo de todo o periodo
experimental. O uso de DMH induziu translocacao dos probiéticos e maior mortalidade
dos animais suplementados com lactobacilo e bifidobacteria, entre 48 e 72 horas apos
a primeira aplicacdo da droga. Treze semanas apds a injecdo inicial de DMH, os
camundongos suplementados com os probidticos apresentaram reducdo do numero
total de focos de criptas aberrantes (lactobacilo 45% e bifidobactéria 55%). Focos
contendo uma a trés criptas aberrantes encontraram-se significativamente diminuidos
naqueles animais tratados com lactobacilo. Esses dados indicam que L. delbrueckii
UFV-H2b20 e B. animalis var. lactis Bb12 exercem efeito protetor no processo de

carcinogénese colonica.

Palavras-chave: Lactobacillus delbrueckii UFV-H2b20; Bifidobacterium animalis var.
lactis Bbl2;  Saccharomyces boulardii; carcinogénese; 1,2-

dimetilhidrazina; probidticos; focos de criptas aberrantes.
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ABSTRACT

The incidence of cancer is increasing worldwide. Therefore, it is extremely
important to implement strategies in order to prevent new cases. Several studies have
shown that ingestion of certain probiotic strains reduces the risk of colon cancer. The
aim of the present study was to determine the effect of Lactobacillus delbrueckii UFV-
H2b20, Bifidobacterium animalis var. lactis Bb12 and Saccharomyces boulardii in the
prevention of preneoplasics lesions in mice colon. After a seven day period adaptation
to the probiotic supplementation, the mice were submitted to six injection of 1,2-
dimethylhydrazine (DMH, 25 mg/kg/week, s.c.) while maintained on probiotics
throughout the whole experimental period. The use of DMH resulted in probiotic
translocation and also higher mortality among animals supplemented with lactobacilli
and bifidobacteria among 48 and 72 hours after drug utilization. Thirteen weeks after
the initial DMH injection, mice supplemented with probiotics presented with reduction of
the total number of aberrant crypt foci (lactobacilli 45% and bifidobacteria 55%). Also,
Foci containing one to three aberrant crypts were significantly decreased in those
animals treated with lactobacilli. These data indicate that L. delbrueckii UFV-H2b20 and
B. animalis var. lactis Bbl2 exert protective effect on the process of colon

carcinogenesis.

Key words: Lactobacillus delbrueckii UFV-H2b20; Bifidobacterium animalis var. lactis
Bb12; Saccharomyces boulardii; carcinogenesis; 1,2-

dimethylhydrazine; probiotics; aberrant crypt foci.
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1 INTRODUCAO
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O céancer € caracterizado pelo progressivo acumulo de mutacdes no genoma de
uma célula que provocam alteragBes na expressdo ou funcdo de genes importantes
para a manutencdo da homeostase (BELTRAO-BRAGA et al., 2006). Essa doenca é
uma das principais causas de morte no mundo, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude. Na maior parte dos paises desenvolvidos € a segunda maior causa apos as
doencas cardiovasculares. Nos paises em desenvolvimento, também existe tendéncia
a elevacdo do numero de mortes por cancer e nesses ocorrem mais de 50% de todos
os casos da doenca. A incidéncia do cancer vem crescendo de maneira alarmante nos
altimos anos, sendo que o numero global de mortes esta projetado para aumentar
cerca de 45% entre 2007 e 2030. De sorte que, a existéncia de estratégias baseadas
em evidéncias para deteccéo inicial, tratamento e, principalmente, para prevencao da
doenca sédo extremamente importantes diante desta realidade. Estima-se que 40% dos
novos casos de cancer que ocorrem anualmente poderiam ser prevenidos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2008).

Nesse sentido, a administracdo de probidticos tem sido foco de especial
interesse na prevencao do cancer de colon. Alguns estudos indicam que a ingestao de
certos microrganismos ou de seus produtos fermentados reduz tanto o risco de
aparecimento de certos tipos de cancer como o crescimento tumoral. De acordo com
esses resultados, a interacdo entre o hospedeiro e 0s probidticos em relacdo a
carcinogénese parece ser benéfica. Entretanto, existem ainda muitas questdes a serem
respondidas antes que os probidticos sejam usados rotineiramente na profilaxia e na
terapia. Ainda é necessario provar a eficacia das diferentes espécies, as condi¢ées

para seu uso, a rota 6tima de administracao e a formulagéo.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito da suplementacdo dos probidticos Lactobacillus delbrueckii UFV-
H2b20, Bifidobacterium animalis var. lactis Bb12 e Saccharomyces boulardii na inibicao

de lesBes pré-neoplasicas no célon de camundongos Swiss.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- avaliar o efeito dos probiéticos sobre o niumero total de focos de criptas aberrantes
(FCA), de focos com numero menor ou igual a trés e maior do que trés criptas
aberrantes;

- verificar a distribuicdo dos FCA nas distintas regifes do célon;

- avaliar o consumo de dieta e o ganho de peso dos animais;

- avaliar a mortalidade nos grupos estudados.

- verificar a ocorréncia de translocacédo dos microrganismos administrados para o baco,

o figado e os linfonodos mesentéricos

18



3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 CANCER COLORRETAL

3.1.1 Epidemiologia

O céancer é definido como enfermidade cronica de mdltiplas causas,
caracterizada pelo crescimento descontrolado das células. Os primeiros registros de
mortes causadas por essa doenca surgiram na Europa a partir do século XVIIl. Desde
entdo, observou-se 0 aumento constante nas taxas de mortalidade por cancer, que
parecem estar incrementadas apos o século XIX, com a chegada da industrializacao
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998). Nos ultimos anos, a doenca tem também
contribuido para o aumento da mortalidade mundial. Entre 1960 e 2000, as taxas de
mortalidade por cancer passaram de 15% para 25% nos paises desenvolvidos. J& nos
paises em desenvolvimento, observaram-se taxas menores, porém crescentes,
alcangcando 6% em 1985 e 9% em 1997 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).
Em 2005, foram registradas 58 milhdes de mortes em todo o mundo, sendo 7,6 milhdes
(13%) causadas pelo cancer. Mais de 70% das mortes decorrentes desta doenca
ocorrem em paises com baixa e média renda, onde os recursos disponiveis para a
prevencao, o diagndéstico e o tratamento da enfermidade sdo limitados ou inexistentes.
Para os proximos anos, estd previsto um aumento de mortes por cancer de até
aproximadamente nove milhdes em 2015 e 11,4 milhdes em 2030 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008). Segundo PARKIN et al. (2001), esse aumento ocorre em
maior parte, devido a reducdo da mortalidade por algumas outras causas,
especialmente as doencas infecciosas e, também, devido a crescente proporcdo da
populacao idosa.

Um dos tipos mais freqlentes de cancer é o colorretal, que vem contribuindo
significativamente para o aumento da mortalidade. Mundialmente, este € o terceiro tipo
mais comum em ambos 0s sexos. No Brasil, sem considerar os tumores de pele nédo
melanoma, o cancer de colon e reto em homens é o terceiro mais freqiiente na regiao
Sudeste (19/100.000) e quarto nas regides Sul (21/100.000) e Centro-Oeste
(10/100.000). Nas regides Nordeste (4/100.000) e Norte (3/100.000), ocupa a quinta e
a sexta posicao, respectivamente. Nas mulheres, € o segundo mais freqiente na regiao
Sudeste (21/100.000), o terceiro nas regides Sul (22/100.000), Centro-Oeste
(11/100.000) e Nordeste (6/100.000) e o quinto mais frequente na regido Norte

(4/100.000) (BRASIL, 2007).
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A estimativa do Ministério da Saude para o ano de 2009 é de 466.730 novos
casos de cancer. Destes, os tumores de célon e reto devem atingir 12.490 homens e
14.500 mulheres. Esses valores correspondem a risco estimado de 13 casos novos
deste tipo de cancer a cada 100 mil homens e de 15 para cada 100 mil mulheres
(BRASIL, 2007).

3.1.2 Fatores de risco

Entre os fatores de risco para o cancer de colon estdo a historia familiar de
cancer de colon e reto e a predisposicdo genética para o desenvolvimento de doencas
cronicas do intestino (como a polipose adenomatosa). A dieta rica em gorduras animais
e, reduzida em frutas, vegetais e cereais, 0 consumo excessivo de alcool, o tabagismo
e 0 sedentarismo também contribuem para a ocorréncia da doenca. Além desses, a
idade é considerada fator de risco, uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade
aumentam com a mesma. O cancer de célon € uma doenca predominante na
populacdo idosa, que vem aumentando paulatinamente e que deve aumentar ainda

mais, frente a maior expectativa de vida (COBURN et al., 1994).

3.1.3 Carcinogénese

O cancer é caracterizado por mutacdes no genoma de uma célula, que
provocam alteracdes na expressdo ou na funcao de genes que mantém a homeostase.
Tais alteracdes genéticas podem fazer com que a célula deixe de responder aos sinais
de controle da proliferacdo, da diferenciacdo e da morte celular (BELTRAO-BRAGA et
al., 2006).

O processo de carcinogénese ocorre em trés estagios distintos com diferencas
moleculares e bioldgicas definidas. O primeiro, chamado de iniciacao, é caracterizado
por alteracdo no DNA, causado por erros durante o processo de replicagcao ou por acao
de mutagénicos enddgenos e exdgenos (agentes fisicos, bioldgicos e quimicos)
(PITOT, 1993; BELTRAO-BRAGA et al., 2006). As mutacdes podem ocorrer em
qualquer parte do genoma, porém, o efeito deletério sé contribuirda para o
desenvolvimento do cancer se atingir genes especificos, como: proto-oncogenes
(participam do controle da proliferacdo, da diferenciacdo, da migracdo e da morte
celular); genes supressores de tumor (codificam proteinas que impedem o acumulo de

mutacdes no genoma da célula ou controlam a progressao da ceélula no ciclo celular) e
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genes de reparo de DNA. Além disso, sdo necessarias varias mutacdes em sequéncia,
n&o letais para a célula, para que haja degeneracdo cancerigena (BELTRAO-BRAGA
et al., 2006). Na fase inicial, as células se encontram geneticamente alteradas, mas
nao é possivel ainda a deteccéo clinica do tumor (HARRIS, 1991). No segundo estéagio,
denominado promocé&o, ocorre expansdo clonal das células alteradas, acarretando
mudancas morfolégicas e/ou fenotipicas (BIRD, 1995). As células geneticamente
alteradas no estagio de iniciacdo originam focos de proliferacdo celular (FARBER &
SARMA, 1987). No terceiro e ultimo estagio, chamado progressao, ocorre instabilidade
progressiva do cariotipo e, multiplicacdo descontrolada autonémica e irreversivel das
células alteradas (PITOT, 1993). Os focos de proliferacdo resultam em neoplasias
malignas com capacidade invasiva e metastética, evoluindo até o surgimento das
primeiras manifestacdes clinicas da doenca (FARBER & SARMA, 1987).

Um agente carcinogénico ndo é necessariamente um agente genotoxico (que
danifica o material genético). Sua atuacdo pode ser por diversos mecanismos. A
promogdo da proliferagdo celular desregulada causa dano tecidual persistente
associado a criacdo de microambiente pro-inflamatoério, e a inducdo do estresse
oxidativo provoca o acumulo de espécies reativas de oxigénio com potencial
genotdxico. O cancer ocorrera se as células forem expostas primeiramente a um
agente iniciador e sequencialmente a um promotor ou se forem expostas a agentes
mutagénicos. Estes ultimos podem eventualmente desencadear tanto o processo de
iniciacdo quanto o de promoc&o tumoral (carcindgenos completos) (BELTRAO-BRAGA
et al., 2006).

3.1.4 Focos de criptas aberrantes

MCLELLAN & BIRD (1988) definram como criptas aberrantes
aguelas que: sdo maiores do que as criptas normais; tém espaco pericriptal aumentado
gue as separa das normais; tém camada grossa de células epiteliais que, muitas vezes,
apresenta manchas escuras, e geralmente tém abertura oval em vez de circular. Estas
criptas exibem alteracbes morfoloégicas como displasias, proliferacdo anormal e
mutacOes de oncogenes envolvidos na inducdo do cancer de colon. Elas podem ser
observadas como uma Unica cripta alterada ou como um grupo, de modo a formar uma
Gnica unidade ou um foco, respectivamente (BIRD & GOOD, 2000).

A primeira descri¢cdo dos focos de criptas aberrantes (FCA) foi feita por BIRD em

1987 ao analisar a mucosa intacta do célon de camundongos e ratos tratados com o
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carcinogeno azoximetano (BIRD, 1987). Desde entdo, varios estudos tém
documentado a ocorréncia dessas lesdes nos segmentos da mucosa de uma variedade
de espécies como seres humanos, hamsters e cdes (SUGIYAMA et al.,, 1997). A
identificacdo dos FCA, tanto em roedores submetidos a aplicacbes de carcinégenos
como no coélon humano, torna possivel o estudo do cancer colorretal nas fases pré-
cancerigenas. O crescimento e as caracteristicas morfolégicas e moleculares dos FCA
apoiam a afirmacdo de que estas sdo lesGes pré-neoplasicas (CHENG & LAI, 2003).
Visto isso, os modelos experimentais tém tido grande importancia no conhecimento dos
aspectos morfologicos e da patogénese do cancer, contribuindo para o
aperfeicoamento da prevencédo, do diagndstico e do tratamento da doenca.

A contagem das criptas aberrantes é feita microscopicamente ap6s a coloracéo
da mucosa com azul de metileno e o resultado € tido como indicador da carcinogénese
do colon (BIRD & GOOD, 2000). Os FCA tém sido observados em roedores apés duas
semanas de uma Unica dose de substancias como azoximetano (MCLELLAN & BIRD,
1988) ou 1,2-dimetilhidrazina (MCLELLAN et al., 1991) e a sua frequéncia é dose-
dependente (TUDEK et al., 1989). A média do numero de criptas por foco, em ratos,
aumenta com o numero de semanas apds uma dose do agente carcinogénico. Em
duas a trés semanas ap0s o tratamento, a maioria dos FCA é composta por uma ou
duas criptas e em 36 a 41 semanas aproximadamente 50% dos animais tém quatro ou
mais criptas (MCLELLAN et al., 1991). Este aumento do nimero de criptas em um foco,
e/ou a area ocupada pelo foco em funcdo do tempo, sugere que estas lesbes sao
crescentes. Os FCA sdo encontrados em maior numero nas regides distais do colon,
onde a maioria dos tumores se desenvolve (RONCUCCI et al., 1998).

O carcinégeno dimetilhidrazina (DMH) possui alto grau de especificidade para o
célon de roedores. Provoca aumento na proliferacdo celular com elevagdo do numero
total de criptas, aumento do nimero de células marcadas por timidina e aumento do
indice mitotico (raz&o entre o nimero de células marcadas e o numero total de células)
(REDDY et al., 1975; ROGERS & NAUSS, 1985). Estudos com ratos tratados com
DMH mostraram grande quantidade de FCA, com posterior desenvolvimento de
tumores colbnicos em numero significativo desses animais. Esses processos
patolégicos progressivos decorrentes da administracdo de DMH mostram que os FCA
sdo bons marcadores de lesdes pré-neoplasicas no colon (OKADA et al., 1996). Por
isso, tais lesdes tém sido amplamente utilizadas como biomarcadores para identificar
substancias que aumentam ou suprimem o desenvolvimento do cancer de célon (MORI

et al., 2004).
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3.2 MICROBIOTA INDIGENA

Muitos microrganismos estdo normalmente presentes no organismo humano e
dos animais. S&o encontrados nas superficies corporais expostas ao ambiente externo,
como a pele, o trato respiratorio, o sistema geniturinario e o tubo digestivo (SOUZA &
SCARCELLI, 2000; TLASKALOVA-HOGENOVA et al, 2004). A colonizagéo
microbiana comeca logo apds o nascimento, quando as bactérias da méde e do meio
ambiente passam a colonizar o recém-nascido (ISOLAURI, 2001).

A microbiota do trato gastrointestinal humano € o ecossistema mais complexo do
corpo, contendo aproximadamente entre 700 e 1000 espécies bacterianas (QUERA et
al., 2005). O numero e a composic¢ao variam consideravelmente nas diferentes regides
anatébmicas (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2004). No conteldo gastrico, a
contagem bacteriana total é geralmente abaixo de 10%g devido ao pH acido do ltmen.
No intestino delgado, os numeros variam de aproximadamente 10%*g a 10°%g no
duodeno para 10°/g na regido ileocecal, sendo o transito rapido e a secrecéo de bile e
de suco pancreatico os principais fatores limitantes do crescimento microbiano nessa
porcdo do intestino. J& no intestino grosso humano estdo geralmente presentes
centenas de espécies, totalizando nimeros de 10*/g a 10'%/g de contetido (SALMINEN
et al., 1998). Toda essa comunidade microbiana pode se localizar no limen, nas criptas
de Lieberkiihn, na superficie do epitélio intestinal ou incluida na camada de muco
(SAVAGE, 1987).

A colonizacdo das bactérias intestinais depende da sua capacidade de adesédo
em receptores presentes na mucosa intestinal. As espécies com essa caracteristica
tendem a colonizar de forma permanente o trato gastrointestinal, sem necessidade de
administracdo periodica. Constituem a denominada microbiota autéctone, que tende a
ser estavel quanto as espécies bacterianas e ao nimero de células ao longo do tempo,
acompanhando o individuo durante toda a vida. Ja as espécies aldctones sao aquelas
externas ao ecossistema intestinal que ndo possuem capacidade adequada de
colonizar e por isso sao transitérias (MACKIE et al., 1999). A microbiota indigena é
composta por espécies, as vezes, prejudiciais ao hospedeiro que sdo denominadas
anfibibnticas. Essas séo capazes de produzir toxinas, invadir a mucosa ou ativar
carcindgenos e respostas inflamatoérias. Fazem parte dessas espécies, os coliformes e
0s enterococos. Além desses microrganismos, a microbiota contem cepas com

propriedades promotoras da saude. Trata-se da microbiota saudavel que promove o
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bem-estar e previne doencas. Estas incluem principalmente as bifidobactérias e os
lactobacilos (ISOLAURI, 2001; SAAD, 2006).

A comunidade microbiana nunca é estatica. Varia qualitativamente,
guantitativamente e metabolicamente, dependendo do local colonizado, da espécie e
da idade do hospedeiro. Em um mesmo individuo, existem varios fatores enddégenos e
exodgenos que podem influenciar a composicdo da microbiota intestinal. O hospedeiro
tem no seu genoétipo fatores que determinam o padrdo de colonizacdo pela
especificidade de ligacdo dos sitios de adesdo da mucosa (TOIVANEN et al., 2001),
assim como um sistema imunoldgico intestinal atuando por meio da imunoglobulina A
secretoria (SUSUKI et al., 2004). Entre os fatores relacionados as bactérias, destaca-se
0 processo denominado quorum sensing, no qual os sitios de adesao especificos dos
microrganismos, determinados geneticamente, podem sofrer adaptacdes e/ou
alteracdes. Essa acdo bacteriana, em geral, € benéfica para a bactéria que produz o
sinal e desfavoravel para outras populacdes bacterianas (SMITH et al., 2000). Dentre
os fatores externos, por exemplo, o tipo de parto exerce influéncia na composicéo
microbiana inicial. A crianga que nasce de parto normal, inicialmente, possui a
microbiota composta de microrganismos provenientes da méae (presentes no canal do
parto) e, mais tarde, é colonizada pelas bactérias do alimento e do meio ambiente. J&
no parto cesareo, apenas o ambiente é fonte de colonizacdo (MACKIE et al., 1999). O
desenvolvimento da microbiota intestinal nos recém-nascidos também esta relacionado
a alimentacdo. A amamentacdo incentiva o0 crescimento quase exclusivo de
bifidobactérias no intestino, enquanto criangas alimentadas com férmulas infantis tém
microbiota mais complexa contendo bifidobactérias, bacterdides, clostridios e
estreptococos. Apos o desmame, o tipo de dieta determina a distribuicdo relativa da
espécie bacteriana e a composicdo da microbiota assemelha-se a do adulto
(ISOLAURI, 2001). De todos os fatores citados, os antibiéticos sédo os responsaveis
pelas mudancas mais rapidas e drasticas no padrdo de colonizacdo da microbiota
(NICOLI, 1995). O principal efeito observado inclui a supressao relevante das bactérias
anaerobias, com excecdo de Clostridium spp. que permanecem em niveis detectaveis.
A influéncia do uso de antimicrobianos no padrao da microbiota intestinal é transitoria,
podendo persistir por algum periodo apos o término do uso (FANARO et al., 2003).

A microbiota indigena possui muitas propriedades importantes para o
hospedeiro, como: desconjugacdo e desidroxilagdo de acidos biliares (MIDTVEDT,
1974); sintese das vitaminas K, acido pantoténico, biotina, piridoxina e outras que nao

sdo absorvidas no colon como as vitaminas Bi», a niacina, a riboflavina e a tiamina;
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resisténcia a colonizagcao por patdégenos e por microrganismos oportunistas; modulacao
do sistema imunolégico e; renovacdo das células epiteliais do célon (MCFARLAND,
2000).

3.3 PROBIOTICOS

O uso de microrganismos benéficos na alimentacéo é relatado desde a versao
Persa do Antigo Testamento (Génesis 18:8), onde Abrado atribuiu sua longevidade ao
consumo de leite azedo. Em 76 a.C., Plinio, um historiador romano, recomendou 0 uso
de produtos Ilacteos fermentados para o tratamento de gastrenterites
(SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001).

O primeiro microbiologista a sugerir que o uso de bactérias poderia beneficiar a
microbiota do trato gastrointestinal e prolongar a vida foi Elie Metchnikoff. Em 1907, ele
sugeriu a “Teoria da longevidade sem envelhecimento” que atribuiu 0 maior tempo de
vida de alguns habitantes da regido rural da Bulgaria ao consumo regular de iogurte. A
justificativa para tal ocorréncia seria a supresséo da atividade putrefativa de bactérias
intestinais pela atividade das bactérias benéficas do iogurte. A partir disso, ele sugeriu
gue certos microrganismos eram importantes para a salde humana e passou a
defender o uso de iogurtes e leites fermentados (BROWN & VALIERE, 2004).

Nas ultimas décadas, tem crescido o interesse pelo uso de microrganismos
benéficos para melhorar a saude do hospedeiro e prevenir ou tratar doencas (GIBSON
& FULLER, 2000; QUERA et al., 2005; SAAD, 2006). Esses microrganismos recebem o
nome de probidticos, termo que deriva do grego e significa “pré-vida” (COPPOLA &
TURNES, 2004). Esta terminologia foi originalmente proposta por LILLY & STILLWELL
(1965) como aquele que favorece o crescimento de microrganismos, em 0poSiCa0 ao
termo antibiotico. Em 1989, Fuller definiu probiético como “suplemento microbiano vivo
que afeta beneficamente o hospedeiro gracas a melhoria no balanco microbiano
intestinal” (REID, 2000). Atualmente, a definicdo mais usada é aquela proposta pela
Food and Agricultural Organization/ World Health Organization (FAO/WHO), que diz
gue probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em quantidades
adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002; SANDERS,
2003).
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Para ser considerado um probiético, 0 microrganismo deve possuir algumas
caracteristicas importantes, tais como: apresentar baixa ou auséncia de viruléncia; ser
resistente & bile e ao suco géstrico; sobreviver no trato digestivo e interferir no
crescimento de patdgenos; possuir capacidade de aderir a mucosa intestinal; produzir
bacteriocinas ou outras substancias antimicrobianas; ser geneticamente estavel; e ser
apenas intrinsecamente resistente a antibiéticos. Além disso, deve possuir capacidade
de modular de modo positivo as fun¢des imunoldgicas e as atividades metabdlicas, ser
seguro, eficaz e facilmente administravel (MOMBELLI & GISMONDO, 2000; CASTRO
& ROVETTO, 2006). Entre os principais probibticos estdo as bactérias do acido lactico
(BAL), que incluem L. acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. casei, L.
bulgaricus, L. gasseri, L. delbrueckii subsp. Bulgaricus, L. johnsonii, L. paracasei, L.
reuteri, L. rhamnosus, Enterococcus faecium, E. faecalis, Lactococcus lactis,
Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Streptococcus salivarius e S.
thermophilus, além das bifidobactérias (Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. breve, B.
infantis, B. animalis, B. adolescentis, B. lactis), Bacillus cereus var. toyoi, Escherichia
coli cepa Nissle, Propionibacterium freudenreichii, Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces boulardii (HOLZAPFEL et al., 2001).

Os probidticos podem ser usados como medicamentos ou suplementos
alimentares na dieta de seres humanos e animais, além de estarem presentes em
leites fermentados. Estes produtos sdo, em geral, constituidos por um Unico
microrganismo ou pela combinacao de varios deles (NICOLI & VIEIRA, 2003). Além da
suplementacdo direta de probiéticos, outra maneira de se modular a microbiota
intestinal é pelo consumo de prebiéticos, definidos como ingredientes alimentares ndo
digeriveis ou pouco digeriveis que beneficiam o organismo estimulando seletivamente
0 crescimento ou a atividade de numero limitado de bactérias benéficas no colon
(MANNING & GIBSON, 2004). Exemplos de prebidticos sdo inulina e
frutooligossacarideos (MACFARLANE et al.,, 2006). J& um produto referido como
simbidtico € aquele no qual um probidtico e um prebidtico se encontram combinados
(SAAD, 2006).

3.3.1 Efeitos benéficos dos probidticos

A microbiota intestinal possui muitas propriedades importantes para o0
hospedeiro. Entre elas, pode-se citar: acdo sobre determinados nutrientes permitindo

melhor aproveitamento intestinal (EDWARDS & PARRET, 2002); prevencao da
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colonizacdo por bactérias patogénicas promovendo o equilibrio a favor da microbiota
benéfica (PERDIGON et al., 1998; EDENS et al., 1997; LIEVIN et al., 2000; CALDER &
KEW, 2002; GUARNER & MALAGELADA, 2003; COMMANE et al., 2005); prevencéo,
tratamento e/ou recuperacdo de gastrenterites em criancas (MARTEAU, 2001;
CHERMESH & ELIAKIM, 2006); restauracdo da homeostase microbiana e regulagéao da
inflamacdo melhorando as doencgas inflamatdrias intestinais (GUSLANDI et al., 2000;
SHANAHAN, 2000; TUOHY et al., 2003; CUMMINGS et al., 2003; BAI & OUYANG,
2006); melhora na digestdo da lactose e eliminacdo dos sintomas de intolerancia
(VRESE et al.,, 2001); reducdo dos niveis de colesterol sérico (GILLILAND, 1990;
TARANTO et al.,1998; MACHADO et al., 2003); alivio da constipacdo intestinal
(GOLDIN, 1998) e modulacao da resposta imunolégica (MCFARLAND, 2000).

Para exercer o efeito benéfico, 0 microrganismo probidtico precisa permanecer
viavel durante a passagem pelo trato gastrointestinal e deve estar presente em
guantidade suficientemente elevada para ter impacto no local onde se espera que
desenvolva a sua funcdo. Considera-se que essa acao ocorre somente quando a
populacdo é igual ou superior a 10’ células viaveis/g do contetido (NICOLI & VIEIRA,
2003). Segundo CASTRO & ROVETTO (2006), o efeito benéfico dos probidticos para a
saude do hospedeiro € dependente das cepas administradas, da dose, da forma de
administracdo e das caracteristicas inerentes ao hospedeiro. O mecanismo de ac¢éo
envolvido é provavelmente multifatorial e de acordo com as evidéncias existentes,
parece ser cepa-especifico (OTLES et al., 2003). Além disso, uma cepa probiotica pode
ndo ser efetiva para todos os individuos ou para um mesmo individuo em diferentes
fases da doenca (SHANAHAN, 2002).

3.3.2 Mecanismos de acao dos probioticos

Os efeitos benéficos dos probidticos podem ser explicados por varios
mecanismos de acdo. Essas bactérias competem por sitios de adesdo da mucosa e
por nutrientes disponiveis (CALDER & KEW, 2002; GUARNER & MALAGELADA,
2003), impedindo a colonizagdo e a invasao da mucosa por microrganismos
patogénicos. Também produzem substancias antimicrobianas, como acido latico e
outros acidos, peroxido de hidrogénio, diacetil e bacteriocinas, que reduzem o numero
de patogenos viaveis e afetam a agéo e/ou a producdo de suas toxinas (ROLFE, 2000;
COMMANE et al.,, 2005). Além disso, varios estudos sugerem que o0s probibticos

podem modular tanto a resposta imunoldgica ndo-especifica quanto especifica. Esses
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efeitos podem ser mediados por ativacdo dos macréfagos, pelo aumento nos niveis de
citocinas, pela atividade das células destruidoras naturais (NK — “natural killer’) e/ou
pelos niveis de imunoglobulinas (ISOLAURI et al., 2001; CALDER & KEW, 2002; REID
et al., 2003).

3.3.3 Saccharomyces boulardii

A maioria dos microrganismos probioticos utilizados € composta de bactérias.
Apenas duas leveduras sao usadas, S. boulardii na Medicina humana e S. cerevisiae
na Medicina veterinaria (BLEHAUT et al., 1989).

S. boulardii foi isolada na Indochina em meados de 1920, quando o
microbiologista francés Henri Boulard a encontrou na casca de uma fruta local, a lichia.
E uma levedura néo patogénica, termotolerante (cresce a 37°C) e resistente & acidez e
as proteases gastrointestinais. Consegue sobreviver a passagem pelo trato
gastrointestinal atingindo rapidamente altas concentrac6es no célon (BODDY et al.,
1991). Porém, ndo se implanta no tubo digestivo, devendo ser administrada de maneira
repetida e regular (FULLER, 1992). Apds a descontinuacdo do uso, é eliminada no
periodo de dois a cinco dias, comprovado pela auséncia da levedura nas fezes
(BLEHAUT et al., 1989). S. boulardii € considerada uma variedade de S. cerevisiae,
mas difere desta em varias caracteristicas genéticas e metabolicas (MALLIE et al.,
2001).

S. boulardii € um microrganismo muito utilizado na Medicina humana. Em 1950,
comecaram a ser comercializadas preparacoes liofilizadas, e desde entdo seu uso
como medicamento para combate as diarréias tem aumentado em todo o mundo. E
amplamente comercializada na Europa, Asia, Africa e Américas do Sul e do Norte
(MCFARLAND & BERNASCONI, 1993; BILLOO et al., 2006). Sua eficacia tem sido
demonstrada na prevencgdo e no tratamento de varias desordens intestinais, tais como
diarréia associada a antibiéticos (SURAWICZ, 2003), infec¢ao pelo Clostridium difficile
(ELMER & MCFARLAND, 2001), diarréia em pacientes infectados por HIV (Human
Immunodeficiency Virus) (BORN et al., 1993) ou alimentados por cateteres
(BLEICHNER et al., 1997), diarréia dos viajantes (SCARPIGNATO & RAMPAL, 1995),
recorréncia de doenca de Crohn e colite ulcerativa (GUSLANDI et al., 2003).

A levedura parece exercer ainda atividade antiinflamatéria, observada em
estudos pelo aumento da expressédo de PPAR-gama (Peroxisome Proliferator-Activated

Receptor-gamma). Esse regula a inflamacao no epitélio intestinal (LEE et al., 2005) por:
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inibicdo da producédo de oxido nitrico (GIRARD et al., 2003) via secrecdo de fatores
soluveis que blogueiam a ativacdo de NF-Kb e a expressao de IL-8 (SOUGIOULTZIS et
al., 2006); por limitacdo da infiltracdo de células Thl no cdlon inflamado e; pela
amplificacdo da inflamacédo induzida pela producdo de citocinas pro-inflamatérias
(DALMASSO et al., 2006). S. boulardii neutraliza certas toxinas bacterianas
(BRANDAO et al., 1998), estimula enzimas da borda em escova como lactase,
sacarase e maltase e secreta poliaminas (principalmente espermina e espermidina, que
regulam a expressdo génica e a sintese protéica) (BUTS & KEYSER, 2006). Além
disso, varios trabalhos mostram a acdo de S. boulardii no sistema imunoldgico,
havendo aumento dos niveis de IgA apds a administragdo do probiotico (BUTS et al.,
1990; QAMAR et al., 2001; RODRIGUES et al., 2000).

O microrganismo ndo é afetado pelo uso de antibacterianos, o que permite a
associacdo na terapia para infeccdes gastrointestinais (MCFARLAND & BERNASCONI,
1993; CZERUCKA et al., 2007). Outras vantagens sao a possibilidade de liofilizacao e
a rapida eliminacdo apds interrupcdo da terapia. O uso de S. boulardii tem sido
considerado seguro e os relatos de complicacdes séo raros. Contudo, alguns casos de
fungemia provocados por essa levedura ja foram descritos (VIGGIANO et al., 1995;
RIJNDERS et al., 2000; LHERM et al., 2002; RIQUELME et al., 2003; CASSONE et al.,
2003; LESTIN et al, 2003). A maioria dos casos ocorreu em pacientes
imunossuprimidos ou muito debilitados, e por isso o uso da levedura ndo é

recomendado nessas situacdes (CESARO et al., 2000).

3.3.4 Lactobacillus

O género Lactobacillus foi descrito pela primeira vez em 1900 por um cientista
chamado Moro, que identificou 0s microrganismos nas fezes de lactentes
amamentados ao seio. As bactérias receberam o nome de Bacillus acidophilus,
designacdo genérica dos lactobacilos intestinais (KULP & RETTGER, 1924). As
espécies do género Lactobacillus sdo bastonetes Gram-positivos, catalase negativos,
imoveis, ndo formadores de esporos e microaerofilos. Possuem necessidade nutricional
complexa, pois a sua capacidade de sintese é extremamente limitada. O metabolismo
€ estritamente fermentativo e o acido latico é o principal produto do metabolismo de
carboidratos. Outra caracteristica importante € a tolerancia a acidos, o que permite a
sobrevivéncia a passagem pelo estbmago e a chegada as por¢des mais distais do trato

gastrointestinal. Podem ser encontrados em toda a extensédo do trato gastrointestinal
30



de suinos e de roedores, e nos humanos, habitam a cavidade oral, o trato intestinal e o
trato urogenital feminino (BERGEY’S MANUAL, 1994).

Os lactobacilos séo largamente utilizados na preparacdo de uma variedade de
alimentos como culturas iniciais de queijos e de outros laticinios, e usados também nas
carnes e nos vegetais fermentados (BOTTAZZI, 1988; TANNOCK, 2004).

A estirpe L. delbrueckii UFV-H2b20, anteriormente denominada Lactobacillus
acidophilus UFV-H2b20, € de origem humana e foi isolada de fezes de recém-nascido,
na Universidade Federal de Vicosa (UFV). Em 1988, AGOSTINHO observou em estudo
in vitro que essa linhagem foi capaz de se manter viavel em condi¢Bes estressantes
como as do trato gastrointestinal, na presenca de pH acido, de sais biliares, de lisozima
e de antibidticos. NEUMANN et al. (1998) observaram que a bactéria também foi capaz
de resistir a condicdes estressantes no trato gastrointestinal de camundongos,
mantendo-se viavel em todas as por¢coes que o compdem. Além disso, estimulou
mecanismos de defesa, ativou o sistema fagocitario mononuclear e induziu a producao
de IL-12, TNF-a e o6xido nitrico por células murinas. O L. delbrueckii UFV-H2b20
confere também efeito protetor contra Salmonella sorovar Typhimurium em

camundongos convencionais e isentos de germes (MOURA et al., 2001).

3.3.5 Bifidobacterium

As bifidobactérias foram descritas em 1899, quando Henry Tissier isolou uma
bactéria anaerdbia a partir de fezes de crianca amamentada ao seio. A bactéria foi
denominada Bacillus bifidus devido a sua morfologia ramificada. Bifido em latim
significa dividido em duas partes. Em 1924, Orla-Jensen, microbiologista dinamarqués,
prop6s que a B. bifidus deveria ser classificada como espécie separada, membro do
género Bifidobacterium. Ele a considerou como género distinto, possivelmente
formando uma conexdo entre bactérias lacticas e bactérias do &cido propidnico. No
entanto, durante grande parte do século XX, foi classificada como membro do género
Lactobacillus, devido a sua forma em haste, as suas caracteristicas fermentativas
obrigatérias e principalmente pela indisponibilidade de métodos completos de
identificagdo de organismos na época (MITSUOKA & KANEUCHI, 1977). Somente
apos muitos estudos usando hibridizacdo do DNA e avaliando a capacidade
metabdlica, em 1960, foi aceita como género independente e classificada como
Bifidobacterium (ISHIBASHI et al., 1997).
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Este é um grupo de bactérias Gram positivas, imoveis, ndo esporuladas, nao
produtoras de gas, anaerdbias (embora algumas espécies possam tolerar o oxigénio),
apresentando forma de bastonetes curvos, caracterizadas frequentemente por
bifurcacdo em forma de Y ou V. Crescem a temperatura 6tima entre 37°C e 41°C e pH
otimo entre 6 e 7 (LAROIA & MARTIN, 1990). As bifidobactérias ndo sao bactérias do
acido latico “verdadeiras”, como Lactobacillus ou Streptococcus. Produzem acido
acético e acido latico por uma via incomum do metabolismo da glicose e, pequenas
guantidades de acido formico e de etanol sdo também freqientemente produzidas.
Possuem a enzima frutose-6-fosfatofosfoquetolase (F6PPK) que quebra frutose-6-
fosfato em acetil-1-fosfato e a eritrose-4- fosfato (HUGHES & HOOVER, 1991).

Aproximadamente 30 espécies de Bifidobacterium sdo conhecidas. Aquelas que
habitam naturalmente o trato gastrointestinal dos seres humanos séao diferentes das
existentes no intestino de animais (MITSUOKA, 1984). B. longum, B. breve, B. infantis,
B. bifidum, B. adolescentis e B. pseudocatenulatum sdo espécies de origem humana e
B. pseudolongum, B. thermophilus e B. animalis sdo de origem animal (ISHIBASHI et
al., 1997).

As bifidobactérias comecam a colonizar o intestino do neonato na primeira
semana apds 0 nascimento e se tornam as principais bactérias da microbiota,
constituindo 95% da populagdo bacteriana intestinal, especialmente em criangas
alimentadas ao seio (FAVIER et al., 2002). Ap6s o desmame, 0 numero de
microrganismos desse género diminui gradualmente e outras bactérias passam a
predominar no local (MITSUOKA & KANEUCHI, 1977). A populacao de Bifidobacterium
no humano adulto corresponde entre 3% e 6% da biota fecal e é relativamente estavel.
Em idosos, os niveis dos microrganismos desse género parecem declinar (HOPKINS et
al., 2001). A presenca de bifidobactérias no intestino € associada a grandes
beneficios a saude do hospedeiro. Varios estudos ja observaram importante efeito na
prevencdo e/ou tratamento de diarréias (MARTEAU, 2001; ISOLAURI, 2003)
provocadas por rotavirus (BAE et al., 2002), pelo uso de antibiéticos (ORRHAGE et al.,
1994), pela infec¢do por Clostridium difficile (BEAUGERIE & PETIT 2004) e na diarréia
dos viajantes (CHERMESH & ELIAKIM, 2006). As bifidobactérias também protegem
contra Salmonella typhimurium (SILVA et al. 1999, 2004), Escherichia coli O157:H7
(ASAHARA et al., 2004), Listeria monocytogenes (TOURE et al., 2003) e
Campylobacter jejuni (FOOKS & GIBSON, 2003). Atuam também no tratamento de
doenca inflamatoria intestinal (LEAHY et al., 2005), no alivio da intolerancia a lactose

(JJANG et al., 1996), na constipacdo intestinal (KLEESSEN et al., 1997) e na
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estimulacdo do sistema imunoldgico (PERDIGON et al., 2003; LEE et al., 2004;
TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2004).

Nos ultimos 20 anos, tem ocorrido grande aumento do interesse comercial e
cientifico pelas bifidobactérias. Esses microrganismos sdo amplamente utilizados em
alimentos (iogurtes, leites fermentados, queijos e sorvetes) e em medicamentos. Os
microrganismos sdo ingeridos na forma viavel para regular a microbiota intestinal,
contribuindo para a saude do intestino, prevenindo ou melhorando doengas do trato
gastrointestinal. A utilizacdo das bifidobactérias nos produtos alimentares ocorre ha
bastante tempo, e no Japao, comecou ativamente no inicio de 1980 (ISHIBASHI &
SHIMAMURA, 1993). Mais tarde, se espalhou pela Europa e é agora consumida
mundialmente (TAMIME et al., 1995). A aplicacdo mais representativa de bifidobactéria
nos alimentos € o iogurte.

Para garantir os efeitos benéficos deste probiotico, as bactérias devem estar
viaveis e em grande namero no momento do consumo, para que consigam chegar
vivas no intestino (ADHIKARI et al., 2000). O produto deve conter no minimo 10°
UFC/mL e ser consumido em quantidade superior a 100 mL/dia (GOMES & MALCATA,
1998). A escolha de uma bactéria para utilizacdo comercial em leites fermentados deve
considerar as caracteristicas do microrganismo, como o rapido crescimento e a
tolerancia a acidez e ao oxigénio (RASIC & KUNNAN, 1983; BERRADA et al., 1991).
Em alguns estudos, observou-se que a maioria das marcas comerciais de iogurte
analisadas apresentou niumero muito baixo dessas bactérias. Segundo CHARTERIS et
al. (1997), durante o periodo de armazenamento, a maioria dos produtos contendo
Bifidobacterium apresenta declinio constante no namero de células viaveis. Isso,
porque o baixo pH de leites fermentados e as condicGes aerdbias de producdo e de
embalagem nédo séo propicios a sua sobrevivéncia (DINAKAR & MISTRY, 1994 ).

A presenca de quantidades adequadas desses probibéticos nos alimentos é
importante, mas seus efeitos terapéuticos ocorrerdo somente se conseguirem
sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal. As bifidobactérias, em geral,
conseguem sobreviver, comprovado pelos altos niveis desses organismos encontrados
nas fezes (GIBSON & ROBERFROID, 1995). Entretanto, grandes variacbes de
resisténcia foram observadas entre as espécies de bifidobactérias (BERRADA et al.,
1991; SHAHIDI et al., 2008). O consumo dos produtos contendo esses microrganismos
deve ocorrer de maneira regular, jA que os mesmos desaparecem do intestino dentro

de poucos dias apos a ultima dose.
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Alguns produtos que contém bifidobactérias e lactobacilos tém historia de
utilizagdo muito longa. Esse fato, associado ao crescente conhecimento sobre a
taxonomia e a fisiologia das bifidobactérias, serve como base para a seguranca de seu
uso. Os casos de infeccéo por lactobacilos e bifidobactérias sdo extremamente raros e
estima-se que representam entre 0,05% e 0,4% dos casos de endocardite infecciosa e
bacteremia (SAXELIN et al., 1996). A maior parte dos casos raros de infec¢ao por
lactobacilos ocorre em pacientes com condi¢bes subjacentes predominantemente de
natureza grave (HUSNI et al., 1997). Entretanto, ndo ha evidéncias publicadas
mostrando que o consumo de lactobacilos e bifidobactérias aumente o risco de

infeccdo oportunista entre esses individuos (BORRIELLO et al., 2003).

3.4 PROBIOTICOS E CANCER DE COLON

Em muitos estudos realizados com humanos e animais,
pesquisadores tém analisado como dietas e outros tratamentos afetam os
fatores predisponentes ao cancer de colon. Fatores como aumento da atividade de
enzimas que ativam carcinégenos, aumento de substancias pré-carcinogénicas
dentro do célon ou alteracdo de determinadas populacdes de géneros ou espécies
bacterianas tém sido estudados.

As atividades metabdlicas da microbiota intestinal podem gerar efeitos benéficos
e adversos a saude do hospedeiro (ROWLAND, 1999). Varias evidéncias sugerem o
envolvimento desses microrganismos na etiologia do cancer, tais como: a presenca de
substancias genotéxicas de origem bacteriana nas fezes (VENTURI et al., 1997), a
producdo de substancias com atividade genotdxica, carcinogénica e promotora do
tumor pela microbiota a partir de componentes da dieta (ROWLAND, 1999) e a
ativacdo de procarcinégenos. Além disso, estudos mostram resultados diferentes em
animais isentos de germes e convencionais. REDDY et al. (1975) observaram que
ratos livres de germes tratados com o carcindgeno 1,2-dimetilhidrazina tiveram menor
incidéncia de tumores coldnicos do que 0s ratos convencionais submetidos ao mesmo
tratamento. Outro estudo mostrou também que ratos livres de germe alimentados com
dieta humana apresentaram menores niveis de DNA alterados do que os animais
convencionais (RUMNEY et al., 1993). Esses resultados sugerem que a microbiota do

hospedeiro tem participacdo no processo de carcinogénese. Em decorréncia disso, os
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probioticos podem ser usados para modificar a composi¢cdo da microbiota intestinal,
com o objetivo de interferir nesse processo (BURNS & ROWLAND, 2000). Varios
estudos tém mostrado que os fatores predisponentes ao cancer podem ser alterados
favoravelmente pelo consumo de alguns desses microrganismos (BRADY et al., 2000).
Ha indicacdo de que a ingestdo de certas culturas laticas como os lactobacilos e
bifidobactérias ou seus produtos fermentados reduzem o risco de alguns tipos cancer
(PARK et al., 2007), diminuem o crescimento do tumor (MITSUOKA, 1990; SINGH et
al., 1997) e contribuem para a regressao (GOLDIN & GORBACH, 1984). KULKARNI &
REDDY (1994) observaram inibicdo de 53% na formacdo de FCA e também na
multiplicidade das criptas em ratos que receberam B. longum na dieta (1.5% e 3% de
cultura liofilizada com 2x10%° UFC/g) e injecBes de azoximetano. Em 1997, CHALLA et
al. observaram reducéo de 23% nos FCA e de 28% no total de criptas nos ratos que
receberam dieta com 0.5% B. longum (1x10® UFC/g) e aplicacbes de azoximetano,
quando comparados ao grupo controle. PARK et al. (2007) analisaram ratos
alimentados com dieta rica em gordura e pobre em fibras, submetidos a aplicacdes de
1,2 dimetilhidrazina. Em concordancia com os outros estudos, foi observado que o
grupo suplementado com o probiético (B. polyfermenticus; 3.1x10% UFC/dia) apresentou
menor numero de criptas aberrantes do que aqueles tratados somente com a dieta.
Quando analisados quanto ao efeito sobre os tumores, os probiodticos estudados
também mostraram efeitos positivos. Ratos tratados com dieta suplementada com B.
longum e submetidos a aplicacbes de azoximetano, mostraram significante supressao
da incidéncia e da multiplicidade, além do volume reduzido do tumor colénico (SINGH
et al., 1997). GOLDIN & GORBACH (1980) analisaram o efeito de L. acidophilus na
incidéncia do tumor em ratos submetidos a aplicacbes de DMH. A reducdo na
incidéncia foi observada apds 20 semanas de tratamento nos animais que receberam o
probiotico (40% no grupo suplementado com L.acidophilus e 77% no grupo controle).
Porém, ndo houve diferenca apdés 36 semanas, sugerindo que a atuacdo desse
microrganismo é no aumento do periodo de laténcia ou no tempo de inducdo dos
tumores. TAKAGI et al. (1999) também observaram efeito positivo da dieta contendo L.
casei Shirota (0,05%) em animais que receberam aplicagbes do carcinégeno 3-
methylcholanthrene. Foi observada reducédo significativa de tumores no grupo
suplementado em relacdo ao controle. BRADY et al. (2000) analisaram os estudos
publicados entre 1990 e 2000 que relacionaram o consumo de prebiodticos e probiodticos
e o0 desenvolvimento do cancer de coélon. Foi observado efeito inibidor sobre o

desenvolvimento de criptas aberrantes e de tumores nos modelos animais. Porém, em
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alguns estudos, o efeito ndo € totalmente consistente e é pequeno, o que pode ser
devido a dose ou ao tempo utilizado.

Em humanos, também existem estudos relacionando o consumo de probiéticos
e 0 risco de cancer colorretal. Um estudo epidemiolégico realizado na Finlandia
demonstrou que, apesar da alta ingestdo de gordura, a incidéncia de cancer foi menor
do que em outros paises devido ao alto consumo de leite, iogurte e outros produtos
lacteos. Estudos caso-controle também demonstraram relacdo inversa entre o
consumo de iogurte e outros produtos lacteos fermentados e cancer de célon (YOUNG
& WOLF, 1988; PETERS et al., 1992; BOUTRON et al., 1996). Em contraste, dois
estudos prospectivos americanos (Nurses’ Health Study de 1980-1988 e Health
Professionals de 1986-1990) ndo observaram associacao entre a ingestao de produtos
lacteos e a diminuicdo do risco de cancer de célon (KAMPMAN et al.,, 1994a).
Resultado semelhante foi observado em estudo de coorte feito na Holanda que né&o
encontrou associagao significativa entre os fatores analisados (KAMPMAN et al.,
1994b). Os estudos de intervencdo em humanos para avaliar o efeito dos probiéticos
no cancer, em grande parte, tém utilizado biomarcadores para a avaliacdo de risco
(BURNS & ROWLAND, 2000). HAYATSU & HAYATSU (1993) demonstraram efeito
supressor na excrecdo de mutagenos urinarios decorrentes da ingestdo de carne
moida frita apdés a administracdo de L. casei. Também foi observada a reducédo da
excrecdo mutagénica urindria e fecal ap6s o consumo de L. acidophilus em estudo feito
por LIDBECK et al. (1992).

3.4.1 Mecanismos de acdo dos probidticos nainibicdo do cancer de célon

Os mecanismos pelos quais os probiéticos podem inibir o cancer de célon ainda
sdo pouco entendidos (RAFTER, 2004), mas varias hipéteses séo levantadas, como:

Alteracdo das atividades metabdlicas da microbiota intestinal. Muitos
componentes exdgenos sdo detoxificados pela formagéo de glucuronideos no figado.
Devido a especificidade ao substrato, a enzima bacteriana p-glucuronidase tem a
habilidade de hidrolisar muitos glucuronideos e pode liberar agliconas carcinogénicas
no limen intestinal (ROWLAND et al., 1998). As bactérias probidticas sdo capazes de
reduzir o nivel dessa enzima pro-carcinogénica, além de outras, tais como a
nitroredutase e a azoredutase (GOLDIN & GORBACH, 1984; ROBERFROID, 2000).

Alteragcbes quantitativas e qualitativas da microbiota intestinal. Como

descrito anteriormente, os probiéticos podem alterar a microbiota promovendo balanco
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favoravel as bactérias benéficas em relacdo as patogénicas. Este € um efeito
importante, uma vez que 0S microrganismos prejudiciais estdo possivelmente
envolvidos na génese de promotores do tumor e de pré-carcinogénicos (RAFTER,
2003). Além disso, a microbiota residente fermenta os substratos luminais produzindo
variedade de metabdlitos, em particular os acidos graxos de cadeia curta,
primariamente acetato, butirato e propionato. As bactérias probidticas competem com
outras bactérias, no lumen colbnico, pela fermentacdo de substratos, sendo o
acetoacetato, o acetato e o lactato metabdlitos primarios de bactérias acido-laticas. O
acetato pode ser absorvido e utilizado por tecidos periféricos (POMARE et al., 1985). O
lactato e acetoacetato podem servir de substratos para outros membros da microbiota
e serem degradados a outros 4cidos graxos de cadeia curta. Entre estes, alguns como
o0 butirato sdo potenciais agentes anticarcinogénicos do intestino (SAKATA et al.,
2003). O butirato é a fonte de energia preferencial dos colonécitos e foi implicado no
controle do maquinario regulador da apoptose e da diferenciacao celular (ZORAN et al.,
1997). N&o é produzido diretamente pelas bactérias acido-laticas, mas as mesmas
podem favorecer a populacdo ou a atividade das produtoras deste acido graxo de
cadeia curta no colon (COMMANE et al., 2005).

Alteracdo de condi¢@es fisico-quimicas no célon. A presenca de acido latico
e de acidos graxos de cadeia curta produzidos pelos probidticos acidifica o célon e,
esta reducédo do pH é associada a menor incidéncia de cancer (GOLDIN & GORBACH,
1984). Ratos que receberam dieta contendo inulina com ou sem B. longum
apresentaram decréscimo no pH cecal. O consumo do probidtico foi associado a
alteracbes potencialmente benéficas na fisiologia cecal e na atividade metabdlica
bacteriana. Essas séo relacionadas ao risco de tumor e a incidéncia de lesbes pré-
neoplasicas putativas, indicando efetividade na reducdo das lesBes colbnicas
(ROWLAND et al., 1998).

Atividade antigenotoxica. POOL-ZOBEL et al. (1993) demonstraram a
habilidade de L. casei Shirota de inibir os danos ao DNA no colon de ratos expostos ao
mutageno N-metil-nitro-N-nitrosoguanidine. Este efeito também foi confirmado em
estudos subseqlientes em ratos recebendo o carcindgeno 1,2-dimetilhidrazina e com
suplementacdo de diferentes espécies de lactobacilos, mostrando atividade
antigenotoxica espécie-especifica (POOL-ZOBEL et al., 1996). Resultado semelhante
foi encontrado também em estudo in vitro por NERSESYAN (2001). O autor observou
gue L. acidophilus incubado com células de cdélon de rato em conjunto com o potente

carcinogeno N-metil-nitro-N-nitrosoguanidina levou a decréscimo significativo na
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extensdo de migracdo do DNA (dano ao DNA) prevenindo a acdo genotdxica dessa
substancia.

Estimulac&o da resposta imunoldgica. A inibicdo do desenvolvimento de
tumores provocada pelo consumo regular destes microrganismos pode estar associada
ao seu papel modulador da imunidade (COMMANE et al., 2005). Em estudo feito por
KATO et al. (1994) para determinar se a resposta imunoldgica estava envolvida na
funcdo anticarcinogénica dos probidticos, o efeito do consumo de L. casei no
crescimento de tumores secundarios foi investigado ap0s a remocao cirdrgica de
tumores primarios. Como resultado desta experiéncia, o tumor cresceu gradualmente
no grupo controle enquanto o crescimento do tumor no grupo tratado com lactobacilos
foi inibido significativamente. Os resultados indicaram que a administracdo oral do L.
casei aumenta a imunidade especifica ao tumor. LE BLANC & PERDIGON (2004)
observaram inibicdo do desenvolvimento de carcinoma colorretal induzido por 1,2
dimetilhidrazina em camundongos alimentados com dieta suplementada com iogurte.
Este efeito protetor foi acompanhado por decréscimo da resposta imunoldgica
inflamatoéria mediada pelo aumento de IgA, inducdo de apoptose e de IL-10. Em
estudo feito com camundongos knock-out para IL-10, a modificagdo da microbiota
entérica pelo probidtico L. salivarius subsp. salivarius UCC118, exerceu efeitos tais
como a atenuacgao da inflamagéao e redugéo das lesdes neoplasticas (O'MAHONI et al.,
2001). Em ratos alimentados com L. casei Shirota, observou-se incidéncia reduzida de
tumores assim como atraso no inicio das lesfes induzidas por 3-metilclorantreno.
Nesse estudo, o numero e a citotoxidade das células NK foram significativamente
maiores no grupo estudo do que no grupo controle. Além disso, em modelo de
camundongo geneticamente modificado deficiente em células NK, os lactobacilos nao
suprimiram a tumorogénese sugerindo que o aumento da citotoxicidade das NK por
esses microrganismos atrasa o inicio do tumor (TAKAGI et al., 2001).

Supressdo da atividade da ornitina descarboxilase. A enzima ornitina
descarboxilase (ODC) é crucial na via biossintética de poliaminas. Estas estdo
relacionadas a proliferacdo e diferenciacdo celular e a sintese de macromoléculas.
Varios estudos mostraram elevada taxa de atividade da ODC em pacientes com
cancer, desempenhando esta importante fungcdo no crescimento do tumor (REDDY,
1999). REDDY & RIVENSON (1993) observaram que a propriedade inibitéria do tumor
de colon por culturas liofilizadas de B. longum foi associada com a inibicdo da
proliferacdo celular da mucosa e com a supressao da atividade de ODC na mucosa

colonica. Resultados semelhantes foram encontrados por SINGH et al. (1997) que
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verificaram inibicdo da atividade da ODC e da proliferacdo de células induzidas por
azoximetano em ratos alimentados com B. longum.

O uso de probiodticos no cancer € atrativo, porém mais trabalhos precisam ser
feitos para identificar as estirpes especificas, as caracteristicas responsaveis pelos
efeitos antitumorais e os mecanismos pelos quais esses acontecem. No entanto,
mesmo com a informacdo limitada disponivel, o uso de probidticos na supressao do
cancer parece ser importante. Em humanos, € extremamente dificil a conducéo de
estudos clinicos randomizados para avaliar tal suplementacdo. Porém, sua utilizacédo
potencial certamente merece mais credibilidade, se mais estudos experimentais

reforcarem a teoria (RAFTER, 2002).

39



4 MATERIAL E METODOS
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4.1 ANIMAIS

Camundongos Swiss machos com oito semanas de idade, obtidos do Biotério da
Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram
utilizados. Os animais foram mantidos em temperatura ambiente e ciclo claro-escuro
de 12 horas, acomodados em gaiolas grandes de polietileno com grades metalicas,
contendo no maximo 10 animais em cada uma delas. Todos receberam racao
comercial e agua ad libitum durante todo experimento. O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da UFMG sob o protocolo
n°189/07.

Os animais foram divididos em 10 grupos submetidos aos seguintes
tratamentos: Cont — ndo recebeu nenhum tratamento; Cont/DMH — tratado apenas com
DMH; Lacto — tratado apenas com lactobacilo; Lacto/DMH — tratado com lactobacilo e
DMH; Bifido — tratado apenas com bifidobactéria; Bifido/DMH - tratado com
bifidobactéria e DMH; Lacto/Bifido — tratado com lactobacilo e bifidobactéria;
Lacto/Bifido/DMH - tratado com lactobacilo, bifidobactéria e DMH; Sb — tratado apenas
com levedura; Sb/DMH - tratado com levedura e DMH. Os tratamentos estéo
resumidos na tabela 1. Em seguida, a figura 1 mostra o numero de animais utilizados

em cada grupo durante todo o estudo.

Tabela 1- Resumo dos tratamentos recebidos pelos animais dos diferentes
grupos estudados.

Cont

Cont/DMH X
Lacto X

Lacto/DMH X X
Bifido X

Bifido/DMH X X
Lacto/Bifido X

Lacto/Bifido/DMH X X X
Sb X

Sb/DMH X X

41



Cont Cont/ Lacto

Bifido

Bifido/ Lacto/
Bifido/

Morte

ninicial
{experimento 1)

nrestante

l n complementar
{experimento 2)

Dn para analise de FCA
apos 14 semanas de
tratamento

|:] n para andlise de FCA
apds 20 semanas de
tratamento

1”77 npara teste de
L-- translocagdo

Figura 1- Organograma do namero de animais utilizados (n= namero)
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A partir do dia 0 (TO), os animais dos grupos Lacto/DMH, Lacto, Bifido/DMH,
Bifido, Lacto/Bifido/DMH, Lacto/Bifido, Sb/DMH e Sb receberam agua ad libitum
contendo os probidticos correspondentes, enquanto os grupos Cont/DMH e Cont
receberam apenas agua. Esse tratamento foi feito diariamente durante todo o estudo.
A partir do sétimo dia, os animais receberam aplicagcbes do carcindgeno 1,2
dimetilhidrazina (DMH) (Sigma, Saint Louis, USA) (25 mg/kg e 37 mg/100 mL de EDTA
em solugao salina num volume total de 100uL). A droga foi administrada a cada sete
dias por via subcutanea durante seis semanas. Os grupos nado tratados com DMH
receberam apenas solucdo salina com o veiculo (EDTA).

Os animais foram monitorados diariamente quanto a saude geral. O peso
corporal e o consumo de racao foram anotados semanalmente durante todo o estudo.
Na décima quarta semana de tratamento, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical para andlise. O delineamento experimental esta resumido na

figura 2.

DMH

vy ¥ v v v ¥

Tratamento na agua
r—r1r 1T T 1T T T T T T T 711

|
c 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 1 12 13 14

Figura 2 - Delineamento experimental.

4.3 MICRORGANISMOS

Lactobacillus delbrueckii UFV-H2b20 foi isolado de fezes de recém-nascido na

Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais. A bactéria foi mantida a — 18°C em
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caldo De Man, Rogosa & Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA), adicionado de 10% de
glicerol esterilizado.

Bifidobacterium animalis var. lactis Bb12 foi cedido pela Christian Hansen Lab.
(Horsholm, Dinamarca) na forma liofilizada e foi mantido em anaerobiose.

Saccharomyces boulardii foi cedido pela Merck S.A. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
e mantido a 4°C em caldo YPG (1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de
glicose) em concentracédo de 10° UFC/mL, quantificada por plaqueamento em &gar
Sabouraud (Difco, Sparks, EUA).

4.4 PREPARO DA AGUA

Saccharomyces boulardii foi cultivado em 20 mL de caldo YPG e mantido a 37°C
por 24 horas. Ja as bactérias foram cultivadas em 10 mL de caldo MRS sob as
mesmas condicdes de temperatura e tempo, sendo a bifidobactéria mantida em camara
de anaerobiose (Forma Scientific Company, Marietta, EUA, contendo 85% N, 10% H,
e 5% CO,). Apds o crescimento, as culturas foram centrifugadas a 5000rpm por 15
minutos e o sobrenadante descartado. As células foram lavadas com 5 mL de agua e
centrifugadas novamente nas mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi novamente
descartado e, as células suspensas em 100 mL de agua que foram colocados nos
bebedouros. Este procedimento foi feito diariamente durante todo o estudo.

A concentracdo dos probiéticos na agua foi de 10%UFC/mL, com excec¢do do
grupo tratado com a mistura de lactobacilo e bifidobactéria cuja agua continha
10°UFC/mL de cada bactéria.

4.5 CONSUMO DE RACAO E PESO DOS ANIMAIS

A ingestdo de ragdo e o peso dos animais foram monitorados semanalmente

usando balancga digital da marca Filizola (Sao Paulo, Brasil).
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4.6 MORTALIDADE

No estudo piloto, observou-se grande mortalidade nos grupos tratados com DMH
e certos probioticos. Para verificar se os tratamentos contribuiram para este fato,
durante todo o experimento, os animais foram monitorados para a analise da
mortalidade acumulada, sendo registrado quantos morreram por grupo. A data do 6bito
de cada camundongo foi registrada e estes pontos foram inseridos em grafico de curva
de sobrevida.

4.7 TRANSLOCACAO DOS PROBIOTICOS

No intuito de verificar se a aplicacdo do carcinégeno promoveu a passagem dos
probidticos para outros tecidos, foi realizada a determinacdo da translocacgdo
microbiana para os linfonodos mesentéricos (LM), baco e figado.

Para essa analise, foram utilizados outros 48 animais divididos em oito grupos,
submetidos aos mesmos tratamentos explicitados anteriormente: Lacto, Lacto/DMH,
Bifido, Bifido/DMH, Sb, Sb/DMH, Cont e Cont/DMH). Lacto/Bifido e Lacto/Bifido/DMH
nao fizeram parte desse teste. A andlise foi feita em trés animais de cada grupo em
duplicata (n=6) 48 horas apds a primeira aplicacdo de DMH. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical para coleta do baco, do figado e dos LM. Os
orgdos foram imediatamente pesados, triturados em maceradores e submetidos a
diluicdes decimais em PBS (solucado salina tamponada com fosfato). Aliquotas de 100
uL das diluicbes adequadas foram incorporadas em agar Sabouraud (Difco, Sparks,
EUA) para os grupos tratados com a levedura e agar MRS (Difco, Sparks, EUA) para
agueles tratados com as bactérias. Os procedimentos foram realizados sob condi¢bes
assépticas em capela de fluxo laminar (VECCO, Campinas, SP) e todo o material foi
esterilizado previamente. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para a
enumeracao e, a translocacao dos probidticos foi confirmada pelo método de coloracao
de Gram. Para os grupos tratados com a bifidobactéria, todos os procedimentos, apés

a pesagem, foram feitos em camara de anaerobiose.
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4.8 ANALISE DOS FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES

O impacto dos diferentes tipos de probioticos na inibicdo da carcinogénese foi
avaliado por meio da andlise dos focos de criptas aberrantes na mucosa colénica dos
animais. Logo apos o sacrificio, o intestino grosso foi coletado desde o ceco até o anus,
tendo sido lavado em solucdo salina e aberto longitudinalmente pela borda anti-
mesentérica. Em seguida, foi colocado em parafina com a mucosa voltada para cima e,
preso com alfinetes para fixacdo em formol por 24 horas (Figura 3). Apos esse periodo,
cada intestino foi medido e dividido em trés fragmentos iguais, denominados de
proximal, medial e distal, em relagcdo ao ceco. Esses fragmentos foram corados com
solucéo de azul de metileno a 0,1% por dois minutos e lavados em PBS. A identificacao
das criptas aberrantes foi feita segundo a técnica de BIRD (1987) com auxilio de
microscopio 6tico de luz com aumento de 40 vezes. A contagem foi feita em toda a
superficie mucosa do intestino grosso (do célon ao reto) por dois observadores
treinados que nao sabiam a que grupos 0S animais pertenciam e que realizaram
contagens independentes. Como ndo houve diferenca significativa entre as avaliacbes
dos observadores (p<0,05), a média das duas contagens foi utilizada para as demais
analises. O numero total de FCA, sua distribuicdo ao longo do célon e a multiplicidade
das criptas foram analisados. A distribuicdo foi avaliada entre as regides proximal,
medial e distal do intestino grosso e a multiplicidade foi observada por categorizacéo
dos focos, dividindo-os em focos contendo trés ou menos criptas aberrantes e
contendo mais de trés criptas aberrantes. O percentual de reducdo dos FCA foi obtido
por regra de trés. Considerou-se a média do grupo Cont/DMH como 100% e calculou-
se o percentual de FCA nos grupos Lacto/DMH, Bifido/DMH, Lacto/Bifido/DMH e
Sb/DMH. A patrtir disso, o valor calculado foi subtraido de 100% para obter o percentual

de reducéo.
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Figura 3 — Preparo do intestino para andlise das criptas
aberrantes. A - Remocao do intestino grosso; B - Lavagem; e C -
Abertura em parafina.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o software SigmaPlot na verséo 11.0.
O peso corporal e o consumo de ragcdo foram avaliados entre os grupos tratados
simultaneamente com probiético e DMH e seus respectivos controles (grupo tratado
com o mesmo probiotico, Cont/DMH e Cont). Os testes utilizados foram Kruskal-Wallis
e teste de comparacdes multiplas de Dunn’s. A curva de sobrevida foi estimada pelo
teste de Kaplan-Meier e pelo teste de comparacao de curvas de log-rank. O teste T de
Student foi utilizado para a comparacao entre as contagens dos FCA feitas pelos dois
observadores e também para as demais analises das criptas aberrantes (comparacao
entre 0s grupos tratados simultaneamente com probidtico e DMH versus grupo
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Cont/DMH). A analise dos FCA nas trés regides do colon (proximal, medial e distal) foi
feita por ANOVA e teste de comparacdes multiplas de Holm-Sidak. O valor de p foi
fixado em 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS
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5.1 CONSUMO DE RACAO E PESO DOS ANIMAIS

No tempo zero (TO), ndo houve diferenca significativa entre os pesos dos
animais dos grupos estudados. Ao final do estudo, verificou-se que as aplicacdes de

DMH, em geral, induziram aumento de peso corporal (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito dos tratamentos sobre o peso corporal

n Mediana Média + DP
Cont 10 43,50 43,05 3,18
Cont/DMH 15 48,50* 48,60 4,80
Lacto 9 44,507 44,28 552
Lacto/DMH 16 50,00* 50,16 3,82
Bifido 9 48,50 48,61 2,47
Bifido/DMH 17 49,00* 48,85 2,43
Lacto/Bifido 10 48,25 48,30 2,26
Lacto/Bifido/DMH 14 45,00 46,50 5,56
Sb 9 43,00 44,75 7,41
Sb/DMH 15 46,00 45,60 2,33

n= namero de animais por grupo; DP= desvio padrédo. Teste de Kruskal-Wallis e teste
de comparagdes multiplas de Dunn’s.

* p <0,05 comparado ao grupo Cont.

T p<0,05 comparado ao seu grupo experimental (probiético+DMH).

O consumo de racéao diferiu apenas entre os grupos Lacto/DMH e Lacto, sendo

maior no primeiro grupo (p<0,05).

5.2 MORTALIDADE

Nenhum animal dos grupos Cont/DMH e Sb/DMH morreu durante o
experimento. Nos grupos Lacto/DMH, Bifido/DMH e Lacto/Bifido/DMH a mortalidade foi

de 40%, 30% e 60% respectivamente. Entre os ndo tratados com a droga, apenas um
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animal do grupo Sb morreu (10%), enquanto os animais dos outros grupos (Cont,
Lacto, Bifido e Lacto/Bifido) sobreviveram até o fim do estudo.

A Figura 4 mostra a mortalidade acumulada dos camundongos durante os 91
dias do periodo experimental. Foi encontrada diferenca significativa entre as curvas dos
grupos que nao apresentaram mortalidade (Cont, Lacto, Bifido, Lacto/Bifido, Cont/DMH
e Sb/DMH) e os grupos Lacto/DMH e Lacto/Bifido/DMH (p<0,05). O grupo Sb também
diferiu de Lacto/Bifido/DMH (p< 0,05). A maior parte dos animais morreu entre 0 nono e

décimo dia do estudo, ou seja, de 48 a 72 horas ap0s a primeira aplicacdo de DMH.
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Figura 4 - Sobrevida de camundongos dos grupos Cont, Cont/DMH, Lacto, Lacto/DMH, Bifido,
Bifido/DMH, Lacto/Bifido, Lacto/Bifido/DMH, Sb e Sb/DMH. Curva de sobrevida de Kaplan-Meier e
comparacdo das curvas por log-rank (p<0,05). Simbolos iguais indicam diferenga significativa. As
cores que nao aparecem no grafico correspondem aos grupos que ndo apresentaram mortalidade e
estdo representados pela linha cinza.
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5.3 TRANSLOCACAO DOS PROBIOTICOS

A Figura 5 mostra a translocacdo microbiana para os linfonodos mesentéricos
(LM), baco e figado dos animais de cada grupo. No grupo Cont, ndo foram detectados
microrganismos em nenhum dos Orgaos avaliados. Ja no grupo Cont/DMH, ocorreu
translocacdo para os LM de trés animais (10*UFC/g de 6rgéo) e para o baco e o figado
de um animal (10'UFC/g de 6rgéo).

Lactobacillus delbrueckii UFV-H2b20 foi encontrado apenas nos LM de um
animal (10°UFC/g de 6rgdo) do grupo Lacto, enquanto no grupo Lacto/DMH foi
observada translocacdo para os LM de cinco dos seis animais (10° UFC/g de 6rgdo) e
para o baco (10°UFC/g de 6rg&o) e figado (10°UFC/g de 6rgéo) de dois deles.

B. animalis var. lactis Bb12 translocou para os LM de quatro dos seis animais
(10* UFC/g de 6rgdo) e para o figado de um animal (10°UFC/g de 6rgédo) do grupo
Bifido. No grupo tratado com a bifidobactéria e o DMH, a bactéria foi detectada nos LM
de todos os animais em nivel elevado (10° UFC/g de 6rgéo) e também no baco (10°
UFC/g de 6rgdo; quatro dos seis animais) e no figado (10 UFC/g de 6rg&o; cinco dos
seis animais).

No grupo Sb, S. boulardii foi detectada apenas nos LM de um animal (102 UFC/g
de 6rgédo). No Sb/DMH, a levedura foi encontrada em niveis baixos nos LM de dois
animais (10° UFC/g de 6rg&o) e no figado (10° UFC/g de 6rgdo) e no baco de um dos
seis animais analisados (10? UFC/g de 6rg&o).

No momento da analise de translocacdo, nenhum animal encontrou-se
visivelmente debilitado como aqueles que morreram durante o estudo (pouca

mobilidade; respiracéo dificil; cauda, orelhas e focinho arroxeados).
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Figura 5- Translocacdo microbiana para os linfonodos mesentéricos, baco e figado dos
camundongos dos grupos Cont, Cont/DMH, Lacto, Lacto/DMH, Bifido, Bifido/DMH, Sb e Sh/DMH
dois dias ap6s a primeira administracdo de DMH ou solu¢éo salina. Os resultados sao expressos
como intensidade (média dos niveis populacionais microbianos/g de 6rgédo) e freqiiéncia (nimero de
animais positivos para a presenca de bactérias nos 6rgdos/numero total de animais) da
translocacao.

5.4 ANALISE DOS FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES

A tabela 3 mostra o numero total de FCA obtido pela média dos numeros

encontrados pelos observadores. Todos os animais tratados com DMH apresentaram

focos de criptas aberrantes (Figura 6). Entretanto, alguns focos também foram

encontrados nos grupos nao tratados com a droga. Porém, foi observada diferenca

significativa entre os grupos Cont/DMH e Cont (p<0,05). Entre os tratados com a droga,

Lacto/DMH e Bifido/DMH apresentaram numero menor de FCA do que o grupo

Cont/DMH (p<0,05). J4 o consumo das bactérias associadas (Lacto/Bifido/DMH) e da

levedura (Sb/DMH) ndo provocou diferenca significativa no numero total de FCA em

relacéo ao grupo Cont/DMH.
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Tabela 3 - Numero total de focos de criptas aberrantes

N Média + DP
Cont 5 3,07* 0,52
Cont/DMH 10 62,00 7,94
Lacto 5 4,66 1,24
Lacto/DMH 11 27,43* 4,50
Bifido 5 0,39 0,42
Bifido/DMH 12 34,04* 7,77
Lacto/Bifido 5 2,12 1,19
Lacto/Bifido/DMH 9 81,04 24,93
Sb 5 0,75 0,74
Sb/DMH 10 58,2 4,47

n= numero de animais por grupo; DP=desvio padrao.
Teste t de Student. * p<0,05 comparado ao grupo Cont/DMH.

Figura 6- Foco com duas criptas aberrantes.

O percentual de reducédo dos FCA foi de 55,75% no grupo Lacto/DMH, 45,09%
no Bifido/DMH e 6,12% no Sb/DMH. O grupo Lacto/Bifido/DMH ndo apresentou

reducdo dos FCA (Figura 7).
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Figura 7- Percentual de reducéo dos focos de criptas aberrantes.

5.4.1 Caracteristicas dos focos de criptas aberrantes

5.4.1.1 Focos com trés ou menos criptas aberrantes

Apenas o grupo tratado com o lactobacilo e o carcinégeno (Lacto/DMH)

apresentou niamero menor de focos contendo trés ou menos criptas aberrantes quando

comparado ao grupo Cont/DMH, conforme mostrado na tabela 4.

Tabela 4 - Focos com trés ou menos criptas

aberrantes
N Média £ DP
Cont/DMH 10 58,63 4,01
Lacto/DMH 11 28,01* 6,04
Bifido/DMH 12 56,71 8,92
Lacto/Bifido/DMH 9 79,61 27,4
Sb/DMH 10 58,13 7,87

n= nimero de animais por grupo; DP= desvio padréo. Teste

t de Student. * p <0,05 comparado ao Cont/DMH.



O percentual de reducéao de focos com trés ou menos criptas foi de 52,22% no
grupo Lacto/DMH, 3,27% no grupo Bifido/DMH e 0,85% no grupo Sh/DMH.
Lacto/Bifido/DMH n&o apresentou efeito positivo (Figura 8).
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Figura 8 - Percentual de reducéo dos focos com trés ou menos criptas aberrantes.

5.4.1.2 Focos com mais de trés criptas aberrantes
Todos os grupos apresentaram maior numero de focos contendo trés ou menos

criptas aberrantes (p<0.05). Contudo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos

tratados com probiéticos e DMH e o grupo Cont/DMH (Tabela 5).
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Tabela 5 - Focos mais de trés criptas aberrantes

n Média + DP

Cont/DMH 10 2,23 1,64
Lacto/DMH 11 1,75 0,76
Bifido/DMH 12 0,58 0,48
Lacto/Bifido/DMH 9 2,10 0,96
Sb/DMH 10 1,76 0,66

n= numero de animais por grupo; DP= desvio padrdo. Teste t
de Student. * p<0,05 comparado ao grupo Cont/DMH.

Houve reducéo de 21,52% dos focos com mais de trés criptas aberrantes no
grupo Lacto/DMH, 73,99% no Bifido/DMH, 5,80% no Lacto/Bifido/DMH e 21,07% no
Sb/DMH (Figura 9).
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Figura 9 - Percentual de reducdo dos focos com mais de trés criptas aberrantes.
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5.4.1.3 Focos de criptas aberrantes por regido do célon

No grupo Cont/DMH, foi observado maior numero de FCA na regibes medial e
distal. Os grupos Lacto/DMH e Sb/DMH apresentaram numeros maiores na regiao
proximal e medial, enquanto que no grupo lacto/bifido/DMH houve predominancia na
regido distal. Por outro lado, no grupo Bifido/DMH a distribuicdo das criptas aberrantes
foi idéntica em todas as regides do colon (Tabela 6).

Tabela 6 - Focos de criptas aberrantes por regido do

cllon
Cont/ Lacto/ Bifido/ IE;?:.;CZ S/
DMH ~ DMH DMH If0  DMH
o Media 105 121 164 1924 2624
DP 113 062 079 831 362
v Media 217 101 1814 2214 1505
DP 374 125 305 066 1,22
o Media 249 508 1647 3065% 1506

DP 3,4 3,25 5,4 1,37 1,28

P= proximal; M= medial, D= distal; DP= desvio padrdo. ANOVA one
way e teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak.
* p<0,05 comparada as outras regides do intestino grosso.
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6 DISCUSSAO
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O presente trabalho apresentou como limitacdo o periodo de tratamento
relativamente longo, necessario para o modelo experimental de cancer de célon, o que
inviabilizou a administracdo dos probidticos por gavagem. Por esse motivo 0s
microrganismos foram administrados na agua, e consequentemente, isso
impossibilitou a quantificacdo exata dos niveis ingeridos. Além disso, outra limitacdo
importante foi a grande mortalidade ocorrida apés a primeria dose de DMH, o que
interferiria no tamanho da amostra e impactaria nas analises estatisticas. Assim, ap6s
algumas repeticdes do experimento, a persisténcia desse fato levou a necessidade de
utilizar maior numero de animais nos grupos afetados (experimento 1 e 2),
proporcionando a quantidade suficiente para essas andlises. Entretanto, no
experimento 2 ndo houve mortalidade, o que ocorreu provavelmente devido a
impossibilidade de administracdo dos probidticos nesses animais no dia da primeira
aplicacdo da droga, como consequéncia de impedimento por condi¢des
metereoldgicas. Por esse motivo, apenas os dados de mortalidade do experimento 1
(que foram semelhantes ao estudo piloto) foram considerados para a analise.

Os grupos que apresentaram mortalidade foram os tratados simultaneamente
com o carcindégeno e os probioticos L. delbrueckii UFV-H2B20 e B. animalis var. lactis
Bb12. A sobrevivéncia dos animais dos outros grupos sugere que provavelmente a
causa do Obito tenha sido consequente a associacdo daqueles probidticos com a
droga. Porém, outros trabalhos experimentais que usaram substancia quimica indutora
de cancer de célon e probibticos ndo descreveram qualquer taxa de mortalidade apos a
primeira dose de DMH (CHALLA et al., 1997; OHKAWARA et al., 2005; SIVIERI et al.,
2008). Assim, com o intuito de avaliar a possibilidade de infec¢do pelos probidticos
associados ao uso de DMH como a causa do Obito, a translocacdo microbiana foi
avaliada. O termo translocacéo é definido como a passagem de microrganismos viaveis
do trato gastrointestinal para sitios extra-intestinais ou tecidos (WOLOCHOW et al,
1966). Para BERG (1995), a translocacdo bacteriana ocorre em trés estagios: no
primeiro, a bactéria transpde a mucosa intestinal, alcancando os linfonodos
mesentéricos (LM); no segundo, a bactéria migra dos LM para outros 6rgdos como
figado, bago, pulmdes e rins; e no terceiro e ultimo estagio, a bactéria se dissemina
pela cavidade peritoneal e sangue, provocando sepse. Nossos resultados mostraram
gue o grupo que nao recebeu nenhum tratamento (Cont) ndo apresentou translocacao.
Em camundongos saudaveis, a microbiota fisiol6gica transloca continuamente em
baixas taxas através da mucosa intestinal, porém € morta pelas defesas imunologicas

do hospedeiro durante seu transito pela lamina prépria intestinal e in situ nos 6rgaos
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reticuloendoteliais, como linfonodos mesentéricos (BERG, 1999). Em todos 0s grupos
suplementados com probidticos ndo submetidos a aplicagdes de DMH, a translocacao
ocorreu em poucos animais, em pequena quantidade e principalmente para os LM.
Segundo BERG (1999), lactobacilos normalmente povoam o trato gastrointestinal em
niveis altos (10" a 10%g de conteldo intestinal) e translocam “espontaneamente”. As
bactérias anaerdbias obrigatérias indigenas sdo detectadas raramente nos linfonodos
mesentéricos de camundongos saudaveis, apesar de se encontrarem em niveis muito
altos como 10 a 10%/g de conteldo intestinal. Assume-se que anaerébios
obrigatérios cruzam a barreira intestinal como as bactérias facultativas, mas sao
provavelmente mortos mais facilmente nos sitios extra-intestinais devido a
sensibilidade ao oxigénio. Porém B. animalis var. lactis Bb12 tolera o oxigénio por
algum tempo. SILVA (2002) detectou a mesma bactéria nos LM de cinco dos cinco
camundongos gnotobiéticos monoassociados por 10 dias, na concentracdo de 10°
UFC/g de 6rgdo. Ja a levedura S. boulardii ndo translocou para os LM, figado, rins,
pulmdes e coracdo em camundongos que a receberam na agua de beber durante 70
dias (BLEHAUT et al., 1989). Segundo MCFARLAND E BERNASCONI (1993), tem
possibilidade praticamente inexistente de translocacdo em condi¢cdes normais, uma vez
que a levedura néo coloniza o célon.

Para um probidtico e para os componentes da microbiota indigena, € importante
que ocorra leve translocacéo (10" até 10° UFC/g), de preferéncia para os LM, para que
haja contato entre o0 microrganismo e o sistema imunologico do hospedeiro, sem o qual
ndo haveria efeito imunomodulador (FILHO, 1996). Porém, acima de 10* UFC/g de
orgdo e quando atinge o figado e o baco, a translocacdo néo é mais fisiolégica e passa
a ser patologica. Segundo BERG (1992), a translocacdo patoldgica pode ocorrer por
trés motivos: quando a populacdo de certas bactérias intestinais alcanca niveis
anormalmente elevados, quando o sistema imunoldégico se encontra de alguma
maneira comprometido, e quando a mucosa intestinal, que funciona como barreira, esta
fisicamente alterada. Além destes, fatores ambientais como dieta, estresse e outros
podem alterar o balango microbiano no trato gastrointestinal, promovendo também a
translocacdo. Em nosso estudo, foi observado que a administracdo de DMH aumentou
a translocacao dos microrganismos para os LM, baco e figado. Isso pode ter ocorrido
devido a resposta organica ao estresse provocado pela droga, um agente agressor da
homeostase do animal. O organismo responde liberando mediadores inflamatérios (por
exemplo, TNF-q, IL -1 e IL m-6) que liberam substratos para impedir a invasdo de

patdogenos. Concomitantemente, ha a resposta anti-inflamatoria compensatoria
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(CARS). Os dois fendbmenos impactam na imunidade, influenciando o processo
infeccioso secundario. Além disso, o estado hipermetabdlico da resposta ao estresse
causa perda da integridade da barreira da mucosa (MANNICK et al., 2001). Visto isso,
pode-se sugerir que o aumento da translocacdo ocorreu devido a supressao da
resposta imunoldgica e ao aumento da permeabilidade da mucosa provocados pela
aplicacdo da droga. Ademais, os altos niveis microbianos presentes no intestino,
decorrentes da suplementacdo dos probibticos, podem ter contribuido também para
este evento. Os niveis mais elevados de microrganismos nos tecidos extra-intestinais
foram observados nos grupos tratados com lactobacilo e bifidobactéria, que foram
também aqueles que apresentaram mortalidade. Quando a microbiota intestinal, suas
toxinas e/ou seus produtos ultrapassam a barreira intestinal e ndo séo eliminadas pelo
sistema imunologico, ocorre a liberacdo de moléculas mediadoras da resposta
inflamatoria (citocinas, hormonios, fatores de crescimento e quimiotaticos). Essas
produzem cascata de eventos que progressivamente, em determinadas situacoes
clinicas, poderdo levar a sepse, insuficiéncia multipla de 6rgdos e sistemas e, morte
(MACFIE et al., 1999). O grupo tratado simultaneamente com S. boulardii e DMH teve
menores niveis de translocacdo e menos animais afetados quando comparado aos
grupos tratados com as bactérias e a droga. Uma explicacdo para isso pode ser o
tamanho da levedura que €é superior ao das bactérias (KRASILCHIK et al., 2001), o que
dificulta a passagem da mesma para tecidos extra-intestinais.

A determinacao da translocacédo dos grupos Lacto/Bifido e Lacto/Bifido/DMH nao
foi realizada devido a dificuldade de separacdo das bactérias administradas. Isso
porque nas amostras dos 6rgaos incorporadas em agar e mantidas em aerobiose,
cresceria somente o lactobacilo. J& naguelas mantidas em anaerobiose, cresceria tanto
a bifidobactéria, que é anaerdbia, quanto o lactobacilo, que é microaeréfilo. Apesar
disso, conforme foi visto nos grupos Lacto/DMH e Bifido/DMH, provavelmente o grupo
Lacto/Bifido/DMH também apresentou translocacdo das bactéria para o figado e o
baco. Isso pode ter ocorrido principalmente pelo fato de que os animais desse grupo
receberam o dobro da quantidade de bactérias administradas aos outros animais que
as receberam separadamente (Lacto/DMH e Bifido/DMH). Esse fato explicaria a maior
mortalidade ocorrida no grupo Lacto/Bifido/DMH em comparacdo aos que receberam
apenas um tipo de bactéria. Nao ha na literatura trabalhos que investigaram a
translocacéo dos probiodticos apos a aplicagdo do DMH.

E importante salientar que no momento do teste de translocacio, nenhum dos

animais utilizados se apresentou debilitado como os outros que morreram durante o
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estudo. E possivel que nesses animais que n&o sobreviveram, niveis ainda maiores de
bactérias tenham atingido os tecidos extra-intestinais (niveis letais sdo geralmente em
torno de 107 UFC/g). Outro fato importante é que a translocacéo para o baco e o figado
nao ocorreu em todos os animais analisados e atingiu niveis diferentes entre os
animais do mesmo grupo. Os camundongos Swiss ndo Sao isogénicos e portanto,
alguns podem ser mais resitentes do que 0s outros. I1sso pode ser uma justificativa para
0 Obito de apenas parte dos animais que receberam o mesmo tratamento.

Além da translocacédo, as aplicacdes de DMH também parecem ter influenciado
0 aumento de peso dos animais. Em conformidade com os nossos resultados, LEE &
LEE (2000) observaram que os animais tratados com azoximetano encontraram-se
mais pesados do que os controles, porém a diferenca ndo foi significativa. O maior
peso dos animais submetidos a essa droga pode ser também uma consequéncia da
resposta organica ao estresse. Apés a fase de catabolismo, € iniciado o anabolismo
com recuperacao da ingestado alimentar e consequente ganho de peso.

Na andlise da mucosa intestinal, a presenca de maior niumero de FCA nos
grupos submetidos a aplicacdes de DMH foi observada, comprovando a eficacia do
modelo de carcinogénese. No entanto, esses também foram encontrados em pequeno
namero em alguns animais dos grupos submetidos a droga. Esse resultado contrasta
com outros trabalhos da literatura que ndo observaram nenhum FCA nos grupos
controle (ROWLAND et al.,, 1998; BOLOGNANI et al.,, 2001; PARK et al., 2007,
SIVIERI, et al., 2008). Como o grupo Cont também apresentou FCA, pode-se assumir
gue os microrganismos utilizados ndo foram o fator indutor da formacdo de criptas
aberrantes. E importante considerar que a analise foi realizada por observadores
treinados, porém a contagem pode ter sido superestimada ja que esta € uma analise
subjetiva. Além disso, segundo OLIVEIRA et al. (2001), os animais raramente
desenvolvem o cancer espontaneamente.

Entre os diferentes tratamentos com probidticos, apenas a suplementacdo com
L. delbrueckii UFV-H2B20 e com B. animalis var. lactis Bb12 reduziu a formacdo de
FCA. Resultado semelhante de protecdo contra a carcinogénese pelo consumo de
bifidobactéria foi observado por ABDELALI et al. (1995). Esses autores verificaram que
ratos tratados com DMH e dieta contendo B. longum apresentaram 63% de reducéo do
namero total de criptas aberrantes por colon. Efeito positivo também ocorreu com a
suplementacdo de L. casei Shirota que diminuiu o nimero de FCA e de tumores em
animais tratados com azoximetano (YAMAZAKI et al., 2000). Ja foi demonstrado que a

ingestdo de bactérias do &cido latico reduz o dano ao DNA induzido por substancias
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quimicas (POOL-ZOBEL et al.,, 1996). Segundo ROWLAND et al. (1998), essas
bactérias influenciam o processo de carcinogénese em varios pontos, 0 que aumenta o
potencial e a efetividade na prevencdo do cancer. O lactobacilo inibiu
consideravelmente o namero total de FCA e aqueles contendo trés ou menos criptas.
Ja a bifidobactéria induziu inibicdo apenas do numero total de FCA, embora tenha
havido reducéo de 70% daqueles contendo mais de trés criptas aberrantes. Contudo, a
diferenca em relacéo ao grupo Cont/DMH néao foi significativa. Segundo PRETLOW et
al. (1991), FCA sao lesdes pré-neoplasicas detectaveis precocemente no
desenvolvimento do cancer de colon. As caracteristicas, como o numero de criptas,
auxiliam na identificacdo das alteragbes celulares e moleculares geradoras do tumor e
a quantificar a evolugcédo das alteragcdes que ocorrem com 0 tempo na carcinogénese.
Os focos com mudltiplas criptas parecem ser mais resistentes a morte celular por
apoptose quando comparados aos focos menores (com trés ou menos criptas) (BIRD,
1995) e as evidéncias sugerem que FCA maiores (com quatro ou mais criptas) sao
mais preditivos de incidéncia tumoral. No presente estudo, todos os grupos analisados
apresentaram maior numero de focos com trés ou menos criptas aberrantes. Isso
ocorreu devido ao periodo de tempo utilizado, que foi de 14 semanas. Ja foi
demonstrado que a multiplicidade das criptas, ou seja, 0 numero de criptas por foco,
aumenta com o tempo (BIRD, 1987; ROWLAND, 1998). Em decorréncia disso, estudo
adicional esta sendo feito para verificar o efeito desses probibticos apdés 20 semanas
de tratamento.

Ao contrario de outros trabalhos que mostraram inibicdo da carcinogénese pelo
consumo da mistura de lactobacilo e bifidobactéria (MCINTOSH et al., 1999; LEE &
LEE, 2000), no presente estudo n&o foi observado efeito positivo da combinagéo de L.
delbrueckii UFV-H2B20 e B. animalis var. lactis Bb12. Os estudos citados utilizaram
10° UFC/mL da mistura das bactérias. Nesses, houve efeito benéfico, porém, o
resultado nao foi melhor do que observado com o uso das bactérias isoladas. Diferente
desse estudo, nés utilizamos na mistura 10 UFC/mL de cada bactéria para verificar se
o0 consumo de quantidade maior exerceria melhores efeitos do que o uso isolado e,
melhores do que a mistura em pequena quantidade. Como ndo houve efeito positivo,
pode-se sugerir que a combinac&o dos probibticos néo inibiu as lesdes pré-neoplasicas
em decorréncia da dose utilizada neste estudo.

O tratamento com S. boulardii também néo reduziu significativamente a
formacdo de focos de criptas aberrantes. Niveis baixos de translocacdo da levedura

podem estar relacionados a esse resultado. Como foi citado anteriormente, alguma
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passagem do microrganismo para tecidos extra-intestinais é importante para estimular
a resposta imunoldgica. Estimulo esse que € um dos possiveis mecanismos envolvidos
na inibicdo da carcinogénese pelos probidticos. Além disso, a dose também pode ter
influenciado esse resultado. FILHO (1996) observou que dose menor de S.boulardii
exerceu melhor efeito na translocacdo bacteriana e no tempo de sobrevida de
camundongos tratados com ciclofosfamida em relagédo a animais tratados com doses
maiores. Na literatura n&o foram encontrados trabalhos que avaliaram o efeito anti-
carcinogénico da levedura.

A localizacdo dos FCA também €& uma caracteristica importante. No nosso
estudo, foram observados numeros maiores de FCA na regido distal apenas nos
grupos Cont/DMH e Lacto/Bifido/DMH. De acordo com a literatura, tanto no célon
humano quanto no colon animal, os FCA sdo mais frequentemente localizados nas
partes distais do que nas proximais, 0 que esta em conformidade com o que ocorre no
cancer colorretal (KOO & RAO, 1991; SHPITZ et al., 1998; JACKSON et al., 1999;
REDDY, 1999; RODRIGUES et al., 2002)
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7 CONCLUSAO

66



Diante do exposto, péde-se concluir que:

- L. delbrueckii UFV-H2b20 e de B. animalis var. lactis Bb12 quando utilizados
isoladamente tiveram efeito positivo na inibicdo de lesGes pré-neoplasicas no célon. O
total de FCA foi reduzido em ambos os tratamentos, porém o numero de focos com trés
ou menos criptas foi menor apenas no grupo que recebeu o lactobacilo. Em todos os
grupos submetidos a droga, trés ou menos criptas aberrantes foram observadas em
maior quantidade. Apenas os grupos Cont/DMH e Lacto/Bifido/DMH apresentaram a

maior parte dos FCA na regido distal;

- a administracdo de DMH favoreceu o aumento de peso dos animais, mas nao o

consumo de racéo;

- grupos submetidos a inje¢cdes de DMH e administracdo dos probioticos L. delbrueckii

UFV-H2B20 e B. animalis var. lactis Bb12 apresentaram maior mortalidade.

- a administracdo de DMH favoreceu a translocacdo dos microrganismos para 0S
linfonodos mesentéricos, baco e figado. Essa ocorreu em niveis mais elevados e em
maior numero de animais nos grupos submetidos a aplicacbes de DMH e a
administracdo dos probioticos L. delbrueckii UFV- H2B20 e B. animalis var. lactis
Bb12;
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