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Resumo

CUNHA, Leticia Rodrigues. Efeito da levedura Pichia pastoris sobre
parametros imunologicos e de estresse oxidativo em camundongos
Swiss submetidos a quimioterapia com ciclofosfamida. 2016. 100 p.
Dissertacao (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) — Programa de pds-graduacao
em Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2016.

Atualmente observa-se em diversos estudos o potencial dos probiéticos de
modular o sistema imune do hospedeiro e reduzir o estresse oxidativo. O
antineoplasico ciclofosfamida (CF) tem como efeitos colaterais, o
comprometimento da fungéo de células do sistema imune, a inducdo do aumento
de marcadores de estresse oxidativo e a ocorréncia de danos renais e hepaticos.
A levedura Pichia pastoris é atualmente utilizada como sistema de expressao de
proteinas recombinantes para a producao dos mais diferentes tipos de proteinas
heterdlogas. No entanto, alguns estudos vém demonstrado que essa levedura
possui propriedades probioticas. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
seguranca da utilizacdo da levedura P. pastoris (P.p.) em camundongos
imunossuprimidos, bem como seu efeito sobre parametros imunologicos,
histopatologicos e de estresse oxidativo em um modelo de imunossupressao
induzida por ciclofosfamida (CF). Foram utilizados 20 camundongos Swiss
machos, divididos em quatro grupos: controle, controle CF (tratados com 250
mg.kg?! de CF), controle P. p (suplementados com 10° UFC.mL?) e CF + P.p.
Foram realizados leucograma, andlise histopatoldgica, pesagem dos animais e
ensaio de TBARS. Foi observado que a CF reduziu os niveis de leucécitos,
neutrofilos e linfocitos e P. pastoris foi capaz de aumentar o nUmero de leucdcitos
e neutrdfilos dos animais imunossuprimidos. Além disso, P. pastoris mostrou-se
segura também em animais imunossuprimidos, ndo causando mortes. As
analises histopatologicas demonstraram que a CF causou lesdes renais e
hepaticas e P. pastoris foi capaz de reduzir as lesdes hepaticas causadas pelo
quimioterapico. Quando avaliado o estresse oxidativo, foi observado que P.
pastoris reduziu os niveis de espécies reativas ao TBA no rim e cérebro dos
animais tratados com CF e no figado e cérebro de animais saudaveis. Dessa
forma, a levedura P. pastoris demonstra um efeito protetor aos danos causados
pela CF.

Palavras-chave: probioticos; variacdo de peso; lesdes histopatoldgicas;
leucograma; peroxidacao lipidica.



Abstract

CUNHA, Leticia Rodrigues. Effect of yeast Pichia pastoris on
immunological and oxidative stress parameters in Swiss mices submitted
to chemoterapy with cyclophosphamide. 2016. 100 p. Dissertation (Master
Degree em Nutricdo e Alimentos) -Programa de pds-graduacao em Nutricdo e
Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2016.

Actually the potential of probiotics to modulate the host immune system and to
reduce oxidative stress is being observed in several studies. Antineoplastic
cyclophosphamide (CF) has the effect of compromising the immune system's cell
function, inducing increased markers of oxidative stress, and causing renal and
hepatic damage. Pichia pastoris yeast is currently used as a recombinant protein
expression system for the production of the most different types of heterologous
proteins. However, some studies have shown that this yeast possesses probiotic
properties. The present study aimed to evaluate the safety of the use of the P.
pastoris yeast, as well as its effect on immunological, histopathological and
oxidative stress parameters in an immunosuppressive model. Twenty male Swiss
mice were divided into four groups: control, CF control (250 mg.kg-1), P. p
control(10° CFU.mL™?) and CF + P. p. Leukogram, histopathological analysis,
animal weighing and TBARS assay were performed.It was observed
that CF reduced the levels of leukocytes, neutrophils and lymphocytes, and P.
pastoris was able to increase the number of leukocytes and neutrophils of
immunosuppressed animals. In addition, P. pastoris was also safe in
immunosuppressed animals, not causing deaths. Histopathological analyzes
demonstrated that CF caused renal and hepatics lesions and P. pastoris was
able to reduce the hepatics lesions caused by chemotherapy. When oxidative
stress was evaluated, it was observed that P. pastoris reduced the levels
of TBA reactive species in the kidney and brain of animals treated with CF, and
in the liver and brain of healthy animals. Therefore, P. pastoris yeast
demonstrates a protective effect to CF damage.

Key words: probiotics; weight variation; histophatological injuries; leukogram;
lipid peroxidation.
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1 Introducéo

Atualmente observa-se em diversos estudos o potencial dos probidticos,
nao apenas de regular a microbiota das mucosas, mas também de modular o
sistema imune do hospedeiro, atuando diretamente no desenvolvimento e na
regulacdo da imunidade de forma sistémica (COPPOLA & TURNES, 2004;
SHIERACK et al.,, 2007; SCHAREK et al., 2007a; SCHAREK et al., 2007b;
GENEROSO et al., 2011; CASTELLI, 2011; CARREIRO, 2013; SALVA et al.,
2014).

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS, 2002) probidéticos
Sa0 micro-organismos vivos que, quando ingeridos em quantidades adequadas
conferem beneficios ao hospedeiro.

Esses beneficios, que podem ser referentes a imunomodulagédo, séo
importantes principalmente em certos tratamentos, como a quimioterapia
antineoplasica, que tem como consequéncia a imunossupressao (BUJALANCE
et al., 2007; SALVA et al., 2014).

Um dos quimiotergpicos comumente utilizados no tratamento do cancer é
a ciclofosfamida (CF), um agente antineoplasico do tipo alquilante que atua
inespecificamente no ciclo celular, € metabolizado pelo figado e excretado pelos
rins (WAITZBERG, 2006). Sua metabolizacdo forma dois compostos, a
fosfaramida e a acroleina, sendo a primeira responsavel pelo efeito citotoxico da
CF (EMADI et al., 2009).

O tratamento com CF pode comprometer a capacidade de migracédo dos
neutréfilos (MENDONCA et al 2006) e a funcdo de outras células do sistema
imune, como os leucécitos (SALVA et al., 2014); induzir o aumento de
marcadores de estresse oxidativo (FABER et al., 2011); gerar hepatotoxidade
(WAITZBERG, 2006); aumentar a permeabilidade intestinal (YANG et al., 2013)
e o nivel de citocinas (FABER et al., 2011). Além disso, essa medicacao acarreta
outros efeitos colaterais como nauseas, vomitos, diarreia, alopecia, dermatite,
amenorreia, oligoespermia, esterilidade, pneumonite, cistite hemorragica e
cardiotoxicidade. De acordo com Zuluaga et al. (2006), em modelo animal, a CF
€ capaz de reduzir as células do sistema imune apés uma dosagem de 250

mg.kg?, levando a uma neutropenia severa e a uma redugéo de 92 % e 96 % de
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linfécitos e mondcitos, respectivamente. Além disso, outros estudos
demonstraram que a CF induz o estresse oxidativo através do aumento da
peroxidacdo lipidica e da reducdo da atividade de diversas enzimas
antioxidantes (TRIPATHI & JENA, 2010; ABRAHAM & RABI, 2011).

A influéncia positiva dos probidticos sobre a modulacéo do sistema imune
de camundongos imunocomprometidos pela utilizacdo de CF foi demonstrada
por Salva et al. (2014). Nesse estudo foi observado valores de leucdcitos e
neutréfilos maiores nos grupos tratados com lactobacillus. No entanto, outro
estudo, também em modelo animal, concluiu que o probidtico Lactobacillus
plantarum (L. plantarum) ndo teve efeito na modulacdo da imunossupressao
induzida por CF (BUJALANCE et al., 2007).

O potencial antioxidante de probioticos também vem sendo estudado (OU
etal., 2012; AMARETTI et al., 2013). Foi observado que bactérias acido-lacticas
sao capazes de reduzir o estresse oxidativo causado por doxorrubicina e o dano
toxico aos hepatdcitos causados pelo tert-butil-hidroperéxido. Esse efeito
protetor deve-se a reducao do risco de acumulo de espécies reativas de oxigénio
e pela reativacdo de enzimas antioxidantes (OU et al., 2012; AMARETTI et al.,
2013).

Além das bactérias ja citadas, existem também leveduras probidticas. No
entanto apenas duas leveduras séo utilizadas com esse objetivo, sédo elas o
Saccharomyces boulardii (S. boulardii) e o Saccharomyces cerevisiae
(COPPOLA & TURNES, 2004).

As leveduras possuem vantagens quando comparadas a outros micro-
organismos probidticos, pois elas podem ser liofilizadas, apresentam elevada
produtividade a partir de substratos de baixo custo e ndo séao afetadas pelo uso
de antibacterianos (BLEHAUT et al., 1989; BODDY et al., 1991). Sendo assim é
possivel associar o uso de probiéticos com o tratamento antibacteriano,
indispensavel em certas patologias (ARMUZZI et al., 2001).

P. pastoris € uma levedura da familia Saccharomycetaceae, género
Pichia. Atualmente é utilizada como sistema de expressdo de proteinas
recombinantes para a producdo dos mais diferentes tipos de proteinas
heterdlogas, principalmente visando a producdo de vacinas (CREGG, 2000;
DUMMER et al., 2009 a; DUMMER et al., 2009 b; NIZOLI et al., 2009; CUNHA,
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et al, 2011; DUMMER, et al., 2014; VIANA, et al., 2014; PINHEIRO et al., 2015;
SIEDLER et al., 2017).

Estudos iniciais visando avaliar a utilizacéo de P. pastoris como probiotico
foram realizados na Universidade Federal de Pelotas. Foi demonstrado por Gil
de Los Santos et al. (2012), em um estudo que avaliou as propriedades
probiodticas da P. pastoris e da P. pastoris recombinante em frangos de corte,
gue o ganho de peso dos animais que receberam a levedura, das duas formas,
foi superior ao grupo controle. Além disso, a conversao alimentar dos grupos que
receberam algum dos tipos de P. pastoris foi melhor do que no grupo controle.
Foi avaliada também a soroconversdo contra C. perfringens, a qual foi
significativamente maior nos dois grupos que receberam P. pastoris. Foi
observado também que o0s animais nao apresentaram alteracdes
histopatolégicas significativas (GIL DE LOS SANTOS et al., 2012).

Mais adiante Franca et al. (2015) realizou testes adicionais também com
0 objetivo de avaliar o efeito probidtico de P. pastoris e concluiu que essa
levedura possui potencial para ser caracterizada como probidtico, pois é indcua
e capaz de resistir a passagem através do trato gastrointestinal de mamiferos,
de inibir o crescimento de SalmonellaTyphimurium (S. Typhimurium) in vitro, e

de proteger camundongos da infec¢ao por S. Typhimurium.
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2 Justificativa

O poder probidtico da levedura Pichia pastoris tém sido pouco estudado,
mas apresenta resultados promissores. Sabe-se que a utilizacdo de alguns
probidticos pode auxiliar na estimulacdo do sistema imune e na redugédo da
peroxidacéo lipidica. Diante disso, considera-se relevante um trabalho que avalie
o efeito da Pichia pastoris no sistema imune e em parametros de estresse
oxidativo de animais saudaveis e submetidos a tratamento quimioterapico, pois
esse grupo pode ser beneficiado com probidticos que tenham funcdes
imunoestimulantes. Para isso, é necessario primeiramente garantir que a
levedura Pichia pastoris ndo haja como micro-organismo oportunista, causando

algum dano, seja no sistema imune ou em algum tecido.
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3 Revisdo de literatura

3.1 Impacto dos probidticos no sistema imune

O sistema imune € responsavel por defender o organismo de agentes
infecciosos ou toxicos (GUYTON & HALL, 2002). Sabe-se que 70 % do sistema
linféide esta no intestino, onde estdo presentes linfocitos T, B e fagodcitos, com
isso 2 0% das células intestinais sdo linfocitos e nao enterécitos (CARREIRO,
2013).

Os probidticos e as bactérias patogénicas vivem em disputa constante por
sitios de adesdo e substratos no intestino humano, por isso uma microbiota
saudavel ajuda a impedir o crescimento de patdgenos. Entre os diversos
beneficios atribuidos aos probidticos, pode-se destacar 0s seguintes:
antagonismo a patdégenos, estimulo a imunidade, acdo anticarcinogénica,
producdo intestinal de citocinas anti-inflamatérias e reducdo das pré-
inflamatorias, além de prevencdo e tratamento de diversas patologias
(CARREIRO, 2013).

Os lactobacillus tém sido amplamente utilizados em estudos
experimentais que relacionam probidticos com a resposta imune (BUJALANCE
et al, 2007; LIBOREDO et al, 2010; SALVA et al, 2014).

O tratamento quimioterapico pode causar efeitos deletérios nesse sistema
de defesa. A infusdo de CF em modelo animal, mesmo em um regime
simplificado de 250 mg.kg?, pode levar a uma reducdo de 84 % das células
brancas sanguineas, ja na primeira dose de 150 mg.kg?, e levar a leucopenia,
na segunda dose. Ja os linfocitos podem reduzir 92 % no primeiro dia apds a
aplicacdo de CF e os mondcitos, 96 % apds a segunda dose. Em relacdo a
contagem de neutroéfilos, a neutropenia severa apresenta-se ja na primeira dose
de CF e se mantém nos dias seguintes (ZULUAGA et al., 2006).

No estudo de Salva et al. (2014) foi demonstrado, em modelo animal, que
no terceiro dia apés o tratamento com baixa dosagem de CF (150 mg.kg?) os
leucécitos chegaram ao seu menor valor. Quanto aos neutrofilos, houve reducéo
significativa entre os dias dois e seis apés a administracdo de CF. Na medula

0ssea, foi verificada diminuicéo significativa na contagem total de células.
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Em outro estudo, que utilizou um protocolo de tratamento de 100 mg.kg™
de CF, verificou-se que, ap0s a quimioterapia, os animais ficaram severamente
neutropénicos, quando comparados ao grupo controle. Além disso, houve
reducdo no numero de linfocitos e leucacitos totais (FABER et al., 2011). Esses
resultados demonstram o potencial de imunossupresséo da CF e confirmam que
protocolos com baixa dosagem de CF, além de serem mais simples, sdo seguros
e muito eficazes para modelos animais, pois sdo capazes de induzir neutropenia
severa (< 10 neutréfilos/mm3) (ZULUAGA et al., 2006).

Salva et al. (2014) demonstrou a influéncia positiva de probiéticos sobre
a modulacdo do sistema imune de camundongos imunocomprometidos. Foi
observado, em modelo animal de imunossupresséo, valores de leucécitos
maiores nos grupos tratados com lactobacillus, e retorno aos valores normais um
dia antes do que o grupo que nao recebeu probidticos. Além disso, os valores de
neutréfilos dos grupos que receberam probidticos também foram
significativamente maiores do que os do grupo controle. No entanto, outro
estudo, também em modelo animal, concluiu que o probidtico Lactobacillus
plantarum nao teve efeito na modulacdo da imunossupresséao induzida por CF
(BUJALANCE et al., 2007) e Liboredo et al. (2010) faz uma ressalva referente ao
uso de alguns probiéticos em condicdes debilitantes, pelo risco de translocacao

bacteriana e mortalidade.



17

3.2 Impacto dos probi6ticos no estresse oxidativo

Além de alteracbes no sistema imune, a CF causa alteracdes nos
parametros de estresse oxidativo (TRIPATHI & JENA, 2010; ABRAHAM et al.,
2011; PATRA et al., 2012; DIAZ-MONTERO et al., 2012). O estresse oxidativo
ocorre quando had um desequilibrio entre os fatores antioxidantes e pro-
oxidantes, com predominio dos pré-oxidantes (radicais livres). Para manter o
estresse oxidativo dentro dos niveis fisiologicos, existe o sistema de defesa
antioxidante, o qual € essencial para impedir os danos oxidativos e
consequentemente 0s danos sistémicos gerados pelos radicais livres
(BARBOSA et al., 2010).

Isso ocorre por meio de trés mecanismos, sistemas de prevencao,
sistemas varredores e sistemas de reparo. O sistema de prevencdo é
responsavel por impedir a formacéo de radicais livres e espécies reativas, 0
sistema varredor impede a acdo desses compostos e 0 sistema de reparo a
capaz de facilitar o reparo e a reconstituicAo das estruturas bioldgicas
danificadas (KOURY & DONANGELO, 2003).

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ter origem enddgena ou
exdgena de fonte dietética. Ja os antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationaperoxidase (GPx) e
atuam através do sistema de prevencdo (SCHNEIIDER & OLIVEIRA, 2004).

Os marcadores de estresse oxidativo sdo metabdlitos especificos
decorrentes da oxidacdo de biomoléculas, que ocorrem principalmente quando
ha um desequilibrio entre antioxidantes e radicais livres ou espécies reativas,
com predominio de pro-oxidantes. Esses marcadores sdo advindos,
principalmente, da oxidacgdo lipidica, mas também podem ser derivados da
oxidacdo de proteinas e DNA. As substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) é um exemplo de biomarcador derivado de oxidacédo lipidica
(BARBOSA et al., 2010).

Foi observado, em modelo animal, que o tratamento com CF induziu um
aumento do biomarcador de oxidac&o lipidica malondialdeido (MDA), produto da
peroxidacdo lipidica, e reduziu a glutationa reduzida (GSH). Além disso,
aumentou significativamente o dano ao DNA (TRIPATHI & JENA, 2010).
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Um estudo que avaliou a hepatotoxidade induzida por CF demonstrou que
houve uma reducdo da atividade enzimatica antioxidante das enzimas CAT,
SOD, GPx e da glutationa-S-transferase (GST). Além de aumento de
biomarcadores de estresse oxidativo, como o MDA e o Oxido nitrico, ainda
ocorreu diminui¢cdo de GSH e aumento do nivel de TNF-a (EL-SHEIKH & RIFAAI,
2014). Patra et al. (2012) também demonstraram, em modelo animal, que a CF
aumenta os niveis de MDA das células do figado e da medula 6ssea, e reduz a
atividade enzimatica de GST e SOD de células da medula 6ssea. No entanto,
nesse estudo foi observado um aumento da CAT de células hepéticas no grupo
CF quando comparado ao controle.

O potencial antioxidante de probidticos vem sendo avaliado (OU et al.,
2012; AMARETTI et al.,, 2013). Em um estudo, que avaliou o potencial
antioxidante de diversas cepas de bactérias acido-lacticas (Bifidobacterium,
Lactobacillus, Lactococcuse  Streptococcus  thermophilus) utilizadas
concomitantemente, foi observado efeito na reducdo do estresse oxidativo
induzido pelo quimioterapico doxorrubicina (AMARETTI et al.,, 2013). Foi
observado também que as bactérias acido-lacticas sdo capazes de reduzir o
dano téxico aos hepatdcitos causados pelo tert-butil-hidroperéxido. Esse efeito
protetor deve-se a reducao do risco de acumulo de espécies reativas de oxigénio
e pela reativacdo de enzimas antioxidantes (OU et al., 2012). Ja em um estudo
realizado com pacientes oncologicos que buscou avaliar os efeitos dos
probioticos Lactobacillus, Bifidobacterium, e Streptococcus salivaris sobre
parametros de estresse oxidativo, ndo foi encontrada mudancas significativas
nesses parametros (EBRAHIMI- MAMEGHANI et al., 2013).
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3.3 Pichia pastoris

A levedura metilotrofica Pichia pastoris € utilizada como plataforma de
producdo de proteinas heterdlogas (CREGG et al., 1985; CREGG et al., 2000;
LOVE et al., 2012) para a producdo dos mais diferentes tipos de proteinas
heterdlogas, principalmente visando a producdo de vacinas (SUGRUE et al.,
1997; BISHT et al., 2001; WEI et al., 2003; YADAVA & OCKENHOUSE, 2003;
VALDES et al., 2007; CANALES et al., 2008).

A P. pastoris € capaz de crescer a partir de substratos de baixo custo,
inclusive rejeitos e efluentes industriais (CELIK et al. 2008; GIL DE LOS SANTOS
et. al. 2012), esse fato incentivou alguns pesquisadores a testa-la como
probidtico na producdo animal. No entanto, essa aplicacdo ainda foi pouco
estudada, primeiramente foi tesada em frangos de corte e em sequéncia em
camundongos (GIL DE LOS SANTOS et al., 2012; FRANCA, et al., 2015).

Estudos iniciais visando avaliar a utilizacéo de P. pastoris como probiotico
foram realizados na Universidade Federal de Pelotas. Em um estudo que avaliou
as propriedades probidticas da P. pastoris e da P. pastoris recombinante em
frangos de corte, observou-se que o ganho de peso dos animais que receberam
a levedura, das duas formas, apresentaram ganho de peso superior ao grupo
controle. Além disso, a conversao alimentar dos grupos que receberam algum
dos tipos de P. pastoris foi melhor do que no grupo controle. Foi avaliada também
a soroconversdo contra C. perfringens, a qual foi significativamente maior nos
dois grupos que receberam P. pastoris (GIL DE LOS SANTOS et al., 2012).

Mais adiante Franca et al. (2015) realizou testes adicionais também com
o objetivo de avaliar o efeito probidtico da P. pastoris e concluiu que essa
levedura possui potencial para ser caracterizada como probidtico, pois € inécua
e capaz de resistir a passagem através do trato gastrointestinal de mamiferos,
de inibir o crescimento de S. Typhimurium in vitro e de proteger camundongos

da infecgao por S. Typhimurium.
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4 Objetivos

4.1 Objetivos gerais

Avaliar o efeito da levedura Pichia pastoris sobre parametros
imunologicos e de estresse oxidativo em camundongos Swiss submetidos a

tratamento com CF.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar a seguranca da utilizacdo da levedura P. pastoris em camundongos
Swiss submetidos a tratamento com CF, através da andlise histopatoldgica do

figado e rins dos animais;

- Avaliar o efeito da levedura P. pastoris sobre o leucograma de camundongos
Swiss submetidos a tratamento com CF;

- Avaliar o efeito da levedura P. pastoris sobre 0 ganho de peso de camundongos

Swiss submetidos a tratamento com CF;

- Avaliar o efeito da levedura P. pastoris sobre a peroxidacéo lipidica no figado,
cérebro e rins de camundongos Swiss submetidos a tratamento com CF, através

da determinacao dos niveis de TBARS.
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4 Hipoteses

7

- A levedura P. pastoris é segura para utilizacdo em animais submetidos a

tratamento com CF.

- A levedura P. pastoris estimula o sistema imune de camundongos Swiss

submetidos a tratamento quimioterapico com CF;

- A levedura P. pastoris estimula o ganho de peso de camundongos Swiss

submetidos a tratamento quimioterapico com CF;

- A levedura P. pastoris reduz a peroxidacéo lipidica pela CF.
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Resumo

CUNHA, Leticia Rodrigues. Avaliacao do efeito de probidticos sobre
parametros imunologicos, bioquimicos e de estresse oxidativo em um
modelo animal de neutropenia induzida por quimioterapia com
ciclofosfamida. 2015. 48 p. Projeto de dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e
Alimentos) — Programa de pos-graduagdo em Nutricdo e Alimentos, Faculdade
de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A quimioterapia € um dos principais métodos terapéuticos para tratamento do
cancer utilizados atualmente. A ciclofosfamida (CF), um dos quimioterapicos
utilizados nesse tratamento, apresenta diversos efeitos téxicos, entre eles a
inducdo da neutropenia. Além de reduzir as células do sistema imune, a CF
altera também os parametros de estresse oxidativo, aumentando a peroxidacao
lipidica e reduzindo as enzimas antioxidantes. Probioticos, cuja utilizacdo vem
sendo relacionada a melhora do sistema imune e de parametros de estresse
oxidativo, vem sendo estudados visando melhorar esses parametros em
modelos de neutropenia induzida por quimioterapia. O probiotico B. Toyoi vem
sendo utilizado em alguns estudos relacionados a resposta imune, apresentando
bons resultados. Entretanto, seu efeito sobre a imunossupressao e o estresse
oxidativo induzidos pela quimioterapia ainda nao foram avaliados.O presente
estudo tem como objetivo avaliar o efeito do probiotico B. Toyoi nos parametros
imunolégicos, bioquimicos e de estresse oxidativo em um modelo animal de
neutropenia induzida por quimioterapia com CF. Para isso 40 camundongos
Swiss com 45 dias de idade serdo divididos em quatro grupos, sendo o grupo 1
0 grupo controle; os grupos 3 e 4 suplementados diariamente com 108 CFU.mL"
1 de esporos viaveis de B. Toyoi por gavagem; e 0S grupos 2 e 4
imunossuprimidos por CF (uma dose de 150 mg.kg™? de peso no dia dez e outra
de 100 mg.kg* no dia 13 do estudo). A suplementacdo com probiédtico comecara
dez dias antes da primeira injecdo de CF e continuara até o fim do estudo.Os
animais sofrerdo eutanasia no 17° dia de estudo. Amostras de sangue serdo
coletadas no momento da exsanguinacdo e o figado, cérebro e rins seréo
removidos assepticamente. A seguranca da utilizacdo de B. Toyoi em
imunossuprimidos com CF sera avaliada através da observacdo da ocorréncia
de translocacéo do probidtico para outros 6rgaos e da andlise histopatolégica do
intestino, figado e rins dos animais. O efeito de B. Toyoi sobre o0 peso e a
ingestdo alimentar; o hemograma completo; os parametros bioquimicos
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), uréia,
creatinina, colesterol total, triglicerideos, colesterol HDL e glicose; a atividade
das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx e a peroxidacdao lipidica (através da
determinacao dos niveis de TBARS e de tiol ndo protéico) no figado, cérebro e
rins; os niveis de IgA intestinal; e os niveis de expressao das citocinas IL-4, IL-
10, IL-12, IL-17 e IFN-y serao avaliados.

Palavras-chave: Bacillus Toyoi; camundongos Swiss; hemograma completo;
parametros bioquimicos; peroxidagdo lipidica; enzimas antioxidantes; IgA
intestinal; citocinas.
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1 Introducéo

Por muito tempo o cancer foi considerado uma enfermidade tipica de paises
desenvolvidos. Entretanto, ha algumas décadas, devido a transicdo epidemioldgica,
esse padrdo vem se modificando. Atualmente casos de cancer sao frequentes
também em paises com médio e pouco recursos financeiros, como 0s paises em
desenvolvimento, tornando-se um problema de saude publica (INCA, 2014).

Para o tratamento do cancer, podem ser utilizados diversos métodos, como a
quimioterapia, a radioterapia, a cirurgia ou o transplante de medula 6ssea, 0s quais
podem ser utilizados individualmente ou combinados (INCA, 2015a).

Sabe-se que os medicamentos antineoplasicos atingem todas as células do
organismo, no entanto, afetam mais as células malignas. Isso ocorre devido ao
crescimento diferenciado desses dois tipos celulares e as diferencas bioquimicas que
eles apresentam. O tratamento quimioterapico possui efeitos toxicos, os quais podem
ser precoces, imediatos, tardios ou ultra-tardios (INCA, 2015b).

Um dos quimioterapicos comumente utilizados no tratamento do cancer é a
ciclofosfamida (CF), um agente antineoplasico do tipo alquilante que atua
inespecificamente no ciclo celular, € metabolizado pelo figado e excretado pelos rins
(WAITZBERG, 2006). Sua metabolizacdo forma dois compostos, a fosfaramida e a
acroleina, sendo a primeira responsavel pelo efeito citotéxico da CF (EMADI et al.,
2009).

O tratamento com CF pode comprometer a capacidade de migracdo dos
neutréfilos (MENDONCA et al 2006) e a funcdo de outras células do sistema imune,
como os leucdcitos (SALVA et al.,, 2014); induzir o aumento de marcadores de
estresse oxidativo (FABER et al., 2011); gerar hepatotoxidade (WAITZBERG, 2006);
aumentar a permeabilidade intestinal (YANG et al., 2013) e o nivel de citocinas
(FABER et al., 2011). Além disso, essa medicacdo acarreta outros efeitos colaterais
como nauseas, vomitos, diarreia, alopecia, dermatite, amenorreia, oligoespermia,
esterilidade, pneumonite, cistite hemorragica e cardiotoxicidade. Por esses motivos,
pacientes submetidos a tratamento quimioterapico com CF devem ser monitorados

quanto a funcao hepética, renal e da medula 6ssea (WAITZBERG, 2006).
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De acordo com Zuluaga et al. (2006), em modelo animal com camundongos
albinos Swiss, a CF é capaz de reduzir as células do sistema imune ap6s uma
dosagem de 250 mg.kg?, levando a uma neutropenia severa e a uma reducéo de 92%
e 96 % de linfocitos e mondcitos, respectivamente. Além disso, outros estudos
realizados com ratos, demonstraram que a CF induz estresse oxidativo através do
aumento da peroxidacao lipidica e da reducdo da atividade de diversas enzimas
antioxidantes (TRIPATHI & JENA, 2010; ABRAHAM & RABI, 2011). Rehman et al.
(2012) observaram que camundongos albinos Swiss submetidos a tratamento com CF
apresentaram maiores niveis de nitrogénio uréico no sangue e creatinina, quando
comparados ao grupo controle.

Probidticos sédo micro-organismos vivos que, quando ingeridos em quantidades
adequadas conferem beneficios ao hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Alguns
probiéticos, além de regularem a microbiota das mucosas, sdo capazes de modular o
sistema imune do hospedeiro, atuando diretamente no desenvolvimento e na
regulacdo da imunidade ndo apenas local, mas também sistémica (COPPOLA &
TURNES, 2004; SHIERACK et al., 2007; SHAREK et al., 2007; GENEROSO et al.,
2010; SHAREK et al., 2010; CASTELLI, 2011; CARREIRO, 2013; SALVA et al., 2014).

O potencial antioxidante de probiéticos também vem sendo estudado (OU et
al., 2012; AMARETTI et al., 2013). Foi observado que bactérias acido-lacticas séo
capazes de reduzir o estresse oxidativo causado por doxorrubicina e o dano téxico
aos hepatdcitos causados pelo tert-butil-hidroperéxido. Esse efeito protetor deve-se a
reducdo do risco de acumulo de espécies reativas de oxigénio e pela reativacdo de
enzimas antioxidantes (OU et al., 2012; AMARETTI et al., 2013).

A influéncia positiva de probioticos sobre a modulacdo do sistema imune de
camundongos Swiss imunocomprometidos pela utilizacdo de CF foi demonstrada por
Salva et al. (2014). Nesse estudo foi observado valores de leucdcitos e neutrofilos
maiores nos grupos tratados com lactobacillus. No entanto, outro estudo, também em
modelo animal, mas com camundongos BALB-c, concluiu que o probiotico
Lactobacillus plantarum néo teve efeito na modulagdo da imunossupresséao induzida
por CF (BUJALANCE et al., 2007).

Bacillus cereus var. Toyoi (B. Toyoi) € um probiotico relacionado a modulacéo
do sistema imune (COPPOLA et al, 2005; SCHIERACK et al, 2007; SCHAREK et al,
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2007a; SCHAREK et al, 2007b; ROOS et al, 2010). No estudo de CASTELLI (2011),
em relacdo a imunidade humoral foi observado quea IgG do soro de camundongos
BALB-c alimentados com esse probiotico apresentaram titulos estatisticamente
superiores aos do grupo controle. Em outro estudo com porcas e leitbes, onde B. Toyoi
e Enterococcus faecium (E. faecium) foram avaliados, somente a suplementagdo com
0 probiotico B. Toyoi levou a um claro aumento de IgA fecal nas porcas. Entretanto,
os niveis de IgG nas porcas nao foram afetados por nenhuma suplementacéo. Entre
os leitbes, os alimentados por B. Toyoi apresentaram niveis de IgA fecal
significativamente maiores pouco antes do desmame, enquanto que no grupo que
recebeu E. faecium, o nivel mais alto ocorreu uma semana apdés o desmame
(SCHAREK, 2007a).

Embora B. Toyoi apresente efeitos imunomoduladores, seu efeito sobre a
imunossupressao e o estresse oxidativo induzidos pela quimioterapia com CF ainda

nao foram avaliados.
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2 Justificativa

O tratamento quimioterapico, necessario para muitos pacientes com cancer,
frequentemente apresenta consequéncias para 0 sistema imune e para outros
parametros bioquimicos e de estresse oxidativo, acarretando, assim, um pior
prognostico. No entanto, sabe-se que a utilizacao de alguns probiéticos pode auxiliar
na modulacdo do sistema imune e em parametros de estresse oxidativo. A cepa B.
Toyoi vém sendo relacionada com a melhora da funcéo imunolégica. Entretanto, ainda
nao foi estudada a influéncia desse probidtico na neutropenia causada pelo tratamento
guimioterapico. Além disso, ainda néo foi estabelecido o efeito do B. Toyoi sobre as
enzimas antioxidantes e a peroxidacdo lipidica na neutropenia induzida por CF.
Portanto, acredita-se que a utilizacdo de B. Toyoi pode melhorar a fungao imunolégica,
0s parametros de estresse oxidativo e outros parametros bioquimicos dos animais
estudados e, futuramente, melhorar a qualidade de vida e o progndstico de pacientes

oncologicos em tratamento quimioterapico com CF.



32

3 Referencial teérico

3.1 Impacto dos probidticos na neutropenia e no estresse oxidativo causados

por tratamento quimioterapico

O sistema imune é responsavel por defender o organismo de agentes
infecciosos ou toxicos. Os leucocitos, unidades moveis do sistema imune, Sao
produzidos parte na medula 6ssea, como é o0 caso dos granulécitos, mondcitos
(células imaturas que mais tarde transformam-se em macréfagos) e alguns linfécitos,
e parte no tecido linfoide (linfocitos e plasmadcitos). Os granuldcitos incluem trés
variedades celulares; neutrofilos, eosindéfilos e basofilos. Os neutréfilos, juntamente
com os macréfagos sdo os principais grupos celulares responsaveis pela destruicao
de agentes invasores (GUYTON & HALL, 2002).

O tratamento quimioterapico pode causar efeitos deletérios nesse sistema de
defesa. A infusdo de CF em camundongos albinos Swiss, mesmo em um regime
simplificado de 250 mg.kg, pode levar a uma reducédo de 84 % das células brancas
sanguineas, ja na primeira dose de 150 mg.kg?, e levar a leucopenia, na segunda
dose. Ja os linfocitos podem reduzir 92 % no primeiro dia apés a aplicacédo de CF e
0s mondcitos, 96 % apds a segunda dose. Em relacdo a contagem de neutrofilos, a
neutropenia severa apresenta-se ja na primeira dose de CF e se mantém nos dias
seguintes (ZULUAGA et al., 2006).

No estudo de SALVA et al. (2014) foi demonstrado, em camundongos Swiss,
que no terceiro dia apds o tratamento com baixa dosagem de CF (150mg.kg™) os
leucdcitos chegaram ao seu menor valor. Quanto aos neutréfilos, houve reducao
significativa entre os dias dois e seis apés a administracdo de CF. Na medula éssea,
foi verificada diminuicdo significativa na contagem total de células.

Em outro estudo realizado com camundongos, que utilizou um protocolo de
tratamento com 100 mg.kg! de CF, verificou-se que, apds a quimioterapia, ambos os
grupos ficaram severamente neutropénicos, quando comparados ao grupo controle
gue nao recebeu o tratamento com CF, e que o numero de linfécitos e leucocitos totais
também diminuiram, sem diferengas nos grupos celulares nos dois grupos (FABER et

al., 2011). Esses resultados demonstram o potencial de imunossupresséo da CF e
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confirmam que protocolos com baixa dosagem de CF, além de serem mais simples,
seguros e muito eficazes para modelos animais, sdo capazes de induzir neutropenia
severa (ZULUAGA et al., 2006).

Salva et al. (2014) demonstraram a influéncia positiva de probioticos sobre a
modulacdo do sistema imune de camundongos Swiss imunocomprometidos. Foi
observado, em modelo animal de imunossupresséao, valores de leucécitos maiores
nos grupos tratados com lactobacillus, e retorno aos valores normais um dia antes do
gue 0 grupo que nao recebeu probidticos. Além disso, os valores de neutrofilos dos
grupos que receberam probidticos também foram significativamente maiores do que
os do grupo controle (SALVA et al., 2014). No entanto, outro estudo realizado com
camundongos BALB-c concluiu que o probidtico Lactobacillus plantarum nao teve
efeito na modulacdo da imunossupresséo induzida por CF (BUJALANCE et al., 2007)
e Liboredo et al. (2010) faz uma ressalva referente ao uso de alguns probioticos em
condi¢Oes debilitantes, pelo risco de translocacao bacteriana e mortalidade.

Além de alteracdes no sistema imune, a CF causa alteracdes nos parametros
de estresse oxidativo (TRIPATHI & JENA, 2010; ABRAHAM et al., 2011; PATRA et
al., 2012; DIAZ-MONTERO et al., 2012). O estresse oxidativo ocorre quando ha um
desequilibrio entre os fatores antioxidantes e pro-oxidantes, com predominio dos proé-
oxidantes (radicais livres). Para manter o estresse oxidativo dentro dos niveis
fisiol6gicos, existe o sistema de defesa antioxidante, o qual € essencial para impedir
0s danos oxidativos e consequentemente os danos sistémicos gerados pelos radicais
livres (BARBOSA et al., 2010).

Foi observado em ratos que o tratamento com CF induziu um aumento do
biomarcador de oxidacdo lipidica malondialdeido (MDA), produto da peroxidacao
lipidica, e reduziu a glutationa reduzida (GSH). Além disso, aumentou
significativamente o dano ao DNA (TRIPATHI & JENA, 2010).

Um estudo realizado com ratos que avaliou a hepatotoxidade induzida por CF,
demonstrou que houve uma reducdo da atividade enzimatica antioxidante da
superoéxido dismutase (SOD), da catalase (CAT), da glutationa peroxidase (GPx) e da
glutationa-S-transferase (GST), além de aumento de biomarcadores de estresse
oxidativo, como o MDA e o 6xido nitrico. Ainda ocorreu diminui¢do de GSH e aumento
do nivel de TNF-a(EL-SHEIKH & RIFAAI, 2014).
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Patra et al. (2012) também demonstraram, em modelo animal com
camundongos albinos Swiss, que a CF aumenta os niveis de MDA das células do
figado e da medula 6ssea, e reduz a atividade enzimatica de GST e SOD de células
da medula 6ssea. No entanto, nesse estudo foi observado um aumento da CAT de
células hepaticas no grupo CF quando comparado ao controle.

O potencial antioxidante de probioticos vem sendo avaliado (OU et al., 2012;
AMARETTI et al.,, 2013). Em um estudo com ratos, que avaliou o potencial
antioxidante de diversas cepas de bactérias &cido-lacticas (Bifidobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus e Streptococcus  thermophilus) utilizadas
concomitantemente, foi observado efeito na reducdo do estresse oxidativo induzido
pelo quimioterapico doxorrubicina (AMARETTI et al., 2013). Foi observado também
gue as bactérias acido-lacticas sdo capazes de reduzir o dano toxico aos hepatocitos
causados pelo tert-butil-hidroperéxido. Esse efeito protetor deve-se a reducao do risco
de acumulo de espécies reativas de oxigénio e pela reativacdo de enzimas
antioxidantes (OU et al., 2012). J4 em um estudo realizado com pacientes oncologicos
que buscou avaliar os efeitos dos probidticos Lactobacillus, Bifidobacterium, e
Streptococcus salivaris sobre parametros de estresse oxidativo, ndo foram
encontradas mudancas significativas nesses parametros (EBRAHIMI- MAMEGHANI
et al., 2013).
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3.2 Bacillus cereus var. toyoi

O termo probidtico deriva do latim e do grego e significa “para a
vida”(CARREIRO, 2013). Com o passar dos anos, diversos conceitos foram atribuidos
a esse termo. Atualmente probidticos sao definidos como micro-organismos vivos que,
quando administrados em quantidade adequada, conferem beneficio a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002).

Os probidticos e as bactérias patogénicas vivem em disputa constante por sitios
de adesdo e substratos no intestino humano. Por isso, uma microbiota saudavel ajuda
a impedir o crescimento de patdgenos. Entre os diversos beneficios atribuidos aos
probidticos pode-se destacar 0s seguintes: antagonismo a patégenos, estimulo a
imunidade, acéo anticarcinogénica, producéo intestinal de citocinas anti-inflamatérias
e reducdo das proé-inflamatorias, além de prevencdo e tratamento de diversas
patologias (CARREIRO, 2013).

B. Toyoi é uma variedade de Bacillus cereus isolada do solo, ndo patogénica e
nao toxica (WILLIAMS et al., 2009). As bactérias Bacillus sao capazes de esporular,
garantindo assim maior sobrevivéncia durante a digestdo, como também no transporte
e armazenamento do micro-organismo, sendo essa a sua principal vantagem em
relacdo as bactérias acido lacticas (GIL TURNES et al., 1999; HOA et al., 2000).

Embora ja exista B. cereus comercializado para uso humano, B. Toyoi ainda é
limitado para uso veterinario (CASTELLI, 2011). No entanto, a seguranca do uso de
B. Toyoi em humanos ja foi avaliada no estudo de Ishioka (1979), no qual foi realizado
um ensaio clinico com homens saudaveis durante oito dias de administracdo do
produto a uma concentracédo de 6x101° esporos da bactéria viavel ao dia e ndo foram
observados efeitos adversos.

Alguns estudos associaram esse probiético a maior soroconversao na resposta
soroldgica a vacina contra parpovirose canina em camundongos BALB-c (COPPOLA
et al., 2005) e na resposta sorolégica a vacina contra o herpesvirus bovino tipo-5 em
cordeiros (ROOS et al., 2010).

Outro estudo que avaliou a resposta imune de leitdes vacinados observou
menor percentual de células T CD8+ no grupo probiético e maior razdo CD4+/CD8+

(resposta imune secundaria) no grupo probiético do que no grupo controle. Entre os
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animais ndo vacinados, o grupo probiotico produziu mais IL-4 e IFN- ¥ do que o grupo
controle. Foi sugerido que o B. Toyoi pode irritar a mucosa intestinal resultando na
ativacédo do sistema imune da mucosa (SCHIERACK et al, 2007). O consumo de B.
Toyoi também foi relacionado a maior frequéncia de células T duplo-positivo CD3/CD8
do epitélio do jejuno proximal e foram encontrados mais linfécitos CD25+ e Células
TY¥® nos tecidos de leitdes do grupo probiético (SCHAREK et al., 2007b).

Além disso, Castelli (2011) observou efeito sinérgico de Saccharomyces
boulardii e B. Toyoi sobre a imunomodulagdo em camundongos BALB-c imunizados
com proteina internalina A recombinante de Listeria monocytogenes, pois 0s soros do
grupo em que os probidticos foram administrados de forma associada apresentaram
0 maior titulo, estatisticamente superior aos dos demais grupos.

O potencial antioxidante de probidticos também vem sendo avaliado (OU et al.,
2012). Um estudo avaliou o efeito do probidtico B. Toyoi sobre os parametros de
estresse oxidativo em camundongos com diabetes induzida por estreptozotocina
demonstrou que o nivel do marcador de estresse oxidativo TBARS foi menor no grupo
suplementado com B. Toyoi. Além disso, foi demonstrado também que B. Toyoi, em
camundongos diabéticos, reduziu os niveis de glicose e triglicerideos sanguineos.
Assim, foi sugerido que o probidtico B. Toyoi apresenta atividade antioxidante e

protege animais diabéticos contra o estresse oxidativo (BAMPI, 2015).
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4 Objetivos

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com o probiotico B. Toyoi sobre parametros
imunolégicos, bioquimicos e de estresse oxidatvo em um modelo de

imunossupressao induzida por quimioterapia com CF em camundongos Swiss.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar a seguranca da utilizagcdo do probidtico B. Toyoi em um modelo de
imunossupressao induzida por quimioterapia com CF em camundongos Swiss,
através da avaliacdo da ocorréncia de translocacao do probidtico para outros 6érgaos
e da andlise histopatolégica do intestino, figado e rins dos animais;

- Avaliar o efeito do probiético B. Toyoi, em um modelo de imunossupressao induzida
por quimioterapia com CF em camundongos Swiss, sobre:

- O peso e a ingestéo alimentar;

- O hemograma completo;

- Os parametros bioquimicos aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), uréia, creatinina, colesterol total, triglicerideos, colesterol
HDL e glicose;

- A peroxidacdo lipidica no figado, cérebro e rins, através da determinagéo
dos niveis de TBARS e de tiol ndo protéico;

- A atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx no figado, cérebro
e rins;

- Os niveis de IgA intestinal;

- Os niveis de expressao das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 e IFN-y;
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5 Hipoteses

- O B. Toyoi € um probidtico seguro para utilizacdo em um modelo de
imunossupressao induzida por quimioterapia com CF em camundongos Swiss;

- Os animais que receberem o probidtico B. Toyoi apresentardo maior ingestao
alimentar e consequentemente menor perda de peso;

- O probidtico B. Toyoi seréa capaz de modular o sistema imune, aumentando o0s niveis
das células de defesa;

- Os animais que receberem o probidtico B. Toyoi apresentardo menores niveis de
AST, ALT, uréia, creatinina, colesterol total, triglicerideos, glicose e maior nivel de
colesterol HDL;

- O probidtico B. Toyoi reduzira a peroxidacgéo lipidica;

- O probidtico B. Toyoi aumentara a expressao das enzimas antioxidantes CAT, SOD
E GPx;

-O probidtico B. Toyoi aumentara a expressédo da IgA instetinal;

- O probidtico B. Toyoi estimulara a producéo das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL

10 e reduzira os niveis das citocinas pré-inflamatorias IL-12, IL17 e IFN-y.
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6 Revisdo de literatura

Foi realizada busca de artigos no Periddicos Capes, que indexa as seguintes
bases de dados: Pubmed, Medline, Lilacs, Web of Science, Cochrane, Science Direct,
Scopus, Scielo, Google Académico entre outros. Foram pesquisados artigos
publicados nos ultimos 10 anos, revisados por pares e ndao houve outros limites nas
buscas. A busca de artigos também foi feita através de checagem de referéncias dos
artigos consultados. Foram utilizados os seguintes descritores (DeCS/MeSH):
Chemotherapy; Neutropenia; Probiotics; Cyclophosphamide; Biological assay; Mouse;

Immunity; Immune system; Neoplasms; Cancer; Bacillus cereus toyoi; oxidative stress.



Tabela 1: Principais artigos selecionados na busca bibliogréafica.
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Titulo e Autor/ Revista e ano Local Delineamento Amostra Principais Resultados
Neutropenia induced in outbread Medellin, Os camundongos receberam tratamento com 15 Leucécitos totais- no 4° dia antes da segunda
mice by a simplified low dose Colémbia. | ciclofosfamida na dosagem de 250mg/kg (menor | camundongos | dosagem houve uma reducgéo de 84%, no entanto
cyclophosphamide regimen: gue a usual), sendo a primeira dose de 150mg/kg | albinos Swiss. | a Leucopenia foi alcangada no 5° dia ap6s a
characterization and applicability e a segunda de 100mg/kg no 4° dia, com o segunda dose.
to diverse experimental models objetivo de induzir a neutropenia.
of infectious disease. Neutrofilos- no 4° dia, apos a segunda dosagem
ocorreu neutropenia severa.
Zuluaga, A.F. et al.
Linfécitos e Mondcitos- no 5° dia houve uma
BMC infectious disease, 2006. reducéo de 92% e 96% respectivamente.
Effect of Saccharomyces Pelotas, Os camundongos foram vacinados com 36 Resposta soroldgica a tetravalete contra E. coli- a
boulardii and Bacillus cereus Brasil. tetravalente contra Escherichia coli (E. coli) e camundongos | soroconversao foi maior no grupo suplementado do
var. toyoi on the humoral and vacina contra parvovirose canina e divididos em 3 | BALB-c. gue no controle. Houve diferenca significativa entre

cellular response of mice to
vacines.

Coppola, M.M. Conceicéo, F.R.
Gil-Turnes,C.

Food and Agricultural
Immunology, September 2005.

grupos.
Grupo 1- ndo suplementado.

Grupo 2- Saccharomyces boulardii.
Grupo 3- Bacillus cereus var. toyoi.

0 grupo controle e o grupo S. boulardii (1,6-1,8
vezes maior no grupo 2).

Resposta soroldgica & vacina contra parpovirose
canina- a soroconversdao foi maior no grupo
suplementado do que no controle. Houve diferenca
significativa entre o grupo controle e o grupo B.
cereus var. toyoi (6,8 a 9,1 vezes maior no grupo
3).
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Imunidade celular- grupo 2 estimulado com 1 e
10ugde proteina F4 de E. coli produziram 24 e 26

pg mltde IL-4, respectivamente, mas n&o IFN-Y.

A probiotic strain of Granada, | Os camundongos foram divididos em 4 grupos: 6 N&o houve modificacao significativa na contagem
Lactobacillus plantarum Espanha. | Grupo 1- controle camundongos | de leucdcitos (sangue periférico) e esplendécitos
stimulate lymphocyte response Grupo 2- L. plantarum BALB-c. entre os que receberam L. plantarum e o controle.
in immunologically intact and Grupo 3- CF No grupo L. plantarum + CF, esses parametros nao
immunocompromised mice. Grupo 4- L. plantarum + CF foram alterados pelos probiéticos.
Os animais receberam os lactobacilos 10 dias
Bujalance, C. et al. antes da 1° dose (150mg/kg- dia 0) de CF. A A restauracao do sistema imune foi
_ dosagem total de CF foi de 250mg/kg (dia 3). estatisticamente significativa no dia 1 e 11 apos a
International Journal of Food ultima injecdo de CF (corresponde ao dia 15 e 25
Microbiology, 2007. de tratamento com L. plantarum).
A suplementagéo de L. plantarum em animais com
0 sistema imune intacto apresentou um leve
aumento na resposta proliferativa de concanavalin
A.
O L. plantarum ndo teve efeito na supressédo
induzida por CF.
Impact of probiotic Minas Os camundongos foram divididos em 10 grupos e | 100 Experimento 1:
supplementation on mortality of Gerais, foram realizados 2 experimentos: camundongos | Mortalidade- entre os animais néo tratados com
induced 1,2- dimetilhidrazina Brasil. Experimento 1: Swiss machos. | DMH, s6 houve uma morte (10%) no grupo Sb.

carcinogenesis in a mouse
model.

Grupo 1- controle
Grupo 2- controle com dimetilhidrazina (DMH).
Grupo 3- Lacto (Lactobacillus delbrueckii)

Entre os animais tratados com DMH, houve
mortalidade de 30% (Bifido), 40% (Lacto) e 60%
(Lacto + Bifido), isso ocorreu em média 48 a 72h
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Liboredo, J.C., et al.

Nutrition, 2010.

Grupo 4- Lacto + DMH

Grupo 5- Bifido (Bifidobacterium animalis var.
lactis)

Grupo 6-Bifido + DMH

Grupo 7- Lacto + Bifido

Grupo 8- Lacto + Bifido + DMH

Grupo 9- Saccharomyces boulardii (Sb)

Grupo 10- Sb + DMH

Os probidticos comecaram a ser administrados 1
semana antes do inicio da DMH (1 vez/ semana,
por 6 semanas) ou inje¢éo salina.

Experimento 2: Grupos 4, 6 e 8. No dia da 1°
injecdo de DMH os animais ndo receberam
probiéticos.

apos a 1° injecdo de DMH). N&o houve diferenca
significativa entre esses grupos. No grupo DMH e
Sb + DMH n&o houveram mortes.

Translocacdo- no grupo controle nao houve
translocacao. Os grupos tratados com DMH e
probidticos apresentaram translocacéo mais
frequente e geralmente alta nos linfonodos
mesentéricos. Nos grupos tratados somente com
probidticos, os niveis microbianos nos tecidos
foram baixos e restritos aos linfonodos
mesentéricos e ao bago. Nos grupos DMH tratados
ou ndo com probidticos a translocacéo alcangou o
figado e esse fendbmeno foi mais intenso nos
camundongos que receberam L. delbrueckii ou B.
latis.. E a translocacéo no figado foi significativa
entre os grupos Bifido + DMH e controle, Lacto-
Bifido e Sh. Provavelmente o aumento da
translocacao se deve a imunossupresséao e ao
aumento da permeabilidade da mucosa causada
pela administragdo de DMH.

Experimento 2: a interrup¢do da administracdo de
probidticos no dia da primeira inje¢édo de DMH
preveniu a morte de camundongos durante o
estudo.
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Failure of neutrophil chemotactic | Uberaba, | As mulheres participantes do estudo foram 48 mulheres Os neutrofilos obtidos do grupo controle e das
function in breast cancer Brasil. divididas em 2 grupos, grupo controle (25 com médias pacientes com cancer de mama apresentaram
patients treated with mulheres saudaveis) e grupo de pacientes com de idade migracao similar em resposta a todos 0s
chemotherapy. cancer de mama (23 mulheres). semelhantes. quimiotaticos testados. Das 23 pacientes, 16
realizaram quimioterapia.
Mendonca, M.A.O, et al. Um dos quimioterapicos utilizado foi a
ciclofosfamida, foram realizados 6 a 8 ciclos de Funcéo quimiotatica dos neutrdfilos- considerando
Cancer Chemotherapy quimioterapia, com intervalos de 21 dias. 0 estagio da doenca <ou = Il (n=15) ou > ou = llI
Pharmacology, 2005. (n=8) ndo houve diferenca significativa na resposta
As pacientes foram entrevistadas sobre episodios migratéria dos neutréfilos.
de infeccdes bacterianas, confirmada por
amostras de urina e/ou sangue e/ou radiografia Efeito da quimioterapia na funcdo quimiotatica dos
de torax. neutréfilos- 2 pacientes se recusaram a participar
da segunda fase do estudo (n=14). Foi observada
A coleta de sangue foi realizada no diagndstico e significativa reducéo na quimiotaxia de neutréfilos
antes do sexto ciclo de quimioterapia. Foram para fMLP. 8 pacientes (57,14%) apresentaram um
testados os seguintes quimiotaticos: N-formyl-L- epis6dio de infecgdo entre os ciclos de
methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine (fMLP), guimioterapia (infecgBes do trato genito-urinario
Leucotrieno B4 (LTB4) e Interleucina-8 (IL-8). e/ou pneumonia), nesse grupo foi observada menor
. . .. migracao de neutrdéfilos para fMLP e LTB4, quando
Foi comparada a resposta migratoria dos N .
. comparado a quimiotaxia antes do tratamento.
neutrofilos entre os 2 grupos e ha segunda parte
do estudo foi avaliado o possivel efeito supressor
da quimioterapia na migracdo de neutrdfilos.
Bacillus cereus var. toyoi Berlim, Os leitdes foram divididos em 2 grupos: 70 leitbes N&o houve diferenca significativa de linfocitos e
enhanced systemic imune Alemanha. | Grupo 1- suplementado com Bacillus cereus var. monadcitos entre os vacinados e nédo vacinados.

response in piglets.

Schierack, P. et al.

toyoi (n=34).
Grupo 2- controle (n= 36)

O percentual de células T CD8+ foi menor no grupo
probidtico. O percentual de células T helper
(CD4+), TcR1+, células B maduras (CD21+) e
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Veterinary immunology and
immunopathology, 2007.

20 animais do grupo 1 e 19 do grupo 2 foram
designados aleatoriamente para vacinacao da
Influenza (n=39) e 14 animais do grupo 1 e 17 do
grupo 2 para vacinagdo contra Micoplasma
(n=31).

O grupo vacinado contra Influenza teve o
objetivoverificar produgéo de citocinas,
proliferacdo de antigenos e estimulag&o policlonal
e anticorpos. Ja no grupo vacinado com
Micoplasma foram verificados dados referentes a
anticorpos.

Nos animais vacinados foram avaliados a
proliferacé@o de antigenos especificos e de
anticorpos contra o antigenos viral (influenza) e o
antigeno bacteriano (micoplasma).

mondécitos (CD14+) foram similares em ambos os
grupos.

O grupo probidtico apresentou maior razao
CD4+/CD8+ (resposta imune secundaria) do que o
grupo controle.

O grupo probidtico produziu mais IL-4 do que o
controle (ambos néo vacinados) e IFN-Y,

Sugere-se que o Bacillus cereus var. toyoi pode
irritar a mucosa intestinal resultando na ativacéo do
sistema imune da mucosa.

Bacterial Translocation Is
Reduced by a Specific
Nutritional Combination in Mice
with Chemotherapy-Induced
Neutropenia.

Faber, J. et al.

The Journal of Nutrition, 2011.

Utrecht,
Holanda.

Os camundongos foram divididos em 3 grupos:
Grupo 1.C: controle (n=10).

Grupo 2. C-PT: dieta controle e Pseudomonas
aeruginosa e quimioterapia com ciclofosfamida
(n=20).

Grupo 3. SNC-PT: combinacéo nutricional
especifica (SNC)* e P. aeruginosa e
quimioterapia com CF (n=20).

Para estabelecer a colonizacido com
Pseudomonas aeruginosa 0s camundongos
foram pré-tratados com antibiético de amplo
espectro (ampicilina) nos dias -2,-1 e 0. Depois

50
camundongos
fémeas
C3H/HeN

Peso corporal e ingestéo alimentar: No comeco do
estudo o peso corporal dos animais foram
semelhantes, a partir do 20° dia o grupo SNC-PT
apresentou maior ganho de peso. Apés a
quimioterapia o peso dos 2 grupos declinou
comparado com o grupo controle. Nao houve
diferenca significativa na ingestdo alimentar dos 3
grupos.

Pseudomonas aeruginosa: No dia 13 a colonizagéo
por P. aeruginosa foi menor no grupo SNC-PT.
ApOs o tratamento quimioterapico os niveis de
P.aeruginosa na amostra de fezes diminuiram nos
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disso, os animais foram infectados por P.
aeruginosa resistente a ampicilina no dia 0.

A colonizagéo por P. aeruginosa foi mensurado a
partir das amostras fecais e a colonizacéo
intestinal foi obtida apés 5 dias.

No dia 6 os camundongos dos grupos com P.
aeruginosa foram randomizados de acordo com o
peso corporal e nivel de colonizagdo antes de
comecar a intervencao nutricional.

Ap6s 3 semanas de intervenc¢do nutricional, foi
induzida a neutropenia e o dano a mucosa
através da quimioterapia. Nos dias 28 e 30 os
animais receberam, ciclofosfamida, induzindo a
disseminacgédo da P. aeruginosa e a translocacéo
sistémica. Foi coletado sangue para determinar o
grau de neutropenia.

No dia 33, 5 dias ap0s a primeira dose de
guimioterapia foi coletado amostra de sangue
para mensurar as citocinas pro-inflamatorias e
estabelecer o estado de inflamacéo e
neutropenia. Depois os camundongos foram
mortos e foram retirados o figado e o pulméao para
determinacéo da translocacéo bacteriana nesses
orgaos. A amostra do contetdo intestinal foi
obtida por lavagem de ileo e foi removido o
conteudo do ceco.

2 grupos, entre 0 30° e 31° dia a colonizacéao foi
menor no grupo SNC-PT e o pH fecal fecal também
foi mais baixo no grupo SNC-PT no 7° e 31° dia e
nos dias 28 e 33 foi encontrada maior quantidade
de lactobacillus nas fezes do grupo SNC-PT
comparado com o grupo C-PT. A reduc¢édo do pH
fecal pode ser devido a formacéo de butirato,
acetato e lactato formados a partir da fermentacéo
de oligossacarideos (prebiéticos). O baixo ph pode
levar a inibicdo do crescimento e adeséo de
patdégenos.

Neutropenia induzida pela quimioterapia: Apds o
tratamento quimioterapico, os camundongos de
ambos os grupos ficaram neutropenicos. O nimero
de linfécitos e de células brancas totais diminuiram,
ndo houveram diferengas nos tipos celulares dos
dois grupos.

Translocacdo de P. aeruginosa: A translocacao
bacteriana para o figado foi menor no grupo SNC-
PT do que no grupo C-PT e a translocac¢do para o
pulmao tendeu a ser menor também (p=0,053).
C-PT: 3 mortes por infeccdo.SNC-PT

Citocinas plasmaticas e PGE2: A concentragéo de
citocinas foi maior no grupo C-PT do que no
controle e tendeu a ser menor ainda no grupo SNC-
PT (p=0,10-0,38), a variabilidade dentro do grupo
pode ser responsavel por a diferenga néo ser
significativa. As citocinas proinflamatorias foram
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* SNC: elevada quantidade de proteina, L-leucina, leo de
peixe e oligossacaideos especificos.

correlacionadas com a intensa translocacéo
bacteriana no figado.

Probiotics Lactobacillus strain
protect against
myelossupression and
immunosupression in
cyclophosphamide- treated
mice.

Salva, S. et al.

International
immunopharmacology, 2014.

Tucuman,
Argentina.

Foram realizados 2 experimentos, todos os
animais receberam CF e foram utilizadas duas
cepas de lactobacillus: L. casei e L. rhamnosus.
Cada experimento teve 3 grupos, com 6
camundongos:

Grupo 1: CF

Grupo 2: Lc431 + CF

Grupo 3:Lr1506 + CF

Os grupos 2 receberam L. casei a partir do dia -2
e 0s grupos 3 receberam L. rhamnosus a partir do
dia -5 até o dia 0, quando foi administrada uma
dose intraperitoneal de 150mg/kg de
ciclofosfamida.

Experimento 1: avaliou a capacidade de proteger
camundongos tratados com CF contra a
mielossupressao e imunossupressao.

Experimento 2: avaliou a capacidade dos
probidticos para acelerar a recuperacgao da
resposta imune contra o patdgeno oportunista
Candida albicans. Nesse grupo, além da
metodologia citada anteriormente, 0s animais
receberam também uma injecéo intraperitoneal
de C. albicans no 3° dia.

36
camundongos
machos Swiss.

Leucécitos- apresentou o menor valor no 3° dia
apos a administracdo de CF e retornou ao valor
normal no dia 8. Os grupos tratados com
lactobacillus apresentaram numero de leucdcitos
sanguineos similares ao grupo CF, no entanto no
dia 3 esses valores foram maiores nos grupos
tratados com probiéticos, além disso retornaram
aos valores normais um dia antes o que o grupo
CF.

Neutrofilos- diminuiram significativamente entre o
dia 2 e 6 ap6s a administracdo de CF. No dia 7
houve aumento de neutréfilos, ultrapassando os
valores normais e no dia 17 esses valores
retornaram ao normal. S6 foram observadas
diferencas entre os grupos nos dias 7 & 10 apés a
administracéo de CF, quando os valores dos
grupos que receberam probioticos foram
significativamente maiores que o controle.

Na medula 6ssea o tratamento com CF induziu
uma diminuicéo significativa na contagem total de
células.

Fagdcitos- o0 menor valor foi observado no dia 3 e
voltaram ao normal no dia 7 no grupo CF e no dia 5
nos grupos tratados com lactobacillus. Os grupos
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que receberam probidticos apresentaram maiores
valores do que o observado no grupo CF.

Os grupos tratados com probiéticos tiveram um
aumento significativo na atividade dos macréfagos
antes da administracdo de CF e mantiveram a
atividade dos macréfagos e fagécitos maiores até o
dia 10 ap6s a administragdo de CF.

Células CD34 e Grl- em todos 0s grupos que
receberam CF houve decréscimo das células Gr-1
do sangue e da medula 6ssea, chegando ao menor
valor no dia 3 apds a administracéo de CF. Os
grupos tratados com Lactobacillus apresentaram
maiores niveis de Gr-1. Ambos CD34 e duplo-
positivo CD34/Gr-1 da medula 6ssea foram
maiores nos animais tratados com lactobacillus
antes (dia 0) e apos (dia 3) da administracdo de CF
(dia 0).

Resisténcia contra infeccdo por C. albicans- o
percentual de sobrevivéncia do grupo CF apds 21
dias de infecc¢éo foi 40%, o grupo Lc431+CF e o
Lr1506+CF foi de 70% e 60% respectivamente.
Isso indica que camundongos apenas tratados com
CF s&o mais suscetiveis a candidiase do que os
que receberam também lactobacillus.
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The changes induced by Shangai, Os animais e foram divididos em 4 grupos e 6 Efeitos do tratamento guimioterapico nas
cyclophosphamide in intestinal China. depois receberam o quimioterapico por 5 dias: camundongos | mudancas da microflora intestinal- camundongos
barrier and microflora in mouse. Grupo 1- controle. machos tratados com 100mg/kg de CF apresentaram um
Grupo 2- 25 mg/kg de CF. Balb/c. significante aumento de enterobacteraceae.
Yang, J. et al. Grupo 3- 50 mg/kg de CF.
Grupo 4- 100 mg/kg de CF. Efeitos do tratamento quimioterapico na
European Journal of permeabilidade intestinal- camundongos tratados
Pharmacology, 2013. com 50 e 100mg/kg de CF apresentaram maior
permeabilidade intestinal.
Efeito do tratamento quimioterapico na expressao
de ocludina, ZO-1 e E-caderina- o tratamento
alterou a expressao dessas trés principais
proteinas do epitélio intestinal que formam as
juncBes apertadas e as juncdes aderentes.
Influence of the probiotic Berlim, As 20 porcas foram inseminadas e divididas em 2 | 20 porcas Epitélio do jejuno proximal- a fracdo de leucdcitos
Bacillus cereus var. toyoi on the | Alemanha. | grupos, um tratado com o probiético e outro néo gestantes e totais (CD45+) do epitélio jejunal superior foi similar

intestinal immunity of piglets
Scharek, L. et al.

Veterinay immunology and
immunophatology, 2007.

(grupo controle).

As porcas foram suplementadas com Bacillus
cereus var. toyoi a partir do dia 25 apés a
inseminac&o e seguiram recebendo a
suplementacgédo até a lactacéo. Os leitdes do
grupo tratado receberam o probidtico até o dia 28,
apos o desmame

seus filhotes.

em ambos os grupos de leitdes. Todos 0s animais
apresentaram um aumento no CD45+ intraepitelial
entre os dias 14 e 56. A frequéncia de células T
duplo-positivo CD3/CD8 da camada epitelial foram
diferentes entre os grupos, foi maior no grupo
probiético no dia 28.

Lamina propria mucosas- embora a contagem de
células CD45+ tenha sido maior no grupo
probidtico, ndo houve diferenca significativa entre
os grupos. Embora tenha sido observada uma
diferenca significativa entre os grupos nas células
CD25+ e linfdcitos T ¥8na mucosa da lamina
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prépria. Analises quantitativas revelaram
significativamente mais linfécitos CD25+ e Células
T ¥8nos tecidos de leitdes do grupo probiético no
dia 35.

Placa de Peyer (PP)- Somente numeros baixos de
células T foram detectadas na PPdo ileo de ambos
0s grupos. A grande maioria de células na PP foi
de CD21+, sem diferenca significativa entre os
grupos.

Frequéncia patogénica do sorogrupo Escherichia
coli- foram encontradas em amostras de porcas de
ambos os grupos. Os leitdes do grupo controle
abrigaram 7 dos 9 sorogrupos também encontrados
nas porcas que consiste na transferéncia de
contaminacgédo de porca para leitdo. Apesar de
testados 19 leitdes de cada grupo, apenas 2 dos 9
sorogrupos associados a patégenos foram isolados
de amostras de leitdes do grupo probidtico.

Effect of Bacillus cereus var.
Toyoi and Saccharomyces
boulardii on the immune

response of sheep to vacines.

Ross, T. B. et al.

Food and Agricultural
Immunology, 2010.

Pelotas,
Brasil.

Os animais foram divididos em 3 grupos de 10,
todos foram vacinados contra o herpesvirus
bovino tipo-5 (BoHV-5) e Escherichia coli.

Grupo 1: suplementado com Bacillus cereus var.

toyoi.

Grupo 2: suplementado com Saccharomyces
boulardii.

Grupo 3: controle.

30 cordeiros.

Resposta soroldgica a Escherichia coli- a
soroconversdo do grupo S. boulardii foi
significativamente maior do que nos outros grupos.

Resposta soroldgica a vacina BoHV-5- a
soroconversdo do grupo B. cereus var. toyoi foi
significativamente maior do que nos outros grupos,
seguido do grupo S. boulardii.
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Sinergismo dos probidticos
Saccharomyces boulardii E
Bacillus cereus var. Toyoisobre
a imunomodulacdo em
camundongos.

Castelli, R. M.

Dissertacdo de mestrado
Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial/ UFPel, 2011.

Pelotas,
Brasil.

Para avaliar a resisténcia dos probiéticos no trato
gastrointestinal (TGI) de camundongos, 0s
animais foram divididos em 3 grupos:

Grupo 1 (G1)- recebeu S. boulardii e B. cereus
var. toyoi.

Grupo 2 (G2)- recebeu somente S. boulardii.
Grupo 3 (G3) — recebeu somente os esporos de
B. cereus var. toyoi.

A administrag&o dos probioticos foi realizada em
dose Unica por via oral através de gavagem. As
fezes dos animais foram coletadas 24, 48 e 72h
apo6s a administragdo dos microorganismos e
foram calculadas as taxas de sobrevivéncia dos
probiéticos individualmente e quando
administrados juntos.

Foi avaliada também a taxa de sobrevivéncia dos
probidticos em condi¢des simuladas ao TGl de
humanos.

Para avaliar o efeito imunomodulador da
associacdo dos dois probioticos, os camundongos
foram divididos em 4 grupos com 12 animais em
cada.

Grupo 1 (G1) — controle

Grupo 2 (G2) — recebeu S. boulardii.

Grupo 3 (G3) — recebeu esporos de B. cereus var.
toyoi.

Grupo 4 (G4) — recebeu S. boulardii e esporo de
B. cereus var. toyoi.

63
camundongos
BALB/c
fémeas

Resisténcia dos probidticos associados as
condicdes simuladas do TGI de humanos - Ambos
os probioticos apresentaram elevadas taxas
sobrevivéncia as (S.boulardii, em média 94,4% e B.
Toyoi, em média 84,5%) e quando associados (S.
boulardii, em média 92,2 % e B. Toyoi, em média
76,3%).

Resisténcia dos probidticos co-administrados ao
TGI de camundongos - Os probidticos B. Toyoi e S.
boulardii, tanto administrados individualmente
guanto associados, apresentaram elevadas taxas
de sobrevivéncia 24 horas apos a ingestéo (S.
boulardii, em média 64.4 % e B. Toyoi, em média
82.4%). Quarenta e oito horas apds a ingestéo,
pode-se observar uma queda nessas taxas (S.
Boulardii, em média 54.7 % e B. Toyoi, em média
51,8%). Porém, sé observou-se diferenga
significativa (p< 0,05) nas taxas de sobrevivéncia
entre os grupos apés 72 horas, onde somente o
probiético S. boulardii, administrado tanto
individualmente quanto associado, sobreviveu ao
TGI dos camundongos (S. boulardii
individualmente= 44.8 e associado a B. Toyoi =
31,5%).

Avaliacdo do efeito imunomodulador

Imunidade humoral (IgG total) - os soros dos
animais pertencentes aos grupos alimentados com
os probioticos apresentaram titulos
estatisticamente superiores (p < 0,05) ao controle e
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Os camundongos tiveram quinze dias para
adaptacao a racdo com probioticos e a receberam
durante todo o experimento. No dia zero e 15, os
animais foram imunizados via intramuscular com
aproximadamente 3 ug da proteina internalina A
recombinante (rInlA) de L. monocytogenes. Para
a avaliacdo da resposta imune humoral, soros
dos animais imunizados foram coletados nos dias
zero (pré-imune) e 29 ap6s a imunizagéo.

que os soros do grupo em que o0s probioéticos foram
administrados de forma associada apresentou o
maior titulo, estatisticamente superior (p < 0,05)
aos dos demais grupos.

IgG1 e lgG2a -o0s soros dos animais do grupo em
gue os probiéticos foram associados apresentaram
os maiores titulos de IgG1 rinla especifica, seguido
pelos soros dos animais do grupo administrado
somente com S.boulardii e com B.Toyoi.
Entretanto, a diferenca foi significativa no grupo
onde os animais foram administrados de forma
associada em relagéo aos outros (p<0,05)

IEN-y - N&o houve diferenca significativa nas
concentracdes de IFN-y entre os grupos.

Astaxanthin intervention
ameliorates cyclophosphamide-
induced oxidative Stress, DNA
damage and early
hepatocarcinogenesis in rat:
Role of Nrf2, p53, p38 and
phase-ll enzymes

Tripathi, D.N; G.B. Jena, G.B

Mutation Research, 2010.

Mohali,
india.

Avaliacdo do pré-tratamento - Os ratos foram
submetidos a um pré-tratamento com 25mg/kg de
peso Astaxantina (AST) por 4 dias e no quarto dia
receberam também uma dose de 50mg/kg de CF
1h ap6s a AST. Todos os animais foram
eutanaziados 24h apods o tratamento com CF.
Grupo 1 — controle.

Grupo 2 — 4 dias de AST.

Grupo 3 — apenas CF no dia 4.

Grupo 4 — 4 dias d AST + CF.

Avaliacdo do poés-tratamento — Os ratos
receberam 25mg/kg de AST 10 dias apos o
tratamento com 50mg/kg de CF. Todos os

Ratos machos
SD

Efeitos da AST no estresse oxidativo induzido por
CFE — O tratamento com CF induziu um aumento
significativo no nivel de MDA e reduziu o nivel de
GSH quando comparado ao grupo controle. A AST
tanto como pré ou pés-tratamento reduziu o
estresse oxidativo.

Efeitos da AST na ruptura de fragmentos de DNA —
O tratamento com CF induziu um aumento
significativo no dano ao DNA. A AST reduziu o
dano ao DNA.

Efeito da AST na fragmentacdo do DNA e
apoptose- O tratamento com CF induziu um
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animais foram eutanaziados 24h apés o
tratamento com AST.

Grupo 1 — controle.

Grupo 2 — 10 dias de AST.

Grupo 3 — apenas CF no dia 1.

Grupo 4 — CF no dia 1 + 10 dias de AST.

Foram avaliados no figado os niveis de
marcadores de estresse oxidativo, como
malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida
(GSH), o dano ao DNA, as células em apoptose,
a fragmentac&o do DNA, o dano celular. Foram
estimados os focos de Glutationa-S-transferase-P
(GST-P), a expressao das proteinas NQO-1, HO-
1, p53 e p38 e estimativa de Nrf-2.

aumento na fragmentacdo do DNA. A AST induziu
uma reducéo na fragmentacao do DNA.

Efeito da AST no focos positivos de GST-P no
figado — A inducéo de focos de GST-P é
considerada um biomarcador precoce de
hepatocarcinogénese. Foi encontrado no grupo
tratado com CF um significativo aumento no
namero de hepatdcitos positivos para GST-P, nos
focos positivos e nos focos positivos por cm2. A
AST pés-tratamento induziu uma diminui¢éo
significativa no niumero de focos positivos de GST-
P e nos focos por cm?.

Efeito da AST na expressao de Nrf2 e associacao
com enzimas de protecéo fase Il NQO-1 e HO-1 —
A AST induziu um aumento no nivel nuclear de Nrf-
2 e na associacdo com enzimas de protecdo fase |l
NQO-1 e HO-1.

Efeito da AST na expresséo de p58 e p34 - O
tratamento com CF aumenta a expressao de p53 e
p38 quando comparado ao controle. A AST pré-
tratamento induziu uma significativa reducéo de
p53 e p38 quando comparado ao grupo CF.
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The glutathione disulfide Miami, Os animais foram divididos em 3 grupos, com no | Camundongos | O tratamento com NOV-002 reduz as células tronco
mimetic NOV-002 inhibits EUA. minimo 3 e no maximo 5 animais. machos progenitoras hematopoiéticas e reverteu a
cyclophosphamide-induced Grupo 1- controle. C57BL/6 imunossupressao de células supressoras, 0 que
hematopoietic and immune Grupo 2- CF (200mg/kg no dia 0). (Ly5.2) conduziu a uma melhora significativa das funcfes
suppression by reducing Grupo 3- CF + NOV-002 (25mg/kg de NOV-002 imunolégicas e hematopoiéticas. Esses efeitos do
oxidative stress por até 7 dias, comegando no dia anterior a CF). NOV-002 podem ser atribuidos a capacidade de
_ o _ modulacdo do redox celular. O NOV-002 regula a
Diaz-Montero, M. C. et al. Nos dias 3 e 7 os animais foram eutanaziados. expresséo de superoxido dismutase 3 e glutationa
. .. . A peroxidase 2 em células tronco progenitoras
. . Foram avaliadas espécies reativas de oxigénio s o L.
Free Radical Biology & . . hematopoiéticas, inibiu 0 aumento de espécies
. (ERO) produzidas pelas células-tronco . A . .
Medicine, 2012. s , , reativas de oxigénio produzidas por essas células e
hematopoiéticas da medula 6ssea e pelas células , . o
. . N células supressoras derivadas de mieldides.
supressoras derivadas de mieléides, a razéo ~ ~ .
. . . : Atenuou a reduc¢édo da razéo glutationa
glutationa reduzida/ glutationa oxidada e a . . . L
~ . L reduzida/glutationa oxidada nos esplendcios. O
expressdo de RNAm de enzimas antioxidantes de ~
. . o NOV-002 reduz a supresséo imune e
células-tronco progenitoras hematopoiéticas, s . .
A hematopoiética causada pela ciclofosfamida.
entre outros parametros.
Amelioration of Kolkata, Os animais foram divididos em 4 grupos: 20 O AC reduziu a hipocelularidade da medula éssea
cyclophosphamide induced india. Grupo 1: controle. camundongos | e do baco, induzida pela CF e o estresse oxidativo

myelosuppression and oxidative
stress by cinnamic acid.

Patra, K. et al.

Chemico-Biological Interactions,
2012.

Grupo 2: camundongos tratados com Varias.
doses de acido ciandmico (AC).

Grupo 3: camundongos tratados com CF.
Grupo 4: camundongos tratados com CF e AC.

A CF foi administrada intraperitonealmente na
dosagem de 50 mg/kg. J& os animais tratados
com AC receberam doses orais de 15, 30 e 60
mg/kg de AC, 15 dias antes da CF em dias

machos Swiss
albino.

da medula 6ssea e do figado.

N&o houve diferenca significativa nos valores de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) entre 0s grupos.

Peroxidacao lipidica- o grupo tratado com CF
apresentou niveis significativamente maiores de
malonaldeido (MDA), na medula éssea e no figado,
do que o grupo controle. O AC reduziu os niveis de
MDA, de forma dose dependente.
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alternados. Os animais foram sacrificados 24h
apos a aplicacao de CF.

Enzimas antioxidantes- as enzimas catalase,
superoxido dismutase e glutationa-S-transferase
apresentaram elevacao significativa no grupo
tratado com AC, no entanto néo foi dose
dependente.

Protective effect of
aminoguanidine against
cyclophosphamide-induced
oxidative stress and renal
damage in rats.

Abraham, P. & Rabi, S.

Redox Report, 2011.

Vellore,
india.

Os animais foram divididos em 4 grupos:
Grupo 1. CF

Grupo 2: AG + CF

Grupo 3: AG

Grupo 4: controle.

Foi induzido o dano renal nos ratos através de
uma Unica dose intraperitoneal de CF de 150
mg/kg. Foi realizada administracdo de 200 mg/kg
de aminoguanidina (AG) uma hora antes da
adiministracao de CF.

Todos os animais foram eutanasiados 16h apés a
administracdo de CF ou soluc¢éo salina (no caso
do grupo controle).

Os rins foram utilizados para analise histolégica e
analyses bioquimicas.

Ratos Wistar
machos

O pré-tratamento com AG sozinho néo afetou
significativamente os parametros bioquimicos.

O MDA foi 52% maior no grupo CF qunado
comparado ao controle e o AG atenuou essa
elvacéo.

A GSH foi 46% menor no grupo CF do que no
controle e 0 AG restaurou completamente os niveis
de GSH.

As enzimas GPx e GST reduziram 27% e 35%
respectivamente nos rins dos animais tratados com
CF quando comparados ao controle e 0 AG
restaurou quase completamente as atividades
dessas enzimas.

O nivel de catalase foi 29% menor nos rins dos
animais do grupo CF quando comparado controle e
0 AG restaurou completamente a atividade da
catalase.

O pré-tratamento com AG atenuou o dano renal,
preveniu a peroxidacgéao lipidica, a oxidagao
proteica, a deplecdo da GSH reduzida e a reducéo
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da atividade de enzimas antioxidantes, incluindo
GPx, catalase, GST e a atividade da
miieloperoxidase (marcador da infiltragdo de
neutroéfilos).

Foi concluido que o AG pode prevenir o dano renal
causado pela CF por inibicdo do estresse oxidative.

Hepatoprotective Effect of Lactic
Acid Bacteria

in the Attenuation of Oxidative
Stress from

tert-Butyl Hydroperoxide

Ou, C. etal.

Journal of Food and Drug
Analysis, 2012.

Taichung,
Taiwan.

O estudo investigou o dano oxidativo causado
pelo tert-butil-hidroperéxido (t-BHP) nas células
HepG2 (células presentes em hepatocarcinomas)
e o efeito de extratos intracelulares e células
mortas de Lactobacillus acidophihis Lal2,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus Lb23,
Bifidobacterium longum B136 e Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus St28 sobre as células
HepG2.

Primeiramente foram utilizadas dosagens 1 mM,
1,5 mM e 3 mM de t-BHP e entéo foi selecionada
a dosagem de 3 mM para o0 experimentos
seguintes com bactérias 4cido-lacticas.

As células foram tratadas com bactérias acido
lacticas antes da exposicao a t-BHP.

In vitro

O dano téxico aos hepatdcitos causado por t-BHP
foi atenuado pelas bactérias acido-lacticas, o efeito
protetor ocorreu por reducao do risco de acimulo
de espécies reativas de oxigénio e reativagdo de
enzimas antioxidantes.
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Impact of the probiotic bacteria
Enterococcus faecium

NCIMB 10415 (SF68) and
Bacillus cereus var. toyoi
NCIMB 40112 on the
development of serum 1gG and
faecal IgA of

sows and their piglets.

Scharek, L. et al.

Archives of Animal Nutrition,
2007.

Berlin,
Alemanha.

O estudo buscou avaliar a influéncia de duas
bactérias probidticas (E. faecium e B. Toyoi)
sobre o sistema imune de porcas e seus leitdes.

As 26 porcas foram divididas em 2 grupos, 1 que
recebeu E.faecium e outro que serviu como
controle. O mesmo delineamento foi utilizado um
ano depois paro segundo ensaio com 10 porcas
no grupo que recebeu B. Toyoi e 10 no grupo
controle.

As porcas receberam suplementacdo com um dos
dois probidticos no comeco da gestacao.

O teor de IgA nas fezes e de IgG no sangue das
porcas foi avaliado antes e depois do desmame.
Os mesmos parametros foram avaliados nas
fezes e sangue de leitdes.

26 porcas

Em porcas somente a suplementagdo com B. Toyoi
levou a um claro aumento de IgA fecal.

Os niveis de 1gG nas porcas nao foi afetado por
nenhuma suplementacéo.

Entre os leitdes, os alimentados por B. Toyoi
apresentaram niveis de IgA fecal significativamente
maiores pouco antes do desmame, enquanto que
no gupo que recebeu E. faecium o nivel mais alto
ocorreu uma semana apos o desmame.

Em ambos os grupos, os niveis de IgG poés-
desmame foram significativamente menores em
comparagao com 0s respectivos grupos controle.
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Os artigos selecionados na revisédo de literatura demonstram o potencial
Imunossupressor e oxidativo da CF. Em contra partida vem sendo observado o
efeito positivo que alguns probidticos poderiam ter para reverter a
imunossupressao e alguns parametros de estresse oxidativo causados por esse
quimioterapico. A maioria dos estudos que relacionam probiéticos com resposta
imune, peroxidacao lipidica e atividade de enzimas antioxidantes foi realizado
com bactérias &cido-laticas e em diversas condicbes, sendo raramente
relacionado a quimioterapicos. O probidtico B. Toyoi foi pouco utilizado nesses
estudos e foi mais relacionado a imunidade humoral, apresentando resultados

positivos.
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7 Material e Métodos

7.1 Probiotico e condi¢fes de cultivo

O micro-organismo B. Toyoi que sera utilizado nesse trabalho sera
proveniente do banco de micro-organismos do Nucleo de Biotecnologia (CDTec-
UFPel).

A bactéria liofilizada sera suspensa em solucéo salina estéril, semeada
em placas contendo Agar Sangue e as placas incubadas por 24 h a 37°C. A
seguir, 50 yL de uma suspensao contendo 3 a 5 colénias serdo adicionados a
70 mL de caldo Infuséo de cérebro e coracao (BHI) e o cultivo sera incubado em
agitador orbital a 200 rpm, por 37 °C por 16 a 18 h. Apés, 70 mL do inéculo serdo
adicionados a 700 mL de caldo NYSM (YOUSTEN, 1984) e o cultivo seré&
incubado a 37°C sob agitagcédo de 200 rpm durante 24 h.

A suspenséao sera aquecida em banho-maria a 80 °C durante 15 minutos
para eliminar formas vegetativas do bacilo. O cultivo sera centrifugado a 4000 g
por 15 minutos, sob refrigeracdo de 4°C, e concentrado a um volume de 700 mL.
A concentracdo de B. Toyoi sera determinada através da diluicdo em série
decimal do cultivo em solucédo salina (NaCl 0,9%) estéril e da contagem das
UFC.mL! em placas contendo Agar BHI, apds a incubacdo das mesmas a 37°
C por 24 h.

7.2 Animais e delineamento do estudo

Os ensaios biolégicos serdo desenvolvidos no Laboratério de
Nutrifisiogenémica e Metabologia da Faculdade de Nutricdo da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). Serao utilizados 40 camundongos Swiss fémeas
com 45 dias de idade, provenientes do Biotério Central da UFPel. Todos os
animais receberdo dieta padrdo para roedores e agua esterilizada. Os animais
serdo mantidos em gabinetes de 27x19x20 cm, produzida em arame de aco Inox
Aisi 304 com polimento eletrostatico, comedouro tipo tunel e bebedouro de

polipropileno com capacidade para 300 mL com 5 camundongos por gabinete
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emambiente com temperatura de 22-24 °C e umidade relativa de 65-75 % com
ciclos de luz e escuridéo de 12 h.

Os animais serdo randomizados e divididos em quatro grupos, cada um
com 10 animais, da seguinte forma:

- Grupo controle (G1): receberdo apenas racao e agua esterilizada;

- Grupo CF (G2): receberdo 250 mg/kg * de CF;

- Grupo B. Toyoi (G3): receberédo 108 UFC.mL* de esporos de B. Toyoi;

- Grupo CF + B. Toyoi (G4): receberdo 250 mg/kg * de CF e 108 UFC.mL"
L de esporos de B. Toyoi.

Os animais dos grupos 3 e 4 receberdo suplementagdo diaria de 108
UFC.mL* de esporos viaveis de B. Toyoi por gavagem. A suplementagédo com
probidtico comecara dez dias antes da primeira injecdo de CF e continuara até
o fim do estudo. E os animais dos grupos 2 e 4 serdo imunossuprimidos por CF
conforme descrito no item 7.3 (Figura 1).

Os animais sofrerdo eutanasia no 17° dia de estudo. Previamente a
eutanasia, os camundongos serdo deixados em jejum de 6 horas, apds serdo
anestesiados com pentobarbital, e em seguida submetidos ao procedimento de
exsanguinacdo por puncdo cardiaca seguindo os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal. O figado, cérebro e rins serdo removidos, pesados e envolvidos em
papel aluminio, e depois congelados a — 70°C até o momento das analises. O
intestino delgado sera removido, o conteudo intestinal sera pesado e suspenso
em PBS, utilizando 500 mg de conteudo intestinal em 2 ml de PBS suplementado
com um coquetel anti-protease.

A coleta de sangue ocorrerd no momento da exsanguinacao, sendo uma
parte do material coletado acondicionado em tubos heparinizados para as
analises bioquimicas e de extresse oxidativo e outra parte adicionada a
microtubos contendo 300 uL de EDTA para a determinacdo dos niveis de

expressao de citocinas.
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B. Toyoi CF (12dose)  CF (22 dose)
10% UFC.mL ! 150 mg/kg* 100 mg/kg?! Eutanasia
[Sesmmsasnammm [ s s |

Dia 1 10 13 17

G1

G2 G2 G2

G3 G3

G4 G4 G4 G4

Figura 1: Delineamento do estudo.

7.3 Imunossupressao induzida por quimioterapia com CF

A imunossupresséao induzida por CF sera realizada de acordo com modelo
previamente descrito (ZULUAGA et al., 2006). A infuséo de CF sera realizada
por via intraperitoneal e o tratamento sera realizado em dois momentos. A
primeira dose de CF ocorrera no dia dez do estudo, quando sera aplicada em
cada animal dos grupos CF uma injecdo com 150 mg.kg de peso de CF. No dia
treze, a segunda dose sera aplicada com 100 mg.kg:, totalizando uma dosagem
de 250 mg.kg* de CF e entdo sera realizado hemograma para verificar se os
camundongos atingiram a neutropenia. Os niveis normais de neutréfilos para
camundongos Swiss é de 110 a 2150 cells/smm3. Considera-se neutropenia
quando esse valor é inferior a 100 cells/mm? e neutropenia severa quando o nivel

de neutréfilos encontra-se abaixo de 10 cells/mm3 (ZULUAGA et al., 2006).

7.4 Avaliacdo da seguranca da suplementagcdo com B. Toyoi de

camundongos Swiss imunossuprimidos com CF

Para avaliar a seguranca da utilizacdo de B. Toyoi em imunossuprimidos
sera avaliada a ocorréncia de translocacdo do probi6tico para outros 6rgaos, e
amostras do intestino, figado e rins dos animais serdo submetidas a analise

histopatologica.
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7.5 Avaliacdo do efeito de B. Toyoi sobre o peso corporal, ingestao
alimentar, hemograma completo e outros parametros bioquimicos em

camundongos Swiss imunossuprimidos com CF

Todos os animais serdo pesados diariamente para avaliar o ganho de
peso e, para avaliar a ingestdo alimentar, ser4 pesada a quantidade de racao
oferecida aos animais e posteriormente a quantidade que sobrou.

As analises bioquimicas de AST, ALT, uréia, creatinina, colesterol total,
triglicerideos, colesterol HDL e glicose serdo realizadas utilizando-se Kkits
comerciais. Serd realizado hemograma completo onde serd usada camera de

Neubauer e microscopio com lente objetiva de 100 X.

7.6 Avaliacdo do efeito de B. Toyoi sobre o estresse oxidativo em tecido
hepatico, cerebral e renal de camundongos Swiss imunossuprimidos com
CF

7.6.1 Peroxidacéo lipidica (TBARS)

A formacao de MDA, um indice de peroxidacdo lipidica, sera determinada
como descrito por Ohkawa et al. (1979). A reacao consiste na mistura de dudecyl
de sddio a 0,2 ml de 8,1%, 1,5 ml de 20% de &cido acético (ph 3.5), solucao
aguosa de 1,5 ml de 0,8% de &cido tiobarbiturico e 0,2 ml de plasma sanguineo.
A mistura serd feita até 4 ml com agua destilada e aquecida a 95° C durante 60
minutos. Ap6s o arrefecimento do contelddo sob agua corrente, serdo
adicionados 5 ml de n-butanol e piridina (15: 01 v/v) e 1 ml de agua destilada. O
conteudo sera centrifugado a cerca de 16.000 x g durante 3 min. A camada
organica sera separada e a sua absorbancia sera determinada a 532 nm. As

concentragbes plasmaticas de MDA serdo expressas como nmol.ml?.
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7.6.2 Determinacdo de Superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD sera determinada como descrito por Klamt et al.
(2002) e quantificada em 60 pg das amostras de cada tecido homogeneizado,
as quais serao incubadas em 35 pL de tampao especifico (pH=5,5) na presenca
de adrenalina a 37°C. A absorbancia sera monitorada por 60s em 480 nm pela
taxa de inibicdo da reacdo auto-catalitica adrenocromo, em solucdo tampao
contendo 1 mMm de Madrenaline/50 glicina-NaOH (pH=10.2) / 1 mM catalase.
O resultado sera expresso em unidades de atividade de SOD por miligrama de
proteina (U SOD.mg de proteinal, sendo uma unidade definida como a

guantidade de enzima necessaria para reduzir a velocidade da reacdo em 50%).

7.6.3 Determinacgéo da Catalase (CAT)

A atividade da CAT sera determinada conforme descrito por Aebi (1984)
gue se baseia no acompanhamento da decomposicdo de H202 determinada
espectrofotometricamente a 240 nm. As amostras de tecido homogeneizado
serdo incubadas em um tampao especifico na presenca de peroxido de
hidrogénio. Serao centrifugados 300 puL das amostras, acrescentando-se 1 mL
de tampéo fosfato 14 mM com H202 (40uL) a 100 pL dos sobrenadantes.
Absorbéancia serd monitorada por 60 segundos a 240 nm. Os resultados serao
expressos em unidades de atividade de CAT por miligrama de proteina (U
CAT.mg de proteina?, sendo uma unidade definida como a quantidade de

enzima que decompde 1 umol de H202 por minuto por mg de proteina).

7.6.4 Determinacgéo da Glutationa peroxidase (GPx)

O conteudo de glutationa sera determinado conforme o método descrito
por Browne (1998). As amostras dos tecidos serdo homogeneizadas em um
tampéao de fosfato de sodio (0,1 M, pH 8,0) contendo 5 mM EDTA e a proteina
sera precipitada com 1,7% de acido meta-fosforico. O sobrenadante sera
analisado com o-ftaldialdeido (1mg.mL? de metanol) a temperatura ambiente

durante 15 segundos. A fluorescéncia sera medida utilizando excitacdo e
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emissao de comprimentos de onda de 350 e 420 nm, respectivamente. Uma
curva de calibracdo sera realizada com soluc¢des padrao de glutationa (0-500

hM). As concentracdes de GPx serdo expressas como nmol.mg de proteina.

7.7 Avaliacdo do efeito de B. Toyoi sobre os niveis de IgA secretéria no

intestino de camundongos Swiss imunossuprimidos com CF

Para quantificacdo da IgA secretoria, os 500 mg de conteudo intestinal
suspensos em 2 ml de PBS suplementado com um coquetel anti-proteasesera
centrifugado a 2000 g por 30 minutos a 4°C, e o sobrenadante sera coletado,
recolhido e mantido congelado a 70°C até sua utilizacdo. Os niveis de IgA em

fluido intestinal serdo avaliado por ELISA.

7.8 Avaliacdo do efeito de B. Toyoi sobre os niveis de expressdo de
citocinas em camundongos Swiss imunossuprimidos com CF

Amostras de mRNA serdo extraidas das amostras de sangue em 300 pL
de EDTA utilizando o Kit RiboPure™ Blood Kit (AM 1928; AmbionR) e os niveis
de expresséao de IL-4, IL 10, IL-12, IL17 e IFN-y serdo determinados através da
quantificacdo do mRNA por Real-Time PCR (qRT-PCR).

As reacdes de gqRT-PCR serdo realizadas no Stratagene® Mx3005P™
Real-Time PCR System (Agilent Technologies, USA), utilizando o SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems™, UK). As condices de reacdo serdo as
seguintes: 95 °C por 10 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por
60 s e 72 °C por 60 s. Além disso, uma curva de dissociacdo sera realizada a fim
de assegurar a especificidade dos produtos amplificados. Todas as reacfes
serao realizadas em triplicatas. O gene da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) sera utilizado como normalizador dos dados de expresséo dos genes
alvo.

Os dados obtidos serdo analisados utilizando o software REST® 2009

(Relative Expression Software Tool, Qiagen). A taxa de expressao genica
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relativa sera calculada em relacdo a expressdo do GAPDH (PFAFFL et al.,
2002).

7.9 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas serdo realizadas através de ANOVA duas vias
(efeito do probiotico, CF e interacdo probidtico vs. CF), usando o programa
Graphpad Prism 6.0. Os dados serdo apresentados como médias e desvio-

padrdo. Para todos os testes, sera considerado nivel de significancia de 5%.
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8 Resultados e Impactos esperados

Espera-se que os camundongos com neutropenia induzida por CF e
suplementados com B. Toyoi apresentem melhora na funcdo imune, nos
parametros de estresse oxidativo e em outros parametros bioquimicos.

Acredita-se que os resultados desse trabalho terédo impacto positivo no
manejo dos efeitos toxicos causados pela CF, o que futuramente podera
impactar diretamente na saude do paciente oncoldgico submetido a tratamentos

quimioterapicos, melhorando assim seu progndstico e qualidade de vida.
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9 Aspectos Eticos

O estudo passara pela aprovacdo da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e ocorrera
de acordo com os principios éticos determinados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).
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, Valor Total

Material Quant. Unit. (R$) (R$)
Micro tubo tipo Eppendorf 1,5 mL
Pacote ¢/500 2 63,00 126,00
Ponteira Azul de 200 a 1000 uL
Pacote ¢/1000 un. 2 34,90 69,80
Ponteira Amarela de 0 a 200 uL
Pacote ¢/1000 un. 2 12,90 25,80
Luva de latex tam P
Caixa ¢/100 un. 1 26,00 26,00
Agua destilada
Frasco ¢/1000 ml 1 6,50 6,50
Cyclophosphamide monohydrate 1 218,50 218,50
Frasco ¢/ 250 mg
EDTA (acido etilenodiamino
tetracético) 1 35,77 35,77
Frasco ¢/1000mL
TCA (Acido Tricloacético) 1 20,85 20,85
Frasco 100 g
DTNB (acido ditio nitrobenzdico) 1 97.00 97.00
Frasco ¢/ 500 mg
KCL (Cloreto de Potéassio) frasco C/
500 g 1 17,12 17,12
Frasco
SDS (Dodecilsulfato de Sodio) 1 47,23 47,23
Frasco ¢/ 500 g
Acido Acético
Frasco ¢/ 1000 mL 1 19,04 19,04
TBA (Acido Tiobarbitarico)
Frasco/100 G 1 1.489,14 1.489,14
Pirogalol
Frasco ¢/ 500 mL 1 309,12 309,12
Triton
Frasco ¢/ 1000 mL 1 175,00 175,00
K2P0O4 (Fosfato de Potassio
Dibasico) 1 31,33 31,33
Frasco c/ 250 g
KH2PO4 (Fosfato de Potéassio
Monobésico) 1 26,35 26,35
Frasco c/ 250 g
Analises bioquimicas 40 12,00 480,00

Total(R$) | - | e 3220,55

Uma parte dos reagentes e materiais citados acima serao comprados com

recursos do PROAP do Programa de P6s-Graduagdo em Nutricdo e Alimentos-
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PPGNA e o restante sera fornecido pelo Laboratdrio de Imunologia Aplicada
(CDTec- UFPel).
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Relatorio do trabalho de campo

O inicio da parte experimental do trabalho atrasou devido a tramitacdes
na comissdo de ética, em seguida na parte pratica também houve atrasos,
devido a contaminacdes e a dependéncia de outros laboratorios para realizacédo
dos procedimentos.

Inicialmente o probidtico testado seria o Bacillus cereus var. Toyoi. No
entanto o cultivo foi contaminado por duas vezes. Devido a centrifuga estar
estragada e a falta de tempo de aguardar seu conserto, optou-se por utilizar a
levedura P. pastoris no experimento.

O experimento comecou pela producdo da levedura P. pastoris, a
fermentacdo foi realizada por trés dias, posteriormente foi realizada as
centrifugacdes, lavagem e plagueamento com diluicdo seriada. ApOs esses
procedimentos foi realizada a contagem de células viaveis (UFC).

O numero de animais foi reduzido, devido a ndo ser possivel realizar
eutanasia em uma amostra de 40 animais, pois o laboratorio em que realizamos
a eutanasia ndo fazia mais do que 25 animais por dia, além disso tinhamos que
nos encaixar nos dias disponiveis para isso.

Na parte de experimentacdo animal, aprendi a manipulacdo de
camundongos, a realizar a gavagem e aplicar injecdo intraperitoneal. Na
eutanasia realizei retirada de Orgdos, cortes histologicos e preparacdo e
armazenamento de 6rgaos.

Nao foi possivel realizar todas as analises bioquimicas propostas no
projeto, devido a pequena quantidade de sangue retirada dos animais. As
analises das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GPx nédo foram realizadas por
falta de reagentes necessarios para o ensaio. Aprendi a realizar o ensaio de
TBARS e os célculos necessario para essa analise.

Outros testes, como nivel de IgA secretoria e citocinas ndo foram
realizados devido ao pouco tempo disponivel entre o desenvolvimento do

experimento e a conclusdo da dissertagao.



76

Artigo submetido ao Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial

Resumo

Efeito da levedura Pichia pastoris sobre o leucograma e a peroxidagéo
lipidica em camundongos Swiss submetidos a quimioterapia com
ciclofosfamida

Introducéo: Alguns probidticos sdo capazes de modular o sistema imune do
hospedeiro e reduzir o estresse oxidativo, propriedades importantes durante o
tratamento antineoplasico com ciclofosfamida (CF), que tem como efeitos
colaterais, o comprometimento da funcao de células do sistema imune, a inducao
do aumento de marcadores de estresse oxidativo e a ocorréncia de danos renais
e hepaticos. Estudos iniciais vém demonstrando que a levedura P. pastoris (P.p.)
possui propriedades probidticas. Objetivos: Avaliar a seguranca da utilizacdo da
levedura P. p em imunossuprimidos, bem como seu efeito sobre o leucograma,
0 peso corporal e a peroxidacdo lipidica em um modelo de imunossupresséo
induzida por CF. Material e método: Foram utilizados 20 camundongos Swiss
machos, divididos em quatro grupos: controle, controle CF (tratados com 250
mg.kg? de CF), controle P. p (suplementados com 10° UFC.mL?) e CF + P.p.
Foram realizados leucograma, analise histopatolégica, pesagem dos animais e
ensaio de TBARS. Resultados: P. p mostrou-se segura, ndo causando mortes.
Como esperado, a CF reduziu os niveis de leucdcitos, neutrdfilos, linfécitos e
causou lesdes renais e hepaticas nos animais. Entretanto, P. p foi capaz de
aumentar o niumero de leucdcitos e neutréfilos dos animais imunossuprimidos e
de reduzir a ocorréncia lesdes hepéaticas. Além disso, P. p reduziu os niveis de
espécies reativas ao TBA no rim e cérebro dos animais tratados com CF e no
figado e cérebro de animais saudaveis. Conclusdes: Dessa forma, conclui-se
qgue a levedura P. p demonstra um efeito protetor aos danos causados pela CF.

Palavras-chave: probioticos; perda de peso; patologia; leucécitos; peroxidacéo
de lipideos.
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Abstract

Effect of yeast Pichia pastoris on leukogram and lipid peroxidation in Swiss
mices submitted to chemoterapy with cyclophosphamide.

Introducton: Some probiotics are able to modulate the host immune system and
to reduce oxidative stress is being observed in several studies. Important
properties during the antineoplastic treatment with cyclophosphamide (CF),
which has the effect of compromising the immune system's cell function, inducing
increased markers of oxidative stress, and causing renal and hepatic damage.
And initial studies have shown that Pichia pastoris (P. p) yeast possesses
probiotic properties. Objectives: Evaluate the safety of the use of the P. pastoris
yeast in immunosuppressed, as well as its effect on leukogram and lipid
peroxidation in an CF induced immunosuppressive model. Method: Twenty male
Swiss mice were used, divided into four groups: control, CF control (250 mg.kg-
1), P. p control (10° CFU.mL?) and CF + P. p. Leukogram, histopathological
analysis, animal weighing and TBARS assay were performed. Results: P. p was
safe, not causing deaths. As expected, the CF reduced the levels of leukocytes,
neutrophils and lymphocytes and caused renal lesions, and hepatics. However,
P. pwas able to increase the number of leukocytes and neutrophils of
immunosuppressed animals and reduce the occurrence of hepatics
lesions. Moreover, P. p reduced the levels of TBA reactive species in the kidney
and brain of animals treated with CF and in the liver and brain of healthy
animals. Conclusions: Therefore, It is concluded that P. p yeast demonstrates a
protective effect to the damages caused by CF.

Key words: probiotics; weight loss; pathology; leukocytes; lipid peroxidation.
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1 Introducéo

Atualmente observa-se em diversos estudos o potencial dos probidticos,
nao apenas em regular a microbiota das mucosas, mas também em modular o
sistema imune do hospedeiro, atuando diretamente no desenvolvimento e na
regulacdo da imunidade de forma sistémica, além de reduzir o estresse
oxidativo(®23:45.6.7.8),

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), probioticos sao
micro-organismos vivos que, quando ingeridos em quantidades adequadas
conferem beneficios ao hospedeiro®.

Esses beneficios, referentes a imunomodulagcéo e ao estresse oxidativo
sdo importantes principalmente em certos tratamentos, como a quimioterapia
antineoplésica, que tem como consequéncias a imunossupresséo e o aumento
da peroxidacao lipidica®1%11:12) Um dos quimioterapicos comumente utilizados
no tratamento do cancer é a ciclofosfamida (CF)®3).

Dois estudos demonstraram que P. pastoris, uma levedura da familia
Saccharomycetaceae, género Pichia, atualmente utilizada como sistema de
expressdo de proteinas recombinantes, para a producao dos mais diferentes
tipos de proteinas heterélogas®® principalmente visando a producdo de
vacinas(1516.17,18,19,20,21,22,23,24,2526.27)  possui alguns efeitos probidticos(?8:29),
Estes estudos, realizados com animais concluiram que a levedura P. pastoris €
in6bcua, é capaz de resistir a passagem através do trato gastrointestinal de
mamiferos, de aumentar o ganho de peso e de melhorar a conversao alimentar
dos animais, de aumentar a soroconversao contra C. perfringens, de inibir o
crescimento de Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) in vitro, e de proteger
camundongos da infeccdo por S. Typhimurium.

Diante desses achados promissores, considera-se P. pastoris uma
levedura com potencial probiético. Por isso, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a seguranca da utilizacdo da levedura P. pastoris em
imunossuprimidos, atraves de analises histopatolégicas, bem como seu efeito
sobre leucograma, peso corporal e peroxidacdo lipidica em um modelo de

imunossupressao induzida por quimioterapia com CF em camundongos Swiss.
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2 Material e Métodos

2.1 Levedura e condi¢cdes de cultivo

A levedura P. pastoris utilizada nesse trabalho foi proveniente do banco
de micro-organismos do Nucleo de Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento
Tecnologico (CDTec) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A levedura
foi resuspensa em 10 mL de caldo Levedura, Peptona e Dextrose (YPD) e
incubada por 24 h, a 28°C em agitador orbital a 200 rpm. Apds, 10 mL do inéculo
foram adicionados a 90 mL de caldo YPD e o cultivo foi incubado a 28°C sob
agitacao de 200 rpm, durante 24h. Finalizando o processo, 100mL de cultivo foi
adicionado a 1,4 L de YPD e também incubado a 28°C sob agitacédo de 200 rpm,
por 24h.

Ap6s o processo fermentativo, as ceélulas foram recuperadas por
centrifugacéo a 4000 rpm por 15 minutos e foram concentradas a um volume de
300 mL em solucéo salina 0,9% estéril sob refrigeracéo.

A concentracao de P. pastoris foi determinada através de diluicdo seriada
decimal em solucdo salina 0,9% estéril e as contagens foram realizadas em

placas contendo Agar YPDe expressas em UFC.mL™2.

2.2 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 20 camundongos Swiss machos com 60 dias de idade,
pesando entre 35-45 g, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). Todos os animais receberam dieta padrdo para roedores e agua
ad libitum. Os camundongos foram mantidos em gaiolas, com cinco animais por
gaiola, em ambiente com temperatura controlada de 22 + 2 °C e umidade relativa
de 65-75 % com ciclo de 12 horas claro/escuro.

Os camundongos foram escolhidos de forma aleatéria e divididos em quatro
grupos, com cinco animais em cada:
e Grupo controle: os animais receberam solucdo salina 0,9% por via oral

(sonda de gavagem);
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e Grupo controle ciclofosfamida (CF): os animais receberam solucéo

salina 0,9% por via oral (sonda de gavagem) e 250 mg.kg* de CF;

e Grupo controle P. pastoris (P.p.): 0os animais receberam 10° UFC.mL™

de P. pastoris por via oral (sonda de gavagem);

e Grupo CF + P. pastoris (CF + P.p.): os animais receberam 10° UFC.mL"

L de P. pastoris por via oral e 250 mg.kg* de CF.

Os animais dos grupos P. pastoris receberam 10° UFC.mL* da levedura por
via oral do primeiro dia até o fim do estudo.

A eutanasia foi realizada no 17° dia de estudo. Os animais foram
anestesiados com isoflurano e o sangue foi retirado por puncédo cardiaca,
seguindo os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (numero do processo de aprovagdo no
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel - 23110.006974/2015-
40). Para proceder as analises foram removidos figado, rins e cérebro. Parte do
figado e rins foi mantida em formol 10% e encaminhada para andlise
histopatologica. A outra parte dos tecidos e o cérebro foi rapidamente
homogeneizada em Tris/HCI 50 mM, pH 7,4 (1:10, m/v) e centrifugada a 4000
rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi separado e utilizado para a
realizacdo do ensaio das espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)G9),
O sangue foi coletado no momento da puncéo cardiaca e acondicionado em

tubos heparinizados para a realizagao do leucograma.

2.3 Tratamento quimioterapico com CF

A imunossupressdo dos camundongos foi induzida utilizando CF,
segundo protocolo previamente descrito por Zuluaga et al. (2006)@D. No décimo
dia do estudo foi administrada a primeira dose de 150 mg.kglde CF via
intraperitoneal (i.p.). A segunda dose de 100 mg.kg™ foi aplicada no 13° dia de

estudo, totalizando uma dosagem de 250 mg.kg* de CF.
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2.4 Avaliacdo da seguranca da utilizagdo da levedura P. pastoris em
imunossuprimidos utilizando camundongos Swiss submetidos a

tratamento com CF

Para verificar a seguranca da utilizacdo de P. pastoris em
imunossuprimidos, foi avaliada a ocorréncia de mortes e de danos no figado e
nos rins dos camundongos através de analise histopatologica. Amostras de
figado e rim foram avaliadas quanto a presenca de lesdes no Nucleo de
Biotecnologia do CDTec da UFPel.

2.5 Avaliacao do efeito de P. pastoris sobre o leucograma de camundongos

Swiss submetidos a tratamento com CF

Para realizagcdo do leucograma foi utilizada camera de Neubauer e
microscopio com lente objetiva de 100 x e as andlises foram realizadas no
Nucleo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Pecuéaria da Faculdade de
Veterinaria da UFPel. As contagens das células (leucocitos, neutrofilos e

linfécitos) foram expressas em células/mm3,

2.6 Avaliacdo do efeito de P. pastoris sobre o peso corporal em

camundongos Swiss submetidos a tratamento com CF

Os animais foram pesados no primeiro dia do estudo, no dia dez e no dia
16 do estudo. Os resultados foram expressos como a porcentagem de variacao

de peso entre o dia dez e o dia 16 do estudo.

2.7 Avaliacédo do efeito de P. pastoris sobre a peroxidacéo lipidica (através
de TBARS) em tecido hepatico, renal e cerebral de camundongos Swiss

submetidos a tratamento com CF

Para a mensuracao dos niveis de TBARS foi utilizado o método descrito
previamente por Ohkawa et al. (1979)@% o qual mensura os niveis do

malondialdeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidacao lipidica, que
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reage com acido tiobarbitdrico (TBA) e, em temperaturas elevadas forma um
cromofororo rosa, que pode ser mensurado espectrofotometricamente a 532 nm.

Os niveis de TBARS foram expressos em nmol de MDA.g* de tecido.

2.8 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando analise de variancia
(ANOVA) de duas vias para variaveis continuas, teste exato de Fisher seguido
por teste de multipla comparacdo para propor¢des para variaveis categoricase
teste de Spearman para avaliar as correlacbes. Todos os resultados
experimentais com variaveis continuas foram expressos como média + desvio
padrao (S.D.) e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando p < 0,05.
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3 Resultados

3.1 Avaliacdo da seguranca da utilizacdo da levedura P. pastoris em
imunossuprimidos utilizando camundongos Swiss submetidos a

tratamento com CF

A levedura P. pastoris ndo atuou como um micro-organismo oportunista,
pois ndo causou mortes no grupo submetido a terapia com CF.

Quando avaliada a ocorréncia de lesdes renais, foi observada diferenca
significativa entre os grupos controle e CF e entre CF e P. pastoris (p =0,020)
(Figura 2A).

Em relagcdo a ocorréncia de lesdes hepaticas foi possivel observar
diferenca significativa entre os grupos controle e CF e entre CF e CF + P. pastoris
(p = 0,038) (Figura 2B).

3.2 Avaliacéo do efeito da P. pastoris sobre o leucograma de
camundongos Swiss submetidos a tratamento com CF

A CF e a levedura P. pastoris apresentaram efeito significativo sobre o
namero de leucocitos totais (p = 0,0014 e p = 0,0150, respectivamente) e
neutroéfilos (p = 0,0005 e p = 0,0079, respectivamente). Foi observada interacao
significativa sobre o nimero de leucdcitos totais (p = 0.0401) e de neutrdfilos (p
=0,0202) (Figura 3A e 3B, respectivamente). Em relacdo ao numero de linfocitos
apenas a CF (p = 0,0106) teve efeito significativo (Figura 3C).

Foi observada correlacdo positiva e significativa entre o numero de
leucécitos e o de neutrdfilos e linfocitos e entre a contagem dessas células e a

variacdo de peso (resultados ndo apresentados).

3.3 Avaliacdo do efeito da P. pastoris sobre o peso corporal em
camundongos Swiss submetidos a tratamento com CF

Em relacdo a ocorréncia de perda de peso foi observada diferenca

significativa entre os grupos controle e CF e entre CF e P.pastoris (Figura 4A).
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Quando avaliada a porcentagem de variacdo de peso foi observada
diferenca significativa no grupo CF (p = 0,0002), reforcando assim o efeito do

quimioterapico (Figura 4B).

3.4 Peroxidacéo lipidica

Foi observada interacdo significativa (p = 0,0138) sobre os niveis de
TBARS entre a CF e P. pastoris no rim (Figura 5A) e no cérebro (Figura 5C). E
P. pastoris apresentou efeito significativo (p = 0,0008 e p = 0,0040) sobre os
niveis de TBARS no figado (Figura 5B) e no cérebro (Figura 5C),
respectivamente.

Pode-se observar também uma correlacdo positiva e significativa entre os

niveis de TABRS no figado e no cérebro.
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4 Discussao

Na avaliacdo do leucograma foi observado que a CF reduziu
significativamente o numero de leucdcitos totais, neutrdfilos e linfocitos, como ja
observado na literatura®d, Sendo assim foi possivel confirmar a
imunossupressao dos animais.

Foi visto também que a levedura P. p demonstrou ter um papel protetor
aos efeitos da CF, pois foi capaz de aumentar significativamente o nimero de
leucécitos e neutrofilos de camundongos saudaveis e tratados com o
guimioterapico. No entanto, esse efeito protetor ndo foi demonstrado em outros
estudos que utilizaram lactobacillus ou a levedura S. boulardii. Em um estudo
realizado com ratos Wistar saudaveis, que receberam 10° cél./ mL de L.
rhamnosus por um periodo de 30 dias, ndo foi possivel observar aumento
significativo no nimero de leucdcitos®?. Em outro estudo com camundongos
com sistema imune intacto e imunossuprimidos com 250 mg.kg *de CF, foi
demosntrado que o probidtico L. plantarum ndo foi capaz de reverter a
imunossupressdo causada pelo quimioterapico, nem de aumentar
significativamente a contagem de leucdcitos nos animais saudaveis®. Em outro
estudo foi observado que um dia ap6s o tratamento com 150 mg.kg? de CF, o
namero de leucocitos desse grupo foi semelhante aos grupos que receberam L.
rhamnosus por cinco dias antes do quimioterapico e L. casei dois dias antes.
Porém, no quarto dia apés administracdo de CF, esses valores foram maiores
nos grupos que receberam probiodticos, embora nao significativos. E no dia sete
houve diferenca significativa no nimero de neutréfilos, que foram maiores nos
grupos que receberam probidticos®, enquanto que no presente estudo essa
diferenca ja pode ser observada quatro dias apds a segunda dose de CF. Da
mesma forma, a levedura S. boulardii ndo foi capaz de prevenir a leucopenia em
camundongos Swiss, causada por 5-fluoracil®3).

Em um estudo que utilizou dimetilhidrazina como indutor de
carcinogénese em camundongos, foi observada uma mortalidade de 30% no
grupo que recebeu Bifidobacterium animalis var. lactis, de 40% no grupo que
recebeu Lactobacillus delbrueckii e de 60% no grupo que recebeu os dois

probidticos. Ja no grupo que recebeu a levedura probiética S.boulardii ndo houve
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mortes®¥. A dosagem de todos os probidticos foi de 108 UFC. mL, ou seja, dez
vezes menor do que a utilizada no presente estudo. Da mesma forma que a
levedura S. boulardii, P. pastoris ndo causou a morte de animais submetidos ao
tratamento com CF, tdo pouco em animais saudaveis, 0 que sugere que essa
levedura € segura para suplementacdo de individuos saudaveis e
imunossuprimidos em doses maiores do que a avaliada no estudo de Franca et
al. (2015)@°). Quando avaliada a sobrevivéncia dos animais infectados por S.
Typhimurium foi visto que os animais suplementados com P. pastoris por
gavagem apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 50%, signifivativamente
maior que a do grupo controle, no qual a taxa de sobrevivéncia foi de 20%. No
experimento em que P. pastoris foi adicionada a racéo, a taxa de sobrevivéncia
foi de 80%, significativamente maior que a do grupo controle, que teve
sobrevivéncia de 50%@), E importante destacar que os efeitos dos probioticos
dependem da cepa e da dose administrada.

O tratamento com CF causou lesdes renais e hepaticas, como esperado
e ja observado na literatura 2. A ocorréncia desse dano nos rins dos animais
tratados com CF foi significativamente maior, quando comparada a dos grupos
controle e P.p., e embora 0 numero de animais com lesdes renais tenha sido
menor no grupo CF + P.p do que no grupo CF, essa diferenca nao foi
significativa, talvez pelo tamanho da amostra. J& no figado foi observada uma
reducdo significativa da ocorréncia de lesbes em animais tratados com CF e
suplementados com P. pastoris, 0 que sugere que a levedura pode prevenir 0
dano hepatico causado pela CF. Alguns probiéticos ja foram relacionados com
reducado do dano hepatico. Foi observado que, diante do dano hepatico causado
por acetaminofeno em ratos Wistar, o probiético Enteroccus lactis demonstrou
efeito protetor®>. Em outro estudo com ratos com injdria hepética foi observado
gque aqueles suplementados com L. plantarum isolado ou em combina¢cdo com
arginina apresentaram reducdo significativa das alteracGes histoldgicas®%. No
estudo de Franca et al. (2015)?%, com camundongos BALB/c infectados por S.
Typhimurium que receberam 10’ UFC.g™! de P. pastoris por 20 dias, ou seja,
uma quantidade 10 x menor da levedura, foi demonstrado que esta ndo causou

danos nas microvilosidades e morfologia intestinal.
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Sabe-se que quimioterapicos como a CF aumentam o estresse oxidativo,
como ja visto em outros estudos12), Para auxiliar na redugcdo do estresse
oxidativo gerado por diversas causas, tem se utilizado probidticos ©7). Foi
demonstrado que a administracéo de 5 x 107 ou 5 x 108 UFC de Lactobacillus
acidophilus foi capaz de reduzir os niveis de MDA no sangue causados pela
progressédo da doenca aterosclerética em camundongos®”). Em camundongos
BALB/c infectados por Giardia trophozoites que receberam Lactobacillus
rhamnosus (L. rhamnosus) foi observada reducao significativa dos niveis de
MDA do homogenat 8, Da mesma forma, no presente estudo a levedura P.
pastoris foi capaz de reduzir os niveis de MDA no rim e cérebro dos animais
tratados com CF. J& no figado a P. pastoris reduziu a peroxidacdo lipidica
apenas nos animais saudaveis. Nao existem outros estudos que tenham
avaliado o potencial antioxidante de P. pastoris.

Além dos danos ja citados, a CF também é capaz de induzir a perda de
peso em camundongos ©9. Esse efeito foi visto também no presente estudo.
Entretanto P. pastoris ndo foi capaz de evitar a perda de peso causada pelo
quimioterapico. Foi observado que a levedura S.boulardii tem o potencial de
reduzir a perda de peso, quando aumentada a dose do probidtico para 16 x 10°
e 48 x 10° UFC.kg?, em camundongos Swiss tratados com o quimioterapico 5-
fluorouracil ©3),

No estudo de Gil de Los Santos et al. (2012)@®), o qual avaliou o ganho de
peso em frangos de corte, observou-se que animais que receberam 1 x 108 g1
de células viaveis de P. pastoris, tanto na forma selvagem, como recombinante,
contendo o gene da toxina a de C. perfringens, apresentaram ganho de peso
superior ao grupo controle. Embora no presente estudo o mesmo néo tenha
ocorrido, é possivel que se a dosagem de P. pastoris administrada fosse maior,
a diferenca entre os grupos que receberam CF se tornasse significativa, uma vez
gue os animais que receberam apenas CF ndo ganharam peso e aqueles que

receberam também a levedura P.pastoris apresentaram ganho de peso.
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Conclusdes

Diante dos dados apresentados e dos resultados encontrados conclui-se
que a levedura P. pastoris é segura e possui diversos efeitos probiéticos. Além
disso, foi capaz de estimular o sistema imune, reduzir os danos hepaticos e a
peroxidagdo lipidica causados pela CF. Entretanto, sugere-se que novos

estudos, com a mesma metodologia, sejam realizados.
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Figura 1 — apos item 2.3
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Figura 1: Delineamento do estudo.

Figura 2 — apés item 3.1
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Figura 2. Nimero de animais com les&o renal (A) e hepatica (B) no dia 17 (4 dias apds a 22 dose
de CF), de camundongos Swiss ndo tratados (controle), tratados com 250 mg.kg' de
ciclofosfamida (CF), suplementados com 10° UFC. mL-" de P. pastoris (P. p) e tratados com CF
e suplementados com P. pastoris (CF + P. p). A CF foi administrada em duas doses, nos dias 10
(150 mg.kg™") e 13 (100 mg.kg™"), via intraperitoneal. A administrac&o intragastrica de P. pastoris
iniciou no dia um e continuou até o dia da eutanasia (dia 17). Os dados representados s@o a
meédia + desvio padrao dos resultados de 5 animais. Foi utilizado teste exato de Fischer seguido
por teste de multipla comparacéo para proporcdes. Letras diferentes representam diferencas

significativas (p<0,05).
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Figura 3 — apos item 3.2
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Figura 3. NUmero total (células/mm?) de leucdcitos (A), neutrofilos (B) e linfocitos (C) no dia 17
(4 dias ap6s a 2® dose de CF) de camundongos Swiss ndo tratados (controle), tratados com 250
mg.kg-! de CF, suplementados com 10% UFC. mL-" de P. pastoris (P. p) e tratados com CF e
suplementados com P. pastoris (CF + P.p). A CF foi administrada em duas doses, nos dias 10
(150 mg.kg-") e 13 (100 mg.kg-"), via intraperitoneal. A administracdo intragastrica de P. pastoris
iniciou no dia um e continuou até o dia da eutanasia (dia 17). Os dados representados sédo a
média + desvio padrdo dos resultados de 5 animais. Foi utilizada ANOVA de duas vias. * p <
0,05.



Figura 4 — apos item 3.3
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Figura 4. Nimero de animais que apresentaram perda de peso (A) e porcentagem de variacao
de peso (B) entre os dias 10 e 16, de camundongos Swiss ndo tratados (controle), tratados com
250 mg.kg' de ciclofosfamida (CF), suplementados com 102 UFC. mL-' P. pastoris (P.p) e
tratados com CF e suplementados com P. pastoris (CF + P.p). A CF foi administrada em duas
doses, nos dias 10 (150 mg.kg') e 13 (100 mg.kg"), via intraperitoneal. A administracdo
intragastrica de P. pastoris iniciou no dia um e continuou até o dia da eutanasia (dia 17). Os
dados representados sdo a média + desvio padrdo dos resultados de 5 animais. Foi utilizado
teste exato de Fisher seguido por teste de mditipla comaparacdo para proporcoes. Letras
diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05) (A) e ANOVA de duas vias, sendo * p
< 0,05 (B).
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Figura 5 — apos item 3.4
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Figura 5. Niveis de TBARS (nmol de MDA/g de tecido) no rim (A), figado (B) e cérebro (C) no
dia 17 (4 dias apos a 2® dose de CF), de camundongos Swiss nédo tratados (controle), tratados
com 250 mg.kg-' de ciclofosfamida (CF), suplementados com 10°® UFC. mL-"de P. pastoris (P.
p.) e tratados com CF e suplementados com P. pastoris (CF + P. p). CF foi administrada em duas
doses, nos dias 10 (150 mg.kg') e 13 (100 mg.kg), via intraperitoneal. A administracéo
intragastrica de P. pastoris iniciou no dia um e continuou até o dia da eutanasia (dia 17). Os
dados representados s30 a média + desvio padrdo dos resultados de 5 animais. Foi utilizada
ANOVA de duas vias * p < 0,05.



