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Resumo

JASKULSKI, Itiane Barcellos. Acao in vivo de Lactococcus lactis subsp. lactis (R7) com
potencial probidtico na estabilizacdo de células cancerigenas no epitélio colorretal.
2018. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de
Pé6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Na dultima década, a ciéncia contribuiu significativamente para iniUmeros avangcos e
progressos em relacdo ao tratamento e prevencao do cancer colorretal (CCR), porém, a
prevaléncia global e taxa de mortalidade ainda permanecem altos. Ha relatos sobre efeitos
benéficos de espécies de Bifidobacterium e Lactobacillus com potencial probidtico na
prevencdo de CCR, no entanto, a bactéria probidtica Lactococcus lactis subps. lactis é
comumente utilizada para fins industriais, ndo havendo comprovagdes in vivo sobre seu
potencial anticarcinogénico. Visto o0 interesse emergente dos efeitos benéficos dos
probidticos a fim de prevenir ou tratar o CCR, o presente estudo objetivou explorar os efeitos
protetores de Lactococcus lactis subsp. lactis sobre o CCR. Ratos da linhagem Wistar
receberam doses subcutaneas de 1,2 dimetilhidrazina (DMH), suspensao de Lactococcus
lactis subsp. lactis por via oral e dieta hipercal6rica. Apos 20 semanas, 0s tecidos intestinais
foram analisados histologicamente, além de controle ponderal e consumo de alimentos,
parametros hematologicos e bioquimicos, estresse oxidativo e estado redox do tecido
hepético. De acordo com o resultado, o isolado demonstrou potencial anticarcinogénico
contra CCR, estabilizou o ganho de peso, reduziu adiposidade abdominal, apresentou ligeira
melhora da resposta imune, exerceu atividade antioxidante frente ao estresse oxidativo e,
demonstrou protecéo a peroxidacao lipidica. Estes resultados sdo promissores para a ciéncia

frente as pesquisas relacionadas ao tratamento e prevencao de CCR.

Palavras-chave: bactérias acido lacticas, cancer colorretal, estresse oxidativo, resposta

imune.



Abstract

JASKULSKI, Itiane Barcellos. In vivo action of Lactococcus lactis subsp. lactis (R7) with
probiotic potential in the stabilization of cancer cells in the colorectal epithelium. 2018.
66p. Dissertation (Master in Food Science and Technology) — Programa de Pés-Graduacéo
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

In the last decade, science has contributed significantly to numerous advances and advances
in treating and preventing colorectal cancer (CRC), but the overall prevalence and mortality
rate remain high. There are reports on the beneficial effects of Bifidobacterium and
Lactobacillus species with probiotic potential in the prevention of CRC, however, the probiotic
bacterium Lactococcus lactis subps. lactis is commonly used for industrial purposes, and
there is no in vivo evidence for its anticarcinogenic potential. Given the emerging interest in
the beneficial effects of probiotics in preventing or treating CRC, the present study aimed to
explore the protective effects of Lactococcus lactis subsp. lactis in the CRC. Wistar rats
received subcutaneous doses of 1,2-dimethylhydrazine (DMH), suspension of Lactococcus
lactis subsp. lactis orally and a hypercaloric diet. After 20 weeks, intestinal tissues were
analyzed histologically, in addition to weight control and food consumption, hematological and
biochemical parameters, oxidative stress and redox status of the hepatic tissue. According to
the results, the isolate demonstrated anticarcinogenic potential against CRC, stabilized the
weight gain, reduced abdominal adiposity, showed a slight improvement in the immune
response, exerted antioxidant activity against oxidative stress and demonstrated protection of
lipid peroxidation. These results are promising for science regarding the treatment and
prevention of CRC.

Keywords: lactic acid bacteria, colorectal cancer, oxidative stress, immune response.
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1. Introducgéo
Lactococcus lactis € um micro-organismo utilizado amplamente como iniciador na
fabricacdo de diversos produtos lacteos. No entanto, nos ultimos anos, surgiram evidéncias
importantes as quais demonstram que cepas de Lactococcus lactis individualmente ou em
combinagdo com outros micro-organismos probidticos, apresentam potencial benéfico para a
saude humana (Todorov et al., 2007; Suzuki et al., 2008), além de ser produtora de nisina,
Unica bacteriocina aceita como conservante em produtos alimentares para o consumo
humano no Brasil, permitida em queijos, requeijao, queijo fundido, queijos pasteurizados e

gueijo em pd (ANVISA 2003a; ANVISA 2003b; ANVISA 2003c; Cosentino et al., 2012).

As bactérias probitticas sdo definidas como suplementos dietéticos de micro-
organismos Vivos encontrados na microbiota normal com baixa ou nenhuma patogenicidade,
com efeitos positivos sobre a saude do hospedeiro, as quais podem resistir as condi¢cdes do
sistema digestivo humano e melhorar o equilibrio da microbiota intestinal (Alvarez-Olmos &
Oberhelman, 2001). Os beneficios de promocédo da saude atribuidos aos probidticos incluem
atividade antimicrobiana contra patdgenos intestinais, modulag¢édo do sistema imunolégico,
reducao de niveis de colesterol no sangue, reducao da colite e inflamacéo, prevencao de
CCR, e regulacao do metabolismo energético (Ambalam et al., 2016). Os probidéticos
possuem varios mecanismos de acao descritos, apresentando interferéncia bacteriana, em
gue a presenca de um micro-organismo limita o potencial patogénico de outro (Chong, 2014).
Relatos na literatura sugerem uma associacao entre fatores dietéticos, principalmente
a ingestdo de alimentos hiperlipidicos, com o risco aumentado de CCR (Devkota et al.,
2012). A microbiota intestinal € dependente de residuos alimentares que sdo produzidos pela
digestdo intestinal e absor¢do. O consumo de uma dieta equilibrada produz
predominantemente residuos de hidratos de carbono, tais como fibras, o que estimula a
fermentacdo de sacaroliticos e a producdo de acidos graxos de cadeia curta e promotores de
saude (Waldecker et al., 2008). De forma contraria ao efeito causado por alimentos ricos em
fibras, uma dieta com alta concentracdo de gorduras e proteinas de origem animal, pode
favorecer o aumento da producdo de acidos biliares hepaticos, que funcionam como
substratos para a geracao de carcindogenos e promotores de CCR (Roberfroid et al., 2010),
além de produzir metabdlitos toxicos e reduzir a hidrdlise de farmacos (Nalini, Manju &

Menon, 2006).
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O cancer de colorretal (CCR) é considerado uma das principais causas da mortalidade
em paises ocidentais, estando entre os trés tipos de canceres mais incidentes tanto em
homem quanto em mulheres, porém, ele € evitavel diante de uma intervencgao nutricional de
forma preventiva incluindo agentes com potencial quimiopreventivos (Siegel et al., 2014).

O 1-2 dimetilhidrazina (DMH) é um indutor carcinogénico, amplamente utilizado para
inducdo de CCR, o qual provoca hipermetilacdo do DNA das células do colon (Hoffman-
Goetz, 2003). A inducdo também ocorre por meio de um possivel mecanismo no qual a
microbiota intestinal venha a expressar agentes mutagénicos pela da producéo de &cidos
biliares ou ativacdo de enzimas com efeitos mutagénicos presentes no intestino grosso
(Manju & Nalini, 2007), que sédo semelhantes ao que ocorre com a alimentacdo constituida
com alta concentracéo de gorduras e escassa em fibras.

Assim sendo, o presente estudo visa contribuir com a ciéncia na investigagao acerca
de bactérias com potencial probiético, especificamente a Lactococcus lactis subsp. lactis, na
estabilizacdo do cancer colorretal em humanos, visto que, ha poucos relatos na literatura

sobre os beneficios in vivo desta espécie.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar in vivo a acdo de Lactococcus lactis subsp. lactis com potencial probiético na
estabilizacdo de células cancerigenas induzidas no epitélio colorretal, utilizando como

modelo biolégico Rattus novergicus da linhagem Wistar.

2.2. Objetivos Especificos

a) Avaliar o potencial anticarcinogénico de Lactococcus lactis subsp. lactis frente a
células tumorais no epitélio colorretal;

b) Analisar o efeito antioxidante de Lactococcus lactis subsp. lactis;

C) Analisar os parametros hematologicos e bioquimicos resultantes da
administracdo de Lactococcus lactis subsp. lactis;

d) Analisar as alteragdes celulares malignas resultantes da interacdo da dieta
hipercaldrica associada a indugdo com DMH,;

e) Analisar os parametros hematolédgicos e bioquimicos resultantes da associa¢cédo
da dieta hipercaldrica e indu¢cdo com DMH;

f) Avaliar o estresse oxidativo promovido por dieta hipercalorica e pela inducéo
com DMH;

s)) Analisar morfologicamente as estruturas anatomicas do tecido intestinal de

animais com e sem a ingesta de Lactococcus lactis subsp. lactis

12



3. Reviséo de literatura

3.1. Lactococcus lactis subsp. lactis

Bactérias acido lacticas (LAB) tém um longo histérico quanto ao uso na producéo de
produtos alimentares fermentados. Lactococcus lactis, uma bactéria Gram-positiva, € a
principal constituinte de culturas iniciadoras artesanais utilizadas em muitas industrias para a
fabricacdo de uma ampla gama de produtos lacteos fermentados, incluindo soro de queijo,
gueijos frescos e macios e, varios queijos rigidos e semi-curtidos. Essas culturas iniciantes
desempenham um papel fundamental em determinacdo a qualidade desses produtos
fermentados com respeito a vida util, preservacao e qualidade sensorial (Gonzélez Revello et
al., 2016). Devido a sua importancia na industria, Lactococcus. lactis tém sido objeto de
numerosos estudos que elucidam a fisiologia e biologia molecular de tracos relevantes para
aplicacao industrial, incluindo a producdo de compostos aromatizantes e fatores que
influenciam no crescimento celular e estabilidade (Leroy & Vuyst, 2004; Cavanagh, Fitzgerald
& McAuliffe, 2015).

As bactérias &cido lacticas sdo conhecidas por sintetizarem peptideos biologicamente
ativos ou complexo de proteinas, como as bacteriocinas. Este micro-organismo produz
bacteriocinas como lacticins, lactococcinas e nisina. A nisina € um peptideo extracelular
antagonista contra patdégenos e micro-organismos deteriorantes, sendo o composto mais
bem estudado entre as bacteriocinas, além de ser uma proteina de massa molecular baixa,
dessa forma, é facil separa-la entre aminoacidos durante a digestao, ndo influenciando com a
microbiota do trato gastrointestinal. Além disso, a nisina constitui uma ampla atividade
antimicrobiana contra micro-organismos patogénicos (Liu et al., 2005; Wardani et al.,2006).

Lactococcus lactis foi o primeiro organismo vivo a ser utilizado como organismo
geneticamente modificado para o tratamento de uma ampla variedade de doencas. Por ser
uma bactéria de facil manuseio, ndo comensal, ndo patogénica e ndo invasiva, tem sido
utilizada como vetor in vivo para antigenos e proteinas imunomoduladoras (Avery et al.,
2015).

A sobrevivéncia e a passagem pelo trato gastrointestinal sdo importantes propriedades
para estabelecer um organismo como probidtico e isso prova a capacidade deste em
sobreviver as condi¢cfes hostis do trato gastrointestinal, isto é, baixo pH do estdémago, bile
intestinal, enzimas proteoliticas na cavidade oral e intestino, dentre outras (Gruzza, Duval-
Iflah & Ducluzeau, 1992; Schlundt, Saadbye & Lohmann, 1994; Grahn et al., 1994; Klijn,
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Weerkamp, And de Vos, 1995; Kimoto et al., 1999; ; Kimoto, 2002; Kimoto et al., 2003;
Kimoto et al., 2004 ). Outro critério importante para a selecdo de bactérias probidticas é a
aderéncia as superficies celulares intestinais e, de acordo com Kimoto et al. (1999);
Ouwehand et al. (1999); Lehto e Salminen (1997) Lactococcus lactis apresenta essa
capacidade de aderéncia tanto in vitro quanto in vivo, e além destes critérios, foi constatado
gue cepas de Lactococcus lactis possuem efeito hipocolesterolémico, antidiabético e anti-
mutagénico.

Haghshenas et al. (2014) demonstraram in vitro que metabdlitos secretados por
Lactococcus lactis subsp. lactis 44Lac tem altas atividades anti-carcinogénicas em diferentes
linhagens celulares carcinogénicas de origem epitelial, porém, ndo ha estudos que
comprovem seus reais efeitos anti-carcinogénicos in vivo.

Diversos estudos na literatura relacionam bactérias probiéticas com a prevencao e/ou
tratamento do CCR, apesar de ndo serem totalmente conhecidos os mecanismos pelos quais
os probidticos exercem tal efeito, é passivel que estes incluam: alteracdo na microbiota do
intestino, inativacdo de compostos carcinogénicos, competicdo com a microbiota putrefativa
e patogénica, melhoria da resposta imune do hospedeiro, efeitos antiproliferativos por meio
da regulagéo da apoptose e diferenciagao celular, fermentagao de alimentos néao digeridos e
inibicdo de caminhos da sinalizacao de tirosina quinase (Bedani & Rossi, 2009; Denipote &
Trindade, 2010; Calaca, Bezerra & Porto, 2017).

3.2. Fatores alimentares e ambientais no desenvolvimento de CCR

Alguns fatores aumentam significativamente o risco de desenvolvimento de CCR,
incluindo maus habitos alimentares, estilo de vida sedentarismo, obesidade, tabagismo e
alcoolismo, predisposi¢do genética e exposicdo a mutagénicos (Soares, 2016).

Dentre estes fatores, um dos mais importantes para o CCR é a gordura corporal, que
muitas vezes é resultado do desequilibrio entre a ingestdo e o gasto de energia (Potter,
1999). Portanto, o excesso de ingestdo de gordura na dieta associada a deposicdo de
gordura corporal tem sido considerado um fator de risco convincente para a tumorigénese no
célon. De fato, uma dieta hiperlipidica e uma dieta hipercalérica podem resultar no aumento
da endotoxemia, um fator desencadeante para respostas inflamatérias que promovem a
carcinogénese (Ribas, 2012). O habito alimentar brasileiro baseado em uma dieta

ocidentalizada, caracterizada por uma grande abundancia de carne vermelha (carne bovina,

14



porco, cordeiro, cabra), alimentos processados, gordura animal e baixo consumo de fibras
tém sido relacionados ao risco de CCR (Baena & Salinas, 2015; Soares, 2016)

De acordo com O’Keefe (2009), a dieta influencia no risco de desenvolvimento de
CCR e, este ser mediado pela microbiota por meio de seus metabdlitos. O metabolismo no
co6lon ocorre quando alimentos néo digeriveis, e/ou ndo digeridos, atingem o intestino grosso
e sao fermentados pelas bactérias residentes. A relacéo entre a dieta e 0 CCR pode ser, em
parte, explicada pelas atividades da microbiota intestinal, nomeadamente por meio da
fermentacdo proteolitica, dos aminoacidos aromaticos e dos glicideos complexos e, pelo
metabolismo dos &cidos biliares (Nagengast, 1995).

Da mesma forma que a microbiota intestinal pode ser um fator de risco é legitimo
discutir que também pode ser modulada a favor do hospedeiro, limitando a abundancia de
patdgenos, impedindo infecbes promotoras da carcinogénese (Sears & Garrett, 2014), e
promovendo o desenvolvimento precoce do sistema imunolégico da mucosa intestinal. Neste
sentido, modificacbes de habitos alimentares e o consumo de probiodticos, parecem ser
estratégias terapéuticas promissoras no CCR (Lenoir, del Carmen & Cortes-Perez, 2016), em
gue alguns componentes da dieta sdo metabolizados pela microbiota intestinal simbidtica em

componentes alimentares bioativos que podem prevenir o cancro (Bultman, 2016).

3.3. Cancer de Colorretal

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA,
2018) cancer é a denominacdo de um crescimento desordenado de células que invadem
tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo. Estas células dividem-
se rapidamente e tendem a serem agressivas e incontrolaveis, determinando a formacéo de
tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas.

O conceito de CCR é a abrangéncia de tumores que acometem um segmento do
intestino grosso (célon) e o reto. Ambos tém a funcéo de absorver a 4gua que € ingerida com
os alimentos e transformar a massa da substancia ingerida e ndo aproveitada pelo corpo em
fezes e elimina-las. Sendo assim, os tumores que acometem estas regides sdo chamados de
cancer colorretais e tratados como uma unica doenca (Neves et al., 2005).

Na ultima década, a ciéncia contribuiu significativamente para inUmeros avangos e
progressos em relagdo ao tratamento e prevencdo do CCR, porém, a prevaléncia global e

taxa de mortalidade ainda permanecem altos. De acordo com Ferlay et al. (2015), as
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estimativas globais sobre a mortalidade por cancer apontam que o cancer de figado e
colorretal estdo entre os seis tipos de cancer qgue mais matam no mundo, tanto em paises
desenvolvidos, quanto em desenvolvimento. O CCR € considerado o terceiro tipo de cancer
mais comum no mundo em homens (746.000 casos, 10% do total) e o segundo em mulheres
(614.000 casos, 9,2% do total) (Ferlay, 2012), sendo que cerca de 45% dos pacientes que
recebem o diagnéstico de CCR, irdo a obito (cobea et al., 2010). Na populacéo brasileira, o
CCR se destaca entre os mais frequentes nas mulheres, € 0 segundo mais comum, com
18.980 casos estimados para 2018 e, nos homens, ocupa a terceira posicdo, com 17.380
novos casos (INCA, 2018).

O desenvolvimento do cancer envolve trés etapas: iniciacdo, promogao e progressao
(Vincent & Gatenby 2008; Vineis, Schatzki, & Potter 2010). I. A iniciacdo refere-se a uma
mutacdo irreversivel no DNA logo apds exposicdo a mutagénicos, tais como radiacdo
ionizante, aminas aromaticas, hidrocarbonetos policiclicos e radicais livres de oxigénio (Pitot,
2001). Il. A promocéo é caracterizada por alteracdes na apoptose celular, inibindo indutores
de apoptose, e na proliferacdo que ocorrem intrinsecamente em resposta ao inicio (por
exemplo, superexpressdo de p53 mutante) e/ou a promotores que impulsionam a
proliferacdo e/ou inibem apoptose das células iniciadas (Croce, 2008). Ill. A progresséao é
caracterizada por mudancas estruturais na célula, aciumulo adicional de mutac¢des genéticas,
anaplasia, desenvolvimento de doencas malignas e neoplasmas, bem como invasao tumoral
e crescimento metastatico (Pitot, 2001; Croce, 2008) (Figura 1). Curiosamente, as células
dentro do tumor primario sdo conhecidas por apresentar perfis de mutacdo heterogéneas que
visam estratégias de tratamento mais dificeis (Capelozzi, 2009). Portanto, esforcos

significativos séo realizados para inibir carcinogénese nas etapas de iniciacao e promocao.
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Figura 1. Diagrama representando as etapas de desenvolvimento do cancer e alguns agentes
envolvidos. Fonte: Croce, 2008.

Do ponto de vista anatémico, o intestino grosso é formado pelos segmentos célon e
reto, onde o coélon possui quatro regifes: colon ascendente, célon transverso, colon
descendente e colon sigmoide. Do sigmoide o intestino continua pelo reto e termina no canal
anal (Hamill et al., 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Anatomia do intestino grosso humano. Distinguem-se: apéndice, colon ascendente, célon transverso,

colon descendente e reto. Fonte: Hamill, 2002.

3.3.1. Modelos Animais e Indutores de Cancer Colorretal

Os modelos animais sao indispensaveis para pesquisas relacionadas ao cancer, e a
inducdo quimica € o método mais comumente utilizado para desenvolvimento do CCR
(Hoffman-Goetz, 2003). Inicialmente, os experimentos em ratos com inducédo de neoplasias
no colon, eram realizados com o glicosideo cycasin (Laqueur, 1965). Apos, passou a ser
utilizado os indutores sintéticos analogos, como o 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e Azoximetano
(AOM). Estes produtos tém a propriedade de induzir neoplasias em ratos, camundongos,
cobaias e macacos (Fiala, 1977; Thurnherr et al., 1973; Ward, 1974).

Vérios estudos tém demonstrado que o0s ratos, 0os quais raramente desenvolvem
cancer intestinal espontaneamente, sdo bons animais para a inducéo de tumores intestinais.
Estes tumores, quimicamente induzidos, sdo semelhantes morfologica e histologicamente,
aos encontrados em seres humanos (Youssef et al., 2015; Goel et al., 2016; El-Khadragy et
al., 2018).

Os carcindégenos quimicos sdo divididos em duas categorias: carcinégenos diretos, 0s
guais sao agentes alquilantes e possuem atividade eletrofilica intrinseca, e carcinégenos
indiretos, que precisam sofrer modificacbes quimicas no organismo antes de se tornarem
eletrofilicos e ativos, sendo considerados protocarcinogenos. O DMH é um carcindbgeno

indireto, o qual é amplamente utilizado como carcinégeno colorretal, em razao da sua
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estabilidade quimica e alta taxa de obtencdo de tumores. O seu emprego neste estudo
possibilitou comparacdes com a literatura, onde outros autores utilizaram DMH com o intuito
de novas investigacfes acerca do CCR (Ohno et al., 2001; Mcintosh, 2009; Bertkova et al.,
2010; Kumar et al., 2012;). O DMH induz a proliferacdo de tumores no colon em grande
namero, principalmente no sigmoide e reto, podendo, ocasionalmente, ocorrer ao redor da
juncédo duodeno-jejunal (Celik et al., 1981; Glick, 1984). O DMH interfere, provavelmente, no

processo de metilacdo do DNA via citocromo P450 (McGatrrity et al., 1988).

4. Material e Métodos

4.1. Material

Para a realizacdo deste experimento, foi utilizado o micro-organismo Lactococcus
lactis subsp. lactis com potencial probiotico, positivo a tolerancia em condi¢cdes acidas,
resisténcia a sais biliares e a tolerancia ao transito gastrointestinal superior de forma
simulada (dados nao publicados), o qual foi previamente isolado de queijo ricota
convencional. O isolamento foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos na
faculdade de Nutricdo — UFPel, em projeto de pesquisa paralelo a este.

Os modelos biolégicos juntamente com 0s materiais de manutencdo dos mesmos
foram fornecidos pelo Biotério Central — UFPel e, o experimento in vivo foi desenvolvido no
Laboratorio de Nutricdo Experimental, da Faculdade de Nutricdo — UFPel.

As andlises histologicas foram realizadas no Laboratério de Patologia, da Faculdade

de Veterinaria — UFPel.

4.2. Métodos

4.2.1. Ensaio Biolégico

Foram utilizados modelos bioldégicos Rattus novergicus de linhagem Wistar machos
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas, num total de 54
animais com cinco semanas de idade e peso corporal 200 a 250 g divididos em oito grupos
experimentais, sendo distribuidos de cinco a oito animais por tratamento, conforme
demonstrado na Figura 3, mantidos em caixas de polipropileno com grades de aco
galvanizados com separadores em acgo inox (60 x 50 x 22cm), em um ambiente com

temperatura controlada (23 = 2 °C) e luz controlada (12:12 horas ciclo escuro/claro).
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A quantidade de animais foi determinada por planejamento estatistico, através de f
testes — ANOVA: Fixed effects, special, main effects and interacions, o qual utiliza o nimero
de tratamentos como base. O calculo determinou um numero de 6,75 animais por
tratamento, justificando entdo a divergéncia da quantidade de animais por tratamento (cinco
a oito).

Os animais foram mantidos em experimento durantes 20 semanas apés 10 dias de
adaptacao, sendo que as primeiras semanas apos a adaptacéo foram induzidos a obesidade
por meio da administracdo de dieta hipercaldrica. Assim que o0s ratos obtiveram gordura
acentuada (pesagem semanal), foi iniciada a administracdo da suspensdo celular de
Lactoccocus lactis subsp. lactis por gavagem concomitante a administracao de injecoes de
DMH. A suspensdo celular foi preparada com solucdo salina na concentracdo de 108
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/ mL (UFC/ mL) e administrada a quantidade de 1
mL. O DMH, foi preparado na concentracao de 20 mg/ kg e administrado na quantidade de 1
mL/ kg. Ambas solugdes foram preparadas no momento de uso, conforme descritas nos itens
4.2.1.2 e 4.2.1.3. Durante todo o experimento foi realizado o controle semanal do peso
ponderal e a avaliagdo diaria do consumo alimentar dos animais. Todos 0s animais
receberam agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos em grupos conforme demonstrado na Figura 3:

20



Gruposdelnducdoa

Obesidade
130 dias
Adaptacao
10 dias
I I I I
: L. . - Hipercalorica + L. lactis Hipercaldrica + L. lactis
Hipercalérica Hipercalé6rica + DMH subsp. lactis subsp. lactis+ DMH
(H) n=5 (HD) n=7 (HP) n=7 (HPD) n=8
120 d|aS de b 120 dias de dieta 120 dias de dieta 120 dias de dieta
7 OIS OETTOGa0 AZOTASUEgavagemT A ZOTES UE TG a0 F gavagem

Grupos Controle

| 150 dias
|
Adaptacao ||
| 10 dias |
|
I I I I
~ ~ Padrao + L. lactis Padrao + L. lactis
Padréo Padréo + DMH subsp. lactis subsp. lactis+ DMH
(P)n=5 (PD) n=7 (PP) n=7 (PPD) n=8
120 d|as de b 120 dias de dieta 120 dias de dieta 120 dias de dieta
77 dias aenaucao Z701as de gavagem 2700 nau Vi h

Figura 3: Organograma de distribuicdo dos grupos experimentais, separados em grupos de inducdo a obesidade e grupos controle.



Todos os procedimentos envolvendo modelos biolégicos no presente estudo foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) — UFPel e,
durante o seu desenvolvimento, recebeu acompanhamento de médico veterinario
responsavel pelo Biotério da Faculdade de Nutricdo — UFPel (N°23110.007477/2016-40).

4.2.1.1. Racao Hipercalérica e Racao Padrao

A racao hipercaldrica foi preparada de acordo com Souza et al. (2007) a qual consiste
em alimentos altamente energéticos e ricos em gorduras, constituida por leite condensado
(34%), racdo padrao triturada (25%), amido de milho (23%), acucar refinado (8%), 6leo de
soja (8%) e gordura animal (2%), a qual era preparada duas vezes na semana e mantida
armazenada sob refrigeracdo para peletizacdo e conservacdo. A racdo padrao utilizada é
uma racdo comercial padrdo (Nuvilab®), amplamente utilizada em experimentacao biolégica
por ser considerada nutricionalmente equilibrada, fornecendo o aporte nutricional ideal para
0S animais.

A oferta de racdo foi diaria para os grupos especificos, totalizando 25 g para cada
animal independente do tratamento. Segue a baixo, a tabela de informacdes nutricionais das
racdes (Tabela 1):
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Tabela 1. Informacdes nutricionais das ragcbes padrdo e hipercaldrica utilizadas no

experimento.

Descricao Racao Hipercalorica*** Racao Comercial***
PB (%) 27,84 28,11
FDN (%) 13,64 16,35
FDA (%) 9,17 8,66
Lipideos (EE) (%) 13,9 5,85
Cinzas (%) 8,36 8,41
Calcio (%) 0,98 1,00
Fosforo (%) 0,88 0,86
Potassio (%) 1,21 1,20
Magnésio (%) 0,31 0,33
Enxofre (%) 0,25 0,30
CNF (%) 68,57 48,99
Energia Bruta (Kcal/Kg)* 4681,7 3610,50

*Calculo baseado no manual da ANVISA (2005). PB (proteina bruta), FDN (fibra em detergente neutro), FDA
(fibora em detergente acido), EE (extrato etéreo), CNF (carboidrato ndo fibroso). ***Os dados da analise

bromatolégica sao corrigidos para 100% de matéria seca.

4.2.1.2. Preparacgao e Administragdo de Lactococcus lactis subsp. lactis

Cada animal dos grupos tratamento com a bactéria probidtica recebeu diariamente a
suspensao bacteriana por gavagem, durante seis semanas. Para isso, Lactococcus lactis
subsp. lactis foi preparado de acordo com Orlando, Linsalata & Russo (2016) cultivado em
Man Rogosa Sharpe (MRS) a 37 °C, e apés 24 horas a leitura analisada em
espectrofotometro na densidade oOptica (DO) de soonm Obtendo uma absorbancia de 0,633nm.
Apoés, o cultivo foi centrifugado, o sobrenadante descartado e o pellet celular lavado trés
vezes com soro fisiologico comercial. Posteriormente, as células foram ressuspensas em
soro fisioldgico e realizadas diluigbes consecutivas até a obtencdo da concentracao final de
1x108 UFC/ mL. Cada animal recebeu 1 mL desta suspenséo por gavagem, a qual consistiu

na introducdo da substancia no aparelho digestorio por meio de uma agulha estomacal de 8
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cm de comprimento, curvada e de ponta arredondada, a qual foi introduzida a boca do animal
e gentilmente empurrada pelo es6fago até o estbmago, sendo garantido o consumo de toda

a suspensao pelo animal (Figuras 4).

Figuras 4. Demonstracéo da técnica de gavagem para administracdo da bactéria probittica Lactococcus lactis
subsp. lactis, onde pode-se observar a agulha utilizada para a técnica e seu tamanho (Figura 4A), e a agulha

totalmente inserida no local correto de administracdo (Figura 4B).

4.2.1.3. Indugé&o do Cancer de Colorretal por 1,2 Dimetilhidrazina

O CCR foi induzido por aplicagbes semanais de inje¢cbes subcutéaneas de 1,2-
dimetilhidrazina (Sigma, EUA). O DMH (20 mg/ kg) foi dissolvido em NaCl a 09% contendo
1,5% de EDTA como veiculo, a concentracgéo final foi de 20 mg/ mL e pH 6,5. Cada animal
dos grupos de inducdo ao cancer recebeu as inje¢des (1 mL/ kg), durante seis semanas. As

aplicagbes foram realizadas por médico veterinario treinado.

4.2.1.4. Controle de Peso Ponderal
O peso corporal dos animais dos oito grupos experimentais (n=54) foi determinado
semanalmente, utilizando-se balanca eletrénica digital (Marte Cientifica) com capacidade de

2 kg e sensibilidade de 0,1 g, durante as 20 semanas de experimento (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo semanal do controle ponderal.

4.2.1.5. Eutanasia dos Animais

Apés as 20 semanas de experimento total e seis semanas de administracdo de
probidticos por gavagem concomitante a administracdo de DMH por injecdo subcuténea, os
animais foram submetidos a um jejum de 3 horas e, posteriormente, sedados com isoflurano
e eutanasiados por puncdo cardiaca, seguindo os Principios Eticos na Experimentac&o
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA, 2004).

O trato gastrointestinal foi dessecado e armazenado em 10% de formalina tamponada.
As amostras de sangue foram coletadas em tubos com anticoagulante acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA). Os demais 6rgdos: baco, figado, coracdo, gordura abdominal e rim,
foram excisados e pesados individualmente para serem utilizados em analises
complementares e/ou projetos futuros. Estes procedimentos foram realizados com auxilio de

uma Médica Veterinaria com conhecimento especifico sobre as técnicas.

4.2.2. Parametros Hematoldgicos

Ao final do experimento, 0os animais tiveram o sangue coletado por puncéo cardiaca
em tubos heparinizados. Os parametros hematoldgicos foram realizados em um Laboratério
de Andlises Clinicas da cidade de Pelotas-RS, com o intuito de avaliar as células sanguineas
dos diferentes grupos. Foi realizado hemograma veterinario por meio do método

automatizado PcH-100iY constituido de eritrograma, leucograma e contagem de plaquetas.

25



4.2.3. Parametros Bioquimicos

O sangue dos animais foi coletado sob jejum de 3 horas e realizada a separacdo do
plasma por centrifugacdo das amostras a 2500 rpm durante 10 minutos. Os parametros de
glicemia de jejum, colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos, transaminase glutamica

oxalacética (TGO), transaminase glutamica piravica (TGP) e creatinina foram analisados.

4.2.3.1. Glicemia de jejum

A determinacdo dos niveis plasmaticos de glicose foi realizada em aliquotas de
plasma (10 uL), utilizando método enzimatico colorimétrico da glicose-oxidase (Labtest ®),
de acordo com as instrugcdes do fabricante. A glicose oxidase catalisa a oxidagéo da glicose
formando peroxido de hidrogénio, o qual reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob a acéo
catalisadora da peroxidase, por meio de uma reac¢do oxidativa de acoplamento formando
uma antipirilquinonimina vermelha, cuja intensidade de cor € proporcional a concentragao de
glicose na amostra. A glicemia foi avaliada em animais sob jejum de 3 horas. Os resultados

foram expressos em mg dL.

4.2.3.2. Concentracao de colesterol total

O colesterol total foi determinado pelo método enzimético colorimétrico de colesterol
total em soro (Labtest ®), de acordo com as instru¢bes do fabricante. Neste método, os
ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela enzima colesterol esterase a colesterol livre e
acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela enzima colesterol oxidase a colest-4-em-ona
e peroxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-
aminoantipirina sdo oxidados formando a antipirilqguinonimina que tem absortividade maxima
em 500 nm. A intensidade da cor vermelha formada na reacdo final € diretamente
proporcional a concentracdo de colesterol na amostra. Os resultados foram expressos em

mg dL 1.

4.2.3.3. Concentracao de colesterol HDL

O sistema para determinacdo do colesterol HDL foi realizado por meio da precipitacéo
seletiva das lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL), por reacdo de
ponto final. A dosagem foi realizada com acido fosfotliingstico e cloreto de magnésio, que
precipitam seletivamente e quantitativamente as VLDL e LDL. Apos centrifugacao, o
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colesterol HDL foi determinado utilizando o sistema enzimético Colesterol Liquiform (Labtest
®) e quantificado espectrofotometricamente. Os resultados foram expressos em mg dL .

4.2.3.4. Concentracdao de triglicerideos

Para a determinacdo da concentracdo de triglicerideos, foi utilizado sistema
enzimatico por reacao de ponto final em soro (Triglicérides Liquiform Labtest ®) de acordo
com as instru¢cdes do fabricante. Os triglicerideos foram determinados por meio da
lipoproteina lipase, a qual promove hidrolise dos triglicerideos liberando glicerol, que é
convertido pela acdo da glicerolquinase em glicerol-3-fosfato. Este é oxidado a
dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca de glicerolfosfato oxidase. Em
seguida, ocorre uma reacdo de acoplamento entre perdxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina
e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase produzindo uma quinoneimina que tem maximo de
absorbancia em 505 nm. A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional
a concentracgao de triglicerideos na amostra. Os resultados foram expressos em mg dL 1.

4.2.3.5. Transaminase Glutamica Oxalacética

Para a determinacdo de transaminase oxalacética (TGO) foi utilizado o Kit
colorimétrico Transaminase TGO Bioclin ® de acordo com as instru¢des do fabricante, onde
a Transaminase catalisa a transferéncia do grupamento Amino um Alfa-Aminoacido para um
Alfa-Cetoacido. O Oxacaletato reage com a Dinitrofenilhidrazina. A intensidade de coloracéo
da Hidrazona formada, em meio alcalino, é diretamente proporcional a quantidade de

Oxalacetato, em determinado tempo, que por sua vez é fungéo da atividade enzimatica.

4.2.3.6. Transaminase Glutamica Piravica

Para a determinacéo de transaminase pirtvica (TGP), foi utilizado o kit colorimétrico
Transaminase TGP Bioclin ® de acordo com as instrucbes do fabricante, onde a
Transaminase catalisa a transferéncia do grupamento Amino um Alfa-Aminoacido para um
Alfa-Cetoacido. O Piruvato reage com a Dinitrofenilhidrazina. A intensidade de coloragdo da
Hidrazona formada, em meio alcalino, é diretamente proporcional a quantidade de Piruvato,

em determinado tempo, que por sua vez, € funcéo da atividade enziméatica.

4.2.4. Avaliacdo do Estado Redox e Estresse Oxidativo
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A avaliacdo do estado redox foi analisado pelo método de Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbittrico (TBARS) e o estresse oxidativo pelo sistema de defesa enzimatico que
compreende as enzimas Superoxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT), conforme descrito

a seguir. Analises foram realizadas em tecido hepatico.

4.2.4.1. Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

A Reacdo ao Acido Tiobarbittrico foi determinada de acordo com a metodologia de
Ohkawa, Ohishi & Yagi (1979). Foi adicionado a cada tubo uma aliquota de Agua Milli Q;
amostra (figado homogeneizado em solucéo salina na proporcdo de 1:10); Lauril Sulfato de
Sodio (SDS) 8,1%; Tamp&o de Acido Acético (pH 3,44), e Acido Tiobarbitdrico (TBA) 0,6%
(pH 4,0), como demonstrado na Tabela 2. Em seguida, os tubos foram incubados em banho-

maria a 100 °C por 1 hora.

Tabela 2. Protocolo de oxidac&o do ensaio da Reac&o ao Acido Tiobarbiturico.

TUBOS H20 Amostra  SDS (8,1%) TAMPAO TBA
Mili Q (pH 3,44) (0,6%)

Branco 1300puL 500puL 200uL 500uL -
Amostra 800 pL 500uL 200puL 500uL 500uL

Fonte: Adaptado de Ohkawa et al. (1979).

Os produtos da reacdo foram determinados por medida de absorbancia em 532nm, em
espectrofotdbmetro. A concentracdo de TBARS foi calculada através de uma curva padrao,
concentracdes conhecidas de 1,1,3,3 — tetrametoxipropano, e o0s resultados foram expressos

em nm de Malonaldeido (MDA)/g de amostra.

4.2.4.2. Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada por meio do método descrito por Klamt et al.
(2001), quantificada em 60 ug das amostras de figado homogeneizado, o qual foi incubado
em 35 pL de tampao especifico (pH 5,5) na presenga de adrenalina a 37 °C. A absorbancia
foi monitorada por 60 segundos em 480 nm pela taxa de inibicdo da reacdo auto-catalitica
adrenocromo, em solugao tampéao contendo 1mMm de Madrenaline/50 glicina-NaOH (pH

10,2) / ImM catalase. O resultado foi expresso em Unidade de SOD/ mg™ de proteina (U
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SOD mgY/ proteina) (uma unidade de atividade de superéxido dismutase é definida como a

quantidade necessaria para reduzir a velocidade da reacdo em 50%).

4.2.4.3. Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Aebi (1984) que se baseia
no acompanhamento da decomposi¢cdo de H202 determinada espectrofotometricamente a
240 nm. Amostras de figado foram homogeneizadas e incubadas em um tampao especifico
na presenca de peroxido de hidrogénio. Foram centrifugadas 300 pL de amostra,
acrescentando-se 1 mL de tampédo fosfato 14 mM com H202 (40 pL) a 100 pL do
sobrenadante. A absorbancia foi monitorada por 60 segundos em 240 nm. Os resultados
foram expressos em unidades de atividade de catalase/mg™ de proteina (sendo uma unidade
definida como a quantidade de enzima que decompde 1 pmol de H202 por minuto por mg de

proteina).

4.2.4.4. Determinacéo de Proteinas
A quantidade de proteinas presentes no tecido hepéatico utilizado nas analises de CAT,
SOD e TBARS foram mensuradas segundo metodologia de Lowry et al., (1951). As leituras

foram realizadas em espectrofotdmetro, a um comprimento de onda de 700 nm.

4.2.5. Histologia das Células do Tecido Colorretal

Os tecidos intestinais dos 54 animais foram dissecados logo apds a eutanasia e
fixados em formaldeido tamponado a 10%. Estes tecidos foram subsequentemente corados
com hematoxilina e eosina para posterior exame. As lesdes encontradas foram preparadas
conforme técnica convencional do Servico de Histologia da UNIFESP (Larageira et al., 1998)
e submetidas ao exame histoldégico por microscopia Optica em aumento de 5, 10 e 40 x
(identificado em cada figura). As lesGes foram classificadas conforme os critérios de atipia
estrutural e atipia celular, preconizados por Inamori et al. (1987):

» Grau O - sem alteracdes de atipia, caracterizado pelo tecido epitelial integro.

» Grau | - alteragBes de atipia benignas e/ou suspeitas (0 nimero de X, indica
aumento no grau de malignidade), caracterizado por infiltrado de linfocitos e desorganizagao

celular.
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» Grau Il - alteracBes suspeitas e/ou inconclusivas e/ou malignas (0 numero de X,
indica aumento no grau de malignidade), caracterizado pelo encurtamento do epitélio;
reducdo do numero de células caliciformes e desorganizacao celular.

» Grau lll - alteracbes malignas (0 numero de x, indica aumento no grau de
malignidade), caracterizado pelo encurtamento do epitélio; necrose celular e células
anaplasicas.

» Grau IV - altera¢gBes suspeitas e malignas (o numero de X, indica aumento no grau
de malignidade), caracterizado pelo encurtamento do epitélio, necrose celular, células
anaplasicas e grande invaséo de tecidos adjacentes.

» Polipo — protuberancia com aspecto vegetativo da mucosa intestinal; alteracao
benigna com potencial para malignizacao.

Atipias sdo consideradas alteracdes na forma, tamanho ou nimero das células e/ou

das glandulas das criptas intestinais.

4.2.7. Andalise Estatistica

Para analise estatistica utilizou-se analise de variancia (two-way ANOVA) com auxilio
do Software GraphPad Prism 6 para Windows para comparagcdo entre os diversos
parametros avaliados no experimento. Considerando-se diferenca significativa para ANOVA,
utilizou-se o Teste Tukey para verificar se os grupos diferiam entre si. Todos os testes foram

realizados com significancia estatistica em nivel de 5% (p<0,05).
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5. Resultados e Discusséo

5.1. Ensaio Bioldgico

5.1.1. Avaliacdo do Ganho Ponderal

Os animais tiveram seu peso ponderal avaliado ao longo das semanas de
experimento. Os resultados dos pesos dos animais estdo apresentados em trés diferentes
periodos: peso inicial (com um dia de experimento); peso intermediario (com 60 dias de
experimento) e peso final (com 130 dias de experimento). A distribuicdo dos animais por
grupo foi realizada de forma aleatéria e ndo tendenciosa, porém, mesmo havendo tentativa
de distribuicio homogénea, a média de peso inicial dos animais do grupo Padrdo foi
significativamente maior (p<0,05), quando comparada aos grupos que receberam dieta
Hipercaldrica e dieta Hipercalorica + DMH. Os demais grupos demonstraram pesagem inicial
semelhante.

Ao decorrer do experimento, com 60 dias, ja observou-se expressivas alteracdes de
peso. O grupo Padrdo manteve-se com média de peso maior que o grupo Hipercaldrica +
Probiotico e observou-se ganho de peso significativo quando comparado aos grupos Padréo
+ DMH, Padrdo + Probidtico + DMH, Hipercalérica + DMH e Hipercal6rica + Probidtico +
DMH (Tabela 3). O grupo Padréo + Probittico teve um aumento de peso em relagdo aos
grupos Padrdo + DMH e Hipercalorica + DMH. O grupo Hipercaldrica teve 0 seu peso
equivalente ao grupo Padrdo, diferentemente da pesagem inicial, e quando comparado aos
grupos Padréo + DMH, Padrédo + Probiotico + DMH, Hipercalorica + DMH , Hipercalérica +
Padrdo + DMH observou-se expressivo aumento de peso (Tabela 3). Os demais grupos nao
tiveram diferenca significativa de peso entre si.

Ao realizar a pesagem final, Ultima semana de ensaio biol6gico, observou-se que a
média de peso do grupo Padréo foi significativamente maior quando comparada aos grupos
Padrdo + Probiético, Padrdo + DMH e Padrdo + Probidtico + DMH, enquanto o grupo
Hipercalérica teve um importante ganho de peso relacionado aos grupos Padrdo +
Probiotico, Hipercalorica + Probidtico, Padrdo + DMH, Padrdo + Probidtico + DMH,
Hipercaldrica + DMH e Hipercaldrica + Probidtico + DMH (Tabela 3). O aumento de peso dos
animais do grupo P em relacdo aos do grupo Padrdo + Probidtico, demonstra que
Lactococcus lactis subsp. lactis teve efeito positivo na estabilizacdo do peso corporal e os
grupos que receberam dieta Padrdo + Probidtico apresentaram menor ganho de peso em

relacdo aos demais. Observou-se um importante ganho de peso do grupo Hipercaldrica em
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comparacao ao grupo Hipercalorica + Probiotico, onde a administracdo de probiotico neste
grupo apresentou diferenca de peso corporal de 15,5 % em relagcdo ao peso corporal do
grupo Hipercaldrica. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) no peso final entre as médias
dos grupos Padrdo e Hipercaldrica, porém, na pesagem inicial, o grupo Hipercalérica
manteve-se com 4,38 % a menos que o grupo Padréo, resultando em uma diferenca final de
peso de 10,58 % a mais no grupo Hipercaldrica. Quanto aos grupos que receberam a
administracdo de DMH, ndo houve diferenca significativa no ganho de peso entre 0s grupos
(Tabela 3).

Este efeito na estabilizacdo de ganho de peso nos animais dos grupos que receberam a
suspensao de bactéria probibtica corrobora com resultado semelhante ao encontrado em
estudo realizado por Zhang et al. (2017) onde os autores constataram que a administracao
de leite de soja enriquecido com probiotico (Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus casei e
Lactobacillus plantarum) reduziu significativamente o ganho de peso corporal nos animais.
Enquanto que Kumar et al. (2012), observaram aumento de peso significativamente maior
em ratos alimentados com probidtico em comparacao a ratos que recebiam DMH. Os autores
relacionam esse aumento de peso a absor¢cdo aumentada de alimentos por grupos que

receberam probidtico quando comparada aos que receberam o indutor quimico.

Tabela 3. Ganho de peso dos animais de todos os grupos do ensaio bioldgico, ao longo de 130 dias.

Grupo Ganho de Peso (g)
p* 2422 +12,8
PP 169,4 £+57
H 348,0 + 10,1
HP 193,0£9,3
PD 170,8 +4,6
PPD 1452 +11,4
HD 193,0 £ 9,4
HPD 181,4 +9,1

*P: Padrdo; PP: Padrédo + Probiético; H: Hipercalérica; HP: Hipercalérica + Probiético; PD: Padrdo + DMH; PPD:
Padrdo + Probiético + DMH; HD: Hipercalérica + DMH; HPD: Hipercalorica + Probiotico + DMH. Valores

expressos em média + desvio padréo.
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5.1.2. Peso dos Orgéos

O peso dos 6rgaos pode estar relacionado com o peso corporeo do animal, bem como
a atividade metabdlica (Ferreira, Filho & Muniz, 2000). Os resultados obtidos dos pesos dos
orgaos dos grupos experimentais estao apresentados na Figura 6.

A avaliacdo do peso do baco ndo demonstrou diferenca significativa (p<0,05) em
nenhum dos grupos analisados (Figura 6A). De acordo com Junqueira & Carneiro (2008) o
baco € um importante 6rgdo de defesa contra micro-organismos patogénicos. Como 0s
demais 6rgéos linfaticos, o baco origina linfécitos que adentram o sangue circulante. Oliveira
(2008) encontrou divergéncia de tamanho do baco de animais que receberam leite
fermentado enriquecido com probidtico, porém, relacionou essa alteracdo com o peso dos
animais, uma vez que 0 mesmo possuia um menor incremento de peso e uma menor média
de peso corporal. Em semelhanca ao presente estudo, Ngongang (2016) ndo encontrou
diferenca no peso do baco em ratos Wistar que receberam iogurte probiético (contendo
Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium) e dieta hiperlipidica.

Referente ao peso do célon dos animais (Figura 6B), os grupo Padrédo, Padrdo +
Probiético, Padrdo + DMH e Padrdo + Probiético + DMH apresentaram peso
significativamente maior (p<0,05) quando comparados ao peso dos grupos Hipercaldrica,
Hipercaldrica + Probidtico, Hipercalérica + DMH, e Hipercaldrica + Probidtico + DMH, néo
havendo diferenca significativa entre estes (Padrdo, Padrdo + Probidtico, Padrdo + DMH e
Padrdo + Probidtico + DMH) (p>0,05). Estes resultados demonstram que 0s animais que
receberam dieta hipercalorica apresentaram peso do coélon inferior aos demais, isso pode ser
explicado pelo conteddo cecal. O colon foi pesado de forma integra, ndo havendo a
possibilidade de manipulacdo para ndo danificar o tecido, pois 0 mesmo seria analisado
histoldgica e morfologicamente.

Na Figura 6C estd demonstrado o peso do coracdo, na qual ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos (p<0,05), demonstrando que a administracdo de dieta
hipercalorica, administracdo da bactéria probiotica e/ou o DMH, ndo afetaram o peso do
orgao.

Pode-se observar na Figura 6D que a média de peso do figado no grupo Hipercaldrica
(H) foi significativamente superior (p<0,05) quando associado ao grupo administrado
probidtico juntamente com o indutor (Hipercalérica + Probiético + DMH) e ao grupo

administrado somente o indutor (Hipercalorica + DMH), o que pode-se sugerir uma atividade
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metabdlica aumentada por parte do 6rgdo, devido a presenca do indutor quimico. Os
hepatocitos sdo responsaveis por diversos processos importantes no organismo, como as
reacoes de oxidacdo, metilacdo e conjugacdo, necessarias para a inativacao e detoxificacao
de certas substancias antes de sua excrecao (Junqueira & Carneiro, 2008).

No Figura 6E observa-se uma discrepancia na média de adiposidade abdominal do
grupo que recebeu dieta Hipercalorica, sendo significativamente maior (p<0,05) quando
comparada aos demais grupos analisados. O grupo Padréo teve resultado significativamente
superior (p<0,05) quando relacionado ao grupo Padréo + Probiético, demonstrando a eficacia
da bactéria probittica sobre o acumulo de adiposidade abdominal. A diferenga significativa
(p<0,05) entre os grupo Hipercalorica e Hipercaldrica + Probiotico, confirma esta hipotese. O
excesso de adiposidade abdominal influencia diretamente no metabolismo e no risco
cardiometabdlico por meio de alteracdes na secrecdo de adipocinas (Savcheniuk et al.,
2014). Kadooka et al. (2010) demonstraram o efeito de probidtico na reducéo da adiposidade
abdominal e peso corporal em seres humanos, sugerindo uma influéncia benéfica de

probioticos sobre distarbios metabdlicos.
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Figuras 6. Peso dos 6rgdos. Estimativa de média do peso dos 6rgdos dos animais de todos 0s grupos

experimentais: baco (A), colon (B), coracao (C), figado (D), gordura abdominal (E) e rim (F). Valores expressos

em média + desvio padrdo. *P: Padrdo; PP: Padrdo + Probiotico; H: Hipercaldrica; HP: Hipercalorica +
Probidtico; PD: Padrdao + DMH; PPD: Padrao + Probittico + DMH; HD: Hipercal6rica + DMH; HPD: Hipercaldrica
+ Probidtico + DMH. *: p<0,05. **: p<0,005. ***: p<0,005. ****: p<0,00005.

Nos grupos que receberam DMH, foi observada menor concentracédo de adiposidade

da regiao abdominal, o que pode estar relacionado com o peso corpéreo do animal, visto que

0s animais destes grupos possuiam uma média de peso inferior aos demais, ao final do

experimento.

Em relacdo ao peso do rim, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos,

sugerindo uma funcao renal sem alteracdes, independente das dietas ou tratamentos
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submetidos. Dentre as fungbes desempenhadas pelo rim, esta a excrecdo de residuos do
metabolismo e substancias toxicas presentes no organismo por meio da urina (Guyton &
Hall, 2002).

5.1.3. Consumo de racao

O resultado da média de consumo de ragéo estd demonstrado na Figura 7. Observa-se
gue os animais que receberam dieta Padrao ingeriram significativamente quantidade maior
(p<0,05) de racdo em comparacdo aos grupos Hipercalorica + Probidtico, Hipercalérica +
DMH e Hipercalérica + Probiotico + DMH. No grupo Padrao + Probiético observou-se ingestao
elevada em relacdo aos grupos Hipercalo6rica + DMH (HD) e Hipercalorica + Probiético + DMH
(p<0,05). A média de consumo do grupo Hipercalorica foi significativamente maior (p<0,05)
em relacdo aos grupos Hipercalorica + DMH e Hipercal6rica + Probidtico + DMH. Ainda, néo
foi observada influéncia na ingestéo de dieta padréo e/ou hipercal6rica na média de consumo
dos grupos que receberam a suspensdo da bactéria probidtica (Padrdo + Probidtico,
Hipercalorica + Probiético e Padrdao + Probidtico + DMH), em contrapartida, os grupos que
receberam dieta hipercalérica juntamente com a administracdo de DMH (Hipercalérica + DMH
e Hipercalorica + Probiético + DMH) demonstram uma menor ingestdo de racdo, porém nao
foram significativos em comparacdo ao grupo Hipercaldrica + Probiético, demonstrando que o

DMH néao influenciou no consumo alimentar.
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Figura 7. Consumo de racdo. Demonstracdo da ingestdo de racdo pelos animais entre 0s grupos experimentais,
mensurados diariamente. Valores expressos em média + desvio padrdo. *P: Padréo; PP: Padrdo + Probidtico;
H: Hipercaldrica; HP: Hipercaldrica + Probiético; PD: Padrdo + DMH; PPD: Padrdo + Probiético + DMH; HD:
Hipercalérica + DMH; HPD: Hipercalérica + Probiético + DMH. *: p<0,05. **: p<0,005. ***: p<0,005. ****
p<0,00005.

5.2. Parametros Hematoldgicos

Foram analisados diversos parametros hematoldgicos relacionados as hemécias e
leucécitos, além do nimero de plaguetas (Tabela 4). Por meio da analise destes parametros
pode ser avaliada a saude geral dos individuos. Para a analise dos dados, foi utilizado como
comparativo valores de referéncia hematologicos especificos para ratos (Rattus novergicus,
linhagem Wistar) com padronizacdo de valores realizada pelo Centro de Criacdo de Animais
de Laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz (2005).0 eritrograma avalia os eritrGcitos,
também chamados de hemécias ou glébulos vermelhos, que correspondem a camada
sedimentada apOs centrifugacdo do sangue que d& a coloracdo vermelha (sob
responsabilidade da proteina hemoglobina presente), enquanto o hematdcrito estima o
volume de sangue ocupado pelos eritrécitos em relacéo ao total sanguineo. Estes eritrécitos
sdo responsaveis por parametros relacionados a anemia (Lorenzi, 2003; Aboderin & Oyetayo
2006). De acordo com o resultado demonstrado da série vermelha do sangue (eritrograma,
hematocrito e hemoglobina) esta claro que as dietas, a bactéria probidtica e o indutor
carcinogénico nao interferiram nestes parametros. Em relacdo ao Valor Corpuscular Médio
(VCM) e Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), os grupos que receberam dieta
hipercalorica demonstraram valores abaixo dos referenciados. Porém, ndo caracteriza-se
alteracdo hematologica, visto que os valores foram aproximados aos valores de referéncia e,
a hemoglobina destes esta dentro dos parametros.

Em relacdo a série branca do sangue, onde estdo inseridos leucdcitos, bastonetes
(neutrdfilos), segmentados, eosinodfilos, linfocitos e mondécitos foi observado algumas
diferencas quando comparados com os parametros de referéncia utilizados. A série branca é
responsavel pela defesa do organismo contra infec¢des. Os bastonetes, que correspondem
ao numero de neutréfilos, respondem pela fagocitose de micro-organismos patogénicos nas
primeiras horas de contato com o tecido (Lorenzi et al., 2003). Os eosindfilos estdo
envolvidos contra parasitas e modulacdo de processos inflamatorios. Os mondcitos além de

possuir funcéo de célula apresentadora de antigenos para os linfécitos se diferem em
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macrofagos teciduais fagocitando protozoarios, bactérias, virus e células senescentes
(Junqueira & Carneiro 2008). Ja os linfocitos sdo responsaveis por reconhecer moléculas
estranhas, participando da defesa imunoldégica do organismo. No presente estudo, pode-se
observar que os bastonetes, eosinéfilos e mondcitos estdo elevados em todos 0s grupos
experimentais, este resultado sugere que nao ha relacdo com a Lactococcus lactis subsp.
lactis pois 0s grupos que ndo a receberam este também demonstraram resultados elevados.
Supbe-se que ocorra alguma divergéncia entre a padronizacdo dos valores de referéncia,
levando-se em consideracdo que, 0S animais apresentavam-se aparentemente sadios e que
os locais de manutengcdo e proveniéncia dos animais foram diferentes dos autores de
referéncias, o que pode causar alteracdes de homeostase (Lima et al., 2014). Os linfécitos se
mostraram alterados somente no grupo Padréo + Probiético + DMH, o que pode sugerir uma
alteracéo positiva da resposta imune pela acdo da bactéria probidtica. Ha relatos na literatura
demonstrando que as bactérias probioticas apresentam efeitos imunoestimulantes tanto em
animais quanto em seres humanos, o que pode estar relacionado a capacidade destas
bactérias em interagirem com Placas de Peyer e células epiteliais intestinais, estimulando a
producdo de imunoglobulina A (IgA) (Oliveira, 2017). Os probibticos poderiam também
favorecerem a atividade fagocitica inespecifica dos macrofagos, sugerindo uma acao
sistémica por secrecdo de mediadores que estimulariam o sistema imune (Gill & Cross,
2002).

Observa-se que as plaquetas apresentaram alteracdes nos grupos Padrédo e Padréo +
Probiético, estando abaixo dos parametros referenciados. As plaquetas sdo responsaveis
pela promocéo da coagulacdo sanguinea e auxiliam na manutencao da integridade vascular
(Rang et al., 2004). Valor abaixo do limite esperado é conhecido como plaquetopenia, o que
pode estar relacionado com diversas doencas e um dos primeiros sintomas é a hemorragia.
Ressalta-se que os animais destes grupos nao apresentaram tal sintoma, ndo evidenciando

a doenca.
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Tabela 4. Hemograma completo dos animais dos grupos experimentais aos 130 dias.

Parametros (unid.) P* PP PD PPD H HD HPD HP REF 1= REF 2+
(n 28) (n 23)
-—- média + desvio padrao ——-

Eritrograma (10%/uL) 9,3310.03 9,18+0.01 9,09+0.45 8,72+0.19 8, 7410 61 8,7+0.36 8,65+0.74 8,9310.40 33-83 6, 7—8.6
Hemoglobina (g/dl)  16.0+0.74a  15,640.56b 16,0+0.42a 15,1£0.28b 14,6+0.33¢c 14,240 14¢c 14,05£1.06c  15,05+0.91b 7.2-16 12,8 —15.9
Hematocrito (%) 45,8+0.37 45+0.28 45,05+0.91 43,3+1.41 40,5+0.52 40,5+0.07 40,65+3.18 42, 7+2 54 28 - 50 391 48,7
R.D.W. (pg) 20,91+£0.91  20.31+0.28 20,41+0.84 20,71+056 22411011 22.16+1.20 21,21+0.84 21,21+0.28 - -
V.CM. () 49.1+0.31 49+0.42 49,4541 62 49 6+0.56 46,3047 46,65+1.90 47.0+1.13 47,6041 46 — 60 50,0 — 59,0
H.C.M. {g/dL) 17, 7£0.87 17,0+0.63 17,6+0.42 17,320.00 16,7+0.72 16,35+0.49 16,17+0.35 16,85+0.35 17,1 -204 17,0 —19.5
Leucécitos (mm?) 5,3+1.2% 7.4+0.70c 7.9+0.21c 12,8+0.00a 8.4+1.22b 8,2+0.70b 8,5+0.70b 11,1£0.70a - -
Bastonetes (mm?) 5318 2d 74.5+12.02c 79,042 82c 128+4.24b 8446 34c 120+25.45b 12947.07b 275,5+14.84a 6.2-267 17,1 -479
Eosindfilos (mm?) 106,0£0.93a  83,0+045b  119,5+10.60a  65,5+8.22c 0+0.00d 0+0.00d 0+0.00d 57,540 86c 0,2-35 0,3-40
Linfécitos T (mm?) 43.4+142c  61.1x1.41b 63,0£0.70b 95,840.70a  66,3£0.16b  70,0+£0.00b 46,0+0.70c 63,+£0.70b 66,6 — 90,3 48,7 - 781
Mondcitos (mm?) 1,0+2.73d 21:1.41b 1,5¢5.65¢c 3.1,1549.19a  1,6,0&£3.87c  1,6,0£16.97c 1,704 24c 2,2 0+18.38b 0,8-38 1,0-6.5
Plaguetas 552+5.66 519422 62 T28+7.07 T27+4.94 63811222 822425 45 84642 82 612+19.09 638 — 1177 837 — 1455

Valores expressos em média + desvio padrdo. R.D.W.: Red Cell Distribution Width (Amplitude de Distribuicdo dos Gldbulos Vermelhos), V.C.M.: Valor Corpuscular

Médio, H.C.M.: Hemoglobina Corpuscular Média. *P: Padrdo; PP: Padrao + Probiético; H: Hipercaldrica; HP: Hipercalérica + Probiético; PD: Padrdo + DMH; PPD:

Padréo + Probidtico + DMH; HD: Hipercaldrica + DMH; HPD: Hipercalérica + Probidtico + DMH. **REF 1: Centro de criagdo de animais de Laborat6rio da Fundagao

Oswaldo Cruz (2004). **REF 2: Melo et al (2012). ---: Valores néo realizados. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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5.3. Parametros Bioquimicos

As analises de determinacdo dos parametros bioquimicos estdo expressas na Tabela
5. Os valores referentes a glicemia de jejum (3 horas) no presente estudo encontraram-se
dentro dos valores de referéncia utilizados (Melo et al., 2012), ndo havendo diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos. Na literatura encontra-se relatos sobre o efeito anti-
diabético dos micro-organismos probidticos (Bezerra, Carvalho e Viana, 2017). Em um
estudo realizado por Yadav et al. (2006) constataram o potencial anti-diabético de dabhi
(iogurte caseiro produzido com leite indiano) suplementado com Lactococcus
lactis biovar diacetylactis NCDC 60 em ratos Wistar, porém, demonstram a necessidade de
estudos mais aprofundados para identificar o mecanismo o qual justifica este potencial.

Em relagdo aos valores encontrados para colesterol total, colesterol HDL e
triglicerideos foi observada divergéncia nos valores de todos os grupos quando comparados
as referéncias encontradas para ratos da linhagem Wistar (Melo et al., 2012). Porém, nao
houve diferenca significativa entre os grupos em relacédo ao controle (p>0,05), demonstrando
que a bactéria ndo apresentou potencial de reducédo do perfil lipidico em comparacédo aos
demais grupos analisados. H& poucos relatos sobre a eficacia de Lactococcus lactis subsp.
lactis frente a niveis séricos de colesterol e triglicerideos, no entanto, a literatura relata
evidéncias promissoras sobre os efeitos hipocolesterolémicos de bactérias probidticas em
modelos animais e humanos. Kimoto et al. (2002) comprovaram que
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis teve a capacidade de reducéo de
colesterol in vitro, supondo-se efeito hipocolesterolémico in vivo.

Por meio dos valores encontrados para TGO foi observado diferenga significativa
entre alguns grupos (p<0,05). O grupo Hipercalérica + Probidtico apresentou valores
significativamente inferiores ao grupo Hipercaldrica (p<0,05), constatando que diante da dieta
hipercalorica, Lactococcus lactis subsp. lactis exerce efeito redutor nesta enzima. Da mesma
forma, foi observada diferenga significativa entre os grupos Hipercalérica + DMH e
Hipercaldrica demonstrando que o agente quimico pode ter causado alteracdo na producao
de enzimas devido ao seu potencial oxidativo.

Para os valores referentes de TGP, observou-se gque todos 0S grupos apresentaram
valores dentro do limite aceitavel quando comparados a referéncia padrédo de Melo et al.
(2012). No entanto, de acordo com o teste estatistico, houve diferenga significativa entre

40



alguns grupos (p<0,05). No grupo Padréao + Probi6tico foi observado valor significativamente
maior quando comparado ao grupo Padrdo. Este resultado demonstra que a bactéria
probidtica causou liberagdo aumentada de enzimas na corrente sanguinea, ndo causando
dano tecidual, visto que os valores destas ndo estdo acima do valor de referéncia. Quando
submetidos a dieta hipercal6rica, o probibtico reduziu os niveis de TGP e essa reducado pode
ser consequéncia da oxidacdo lipidica causada nas células, reduzindo a producdo de
enzimas (Salminen & Paul, 2014). Da mesma maneira, 0 agente quimico teve efeito
semelhante na dieta Hipercalérica e o grupo Hipercalérica + DMH teve resultado
significativamente menor quando comparado ao grupo Hipercaldrica (p<0,05).

Diante de circunstancias normais, as enzimas TGO e TGP residem nas células do
figado, diante de alteracBes as células liberam estas enzimas para o fluxo sanguineo. As
transaminases catalisam rea¢des quimicas nas células nas quais um grupamento amino é
transferido de uma molécula doadora a uma molécula recipiente. TGO e TGP séo
indicadores sensiveis de dano hepético, porém, a interpretacdo da alteracdo dos niveis é
determinada pelo quadro clinico geral (Porto et al., 2011)

Quando analisados os niveis de creatinina sérico foi observado que somente 0s
valores do grupo que recebeu dieta Hipercaldrica estava de acordo com os limites aceitaveis,
tendo como média valores significativamente maiores (p>0,05) do que os demais grupos. Os
demais grupos demonstraram niveis abaixo dos valores de referéncia (Melo et al., 2012),
excluindo possivel dano ao organismo animal. A concentracdo elevada de creatinina na
corrente sanguinea é indicativo de existéncia de insuficiéncia renal, demonstrando que a
filtracdo glomerular esta comprometida (Thrall, 2007). O nivel elevado de creatinina do grupo
Hipercalérica comparado aos demais grupos, pode indicar, a longo prazo, um risco

aumentado para insuficiéncia renal.
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Tabela 5. Determinac&o dos parametros bioquimicos realizados em todos os animais do experimento.

Parametros (unid.) p* PP PD PPD H HD HPD HP

Glicemia (mg/dL) 126,87+9.31 126,87+30.22 140,83+36.92 110,50+15.53 141,03+32.37 142,51+24.61 123,02+21.79 137,40+26.96
Col. Total (mg/dL) 172,89+14.71 150,74+10.06 180,45+32.23 140,71+33.69 180,45+34.83 179,54+25.60 141,36+10.01 140,71+4.24
Col. HDL (mg/dL) 99,87+10.84 b 85,18+17.02 c 102,98+17.78 b 127,70£29.59 a 87,22+9.71 c 101,33%¥13.21 b 106,42+25.22b 71,27+10.94d
TG (mg/dL) 193,13+24.17¢c  176,67+31.13 c 246,34+28.81 b 220,90+32.80 b  312,52+32.94a 218,49+23.93 b 153,50%¥29.52c 227,01+35.12b
TGO (U/L) 58,81+3.15 b 59,54+4.88 b 69,07+4.33 a 59,72+6.81 b 67,60+£5.38 a 50,00+3.66 ¢ 49,38+1.87 ¢ 56,26+4.66 b
TGP (U/L) 49,70+0.87 b 54,72+1.93 a 50,68+0.39 b 48,73+1.88 c 52,68+3.44 a 46,02+0.24 d 48,64+2.18 c 48,51+1.24 c
Creatinina (mg/dL) 0,10+0.06 b 0,06+0.04 b 0,05+0.03 b 0,04+0.03 b 0,60+0.16 a 0,04+0.01 b 0,01+0.01 b 0,05£0.01 b

Valores expressos em média + desvio padrdo. Col. Total: colesterol total, Col. HDL: colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade), TG: triglicerideos,
TGO: transaminase glutdmico-oxalacética, TGP: transaminase glutamico-pirdvica. *P: Padrdo; PP: Padrdo + Probiético; H: Hipercal6rica; HP:
Hipercaldrica + Probidtico; PD: Padrdo + DMH; PPD: Padrao + Probiético + DMH; HD: Hipercalérica + DMH; HPD: Hipercalérica + Probi6tico + DMH.

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
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Os valores de referéncia para parametros bioquimicos e hematolégicos tém norteado
as pesquisas experimentais na busca de fornecer informacgdes que subsidiem a relacdo entre
os resultados obtidos em animais sadios, com patologias e tratados, assim podendo discutir
os resultados obtidos e confirmar a eficacia ou ndo de determinada terapia ou intervencao
clinica. Por essa razdo, o conhecimento dos valores dos diferentes parametros € critério
importante para a avaliacdo da homeostase, das modificacBes induzidas por processos

patologicos e dos resultados obtidos nos procedimentos experimentais (Lima et al., 2014).

5.4. Avaliacédo do Estado Redox e Estresse Oxidativo

Os resultados das analises referentes a avaliacdo do estresse oxidativo por meio do
sistema de defesa enzimatico de SOD e CAT e do estado redox pelo método de TBARS
estdo demonstrados na Figura 8.

Pode-se observar que Lactococcus lactis subsp. lactis evidenciaram efeito significativo
(p<0,05) na atividade da SOD (Figura 8A) no grupo tratado com dieta Padrdo + Probidtico
guando comparado ao grupo Padrdo. Da mesma forma, o mesmo resultado foi observado na
analise da atividade da CAT (Figura 8B) em que a bactéria probidtica apresentou um
aumento significativo (p<0,05) na atividade desta enzima no grupo Padrdo + Probidtico.
Diferentemente, Lactococcus lactis subps. lactis demonstrou uma expressiva reducdo na
atividade da SOD e CAT nos demais grupos que receberam a bactéria probiotica
(Hipercaldrica + Probidtico; Padrdo + Probiotico + DMH, e Hipercalorica + Padrdo + DMH),
demonstrando, desta forma, que o probidtico ndo apresentou efeito sobre a atividade destas
enzimas quando na presenca de dieta rica em gordura e indutor quimico.

O estresse oxidativo pode estar relacionado a condicfes fisiolégicas ou patoldgicas,
como o envelhecimento (Nasri & Rafieian-Kopaei, 2013), doenca cardiaca (Karabacak et al.,
2014), diabetes (Karunakaran & Park, 2013; Maritim et al., 2003), disfuncdo cerebral
(Salminen & Paul, 2014), cancer (Kodydkova et al., 2013) e outros problemas de saude
(Mayne, 2013). A atividade das enzimas antioxidantes neutralizam os radicais livres,
prevenindo o estresse oxidativo. Outros estudos (Ejtahed et al., 2012; Amaretti et al., 2013;
Abdhul et al.,, 2014; ) indicaram que algumas cepas probidticas exercem atividade
antioxidante in vitro e in vivo e podem ser eficazes na redugao do estresse oxidativo causado
por condigBes especificas. Kumar et al. (2012) observaram que os animais suplementados

com Lactobacillus plantarum AS1 (10° UFC/ mL) durante 26 semanas, sendo 5 semanas
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antes da inducdo das lesdes pré-neoplasicas com DMH e 21 semanas apés a inducao,
apresentaram aumento da atividade das enzimas CAT, SOD e glutationa s-transferase (GST)
em comparacao ao controle. Em modelos experimentais induzidos ao cancer de célon com
DMH, a exposicao do organismo aos radicais livres é elevada, jA que DMH eleva a producéo
destes compostos (Sengottuvelan et al., 2006).

Na Figura 8C observa-se que a suplementa¢do dos animais com a bactéria probiética
guando submetidos a dieta Padrao + Probidtico demonstrou efeito significativo pro-oxidante
em relacdo ao grupo Padrdo sobre a inibicdo da peroxidacdo lipidica hepatica (p<0,05).
Inversamente, quando administrada dieta Hipercaldrica + Probi6tico, observou-se efeito
protetor na peroxidacdo lipidica quando comparado ao grupo Hipercal6rica (p<0,05). Da
mesma forma, foi observada inibicdo da peroxidacao lipidica no tecido hepatico dos animais
no grupo Hipercalérica + Probiético + DMH , no qual foi observada maior atividade
antioxidante quando comparado ao grupo Hipercalérica + DMH (p<0,05).

De acordo com a literatura, a suplementacdo com probiéticos vém sendo amplamente
investigada, uma vez que estes podem apresentar funcdes importantes em condi¢cdes de
estresse oxidativo e inflamatérias causadas pelo alto consumo de gordura, a partir da
reducdo da producdo de mediadores inflamatérios por atuarem em vias de sinalizacdo
celular e serem capazes de alterar o padrao de expressdo de determinados genes (Latvala
et al.,, 2011). O estresse oxidativo ocasiona uma alteracdo dos lipidios conhecida como
peroxidacao lipidica, além de danos oxidativos no DNA e proteinas (grupos carbonilas e
sulfidrilas) (Silva & Ferrari, 2011). Por sua vez, o DMH é metabolizado principalmente no
figado, e em alguma extensdo do célon, sendo que o metabdlito final leva a formacgéo de
radicais livres e peréxido de hidrogénio provocando estresse oxidativo devido ao
desequilibrio de espécies reativas ao oxigénio e antioxidantes enddégenos (Khan & Sultana,
2011). Alguns estudos tém demonstrado que a atividade anticarcinogénica dos probioticos se
deve, em parte, a atividade antioxidante dos mesmos (Kumar et al.,, 2012; Mohania et al.,
2013). Sendo assim, um sistema antioxidante eficaz & essencial para o combate ao
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas. Essas alteragfes na atividade das enzimas do
sistema antioxidante podem ser resultantes de uma adaptacdo decorrente do estresse
oxidativo aumentado ou diminuido naquele 6rgdo frente a uma dieta hipercalorica. Além
disso, outras vias antioxidantes podem terem sido utilizadas diferentes da enzimatica para

eliminar os radicais livres (Castex et al., 2010).
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Figuras 8. Estresse oxidativo e estado redox. Avaliacdo do estresse oxidativo, avaliado por enzimas SOD (A) e
CAT (B) e estado redox pelo método TBARS (C). Valores expressos em média + desvio padrdo. *P: Padréo;
PP: Padrao + Probiético; H: Hipercalérica; HP: Hipercal6rica + Probiético; PD: Padrdo + DMH; PPD: Padrdo +
Probiotico + DMH; HD: Hipercaldrica + DMH; HPD: Hipercalérica + Probidtico + DMH. *: p<0,05. **: p<0,005.
*** p<0,005. ****; p<0,00005.

5.5. Analise Histol6gica do Tecido Intestinal

Apbs o procedimento da eutanasia e incisdo do tecido intestinal, foi realizada a anélise
histologica do tecido dos 54 animais, sendo os tumores classificados de acordo com os
graus das atipias das criptas do colon.

Conforme demonstrado na Tabela 6, evidenciou-se a integridade das células
intestinais nos animais dos grupos nao submetidos a inducdo com DMH, sendo classificadas

como livres de alteragbes (Padrédo; Padréo + Probidtico; Hipercalorica; Hipercalorica +
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Probiético). Nos demais grupos, foram encontradas alteracdes referentes a polipos grau |,
atipia benigna das criptas, atipias suspeitas e/ou atipias malignas em classificacées de graus
[, 1, Il e IV.

No grupo que recebeu dieta padrdao + DMH foram encontradas alteracdes de atipias
suspeitas e atipias malignas de grau |, Il e lll. Quando administrada a suspenséo da bactéria
probidtica no grupo submetido a dieta padrdo + DMH a malignidade nédo foi observada,
sendo que as lesbes dos animais deste grupo foram classificadas como atipias benignas das
criptas em graus 0O, | e Il e, atipias suspeitas em grau |, no entanto, em um dos animais foi
observado grande infiltrado de linfécitos.

No grupo que recebeu dieta hipercalérica + DMH (HD) observou-se animais com
lesdes classificadas como atipia benigna das criptas grau |, atipias suspeitas graus | e |l e,
atipias malignas graus I, Il e lll. Novamente, quando a bactéria probiotica foi administrada no
grupo tratamento (Hipercaldrica + Probidtico + DMH), a maioria dos animais tiveram suas
lesdes classificadas como atipias benignas das criptas, sendo que em um animal do grupo
foi observada atipia maligna grau Il, e também foi observado grande infiltrado de linfocitos, o
gue demonstra o potencial do probidtico na melhoria da resposta imune no hospedeiro
(Figuras 9, 10, 11, 12, 13).

Este resultado evidencia que os grupos que receberam a bactéria probidtica
Lactococcus lactis subsp. lactis, desenvolveram alteragcdes de menor grau quanto a sua
agressividade quando comparadas aos grupos que nao receberam a bactéria em
concomitancia, o que demonstra que o consumo desta bactéria probidtica tem efeito positivo
quando administrada & pacientes com desenvolvimento de células carcinogénicas no epitélio
colorretal, estabilizando a evolucdo dos graus de atipia.

Até 0 momento, ndo se tem conhecimento sobre o potencial anticarcinogénico in vivo
de Lactococcus lactis subsp. lactis. Mcintosh et al. (2009) demonstraram o efeito positivo de
uma estirpe probidtica de Lactobacillus acidophilus administrada por quatro semanas em
ratos Sprague-Dawley na reducéo de tumores intestinais induzidos com DMH (20 mg/kg em
aplicacdes semanais por quatro semanas). Lenoir et al. (2016) constataram o alto potencial
de Lactobacillus casei BL23 para tratar CCR em camundongos C57BL/6 por meio da
modulacdo de respostas imunes do hospedeiro as quais protegeram significativamente os

camundongos contra CCR induzido por DMH (20 mg/kg durante 10 semanas).
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Os mecanismos por quais os probidticos tendem a inibir o desenvolvimento do cancer
de célon ainda sédo desconhecidos. Entretanto, sugerem-se alguns mecanismos de atuacao
incluindo a ligacdo e degradacdo de compostos carcinogénicos, estimulacdo da resposta
imune, producdo de compostos antitumorigenos e antimutagénicos no coélon e alteracao da
atividade metabdlica da microbiota intestinal (Mclintosh, 2009). Gomes e Malcata (1999)
evidenciaram que situacfes clinicas juntamente com a carcinogénese intestinal podem ser
mediadas por enzimas fecais, as quais transformam compostos pro-carcinogénicos em
compostos carcinogénicos. Os autores mencionam ainda ensaios clinicos realizados em
modelos bioldgicos que demonstraram que algumas estirpes de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium possuem a capacidade de reduzir os niveis de tais enzimas, reduzindo o
risco de desenvolvimento de tumores.

Sugere-se no presente estudo que, a bactéria de origem lactea Lactococcus lactis
subsp. lactis tem potencial anticarcinogénico in vivo, estabilizando o desenvolvimento
tumoral de células no epitélio colorretal, tornando este resultado promissor para a ciéncia nas
pesquisas relacionadas a administracdo de bactérias probidticas na atencdo primaria ao

cancer colorretal.
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Tabela 6. Classificacdo das lesfes diagnosticadas no epitélio colénico através de analise histoldgica.

Identificagcdo

(grupo e animal)

Classificacéo

(grav)

Atipia Benigna das
Criptas

Atipia

Inconclusiva

Atipias

Suspeitas

Atipias

Malignas

Livre de

AlteracBes

Outras

P*1
P2
P3
P 4
P5

PP 1
PP 2
PP 3
PP 4
PP5
PP 6

H1
H2
H3
H4
H5

HP 1
HP 2
HP 3
HP 4
HP 5
HP 6
HP 7

O O O o o o O O o o o O O O o o

O O O O o o o

X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X
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Identificagéo Classificagé@o Atipia Benigna das Atipia Atipias Atipias Livre de Outras
(grupo e animal) (grau) Criptas Inconclusiva Suspeitas Malignas Alteracdes
PD 1 I X X
PD 2 I X X
PD 3 1 XX
PD 4 i XXX
PD 5 v XXXX
PD 6 1 XX
PD 7
PPD 1 | X X Pélipo
PPD 2 I X X
PPD 3 0 X
PPD 4 1 XX
PPD 5 Il XX
PPD 6 I X
PPD 7 I X Grande infiltrado
de linfocitos
HD 1 | X Pélipo
HD 2 I X X
HD 3 Il X XX
HD 4 | X Polipo
HD5 Il XX
HD 6 i XXX
HD 7 I X
HD 8 Il XX
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Identificagcdo

(grupo e animal)

Classificacéo

(grau)

Atipia Benigna das
Criptas

Atipia

Inconclusiva

Atipias

Suspeitas

Atipias

Malignas

Livre de

Alteracdes

Outras

HPD 1
HPD 2
HPD 3
HPD 4
HPD 5
HPD 6
HPD 7

X X X X X

X

XX

Grande infiltrado

de linfécitos

*P: Padrdo; PP: Padrdo + Probidtico; H: Hipercaldrica; HP: Hipercalérica + Probiético; PD: Padrdo + DMH; PPD: Padréo + Probi6tico + DMH; HD:

Hipercalérica + DMH; HPD: Hipercaldrica + Probidtico + DMH.
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Figura 9. Tecido intestinal sem altera¢des. Aumento de 5 x.

Figura 10. Tecido intestinal com alteragdo de atipia grau |. As setas indicam altera¢8es. Aumento de 5 x.
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Figura 12. Tecido intestinal com alteracdo de atipia grau lll. As setas indicam alteracdes. Aumento de 40 x.
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Figura 13. Tecido intestinal com alteragdo por pdlipo grau I. As setas indicam o pdélipo. Aumento de 10 x.

6. Conclusao

Lactococcus lactis subsp. lactis in vivo apresentou potencial anticarcinogénico em
CCR quando induzido em modelos animais. Além disso, a bactéria teve a capacidade de
estabilizar o ganho de peso e reduzir adiposidade abdominal, tais fatos propiciam o
desenvolvimento de sindromes metabdlicas. Nos parametros hematol6gicos, observou-se
ligeira resposta imune do probidtico frente a condi¢cdes adversas. Lactococcus lactis subsp.
lactis apresentou ainda, potencial antioxidante diante de situacbes de estresse oxidativo
quando administrada na dieta padréo e efeito sobre a inibicdo da peroxidacdo lipidica
guando administrada dieta hipercalérica e inducéo carcinogénica quimica. Estes resultados
sdo promissores, pois demonstram o potencial do probidtico na estabilizacdo do cancer

colorretal.
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