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RESUMO

CRUZ, Bruna Cristina dos Santos, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2018. Avaliacdo dos efeitos do uso de probidtico e simbidtico na
carcinogénese colorretal induzida por 1,2-dimetilhidrazina em camundongos.
Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Coorientadores: Reggiani Vilela
Gongalves, Leonardo Borges Murad e Lisiane Lopes da Conceigao.

O cancer colorretal (CCR) ¢ considerado um problema de satde publica em todo
mundo e estima-se que cerca de 37% dos casos desse tipo de cancer poderiam ser
prevenidos por meio de mudangas nos habitos de vida, como a adogdo de uma
alimentacdo saudavel, pratica regular de atividade fisica e manuten¢do da gordura
corporal adequada. Atualmente, sabe-se que a microbiota intestinal exerce forte
influéncia sobre a ocorréncia e progressao das doencas intestinais, especialmente nas
situacdes em que se observa a perda da eubiose. Por outro lado, a administragdo de
espécies probidticas tem sido associada a redu¢do do risco de desenvolvimento de
CCR, possivelmente devido a modificacdo da composicao da microbiota intestinal;
alteragdo da atividade metabdlica da microbiota; degradacdo de compostos
carcinogénicos presentes no limen intestinal; produ¢do de compostos com atividade
anti-carcinogénica; imunomodula¢do; melhora da barreira intestinal; alteracdo na
fisiologia do hospedeiro; e inibicao da proliferagdo celular e indugdo de apoptose nas
células tumorais. Associado aos probioticos, a utilizagdo dos prebidticos (como
inulina e frutooligossacarideos), que sdo substratos para fermentagdo dessas espécies
bacterianas, também tem mostrado efeitos anti-carcinogénicos. Os focos de criptas
aberrantes sdo lesdes precursoras do CCR e, por serem passiveis de reversdo,
tornam-se alvo potencial para intervencao mediada por fatores dietéticos que sejam
capazes de modular o microambiente intestinal, alterando a resposta aos estimulos
carcinogénicos. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar o papel
quimiopreventivo do probidtico VSL#3" isolado ou associado a um concentrado a
base de yacon, rico em inulina e frutooligossacarideos, na carcinogénese colorretal.
Como desfecho principal, espera-se que o uso do probidtico e do simbidtico reduza a
incidéncia dos focos de criptas aberrantes no colon de camundongos induzidos com

1,2-dimetilhidrazina.
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ABSTRACT

CRUZ, Bruna Cristina dos Santos, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Evaluation of the effects of probiotic and symbiotic use on colorectal
carcinogenesis induced by 1,2-dimethylhydrazine in mice. Adviser: Maria do
Carmo Gouveia Peluzio. Co-advisers: Reggiani Vilela Gongalves, Leonardo Borges
Murad and Lisiane Lopes da Conceigao.

Colorectal cancer (CRC) is considered a public health problem worldwide and it is
estimated that about 37% of the cases of this type of cancer could be prevented
through changes in life habits, such as the adoption of a healthy diet, regular practice
of physical activity and maintenance of body fat. Currently, it is known that intestinal
microbiota exerts strong influence on the occurrence and progression of intestinal
diseases, especially in situations where the loss of eubiose. On the other hand, the
administration of probiotic species have been associated with reducing the risk of
development of CCR, possibly due to the modification of the composition of the
intestinal microbiota; change in the metabolic activity of microbiota; degradation of
carcinogenic compounds present in the intestinal lumen; production of compounds
with anticarcinogenic activity; immune modulation; improves the intestinal barrier;
change the physiology of the host; and inhibition of cell proliferation and inducing
apoptosis in tumor cells. Associated with the use of probiotics, prebiotics (such as
inulin and fructooligosaccharides), which are substrates for fermentation of these
bacterial species, also has shown anticarcinogenic effects. The aberrant crypts foci
are precursor lesions of CCR and, because they are prone to reversal, become a
potential target for intervention mediated by dietary factors which are able to
modulate the intestinal microenvironment, changing your response to carcinogenic
stimuli. Thus, the present study aimed to investigate the chemopreventive role of
VSL#3® probiotic isolated or associated with a yacon-based concentrate rich in
inulin and fructooligosaccharides in colorectal carcinogenesis. As a primary
outcome, probiotic and symbiotic use is expected to reduce the incidence of aberrant

crypt foci in the colon of 1,2-dimethylhydrazine-induced mice.
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1. INTRODUCAO GERAL

O cancer colorretal (CCR) apresenta alta prevaléncia no mundo e sua
incidéncia tem aumentado nos ultimos anos'?; é o terceiro tipo de cancer mais
comum entre os homens e o segundo entre as mulheres, sendo que 55% dos casos
ocorrem em paises desenvolvidos. A estimativa de incidéncia de CCR no Brasil para
o ano de 2018 ¢ de 17.380 novos casos para homens e de 18.980 novos casos para
mulheres’. A etiologia do CCR esta associada a fatores genéticos e habitos
alimentares, como a baixa ingestao de fibras, frutas, legumes e elevado consumo de
carnes vermelhas, processadas e de gordura®”.

A carcinogénese colorretal envolve alteracdes bioquimicas, morfologicas,
genéticas e epigenéticas na mucosa do tecido®. Dentre as alteragdes patologicas,
estdo desde discretas lesdes microscopicas, como os focos de cripas aberrantes
(FCA) até adenomas e adenocarcinomas’. As alteragdes moleculares, os achados
morfoldgicos e o padrao de crescimento t€ém contemplado a hipétese de que os FCA
sao lesdes precursoras do CCR e ¢ sugerido que a tradicional seqiiéncia adenoma-
carcinoma na progressio tumoral seja estendida para FCA-adenoma-carcinoma’.

Evidéncias cientificas permitem sugerir a participagdo da microbiota
intestinal no desenvolvimento e progressio do CCR*'’. A perda da eubiose, falhas
nos mecanismos de barreira e do sistema imune intestinal estdo associados ao
direcionamento da carcinogénese por microrganismos' . Por outro lado, estudos com
géneros bacterianos probiodticos Lactobacillus e Bifidobacterium demonstraram
efeitos benéficos na prevencdo do cancer de colon in vivo e in vitro'* ™.

As espécies probidticas apresentam baixa atividade das enzimas f-
glucuronidase, azoredutase e nitratoredutase, envolvidas na formacdo de agentes
genotoxicos. Assim, essas bactérias quando colonizam o célon atuam diminuindo os
agentes nocivos e aumentam a excre¢io de xenobioticos'’. Ainda podem atuar como
imunomoduladoras, estimulando a resposta imune contra células cancerosas,
reduzindo a proliferacdo celular e induzindo a apoptose'®.

O probidtico VSL#3® é uma mistura de oito estirpes de bactérias produtoras
de 4acido latico (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus

plantarum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium



breve). Estudos tém reportado os beneficios desse probidtico no tratamento das
doencas inflamatérias intestinais (DIIs) ¢ em modelos experimentais de colite' "'
Tais efeitos sdo atribuidos a manutencdo da barreira intestinal, alteracdo na
composi¢ao da microbiota intestinal, redu¢do do estresse oxidativo, supressdao da
atividade do NF-kB, bem como dos niveis de citocinas pré-inflamatorias®®'. No
entanto, apenas um numero limitado de pesquisas tem tratado o efeito da VSL#3" em
modelos experimentais de cancer de colon e os resultados sdo contraditorios'>*%.

Os simbidticos também sdao apontados como moduladores da microbiota
intestinal e, dessa forma, poderiam estar envolvidos na reducdo do risco de
desenvolvimento do CCR*?*. Os prebioticos alteram a composicio e atividade
metabolica da microbiota, estimulando o crescimento de Lactobacillus e
Bifidobacterium, em detrimento de espécies patogénicas. Podem ainda contribuir
para aumentar a atividade de enzimas de detoxificacdo de carcindgenos, como o
citocromo P450 e os niveis de glutationa-S-transferase, envolvidas no metabolismo
de compostos eletrofilicos e associados ao estresse oxidativo'?.

Os prebiodticos quando fermentados pela microbiota produzem os &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) como o acido acético, propidnico e butirico'>>?.
Sugere-se que esses componentes atuam na prevengdo do cancer de célon por serem
capazes de ativar genes que codificam proteinas responsaveis por controlar a
proliferacdo celular e/ou apoptose®®*’. O 4cido butirico, especificamente, estaria
relacionado a redugdo da incidéncia de FCAs e no aumento do numero de células
caliciformes nas criptas que protegem a mucosa’""".

A yacon ¢ uma raiz originaria da regido dos Andes e ¢ considerada um
prebidtico por ser rica em inulina ¢ FOS. Estes ndo sao hidrolisados pelas enzimas
digestivas, chegam ao célon intactos e sdo fermentados pela bactérias probioticas™.
A yacon promove modulacdo da resposta inflamatdria, induzindo o aumento da
producdo de imunoglobulina A secretdria (IgA) e de interleucina-10 e 4 em animais e
humanos. Dentre os beneficios a mucosa do codlon estdo o aumento do numero,
profundidade e bifurcacdes das criptas intestinais, o0 aumento da producao de AGCC
e a redugdo do pH intestinal™.

Considerando que os probidticos e simbiodticos sdo capazes de modular a

microbiota intestinal e alterar as respostas do organismo aos estimulos

carcinogénicos, hipotetizou-se que o uso do probidtico VSL#3® isolado ou associado



a um produto concentrado a base de yacon, seja capaz de reduzir a incidéncia de

lesdes pré-neoplasicas induzidas quimicamente no célon de camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar os efeitos do uso do probidtico VSL#3" isolado ou combinado a
um produto concentrado a base de yacon na carcinogénese colorretal induzida por

1,2-dimetilhidrazina em camundongos.

2.2 Especificos

-Revisar e discutir os principais mecanismos responsaveis pela atividade anti-
carcinogénica dos probioticos e simbioticos;

-Avaliar os efeitos do uso do probidtico e simbidtico na concentragdo das enzimas
hepaticas e produtos do metabolismo renal no soro;

-Avaliar os efeitos do uso do probiotico e simbiodtico na incidéncia das lesdes pré-
neoplésicas;

-Determinar a capacidade antioxidante do probidtico VSL#3" e do produto a base de
yacon e as concentracdes dos fendlicos totais no produto a base de yacon;

-Avaliar os efeitos do uso do probiotico e simbiotico na atividade das enzimas
antioxidantes e nas concentragdes dos produtos da oxidacao, no figado e ceco;
-Determinar a concentracao dos acidos graxos de cadeia curta presentes nas fezes;
-Avaliar a permeabilidade intestinal,

-Realizar a analise morfométrica do célon e determinar o escore histopatologico.



3. ARTIGO1I
3.1 ARTIGO DE REVISAO

Titulo: Relevancia pré-clinica e clinica dos probioticos e simbidticos na

carcinogénese colorretal: Uma revisdo sistematica.



Relevancia pré-clinica e clinica dos probidticos e simbi6ticos na carcinogénese

colorretal: Uma revisao sistematica

Resumo

Objetivo: O objetivo desta revisao sistematica foi identificar e sintetizar as
evidéncias cientificas encontradas em estudos clinicos e experimentais sobre o uso de
probidtico e/ou simbidtico na reducdo do risco do cancer colorretal, além de
esclarecer os potenciais mecanismos envolvidos. Métodos: Os estudos foram
selecionados nas bases de dados Pubmed, Science Direct e Lilacs, sendo obtido 33
estudos com modelos animais e trés estudos com humanos. A qualidade dos estudos
foi avaliada de acordo com as Diretrizes Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments (ARRIVE), para os estudos com animais e segundo os critérios
propostos por Downs & Black (1998), para os estudos com humanos. Resultados: A
maioria dos estudos demonstrou efeito benéfico dos probiodticos/simbidticos na
carcinogénese colorretal e os mecanismos subjacentes identificados foram: alteragdo
da composicdo e da atividade metabolica da microbiota intestinal; redugdo da
inflamacao; inducao de apoptose e/ou inibi¢do da proliferacdo de células tumorais;
modulagdo da resposta imune; melhora da fungdo da barreira intestinal; produgao de
compostos com atividade anticarcinogénica e modulacdo do estresse oxidativo.
Quanto a avaliagdo dos viéses de publicagdo dos estudos experimentais, apenas doze
critérios foram plenamente atendidos pelos autores e nove deles ndao foram
identificados em nenhum estudo. Os trés estudos com humanos foram classificados
como de boa qualidade; as informacdes indisponiveis referiram-se exclusivamente as
analises estatisticas. Conclusdo: Estudos adicionais que esclarecam outros
mecanismos de agdo devem ser delineados e executados, especialmente ensaios

clinicos controlados.

Palavras-chave: Cancer colorretal; probiodticos; simbioticos; prebidticos; microbiota

intestinal; preven¢ao do cancer.



Preclinical and clinical relevance of probiotics and symbiotics in colorectal
carcinogenesis: A systematic review

Abstract

Objective: The objective of this systematic review was identified and synthesized as
scientific evidences found in clinical and experimental studies on the use of probiotic
and / or symbiotic in the reduction of colorectal cancer risk, as well as clarification of
the potential mechanisms involved. Methods: The studies were selected in the
databases Pubmed, Science Direct and Lilacs, being retrieved from 33 studies with
animal models and three studies with humans. The quality of the studies was
assessed according to the guidelines ARRIVE for animal studies and according to the
criteria proposed by Downs & Black, for studies with humans. Results: Most studies
showed a beneficial effect of the probiotics/symbiotic in colorectal carcinogenesis
and the underlying mechanisms were identified: changing composition and metabolic
activity of intestinal microbiota; reducing inflammation; induction of apoptosis
and/or inhibition of the proliferation of tumor cells; modulation of the immune
response; improvement of intestinal barrier function; production of compounds with
anticarcinogenic activity and modulation of oxidative stress. Conclusion: Additional
studies to clarify other mechanisms of action should be performed, especially well-

controlled clinical trials.

Key-words: Colorrectal cancer; probiotics; symbiotics; prebiotics; intestinal

microbiota; cancer prevention.
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Introducio

O cancer colorretal (CCR) apresenta alta prevaléncia no mundo, sendo a
terceira causa de morte por cancer'. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde?, até
2030 ocorrerdo cerca de 17 milhdes de mortes, 27 milhdes de novos casos e 75
milhdes de pessoas vivendo com a doenca. A etiologia do CCR ¢ multifatorial e
envolve fatores relacionados a genética e ao estilo de vida, que propiciam alteracdes
no microambiente intestinal e favorecem o desenvolvimento da doenga, destacando o
processo inflamatorio cronico, aumento de mutagdes em células expostas a
carcindgenos e lesdes displasicas proliferativas”.

Nos ultimos anos intensificaram-se as discussdes sobre o papel dos
microrganismos que colonizam o intestino no processo carcinogénico. A disbiose
tem sido apontada como um fator de risco para o CCR*, uma vez que foram
observadas diferengas na composicdo da microbiota intestinal entre individuos
saudaveis e doentes™. A microbiota humana é composta por trilhdes de
microrganismos que habitam o organismo e que se distribuem em locais especificos
formando comunidades complexas, sendo o maior grupo encontrado no célon
(aproximadamente 10'' microrganismos g' contetido intestinal)®. Estes cooperam
para manutencao da saide do hospedeiro ao atuarem de forma local e sistémica,
regulando a homeostase e a atividade neuromuscular do intestino”*.

A microbiota intestinal pode interferir no processo carcinogénico por ser
capaz de estimular a resposta imune do hospedeiro; alterar o metabolismo das células
tumorais, regular as taxas de proliferacio e apoptose celulares’, além de atuarem na
desconjugacdo e absorc¢ao de acidos biliares, conhecidos por aumentarem o estresse
oxidativo, dano ao acido desoxirribonucleico (DNA) e instabilidade na membrana
mitocondriallo.

A administracdo de probidticos ¢ a abordagem mais utilizada para modular a
microbiota intestinal. Segundo a definicdo da FAO/WHO (2002)'', os probioticos
sdo “‘microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro.” Geralmente referem-se as bactérias do
acido latico (BAL), como os Lactobacillus e as Bifidobacterias (amplamente
utilizados e reconhecidamente seguros); entretanto, existem outros géneros como
Streptococcus, Pedicoccus, Leuconostoc, Enterococus ¢ a levedura Saccharomyces

.. r ~ N 12 . ~
boulardii que também sdo usados como probidticos ~. Sugere-se que a ingestdo de
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probidticos na concentragdo de 10° a 10" UFC/dia seria capaz de reduzir a incidéncia
do CCR, bem como a gravidade de outras doencas intestinais'>.

Os prebioticos, que sdo ingredientes alimentares ndo-digeriveis, também
podem exercer efeitos protetores contra o cancer, por serem capazes de estimular
seletivamente o crescimento de bactérias benéficas e a atividade microbiana no
colon'®. Ao serem fermentados, promovem o aumento da produgdo dos acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), podendo alterar respostas relacionadas ao desenvolvimento
do céncer, como a inibicdo da proliferacdo ou estimulo a apoptose celular'”.

Sugere-se que a combinacdo de probidtico e prebidtico, denominada
simbiotico, pode ser mais eficaz na prevengdo do CCR quando comparado ao uso
1solado dos mesmos. Um estudo recente demonstrou que a combinagao do prebiodtico
amido resistente e do probiotico Bifidobacterium lactis foi capaz de estimular
significativamente a apoptose em células do célon de ratos apds exposicdo a um
agente carcinogénico'®

Embora estudos in vitro e in vivo tenham proposto mecanismos pelos quais os
probidticos e/ou simbidticos possam proteger o organismo do desenvolvimento do
CCR, hé ainda, pouca evidéncia para esclarecer os efeitos especificos as respostas
biologicas relacionadas a carcinogénese colorretal, especialmente no que concerne a
composi¢do da microbiota intestinal e as alteragdes decorrentes da instalacdo da
doenca. Somam-se a isto as grandes variagdes metodologicas envolvendo os
mecanismos de agdo e os marcadores carcinogénicos. Portanto, ¢ critico compilar
dados de varios estudos, a fim de esclarecer as discrepancias acima mencionadas.

Neste contexto, a revisao sistematica representa uma poderosa ferramenta que
incorpora a variabilidade entre os estudos e permite a obtencdo de uma estimativa
global da utilizagao de probidticos e simbidticos no CCR. Baseado nisto, esta revisdao
sistematica foi desenvolvida para determinar se ha uma base racional na utilizagao de
probidticos/simbidticos no Cancer colorrectal e quais os principais mecanismos
envolvidos neste processo. Além disto, realizamos neste trabalho uma anélise critica
dos estudos pré-clinicos e clinicos, com o objetivo de melhorar a qualidade dos
relatos e assim impedir a reproducdo de falhas metodoldgicas que poderiam

comprometer o desenvolvimento de novos estudos.
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Métodos

Busca dos Artigos

Os estudos foram selecionados ap6s pesquisa nos bancos de dados eletronicos
U.S. National Library of Medicine and the National Institutes of Health (PubMed),
Literatura Latino-americana ¢ do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) e
Sciencedirect. Aqueles considerados elegiveis foram identificados no periodo de 20 a
23 de maio de 2017, por meio de consulta aos Descritores em Ciéncias da Saude
(DeCS) e Medical Subject Headings (MeSH). Foram utilizados os termos de busca
em inglés e seus correspondentes em portugués: neoplasms, probiotic, symbiotic,
colorectal neoplasms, prevention, Lactobacillus, Bifidobacterium e aberrant crypt
foci. Os operadores logicos “AND” ou “OR” foram utilizados para combinar os
descritores. Dois pesquisadores realizaram a busca de forma independente nos
bancos de dados citados, considerando apenas trabalhos originais (clinicos ou pré-
clinicos), que tinham como objetivo pesquisar o efeito protetor dos probiodticos e/ou
simbioticos na carcinogénese colorretal. Foram aplicadas restri¢cdes linguisticas para
selecdo de artigos em inglés e portugués e realizado busca de artigos relevantes na
lista de referéncias dos artigos previamente selecionados. A busca dos estudos foi
realizada de acordo com o diagrama de fluxo dos itens do Preferred Reporting Items

for Systematic Reviews and Meta-Analysrs (PRISMA)".

Estratégia de Selecdo dos Artigos

A selecdo inicial foi baseada na leitura de titulos e resumos. Apos triagem,
foram excluidos os estudos em duplicatas e aqueles que ndo apresentavam desenho
experimental com carater preventivo. Foram selecionados também estudos cujo
objetivo foi avaliar os efeitos dos probidticos/simbidticos na evolucdo do cancer
associado as doencas inflamatorias intestinais (DII). Foram excluidos estudos in
vitro, revisdes, consensos, carta ao editor, teses e dissertacoes. Os estudos
selecionados nesta primeira triagem foram lidos na integra e avaliados quanto ao

preenchimento dos critérios de elegibilidade estabelecidos. Aqueles indisponiveis na
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internet foram solicitados aos seus respectivos autores. A sele¢do foi restrita a
trabalhos originais, desenvolvidos com modelos murinos ou humanos, publicados

nos ultimos 10 anos, na lingua inglesa ou portuguesa.

Extracao de Dados

Os dados extraidos dos estudos foram compilados em formulario proprio
desenvolvido pelos autores. Para os estudos experimentais, foram considerados
variaveis de interesse: titulo da publicacdo, autores, ano, pais; caracteristicas do
modelo experimental (linhagem, nimero de animais, sexo, idade, peso corporal);
métodos da pesquisa (tipo de alojamento, nimero de grupos experimentais, numero
de animais por grupo, presenga de grupo controle e intervengdo no grupo controle);
protocolo de indugdo do cancer  colorretal/lesdes  pré-neoplésicas;
probidtico/simbidtico utilizado, dose e tempo de administracdo, resultados principais.
Para os estudos clinicos, foram investigados: titulo da publicagdo, autores, ano, pais;
objetivo do estudo; caracteristicas da populagdao de estudo (sexo, idade, numero de
participantes); desenho do estudo (randomizado, controlado com placebo, duplo-
cego); interven¢do adotada (tipo de probiodtico/simbiodtico, dose, tempo de

administrac¢ao) e principais resultados.

Avaliaciao da Qualidade dos Artigos

Os estudos experimentais incluidos foram avaliados quanto ao risco de viés
de acordo com os critérios descritos na Diretriz Animal Research: Reporting of in
Vivo Experiments (ARRIVE)'®. Esses critérios sdo baseados em descri¢des curtas de
caracteristicas essenciais de estudos que utilizam modelo animal, como: base tedrica
e metodoldgica, objetivo de pesquisa, refinamento dos métodos analiticos, desenho
estatistico, calculo amostral e medidas de resultado'®. Para os estudos clinicos, foram
adotados os critérios de qualidade proposto por Downs & Black (1998)'°, por meio
de um checklist. O escore de qualidade de cada artigo foi baseado em 13 dominios e

correspondeu ao somatério do total de itens avaliados, atribuindo-se a pontuagdo
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“um” para o critério satisfeito e “zero” para o critério ndo satisfeito (Tabela 2). A
qualidade dos estudos foi classifica como pobre (<4/13), intermediaria (5-8/13) e boa

(>9/13), de acordo com a pontuagio obtida®’.

Resultados
Estudos Selecionados

O diagrama de fluxo com o nimero de artigos selecionados ou excluidos em
cada etapa foi construido de acordo com as diretrizes PRISMA (Figura 1). Duzentos
e quarenta e sete artigos foram identificados nas bases de dados PubMed (n=191),
ScienceDirect (n=55) e Lilacs (n=1). Destes, duzentos ¢ dezesseis foram excluidos:
duplicatas (n=119), titulos e resumos que nao se adequaram ao tema (n=44), revisdes
(n=30), estudos in vitro (n=19), estudos relatando efeito curativo dos
probidticos/simbidticos (n=3) e indisponiveis para acesso (n=1). Trinta e um estudos
foram inicialmente selecionados para compor essa revisdo sistematica e, apos busca
na lista de referéncias dos mesmos, cinco outros estudos relevantes foram incluidos,
totalizando trinta e seis. Os estudos selecionados foram em sua maioria (91,7%;

n=33), estudos pré-clinicos (experimentais conduzidos com modelo animal).

Dados Qualitativos

Os estudos obtidos foram realizados em 14 paises diferentes, sendo a maioria
na India e Corea (33,3%, n=12), seguido da China e Estados Unidos (22,2%, n=8)
(Tabelas 1 e 3). Para os estudos experimentais, os modelos utilizados foram ratos
(51,5%; n=17) e camundongos (48,5%; n=16), a maioria machos (63,3%; n=21). Em
apenas um estudo foi utilizado animais machos e fémeas (3,0%). Curiosamente,
cinco estudos (15,2%) ndo relataram o sexo dos animais e quatro estudos (12,1%)
ndo explicitaram o numero total de animais utilizados no experimento. A idade dos
animais no inicio do experimento variou de 3 a 12 semanas; quatro dos estudos
(12,1%) nao disponibilizaram essa informacdo. O peso corporal inicial dos animais

ndo foi relatado na maioria dos estudos (60,6%).
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Quanto a forma de inducdo das lesdes pré-neoplasicas/tumores, 48,5% (n=16)
dos estudos utilizaram a droga 1,2-dimetilhidrazina (DMH); dois estudos (6,0%)
realizaram a inoculagdo de células tumorais CT-26 e outros dois (6,0%) foram
conduzidos com animais modificados geneticamente, que desenvolvem a doenca
espontaneamente (Tabela 2). Em relag@o ao tratamento aplicado nos grupos controle,
foi observado que a dieta padrdo para roedores foi a mais utilizada (33,3%) dos
estudos, especialmente quando o probiodtico/simbiodtico foi adicionado a dieta na
forma liofilizada; j& para os grupos controle dos experimentos em que 0s animais
receberam o probidtico/simbiodtico via gavagem, foi utilizada com maior freqiiéncia,
solugdo salina (24,2%) (Tabela 2).

Nos estudos experimentais, os probioticos utilizados contemplaram 22
diferentes espécies de microrganismos (sendo oito espécies de Lactobacillus, seis
Bifidobacterium, dois Streptococcus, dois Bacillus, um Clostridium, um
Lactococcus, um Enterococcus € um género do reino Fungi: Saccharomyces), de
diversas subespécies. Destes, dois estudos (6,0%) usaram a levedura Saccharomyces
boulardii e 18,2% (n=6), o probidtico VSL#3"™, um mix concentrado composto por
oito cepas bacterianas. De modo geral, os probidticos mais utilizados foram
Lactobacillus acidophillus e Lactobacillus plantarum. Os probidticos foram
administrados isolados ou combinados com outros probiodticos (n=28; 84,9%),
prebioticos (n=2; 6,0%) ou ainda, associados a drogas (n=3; 9,1%). Em relacdo a via
de administragdo, 42,4% (n=14) dos estudos relataram ter sido via oral, porém nao
especificaram a forma (se por gavagem, adicionado na agua ou na dieta); 30,3%
(n=10) informaram ter realizado gavagem. A dose de administracdo variou
amplamente, com contagens entre 10° a 10'' UFC/dia, assim como a duragio da
intervengao, de cinco dias a 42 semanas (Tabela 2).

Quanto aos estudos com humanos, apenas trés foram incluidos (Tabela 3).
Estes contemplaram um total de 45.296 individuos, sendo que 45.241 individuos
participaram do estudo prospectivo™, 17 participaram do estudo de intervencdo com
probidtico e simbidtico™ e 38 participaram do estudo de intervencdo com diferentes
probioticos>®. Foram incluidos homens e mulheres, com idade variando de 21 a 86
anos. Dois dos estudos foram do tipo crossover, controlado, randomizado, duplo
cego e um estudo prospectivo, com 12 anos de acompanhamento. Um dos estudos de
intervengdo foi composto por trés grupos: probiotico (Bifidobacterium lactis),

prebiotico (amido de milho rico em amilose) e simbiotico (ambos); o segundo, pela
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combinagdo dos probidticos Lactobacillus rhamnosus LC705 e Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii JS. Nos dois casos, os probioticos foram
disponibilizados aos participantes na forma de capsulas ou saches (10° a 10"
UFC/dia). Cada intervencdo teve duragdo de 4 semanas. O estudo prospectivo
avaliou a ingestdo de iogurte e o risco de desenvolvimento do CCR, sendo os
resultados estratificados por tercis de ingestao. Foi observada variag@o na ingestao de

0 ga98 gao dia.
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Figura 1 — Diagrama de fluxo dos resultados da pesquisa.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos estudos pré-clinicos sobre o uso de probidticos e simbidticos na carcinogénese colorretal.

N°de Sexo/Idade N de N/
Referéncia Pais Modelo Animal Animais (semanas) Peso Inicial grupos grupo
Jingtao Hu, et. al., 2015[21]  China Camund. BALB/c 30 F/6-8 >20g 3 10
Kahouli, et. al., 2017 [22] Canada Camund. C57BL/6J-Apc™"/J 10 M/4 ? 2 5
Chen, et. al., 2015 [23] China Camund. C57BL/6 72 M/6-8 21.9-23.0g 6 12
Kumar, et. al., 2012 [24] India Ratos Wistar 36 M/? ? 6 6
Urbanska, et al., 2009 [25]  Canadd  Camund. C57BL/6 J-Apc™™* ? M/7-8 20-25¢ 3 ?2
Mohania, et. al, 2014 [26] India Ratos Wistar 120 M/3 ? 5 24
Arthur, et. al., 2013 [27] EUA Camund. IL-10" 129/SvEv ? M/7-12. ? 2 ?
Park, et. al., 2007 [28] Coreia Ratos F344 30 M/5 185+10g 3 10
Lee, et. al., 2007 [29] Coreia Ratos F344 18 M/5 185+10¢g 2 9
Mohania, et. al., 2013 [30] India Ratos Wistar 120 M/3 22.2-23.2g 5 24
Zhang, et. al., 2015 [31] China Ratos F344 24 M/5 ? 3 8
Walia, et. al., 2015 [32] India Ratos Sprague-Dawley 36 F/? 125-175¢g 6 6
Zhu, et. al., 2014 [33] China Ratos F344 50 F/5 ? 5 10
Verma, et. al., 2013 [34] India Ratos Sprague-Dawley 72 2/ ? 100-150g 12 6
Liboredo, et. al., 2013 [35] Brasil Camundongo Swiss 50 M/8 ? 5 10

W

Chang, et. al., 2012 [36] Canada Ratos F344 45 M/5 130g 15




Tabela 1 — Continuagao.

N° de Sexo/Idade Peso N de N/
Referéncia Pais Modelo Animal Animais (semanas) Inicial grupos grupo
Leu, et. al., 2010 [37] Australia Ratos Spargue Dawley 180 M/5 ? 6 30
Kumar, et. al., 2010 [38] india Ratos ? 100 ?/10 ? 4 25
Purohit, et. al., 2009 [39] EUA Ratos Fisher 140 M/6 ? 7 20
Chen, et. al., 2009 [40] EUA Camund. C57BL/6J Min/+ (Apc™™) 14 27 ? 2 6 ou 8
Sivieri, et. al., 2008 [41] Brasil Ratos Wistar 30 M/4 90g 3 10
Narushima, et. al., 2010 [42] Japao Ratos F344 e camund. Ras H2 29/? M/F/4-8 ? 3 ou ?
Dominici, et. al., 2014 [43] Italia Camund. CD-1 20 M/4-6 25-30g 4 5
Villarini, et. al., 2008 [44] Italia Ratos Sprague-Dawley 20 M/4-8 140-180g 4 5
Chen, et. al., 2012 [45] Taiwan Camund. BALB/cByJ ? F/4-6 20g 4 ?
Hakansson, et. al., 2012 [46] Suécia Ratos Sprague-Dawley 48 F/? ? 6 8
Chung, et. al., 2017 [47] Coreia Camund. BALB/c 50 M/4 ? 5 10
Bassaganya et. al., 2012 [48] EUA Camund. C57BL/6, IL-107", 120 ? ? 3 30 ou 60

129/SvEv

Appleyard, et. al., 2011 [49]  Porto Rico Ratos Sprague-Dawley 45 M/6 ? 2 22 ou 23
Eun-ju Do, et. al., 2016 [50] Coreia Camund. C57BL/6 ? M/4 ? 4 ?
Talero, et. al., 2015 [51] Espanha Camund. C57BL/6 240 F/6 ? 5 10 ou 20
Lee, et. al., 2015 [52] Coreia Camund. BALB/c 60 ?/6 ? 6 10
Kim, et. al., 2010 [53] Coreia Camund. C57BL/6 15 M/6 ? 3 5

F: feminino; M: masculino; ?: ndo especificado.
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Tabela 2 — Metodologias utilizadas nos estudos pré-clinicos sobre o uso de probioticos e simbidticos na carcinogénese colorretal.

Via de Duracio
Ref. Induc¢ao do CCR Controle Probidtico/Simbiotico . . ~ Dose Intervencio
Administracio (sem.)
[21] Células CT-26 Salina Lactobacillus plantarum Oral/gavagem 1.0x10° UFC 14 dias;
Lactobacillus rhamnosus 1.0x10° UFC 1x/sem., por 3
sem.
[22] Animais Salina Lactobacillus fermentum NCIMB Oral/gavagem 1.0x10"° UFC 12
transgénicos 5221 (0,5x10' cada)
Lactobacillus acidophilus ATCC 314
[23] DMH (20mg/kg), Salina Bacillus subtilis Oral/? 2.5x10® UFC cada 28
1x/sem, por 28 sem. Clostridium butyricum
[24] DMH (20mg/kg), Dieta para Lactobacillus plantarum AS1 Oral/? 10° UFC/ml 26
1x/sem, por 6 sem. roedores
[25] Animais Salina Lactobacillus acidophilus Oral/gavagem Iogurte (2%) ou 10
transgénicos microencapsulado salina (0.85%)
[26] DMH (40mg/kg), Leite de bufala, Probidtico Dahi Oral/? 2x10° UFC/g cada 8,16 ou 32
2x/sem, por 2 sem.
[27] AOM (10mg/kg), ? Probiotico VSL#3 Oral/? 10° UFC/animal 17
por 6 sem.
[28] DMH (30mg/kg), Dieta rica em gordura, Bacillus polyfermenticus Oral/dieta 3x10° UFC/1.3 g 10
1x/sem, por 6 sem. pobre em fibras
[29] DMH (30mg/kg), Dieta para roedores Bacillus polyfermenticus SCD Oral/ dieta 3x10° UFC/dia 10
1x/sem, por 6 sem.
[30] DMH (40mg/kg), Leite de bufala Probiotico Dahi Oral/? 2x10° UFC/g cada 32

2x/sem, por 2 sem.
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Tabela 2 — Continuacao.

Via de Duracio
Ref. Inducgio do CCR Controle Probidtico/Simbidtico .. ~ Dose Intervencio
Administracao (sem.)
[31] DMH (30mg/kg), Salina Lactobacillus salivarius Ren Oral/gavagem 5x10" UFC/kg 32
por 10 sem.
[32] DMH (30mg/kg), Dieta pararoedores Lactobacillus plantarum AdF10 Oral/gavagem 10" UFC/dia 16
2x/sem. ou e Lactobacillus rhamnosus GG
1x/sem. veiculo da DMH
[33] DMH (30mg/kg), Salina Lactobacillus salivarius Ren Oral/? 1x10" UFC/kg ou 5x10* UFC/kg 15
1x/sem., por 10
sem.
[34] DMH (20mg/kg), Dieta para Lactobacillus rhamnosus GG Oral/? 1x10° lactobacilos/0.1 mL 7
dose tnica Roedores MTCC 1408
Lactobacillus casei MTCC 1423
Lactobacillus plantarum MTCC
1407 Lactobacillus acidophilus
NCDC 15
Bifidobacterium bifidum NCDC
234
[35] DMH (25mg/kg), Agua Lactobacillus delbrueckii UFV- Oral/agua 3x10® UFC/ml (exceto no grupo Lac/Bif que 14
1x/sem., por 6 H2b20 recebeu 6x10° UFC/mL)
sem. Bifidobacterium animalis
Saccharomyces boulardii
[36] DMH (20mg/kg), Dieta rica em Lactobacillus acidophillus Oral/dieta 2x10° UFC/ml 10
1x/sem., por 10 gordura KFRI342
sem.
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Tabela 2 — Continuacio.

[37]

[40]

AOM (15mg/kg),
1x/sem., por 2 sem.

Dieta para roedores

DMH (20mg/kg),
1x/sem., por 15 sem.

Dieta para roedores

AOM (15mg/kg), Leite acidificado
1x/sem., por 2 sem. com
glucono-9 lactona
Sem indug¢ao ?
DMH (20mg/kg), Dieta para roedores

1x/sem, por 15 sem
PhIP (75mg/kg), 2
sem.; DMH (20mg/kg)

Leite Fermentado

por 20 sem.
PhIP (100 mg/kg) Salina
DMH (15 mg/kg), Salina
dose tnica

Simbiotico: Bifidobacterium
lactis + amido
de milho com alto teor de
amilose

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Cultura curd
Stretococcus thermophilus 5581

Streptococcus thermophilus 5842

Stretococcus thermophilus 4239
Streptococcus thermophilus PH
L. delbrueckii bulgaricus 3984

Lactococcus lactis ssp. cremoris

JFR1

Saccharomyces boulardii

Enterococcus faecium CRL 183

Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus 2038
Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus 1131

Lactobacillus rhamnosus
IMC501

Lactobacillus casei

Oral/dieta

Oral/?

Oral/?

Oral/?

Oral/gavagem

Oral/?

Oral/gavagem

Oral/gavagem

1x10" UFC/g
de dieta

30% do total
da dieta

Dieta com 30% do leite
fermentado com probidtico

3x10° UFC/ml (agua) e
6x10° UFC 3x/sem
(gavagem)

10® UFC/mL, 3 mL/kg

10% (v/v) do iogurte

10° UFC/ml, 10ml/kg

10° bacteria/ml, 10 ml/kg

26

40

30

42

10 dias

5 dias
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Tabela 2 — Continuacio.

[45] Células CT-26 Dieta para roedores Lactobacillus acidophilus Oral/? 1x10® UFC/animal 2
[46] DSS 4% por 7 dias Dieta para roedores Bifidobacterium infantis Oral/? B. infants 2x10° UFC 24

(11 ciclos) Lactobacillus gasseri 16737 L. grasseri 1x10° UFC

Lactobacillus plantarum 15313 L.plantarum 2x10° UFC
Cascas de mirtilo Mirtilo (61 ou 122g)
[47] AOM (10 mg/kg) e Dieta AIN 76-A ¢ Probiodtico VSL#3 Oral/? 8
DSS 2% por 7 dias Ocidental
[48] AOM (10mg/kg) na 6* Agua Probiotico VSL#3 Oral/gavagem 1,2x10° UFC/animal 16
sem. e DSS 2% por 7 dias
[49] TNBS (5mg/kg), 2x/sem, Agua Probiotico VSL#3 Oral/agua 5 bilhdes de UFC/100 g de peso 18
por 10 sem corporal
[50] AOM (10mg/kg) e DSS Dieta para Probiotico VSL#3 Oral/? 1.3 milhGes de bactérias/dia 6
2% por 7 dias (2 ciclos) roedores
[51] DSS 0,7% por 7 dias Agua Probiotico VSL#3 Oral/agua 5 bilhdes de UFC/100 g de peso Variavel: 85 dias
corporal (5 ciclos), 170 dias (10 ciclos)
e 255 dias (15 ciclos)
[52] AOM (10mg/kg) e DSS Salina Lactobacillus plantarum Oral/? Baixa dose 4x10° UFC/kg/dia; 8
2% por 7 dias (células viaveis) alta dose 4x10"' UFC/kg/dia

Lactobacillus plantarum
(células ndo viaveis)

[53] AOM (10mg/kg) e DSS Agua Bifidobacterium lactis Oral/gavagem Alta dose 2x10'° UFC/dia; 9
2% por 5 dias (3 ciclos) KCTC 5727 Baixa dose 2 x10° UFC/dia

UFC: unidade formadora de colonia; DMH: 1,2-dimetilhidrazina; AOM: azoximetano; NA: ndo se aplica; HAMS: high-amylos
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Tabela 3 — Caracteristicas dos estudos clinicos sobre o uso de probidticos e simbidticos na carcinogénese colorretal.

Caracteristicas da

N° de

Referéncia Objetivo do Estudo Popul-m;ﬁo (sexo e Par tigpan tes ]];ISI;?];: participantes/ IS’:.I(:lll))li(:ittlicc‘:)/ Dose ]]?::;?lzncl(;
idade) grupo
Pala, Investigar a associagdo 14.178 homens 45.241 individuos Estudo NA Ingestdo de A ingestdo de iogurte Acompanhamento
et. al., entre ingestdo de iogurte e 31.063 mulheres, completaram o prospectivo, iogurte variou de 0 g/dia no por 12 anos
2011 [54] ¢ 0 CCR em uma coorte  com idade entre 30 estudo com 12 anos de tercil inferior, e 85 (média 9 anos)
multicéntrica - EPIC- e 86 anos acompanhamento g/dia (homens) e 98
Italia g/dia (mulheres) no
tercil superior
Worthley, Estabelecer as Homens e 20 (inicial), 17 Estudo crossover, Bifidobacterium  Bifidobacterium Bifidobacterium Cada intervengdo
et. al., consequéncias luminais, mulheres, entre 21 individuos duplo cego, lactis (n=19) lactis lactis teve duragdo de
2009 [55] epiteliais e epigenéticas e 75 anos completaram o randomizado e HAMS (n=18) HAMS (10° UFC/g; 5g) 4 semanas,
relativas a suplementagdo estudo controlado com Simbidtico Simbidtico HAMS (25 g) sem periodo
dietética com prebidtico, placebo (n=18) Simbiotico (mesmas de washout
probidtico e simbidtico quantidades)
Hatakka, Avaliar a atividade Homens com idade 38 Estudo crossover, 37 ou 38 Lactobacillus 2x10" UFC de 4 semanas por
et. al., das enzimas entre 24 e 55 anos randomizado, rhamnosus com cada bactéria intervencao
2008 [56] B-glucosidase, duplo cego, Propionibacterium
B-glucuronidase e urease controlado com freudenreichii ssp.
placebo shermanii JS

NA: ndo se aplica; HAMS: high-amylose maize starch; UFC: unidade formadora de coldnia.
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Principais achados

Os estudos pré-clinicos demonstraram que o uso de
probidtico/simbidtico apresenta efeito protetor na carcinogénese colorretal.
Dos 33 estudos incluidos, 57,6% (n=19) apresentaram redugdo significativa
na incidéncia de tumores; 21,2% (n=7) apresentaram reducdo na incidéncia
de lesdes pré-neoplésicas e dois (6,0%) estudos apresentaram reducdo em
ambos (Quadro 1). Outros desfechos como a diminui¢ao da incidéncia de
polipos intestinais, Ulceras colonicas e lesdes com alto grau de displasia

22,46

foram avaliados em dois estudos™™ e também obtiveram resultados positivos

com o uso do probidtico/simbidtico. Dois estudos***

ndo apresentaram como
desfecho principal a reducdo da incidéncia de tumores ou lesdes pré-
neoplasicas; nos dois casos, o objetivo dos autores foi avaliar o efeito dos
probidticos no dano direto ao DNA, na modulagdo do balango oxidativo e/ou
na alteragdo da composicdo e atividade da microbiota intestinal, ambos
observaram efeito protetor com o uso do probidtico. Apenas um estudo”’
obteve efeito negativo com a utilizagdo do probiodtico, sendo observado
aumento da penetrancia tumoral, multiplicidade, grau de displasia e invasdo
de adenocarcinomas.

Ressalta-se que em 27,3% (n=9) dos estudos, o objetivo foi avaliar o
uso do probidtico/simbidtico na carcinogénese colorretal associado a doenga

inflamatéria do intestino, especialmente a colite?**™,

Nesses casos,
observou-se um componente inflamatorio essencial para o desenvolvimento
da doenca. O protocolo de inducao do CCR envolve a exposicdo ao agente
cancerigeno (DMH ou AOM, na maioria das vezes) associado a outra droga
que provoca colite (DSS ou TNBS); pode ser utilizado ainda um modelo
animal modificado geneticamente, como os camundongos nocaute para
interleucina 10 (IL-lO'/ ) que desenvolvem colite espontaneamente (Tabela 2).

Os estudos com humanos apresentaram maior divergéncia nos
resultados (Quadro 2). Pala et. al. (2011)** demonstraram que o risco de
desenvolvimento do CCR reduziu com o consumo de iogurte. Por outro lado,
Worthley, et. al. (2009)> ndo observaram alteragdes significativas em

possiveis marcadores da carcinogénese colorretal (como a proliferagdo das

criptas intestinais, as concentragdes de amonia, dos AGCC, da proteina C-
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reativa e citocinas) apds utilizagdo de probidtico, prébidtico ou simbiodtico.
Hatakka, et. al., (2008)°° observaram aumento da contagem fecal de
lactobacilos e propionobactérias, associado a reducdo da atividade das
enzimas [-glucosidase e da urease, sugerindo um efeito protetor dos

probioticos.

27



Quadro 1 — Principais resultados dos estudos pré-clinicos sobre os efeitos dos probidticos e simbidticos na carcinogénese colorretal.

Marcadores -
o~ . . S Analise
A . P— , . Avaliacio Inflamatoérios e Avalia¢ao do balanco . s 1o
Referéncia | Avaliacao Histopatologica L . e . Microbiolégica/
Imunologica Moleculares Oxidativo . . . .
Atividade Microbiana
Jingtao Hu, 1 da contagem de células
et. al., 2015 | crescimento tumoral no grupo L. CD8"; da razio CD4"/
[21] plantarum comparado aos grupos CDS8"; das células NK e
que receberam L. rhamnosus e secregdo de IFN-y. - - -
salina em 25 e 30 dias apos Promogao da diferenciacéo
inoculacdo das células tumorais. de células CD4" tipo Thl
no grupo L. plantarum.
Kahouli, et. 1 40% na formagdo de polipos

al., 2017 [22]

intestinais nos grupos que
receberam L. fermentum associado
ao L. acidophilus comparado ao
grupo controle.

| B-catenina nuclear e da
expressao de Ki-67 no grupo
probidtico.

Chen, et. al.,
2015 [23]

| incidéncia e tamanho dos tumores
nos grupos Bacilus subtilis ou
Clostridium butyricum (40% e
30%, respectivamente) comparado
ao grupo controle.

| expressdo de células Th2
e Th17; | darazdo
CD4"/CD8" no sangue
periférico nos grupos B.
subtilis ou C. butyricum.

| expressdo de TIr4d—Myd88—NF-
kB, IL-22 e survivina; 1
expressao de p21; | expressdo de
NF-«B, p-ERK e B-catenina nos
grupos que receberam probiotico.

Kumar, et. al.,
2012 [24]

| incidéncia e tamanho dos tumores
nos grupos que receberam L.
plantarum AS1 comparado ao
controle. Efeito observado nos
grupos que receberam o probiodtico
antes ou apos a indugdo do CCR.

| peroxidacdo lipidica e da
atividade das enzimas SOD,
CAT e GST no célon e no
plasma dos grupos que
receberam o probidtico
comparado ao grupo
controle.

Urbanska, et
al., 2009 [25]

| incidéncia de adenomas e
neoplasias gastrointestinal
intraepitelial com menor grau de
displasia no grupo que recebeu L.

| concentragdes de IL-6 no grupo
que recebeu probidtico
adicionado ao iogurte.
| da concentragao dos acidos
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acidophillus microencapsulado
adicionado ao iogurte comparado
aos grupos controle.

biliares fecais nos grupos que
receberam probidtico no iogurte
ou em solug@o salina.

Mohania, et.
al, 2014 [26]

| nimero total dos FCA, da razéo
CA/FCA e dos focos de deplecdo
de mucina no grupo que recebeu o
probidtico Dahi, assoaciado ou ndo
ao antiinflamatorio piroxicam,
comparado ao grupo controle (leite
de bufala).

| PCNA no grupo tratado com
probiotico Dahi, assoaciado ou
ndo ao piroxicam.

Arthur, et. al., 1 penetrancia tumoral, | abundancia do taxon
2013 [27] multiplicidade, grau de displasia e bacteriano atribuido ao
da invasdo de adenocarcinomas no género Clostridium na
grupo que recebeu VSL#3. microbiota.
Park, et. al., N 1 potencial antioxidante do
| FCA e da razdo CA/FCA no S
2007 [28] . plasma e | peroxidagdo
grupo que recebeu Bacillus s .
. - lipidica (| dos dienos -
polyfermenticus comparado ao njugados) n
grupo controle (DMH). conjug O‘S, . © grupo
probidtico.
Lee, et. al., | 40% na incidéncia das lesdes pré-
2007 [29] neoplasicas no grupo que recebeu
Bacillus polyfermenticus
comparado ao grupo controle.
Mohania, et. | peroxidacdo lipidica no | atividade da -

al., 2013 [30]

| incidéncia e tamanho dos tumores

nos grupos tratados com probiotico

Dahi isolado ou combinado com o
antiinflamatdrio piroxicam.

figado e colon e 1 da
atividade da enzima GST no

grupo probiodtico Dahi
isolado ou combinado com

glucuronidase nas fezes dos
grupos probidtico Dahi
isolado ou combinado com

.. piroxicam.
piroxicam.
Zhang, et. al., . . | quantidade de
de de t .
2015 [31] | incidéncia de tumores no grupo Ruminococcus sp., bactérias

que recebeu o probidtico L.
salivarius Ren comparado ao grupo
controle.

Clostridiales € Bacteroides
dorei; e 1 da quantidade de
Prevotella.
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Walia, et. al.,

| incidéncia, multiplicidade e

| expressdo de COX 2 e | nas

2015 [32] tamanho dos tumores nos grupos L. concentragdes séricas de acido
plantarum AdF10 ou L. rhamnosus silico total nos grupos que i
GG comparados ao controle. receberam probidtico.
Zhu, et. al., | Bacillus e
2014 [33] Ruminococcaceae; 1
| contagem e multiplicidade dos Bacteroides,

FCA nos grupos que receberam
baixa ou alta dose do probidtico
Lactobacillus salivarius Ren
comparados ao grupo controle
(DMH).

| PCNA nos grupos que
receberam baixa ou alta dose do
probidtico.

Lachnospiraceae, Prevotella
e Clostridium apos a
administragdo do probiodtico
em baixa ou alta dose.
| atividade da enzima
azorredutase nos grupos que
receberam probidtico.

Verma, et. al.,
2013 [34]

| contagem dos FCA no cdélon dos
animais que receberam probiotico.
O percentual de reducéo nos grupos
L. GG, L.casei, L.acidophilus,
L.plantarum e B.bifidum foi de
98%, 45%, 96%, 89% e 74%,
respectivamente, comparados ao
grupo controle (DMH).

| atividade da nitroredutase
nos grupos L.casei e
L.plantarum; | atividade da
B-glucuronidase nos grupos
L.GG e L.acidophilus; |
atividade da B-glucosidase no
grupo B. bifidum comparados
ao controle.

Liboredo, et.
al., 2013 [35]

| contagem dos FCA nos grupos L.
delbrueckii UFV-H2b20 (55,7%) e
B. animalis var. lactis Bb12
(45,1%), comparados ao controle.
Os grupos que receberam L.
delbrueckii e B. animalis
combinados ou S. boulardii ndo
apresentaram redugao.

Chang, et. al.,
2012 [36]

| niimero dos FCA no grupo que

recebeu L. acidophilus KFRI342 e
dieta rica em gordura (41,1%)
comparado ao grupo controle

| contagem de bactérias
aerobicas e de E. coli; | do
pH fecal; | da atividade da
enzima f-glucuronidase e da
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(DMH). Essa diferenga ndo foi
significativa quando comparada ao
grupo que recebeu apenas dieta rica

B-glucosidase no grupo que
recebeu probiodtico e dieta
rica em gordura comparado

em gordura. aos controles.
Leu, et. al., | incidéncia e multiplicidade dos
2010 [37] tumores no célon dos grupos que

receberam o simbidtico (B. lactis e
amido resistente) comparado ao
grupo controle e aos grupos que

receberam B. lactis ou amido
resistente isoladamente.
1 altura das criptas no grupo
simbiodtico ou amido resistente.

| nimero de células marcadas
com PCNA, por cripta, nos
grupos 'amido resistente' e
simbidtico.

Kumar, et. al.,
2010 [38]

| incidéncia, multiplicidade e
tamanho dos tumores nos grupos
que receberam o probidtico curd (L.
acidophilus, L. casei e cultura curd
Lactococcus
lactis biovar. diacetylactis) ou
apenas a cultura curd, comparado
ao controle.

Purohit, et.
al., 2009 [39]

| incidéncia e multiplicidade dos
tumores nos grupos S. thermophilus
ST5581, S. thermophilus ST 5842,
S. thermophilus ST-4239, S.
thermophilus ST-PH, L. delbrueckii
ssp. bulgaricus LB 3984 e L. lactis
ssp. cremoris JFR1 comparados ao
grupo controle. | tamanho do tumor
nos grupos S. thermophilus
ST5581, S. thermophilus ST-4239 e
L. delbrueckii.

| atividade da COX-2 em todos
0s grupos que receberam
probidtico.

Chen, et. al.,

| do niimero, didmetro e na area

| PCNA (66% x 20%), fosfo-
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2009 [40]

superficial total dos tumores
intestinais no grupo que recebeu S.
boulardii comparado ao grupo
controle, além de menor pontuacdo
para o grau de displasia.

EGFR (17% x 6,5%), p-Akt
(70,4% x 49,6%) e 1 de células
apoptoticas (4,5% x 15%) no
grupo probidtico comparado ao
controle.

Sivieri, et. al.,

| da contagem dos FCA totais, da

2008 [41] razdo CA/FCA, da incidéncia de 1 concentragdes de IL-4, IFN-y e
adenocarcinomas (70% x 30%) e do TNF-a no grupo que recebeu - -
tamanho dos tumores no grupo E. probiotico.
faecium comparado ao controle.
Narushima, Experimento 1: | nimero de FCA e
et. al., 2010 no total de CA no grupo que ingeriu
[42] iogurte comparado aos grupos que

receberam dieta controle ou leite
ndo fermentado. Experimento 2: |
numero de tumores no grupo
iogurte comparado ao grupo
controle (diferenca significativa
apenas para os ratos machos).

1 contagem de lactobacilos; |
da atividade das enzimas 3-

Dominici, et.
al., 2014 [43]
glucuronidase e N-acetyl-f3-
glucosaminidase no grupo
que recebeu L. rhamnosus
IMC501.

| atividade da SOD no
grupo suplementado com L.
casei comparado ao grupo 1 contagem de lactobacilos; |
controle (DMH). O grupo da atividade da enzima [3-
que recebeu L.casei sem glucuronidase no grupo
indugdo, apresentou redugéo probiodtico.
na EROD, GSH, GST e GPx
comparado ao controle

Villarini, et.
al., 2008 [44]
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negativo (salina).

Chen, et. al.,
2012 [45]

| tamanho dos tumores no grupo
suplementado com L. acidophilus
NCFM comparado ao grupo
controle.

| expressdo de células com
resposta MHC classe I no
co6lon, nos linfonodos
mesentéricos e bago dos
animais que receberam o
probidtico.

1 apoptose das células tumorais;
1 da concentragao de caspase 3 e
9, | da Bcl-2; | da expressdo de
CXCR4 no colon, nos NLM e em
tecidos metastaticos extra-
intestinais no grupo probidtico.

Hakansson,
et. al.,, 2012
[46]

| nimero de tlceras colonicas e
lesdes com baixo grau de displasia
no grupo simbidtico (cascas de
mirtilo associado com B. infantis
DSM 15159, L. gasseri DSM
16737 e L. plantarum
DSM 15313). Nos grupos que
receberam apenas o probidtico foi
observado atenuagdo nas lesdes
hepaticas, com | da infiltragdo
inflamatoria parenquimatosa e
incidéncia de estase e translocagéo.

| concentragdes sanguineas de
haptoglobina nos grupos que
receberam casca de mirtilo (em
menor ou maior quantidade) e no
grupo simbidtico.

| contagem de
Enterobacteriaceae ¢ 1 de
lactobacilos no grupo que
recebeu probiodtico.

Chung, et. al.,
2017 [47]

| numero de tumores no grupo que
recebeu VSL#3 associado a droga
metformina, comparado ao grupo
controle. O tamanho dos tumores
reduziu significativamente com o
uso de metformina ou da terapia
combinada.

| nimero de células Ki-67
positivas, | da infiltracao de
macro6fagos na base das criptas e
1 da reatividade com o anticorpo
anti-claudina-1 no grupo que
recebeu a terapia combinada. O
probidtico VSL#3 promoveu
ativacdo do AMPK e ERK,
porém a combinagdo com a
metformina foi mais efetiva na
fosforilagdo do ERK. Observou-
se ainda | da expressdo de ciclina
D1 e Bcl-2, com parada do ciclo
celular na fase G2/M com a
terapia combinada.
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Bassaganya
et. al., 2012
(48]

| niimero de adenomas e
adenocarcinomas nos grupos que
receberam probidtico VSL#3 ou
CLA, comparado ao grupo
controle. O uso do CLA, mas nio
com VSL#3, | infiltragdo de
leucocitos e a espessura da mucosa
do colon.

O grupo de animais
saudaveis que recebeu o
VSL#3 apresentou 1 do
percentual de CD4" nos
nédulos linfaticos
mesentéricos. Ja os que
receberam CLA, obtiveram
essa resposta no bago,
independente de serem
saudaveis ou doentes.
Observou-se 1 de
CD4'FoxP3" e
CD4"CD44°CD62L" na
lamina prépria, no grupo
VSL#3 induzido ao CCR.

1 expressdo de CD36 ¢ PPAR-a
no célon dos animais que
receberam VSL#3 ou CLA; o uso
do CLA | a expressdo de COX-2,
enquanto o VSL#3 promoveu 1
da expressdo de angiostatina no
colon distal. Ambos 1 a
expressdo de TNF-o comparado
ao grupo controle.

Os animais que receberam

Appleyard, et.
al., 2011 [49]

| score total de danos macro ¢
microscopicos com o uso do
VSL#3 comparado ao grupo
controle. Nenhum animal que
recebeu VSL#3 desenvolveu
cancer, sendo observada apenas
displasia de alto grau.

1 expressdo de angiostatina e do
receptor de vitamina D no c6lon
proximal e distal dos animais que
receberam VSL#3, sendo a
expressdo maior em areas de
tecido normal e menor nas areas
com carcinoma.
| expressdo de MIP-1f3, MCP-1,

VSL#3 apresentaram uma
correlagdo positiva entre o
indice de displasia do c6lon e
a riqueza ou diversidade
microbiana no tecido.

Eun-ju Do, et.
al., 2016 [50]

| formagdo de tumores e infiltragao
de macrofagos no célon nos grupos
que receberam VSL#3 isolado ou
associado a droga BSZ.

IL-6, IL-10, IL-11, IL-17, IL-22
e pSTAT3 nos grupos que
receberam o VSL#3 isolado ou
combinado com a droga. Houve
ainda | da expressdo de Bcl-2 ¢ 1
da expressdo de Bax, no grupo
que recebeu a terapia combinada.
| PCNA positivas nos grupos que

Talero, et. al.,
2015 [51]

| incidéncia de tumores (45% x
20%) e do dano macroscopico no
c6lon do grupo suplementado com

VSL#3, comparado ao controle.

receberam VSL#3 antes ou
durante a indug@o do céncer.

Observaram-se ainda | da
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| incidéncia de displasia de baixo
grau nos grupos que receberam o
VSL#3 antes e durante a indugdo
do CCR (75% e 65%,
respectivamente); para displasia de
alto grau a | foi de 10% e 5% (no
10° ciclo de indugdo) e 45% e 20%
(no 15° ciclo).

expressdo de TNF-o, IL-1p, IL-6
e COX-2.

Lee, et. al.,
2015 [52]

| do desenvolvimento de
adenocarcinomas, areas de displasia
e disrupturas estruturais no grupo
tratado com L. plantarum
comparado controle.

1 da concentragdo de IgA
fecal nos grupos que
receberam o probidtico.

| expressdo de TNF-a, IL-6, IL-
1B, IFN-y, iNOS, COX-2 e Bcl-
2; 1 da expressdo de p21,p53 e
Bax nos grupos que receberam o
probidtico.

Kim, et. al.,
2010 [53]

| da incidéncia, do tamanho dos
tumores e infiltragdo de células
inflamatorias no célon dos animais
suplementados com B. lactis
comparado ao controle (DSS).

O probidtico inibiu a degradagao
do IkB-al, além de suprimir a
ativacdo do NF-kB. Houve ainda
| da expressdao da COX-2.

l: reducdo; 1: aumento; L.: lactobacillus; B.: Bifidobacterium; NK: natural killer; IFN-y; SOD: superdxido dismutase; CAT: catalase; GST: glutationa-S-transferase; FCA: foco de
cripta aberrante; CA: cripta aberrante; IL: interleucina; PCNA: antigeno nuclear de proliferagcdo celular; DNA: acido desoxirribonucleico; DMH: 1,2-dimetilhidrazina; COX-2:
cicloxigenase 2; AGCC: 4cido graxo de cadeia curta; TNF-o: fator de necrose tumoral-o; EROD: 7-ethoxyresorufin O-deethylase; GSH: glutationa reduzida; GPx: glutationa

peroxidase; NLM: linfonodos mesentéricos; CLA: 4cido linoleico conjugado; BSZ: balsalazida; CCR: cancer colorretal; DSS: dextran sulfato de sddio.
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Quadro 2 — Principais resultados dos estudos clinicos sobre os efeitos dos probidticos e simbidticos na carcinogénese colorretal.

Referéncia

Avaliacio Histopatolégica

Avaliacao
Imunolégica

Marcadores Inflamatorios e
Moleculares

Avalia¢ao do Estresse
Oxidativo

Analise Microbiologica/
Atividade Microbiana

Pala, et. al.,
2011 [54]

Worthley, et.
al., 2009 [55]

A intervenga@o nio alterou a
proliferagdo da cripta e a altura das
células.

Nao foram observadas diferencas

significativas na concentragao da

amonia e dos AGCC fecais, € da

proteina C reativa e citocinas no
Soro.

1 Lachnospiraceae spp.
O pH das fezes ndo diferiu
entre os grupos.

Hatakka, et.
al., 2008 [56]

1 da contagem fecal de
lactobacilos e
propionobactérias.
| da atividade da B-
glucosidase e da uréase.

AGCC: acido graxo de cadeia curta; CCR: cancer colorretal.
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Ap0s a andlise dos resultados obtidos e de acordo com as conclusdes
dos autores, indicamos os possiveis mecanismos de agdo pelos quais os
probidticos/simbidticos atuam no processo de carcinogénese colorretal
(Figura 2). A modulagdo nas vias de inibi¢ao da proliferagao celular e/ou da
indu¢do de apoptose foi a mais citada (n=13), seguida do controle da
inflamacdo (n=12). A alteracdo da composi¢cdo da microbiota intestinal (n=9)
e da atividade da microbiota (n=7) também foram mencionadas com

2933384234 3o foi possivel

frequéncia. No entanto, em cinco estudos
identificar o mecanismo subjacente a redugdo da incidéncia das lesdes pré-
neoplésicas/tumores devido a auséncia de andlises complementares. No
estudo em que foi observado aumento na tumorigénese associado ao uso do
probidtico VSL#3?’, os autores atribuiram estes resultados a redugdo

significativa do género Clostridium presente na microbiota.

Touno-
modulacio
Melhorada ;
barreira r—
<
3 =
— > b

Modulaciio | 24 28 30,44 | 5
| Mecanismos =~ 23:25.32.32.41.  Redugioda

daﬁvo /46,47,48,5051,  inflamacdo
/ 52,53
S m{\ ..--;-?;:. = i
" Produgtio de -
compostos com
Y génica Mah]laqiﬂ
4 da atividade /
il metabolicada -
microbiota
: inal

Figura 2 — Potenciais mecanismos de acao dos probidticos e simbidticos na reducao

do risco de desenvolvimento do cancer colorretal.
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Analise dos Viéses dos Estudos

Apo6s avaliacdo dos estudos selecionados, observou-se que todos
apresentaram o titulo adequado, assim como os resumos e contextualizacao
cientifica suficiente (Tabela 4). Informagdes sobre declaracao ética ndo foram

apresentadas em trés estudos (9,0%)’'>**

. Quanto aos procedimentos
experimentais, todos os estudos relataram a dose do probidtico/simbidtico
utilizada, a via de administra¢do e a durag¢ao da intervencao. Por outro lado,
nenhum deles especificou o periodo do dia em que a administragdo foi
realizada, assim como o local e a justificativa para via de administra¢do
escolhida. Quanto a definicdio da dose, apenas 12,1% (n=4) dos

estud0522’48’49’5 1

apresentaram a razao da escolha. Todos os experimentos que
incluiram animais geneticamente modificados disponibilizaram essa
informagao. Procedimentos prévios aplicados aos animais foram relatados por
apenas dois estudos (6,0%)>*".

Em relac¢dao ao tamanho da amostra, nenhum estudo detalhou como foi
realizado o célculo. As informagdes sobre como os animais foram alocados
nos grupos experimentais, foi descrita em 66,7% (n=22) dos estudos e os
métodos estatisticos utilizados para cada analise foram descritos em 96,9%
(n=32) dos estudos.

A descricao do estado de satide dos animais antes do tratamento foi

. : 32,48
informada em apenas dois estudos™

. Informagdes sobre média e desvio-
padrio foram fornecidas em 100% dos estudos. Apenas um estudo”’ informou
ter alterado o protocolo experimental em fun¢cdo da ocorréncia de efeitos
adversos, nesse caso a duracdo do experimento foi reduzida. Dados sobre a
taxa de mortalidade foi descrita em trés estudos (9,1%)*"***. Os comentarios
sobre as limitagdes do estudo, como limitagdo do modelo animal e resultados
imprecisos nao foram identificados em nenhum estudo. Em relagdo ao
destaque de novas descobertas que provavelmente beneficiardo outras
espécies ou sistemas, incluindo a relevancia para a biologia humana, foram
observados apenas em 12,1% (n=4) dos artigos®>'**%,

Segundo a pontuagdo obtida de acordo com os critérios sugeridos por
Downs & Black (1998), os trés estudos incluidos nesta revisao foram

classificados como de boa qualidade (pontuagdo > 9 pontos) (Tabela 5). As
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informagdes que ndo foram relatadas pelos estudos referiram-se a descri¢ao
do poder estatistico, a delecdo de dados e os valores reais de probabilidade
para os principais resultados. Nao foi descrito também se o numero de
participantes incluidos no estudo era representativo da populacao (apesar de

um dos estudos ter acompanhado um niimero elevado de individuos).

39



Tabela 4 - Analise dos viéses (ARRIVE) dos estudos experimentais sobre os efeitos dos probidticos e simbidticos na carcinogénese colorretal.

= = = s S~ = R R S o o~ = _
S8 g fddSEgsl2idsElEgElziziiglEszogagn
P e o B - = TR - B = -
o — v — — 7o) - o oS = N = S o —
4288538355885 8 2838888 298 28 222835 . 2
. = A < — P - < —_ PR < — o = = A ! = o R s " > —_ - PS =}
2188323 532583 4=3%:383%<3 33 8
= . 8 ° 3 g B g o o B = © g ® 5 ° © g 8 4 > S 8 & B g g g B 5 g 5]
= - o 2 S - ) |53 s o - 53 Iy o |53 o = . i =] RS} . 8 o = = - |53 ) Ay
T % £ § % 5 5 4 g E PE 2 g% P EE g8 £ 2 E g 3 2§ S92 ¢ 5 g
g 2 £ 5 5 £ F 3£ 82858 258358z E 2z 5 2 5282383
gL 25 s <" 2 N = > 2 0 2 2 O & & FEC 208 78 €S
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article
Abstract
Summary of the background, research objectives, vV Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y YV YV VYV YV Y Y YV 3310
methods, main findings, and conclusions
Introduction
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Material and methods
Declaration Ethical v v v v v v v v v Vv v v v v Y v v v v v v v Vv v v v v v v v 30 9.9
Nature of the ethical review permissions, relevant
licneces and national or institutional guidelines v v v v v vV v v v Vv v v v v Y v v v v v v v v v v v v Y Y Y 30 99
for the care and use of animals
Study design
Number of animals per group experimental v VY v N A N A O A N A S N A A v v v 29 879
Information on whether the experimental was 0 0
performed as a blind controlled study
Experimental procedures
Treatment
Dosage of treatment v v v v v v v v v v vV vV v v Vv VvV vV vV vV vV YV vV Y vV vV vV Vv v v v v v Y 33 100
Route of administration v v v v v v v v v v vV vV v v Vv VvV vV vV vV vV YV vV Y vV vV vV Vv v v v v v Y 33 100
Duration of treatment v v v v v v v v v v vV vV v v Vv VvV vV vV vV vV YV vV Y vV vV vV Vv v v v v v Y 33 100
Time of day for treatment administration 0 0
Location used for administration of treatment 33 100
Rationale for choice of specific dosage 4 v v 4 4 121
0 0

Rationale for choice of specific route of administration
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Tabela 4 — Continuacao.
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Sex of the animals N A O A A A O A A A v v v v A A R v v v v 28 848
Animals weigth range v v v v v v v v v v v v v 13 394
Age of the animals v v v v v Y Y Y Y v v v v vV v v Y v Y v v v v v 28 848
Description of genetic modification status NA NA NA v NA v NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA v NA NA NA NA 8 100
(Knock-out, transgenic, SPF)
Information related to previous procedures v v 2 6.0
performed on the animals
Housing and husbandry
Housing of experimental animals (type of facility,
type of cage or housing, material, number of cage v v v Vv v v v v v v Y v \4 v v v Y \4 v v v 21 636
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Husbandry conditions (breeding programme, v v v v v v v v v v v v v v v v v v v v v v Y 23 697
ligth/dark cycle, temperature, of water)
Welfare-related assessements and interventions
that were carried out before, during, or after the v v v Y v v Y vy v v Y 4 v v 4 15 454
experiment
Sample size
Total number of animals used in each experimental and Yy v v v v v v v v v v v v Yy v v v v v v v v v v v Y v v Y 29 879
the number of animals in each experimental group
Explanation regarding the decision of the number of 0 0
animals and details of sample size calculation
Allocation of animals into experimental groups
Full details of how animals were allocated to
experimental groups (including randomisation or v v v v v v v v v v v v v v v v v Y v v v Y 22 66.7
matching)
Order in which the animals in the different experimental 0 0

groups were treated and assessed
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Tabela 4 — Continuacao.
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Description of the animals health status of animals, for each
experimental grup, before treatment

6.0
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Tabela 4 — Continuacao (d).
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Tabela 5 - Andlise dos viéses dos estudos clinicos sobre os efeitos dos probidticos e simbidticos na carcinogénese

colorretal, segundo Downs & Black".

5§ & £x £ £
. = ~ = = )

=5 R g w2

<S N S "= S . )
References ~ 2= G ~
Is the hypothesis/aim/objective of the study clearly described 1 1 1 3 100
Are the main outcomes to be measured clearly described in the
introduction or methods section 1 1 1 3 100
Are the characteristics of the patients included in the study clearly
described 1 1 1 3 100
Are the interventions of interest clearly described 1 1 1 3 100
Are the main findings of the study clearly described 1 1 1 3 100
Does the study provide estimates of the random variability in the data for
the main outcomes 1 1 1 3 100
Have actual probability values been reported for the main outcomes 0 0 0 0 0
Representativeness of the population 0 0 0 0 0
Clear data deletion 0 0 0 0 0
Appropriate use of statistical test to evaluate the data 1 1 1 3 100
Absence of selection bias 1 1 1 3 100
Presence of adequate adjustment to interfering factors 1 1 1 3 100
Presence of statistical power correctly described 0 0
Results 9 9 9
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Discussao

Ap0s a analise dos resultados dos estudos incluidos nessa revisao, foi possivel
identificarmos os  mecanismos  subjacentes ao  papel protetor dos
probidticos/simbidticos na carcinogénese colorretal, sendo eles: alteracio da
composi¢do ¢ da atividade metabdlica da microbiota intestinal; redugdo da
inflamacdo; indu¢do de apoptose e/ou inibi¢do da proliferacdo de células tumorais;
modulagdo da resposta imune; melhora da fun¢do da barreira intestinal; produgdo de
compostos com atividade anticarcinogénica e modulagao do estresse oxidativo.

O CCR ¢ uma doenga comum e sua incidéncia tem aumentado ao longo das
ultimas cinco décadas, assim como as taxas de mortalidade. A compreensdo dos
fatores que contribuem para o desenvolvimento da doenca permite a criacdo de
politicas de prevencdo e de rastreio mais efetivas no ambito do controle da doenca’’.
A maioria dos casos de CCR ¢ considerada esporéadica, ou seja, estdo relacionados a
fatores ambientais. Os microrganismos foram associados a ocorréncia de cerca de
16% dos casos de canceres no mundo™®.

A microbiota intestinal ¢ composta por milhares de espécies de
microrganismos altamente heterogéneos e que desempenham multiplas fungdes.
Devido a complexidade da carcinogénese colorretal, ¢ invidvel estabelecer uma
ligacdo conclusiva entre o risco de CCR e um tnico microrganismo. Assim, o CCR
foi abordado como resultante do desequilibrio entre o hospedeiro e a microbiota
como um todo.

O microbioma intestinal compreende a populacdo de microrganismos que
reside no intestino, sendo a densidade microbiana no intestino grosso
consideravelmente superior 4 observada no intestino delgado (10'? x 10* células/mL),
paralelamente tem-se um aumento de 12 vezes no risco de cancer no intestino grosso
em comparacdo com o intestino delgado’’. Por outro lado, sabe-se que uma
microbiota intestinal equilibrada contribui para a maturagao do sistema imunologico,
proporciona uma barreira direta contra a colonizagdo intestinal por agentes
patogénicos’’ e participa da metabolizagdo de compostos carcinogénicos®’.

Rafter e colaboradores (2007)°' realizaram uma intervencdo com 37
individuos com cancer de célon e 43 individuos polipectomizados, onde receberam

um simbiodtico composto pelos prebiodticos inulina e oligofrutose e os probioticos,
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Bifidobacterium lactis Bbl12 e Lactobacillus delbreuckii spp. rhamnosus GG, pelo
periodo de 12 semanas. A intervengdo resultou em alteragdes significativas na
composi¢ao da microbiota intestinal, com aumento da contagem de Bifidobacterium
e Lactobacillus e redugdo de Clostridium perfringens. Observou-se ainda melhora da
funcdo da barreira intestinal, menor exposicdo a genotoxinas e secrecdo de
interleucina-2 por células mononucleares de sangue periférico.

O consumo de frutooligossacarideo (FOS) também esta associado ao aumento
da populacao de lactobacilos e bifidobactérias e redugdo dos microrganismos
patogénicos. O FOS atua como bom substrato para os probioticos devido a atividade
da B-frutosidase observada nessas bactérias e que ndo esta presente em bactérias
patogénicas, como E. coli e C. perfrigens®.

A modulagdo da composi¢do da microbiota ¢ relevante uma vez que,
bactérias intestinais, sobretudo as patogénicas, podem produzir agentes cancerigenos
por meio da atuacdo de enzimas como a -glucuronidase, B-glucosidase, azorredutase
e nitroredutase. Essas enzimas sdao capazes de gerar metabdlitos citotdoxicos e
genotoxicos, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, acidos biliares
secundarios, agliconas, aminas heterociclicas aromaticas e compostos N-nitrosos™ e
liberar intermedidrios quimicos carcinogénicos. A DMH, por exemplo, pode ser
conjugada com o 4cido glucuronico no figado e secretada através do ducto biliar para
o intestino, onde sera eliminada. No entanto, a 3-glucuronidase presente no intestino,
¢ capaz de hidrolisar o complexo formado no figado, liberando o carcindégeno ativo
na mucosa intestinal; este, estimula a proliferagdo celular e ativa vias antiapoptoticas,
que contribuem para o desenvolvimento do CCR®*®,

Os probidticos exercem efeitos anticarcinogénicos, em parte pela inibigdo da
atividade das enzimas microbianas mencionadas acima. As bactérias do &cido latico
(BAL), como as Bifidobacterium e Lactobacillus, apresentam baixa atividade dessas
enzimas comparadas as bactérias patogénicas Escherichia coli e Clostridium
perfringens®®; além disso, promovem competigdo pela colonizagdo do intestino e
produzem substincias antibacterianas®’. A redugdo da incidéncia dos FCA induzidas
por AOM, ap6s administracdo de B. longum esteve fortemente correlacionada com a
diminuicdo da atividade da B-glucuronidase“. Resultados semelhantes foram

30,34,36,43,44

observados em 16,7% (n=6) dos estudos incluidos nessa revisao , sendo um

deles conduzido com humanos>®.
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O efeito protetor dos probidticos e simbiodticos também foram atribuidos a
produgdo dos AGCC, por meio da fermentagdo, sendo que os prebidticos sdo os
principais substratos fermentaveis®. Os AGCC sdo produzidos em quantidades
variaveis (cerca de 100 a 450 mmol ao dia) e os mais estudados sdo os acidos
acético, propionico e butirico. S3o considerados uma fonte de energia importante
para os colondcitos, aumentam a producdo de muco e a proliferacdo de células
saudaveis, contribuindo para o adequado funcionamento da barreira intestinal®”®.

O acido butirico tem sido amplamente estudado como agente protetor contra
o CCR: participa da defesa contra o dano oxidativo ao DNA; auxilia na regulag¢do do
balango entre proliferacdo, diferenciacdo e apoptose dos colondcitos, regulando a

atividade de proteinas como Bcl-2, Bax, caspase 3 ¢ 7'*';

estimula a produgao de
citocinas anti-inflamatorias, como interleucina-10 e reduz as citocinas inflamatorias,
por meio da inibi¢do da ativagdo do fator de transcrigdo nuclear NF-xB e
cicloxigenase-2%""",

Mais recentemente, foi elucidado seu papel como inibidor das histonas
desacetilases, proteinas responsdveis por catalisar a remog¢do de grupos acetil,
levando a condensacio da cromatina e repressdo transcricional’>">. A capacidade do
butirato e outros inibidores de histonas em promover a apoptose € reprimir o
crescimento celular estd relacionada a atenuacao da ativagdao da via Wnt/B-catenina,
por mecanismos ainda nio completamente esclarecidos’*”>""°

Um estudo realizado com células tumorais HCT-116 tratadas com 5SmM de
butirato de sédio exibiram mudangas na expressao de mais de mil genes
funcionalmente relacionados a via Wnt/B-catenina’®. A ativagdo constitutiva dessa
via, causada por mutagdes nos genes polipose coli adenomatosa (APC), B- catenina
ou axina, é possivelmente o evento iniciador da tumorigénese colorretal”’.

Os 4acidos acético e propionico também apresentam atividade
antiinflamatoria, sendo capazes de suprimir a ativacdo do NF-kB e regular a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias’®. O 4cido propidnico, especificamente,
pode estimular a apoptose de células tumorais, exibe atividade antiproliferativa e ¢ o
segundo acido graxo preferencialmente utilizado pelos colonécitos como fonte de

- .79
energ1a7 .

. . , .~ 333 [ c, .
Dois estudos incluidos na revisio "/, que utilizaram o probidtico

Lactobacillus salivarius Ren e o simbiodtico B. lactis associado a amido de milho
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com alto teor de amilose demonstraram aumento das concentracdes dos AGCC total
apods a intervencdo, em ambos 0s casos houve reducdo da incidéncia das lesdes pré-
neoplésicas ou tumores.

O cancer pode surgir em locais acometidos por infeccao, irritacao cronica ou
inflamacdo. A associacdo entre inflamag¢do cronica e doencgas malignas ¢ encontrada
nas doengas inflamatérias intestinais (DID)®. Individuos com DII crénica, como
doenca de Crohn e colite ulcerativa sdo considerados com alto risco para
desenvolvimento de CCR®. No estudo de Arthur e colaboradores (2013)”,
camundongos nocautes para interleucina-10 (IL-107) apresentaram maior incidéncia
de tumores associados a colite ap6s serem tratados com o probidtico VSL#3. Apesar
da microbiota ter influenciado o desenvolvimento do cancer, esse processo ainda ndo
¢ claro; possivelmente, algumas bactérias sao capazes de estimular mediadores pro-
inflamatorios e imunologicos.

Um exemplo é o Bacteroides fragilis, uma bactéria comensal, que induz
cancer por um mecanismo dependente de resposta Th17. Foi observado que animais
que receberam B. fragilis apresentaram mais lesdes pré-neoplasicas e tumores
comparados aos controles; efeito que pode ser suprimido usando anticorpo anti-IL-
17%. Essas observacdes sido consistentes com a infiltragdo de células inflamatorias e
imunes na mucosa de individuos com cancer’’. Por outro lado, em estudo também
realizado com camungongos nocautes para IL-10, a administragdo de Lactobacillus
salivarius UCC118 reduziu a inflamagdo da mucosa e incidéncia de tumores no
colon, e diminuiu as concentragdes de coliformes, enterococos e Clostridium
perfringens na microbiota intestinal™.

O intestino ¢ composto por uma mistura complexa de células,
microrganismos vivos e seus metabdlitos, restos de alimentos nao digeridos ou nao
absorvidos, toxinas ambientais e metais, tornando-o um tecido vulneravel. A barreira
intestinal ¢ constantemente desafiada por agentes oxidantes e carcinogénicos que
atingem o lumen. A exposicao cronica pode levar a producdo descontrolada de
radicais livres, reducao do desequilibrio redox e dano do DNA, contribuindo com o
desenvolvimento do CCR*™®. Individuos com cancer apresentam maior
concentragdo de produtos da oxidagcdo no plasma e nos tecidos comparados a
individuos saudaveis e as proprias células tumorais liberam uma quantidade
substancial de peroxido de hidrogénio (H,O,;) para a circulagdo e esse composto pode

participar da invasio e proliferagdo dos tumores*®.
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A modulag¢do do processo oxidativo ¢ um dos mecanismos pelos quais os
probidticos/simbidticos podem prevenir a carcinogénese. Algumas bactérias sdo
produtoras de catalase, enzima responsavel por reduzir as concentragdes de H,O..
Acredita-se que se um numero adequado de bactérias catalase positivas proliferarem
na regido do colon ocorrerda um aumento da capacidade antioxidante e,
consequentemente, maior protecdo da mucosa intestinal. Em estudo realizado por de
Moreno e colaboradores (2008)’, foi observado aumento da atividade da catalase e
redugdo das concentragdes de H,O, em ratos induzidos quimicamente ao CCR que
receberam uma estirpe de Lactococcus lactis produtora de catalase (1,0 x 10°
UFC/dia, por 16 semanas).

Constatou-se também que os simbioticos contribuem para o aumento da
capacidade antioxidante do organismo; quando substratos fermetdveis sdo
disponibilizados para a microbiota intestinal, ocorrendo maior produg¢dao dos AGCC.
O 4cido butirico, ao alterar o estado de acetilacdo das histonas, ¢ capaz de aumentar a
expressao da enzima glutationa-S-transferase (GST). A GST faz parte do grupo de
enzimas da fase II do processo de biotransformagdo, na qual ¢ capaz de inativar

. e . . 88
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Conclusao

O desenvolvimento do cancer estd relacionado a alteragdes genéticas mas,
sobretudo, aos fatores ambientais. O estudo da microbiota intestinal constitui uma
perspectiva adicional para prevencdo do CCR uma vez que a modulagdo do
microambiente intestinal é capaz de alterar as respostas do organismo aos estimulos
carcinogénicos. As evidéncias cientificas acumuladas nos estudos in vivo
demonstram que o uso de probidticos e simbidticos sao capazes de reduzir a
incidéncia das lesdes pré-neoplasicas e tumores em modelos animais, além de
retardar a progressdo do cancer associado as DII. Embora o efeito protetor
possivelmente seja dependende de espécies bacterianas e substratos fermentdveis
especificos, ndo existe na literatura consenso em relagdo aos microrganismos a serem
utilizados, dose e tempo de administragdo. Existe ainda, a necessidade de melhorar
os relatdrios das pesquisas de estudos pré-clinicos, o que exige o esforgo coletivo dos

autores, editores de revistas, revisores e organizacgdes financeiras para assegurar a
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reprodutibilidade, a confiabilidade e a generalizacdo da evidéncia. Considerando os
resultados promissores dos estudos in vivo e a auséncia de evidéncia de potenciais
efeitos adversos associados ao uso dos probidticos/simbidticos (salvo nas situacdes
em que sdo contra-indicados), os estudos clinicos devem ser priorizados em

pesquisas futuras.
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4.2 ARTIGO ORIGINAL
Titulo: Intervengdo com probiotico VSL#3 associado a um produto concentrado a

base de yacon reduz o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas no colon de

camundongos
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Intervencio com probiotico VSL#3 associado a um produto concentrado a base
de yacon reduz o desenvolvimento de lesoes pré-neoplasicas no colon de

camundongos

Resumo

O proposito do presente estudo foi avaliar o efeito do uso do probidtico VSL#3
isolado ou em associacdo a um produto concentrado a base de yacon, rico em
frutooligossacarideos e inulina, no desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas no
colon de camundongos. Os animais foram distribuidos, randomicamente pelo peso
corporal, em trés grupos (controle, probidtico e simbiodtico) e receberam as dietas
experimentais pelo periodo de 13 semanas. A indugd@o das lesdes pré-neoplésicas foi
realizada com a aplicagdo da droga dimetilhidrazina (20 mg/kg), uma vez por
semana, pelo periodo de oito semanas consecutivas. Os animais alimentados com o
simbidtico reduziram em 38% a incidéncia das lesdes pré-neoplasicas e a
multiplicidade das criptas. Observamos ainda, diminui¢do das concentragdes dos
produtos de oxida¢do, malondialdeido e proteina carbonilada, tanto no grupo
probidtico quanto no simbidtico, além do aumento da atividade da enzima catalase.
A producdo dos acidos graxos de cadeia curta foram significativamente maiores
quando o produto a base de yacon foi adicionado a dieta; consequentemente, foi
identificado melhora da barreira intestinal e maior proliferacdo epitelial das células
saudaveis do codlon. A combinagdo simbidtica do VSL#3 com o produto a base de
yacon exerceu efeito benéfico de forma mais efetiva contra o desenvolvimento das
lesdes pré-neoplasicas quando comparado a utilizagdo do probiodtico isoladamente.
Os mecanismos subjacentes atribuidos ao efeito protetor dos simbidticos na
carcinogénese colorretal envolvem a modulagao do estresse oxidativo, a produgdo de

compostos com atividade anticarcinogénica e a melhora da barreira intestinal.

Palavras-chave: probidtico; prebidtico; simbiotico; focos de criptas aberrantes;

cancer colorretal.
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Intervention with probiotic VSL # 3 associated with a concentrated yacon-based

product reduces the development of pre-neoplastic lesions in the colon of mice

Abstract

The aim of present study was to evaluate the effect of the use of VSL # 3 probiotic
alone or in combination with a yacon-based product rich in fructooligosaccharides
and inulin in the development of pre-neoplastic lesions in the colon of mice. The
animals were allocated in three experimental groups (control, probiotic and
symbiotic) and received the diets for a period of 13 weeks. Induction of pre-
neoplastic lesions was performed with the drug dimethylhydrazine (20 mg/kg) once a
week, for eight consecutive weeks. The symbiotic group reduced the incidence of
pre-neoplastic lesions by 38% and the multiplicity of crypts. We also observed a
decrease in the concentrations of oxidation products, malondialdehyde and
carbonylated protein, both in the probiotic and in the symbiotic group, as well as an
increase in the activity of the catalase enzyme. Production of short chain fatty acids
was significantly higher when the yacon-based product was added to the diet;
consequently, an improvement in intestinal permeability and increased epithelial
proliferation of healthy cells of the colon. The symbiotic combination of VSL # 3
with the yacon-based product exerted a beneficial effect more effectively against the
development of pre-neoplastic lesions when compared to probiotic use alone. The
underlying mechanisms attributed to the protective effect of symbiotics in colorectal
carcinogenesis involve the modulation of oxidative stress, the production of
compounds with anticarcinogenic activity and the improvement of intestinal

permeability.

Key-words: probiotic; prebiotic; synbiotic; aberrant crypt foci; colorectal neoplasms.
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Introducio

O cancer tornou-se um problema de satide publica mundial. Atualmente, o
cancer colorretal (CCR) atinge mais de um milhdo de individuos por ano e ¢
responsavel pela morte de mais de 500.000 pessoas. Estima-se que até o ano de 2030
havera cerca de 17 milhGes de mortes, 27 milhdes de novos casos de cancer e 75
milhdes de pessoas vivendo com a doenca'.

A carcinogénese colorretal ¢ um processo complexo que envolve a ativacao
de protooncogenes e a inativacdo de genes supressores de tumor. Essas alteracdes
genéticas conduzem a mudangas na transdugdo de sinais que estdo envolvidos na
regulacdo de processos como apoptose, proliferacio e diferenciacio celular’. Ocorre
ainda, aumento do estresse oxidativo: as espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
nitrogénio (ERN), ou radicais livres, sdo altamente instaveis e responsaveis por
causar danos aos lipideos, proteinas e ao 4cido desoxirribonucleico (DNA),
contribuindo para iniciacdo, promogdo e progressio do tumor**.

As alteragdoes morfologicas no célon variam de lesdes microscopicas, como
os focos de criptas aberrantes (FCA), até tumores malignos™®. Os FCA sio lesdes
pré-neoplasicas encontradas em animais expostos a carcindgenos quimicos7’8 e em
individuos com alto risco de desenvolvimento de CCR’. A deteccdo e quantificagao
dos FCA foram propostas para identificar potenciais agentes quimiopreventivos’.

A microbiota intestinal atua como determinante para saude do organismo,
influenciando a etiologia de diversas doengas'’. Fatores genéticos e ambientais
podem alterar a composicao, a distribuicao e a atividade metabodlica do microbioma,
resultando em disbiose, que contribui para o aparecimento e progressao do
CCR!M213

Evidéncias indicam associacdo inversa entre o consumo de probidticos e
prebidticos e a incidéncia do CCR'™'°. Os probidticos sio “microrganismos vivos
que quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude
do hospedeiro”'®. Ja o termo prebidtico, refere-se aos “ingredientes seletivamente
fermentados que resulta em mudangas especificas na composi¢do e/ou atividade da
microbiota gastrointestinal, conferindo beneficio sobre @ saiide do hospedeiro™".
Tem-se sugerido que a utilizagdo de simbidticos (combinagcdo de probidtico e

prebidtico) promova mudangas substanciais no microambiente intestinal'®, sendo
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mais eficazes do que os probidticos ou prebiodticos isoladamente na prevengdo do
cancer"”.

O VSL#3 ¢ um probidtico comercialmente disponivel, composto por oito
cepas de bactérias probioticas, eficaz no tratamento das doencas inflamatoérias
intestinais (DII). Em individuos com colite ulcerativa, promoveu melhora na resposta

;- .~ 20,21, .. ~ . ,
clinica e remissdo da doenca™"'; a administragdo preventiva também atenuou a
colite’? e ileite em modelos animais®. No entanto, estudos com VSL#3 no

2425 ¢ todos foram conduzidos em

desenvolvimento do CCR sdo controversos
modelos de cancer associado a colite. A literatura cientifica ainda ndo dispde, até o
momento, de dados relativos aos efeitos do VSL#3 na carcinogénese colorretal
induzida pelo carcinégeno quimico 1,2-dimetilhidrazina (DMH).

A yacon (Smallanthus sonchifolius), por sua vez, uma raiz rica nos
prebidticos frutooligossacarideos (FOS) e inulina, apresentou efeito protetor em
modelo animal induzido a lesdes pré-neoplasicas com DMH. Reducao significativa
na incidéncia dos FCA foi observada em animais que receberam dieta contendo
yacon, sendo os efeitos potencializados quando a yacon foi associada ao probidtico
Lactobacillus casei (2,5x10"° UF C/kg)26.

Diante do exposto, nossa hipotese ¢ que a administracdo do probiodtico VSL#3
associado a um produto concentrado a base de yacon (PBY) apresenta potenciais
beneficios na reducdo da incidéncia de lesdes pré-neopldsicas. Além disso,
avaliaram-se os efeitos dessa interven¢do na modulagdo do estresse oxidativo e na
permeabilidade intestinal. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos
anticarcinogénicos do probidtico VSL#3 isolado ou combinado com o PBY em

camundongos submetidos a indugdo de lesdes pré-neoplasicas com DMH.
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Materiais e Métodos

Probiotico

O VSL#3®(Sigma-Tau Pharmaceuticals, Inc.) ¢ uma mistura probidtica
composta por oito espécies bacterianas, incluindo quatro cepas de lactobacilos (16%
de Lactobacillus casei; 3,1% de Lactobacillus plantarum; 7,3% de
Lactobacillusacidophilus; 8,4% de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus), trés
cepas de bifidobactérias (Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve e
Bifidobacterium infantis, totalizando 17,7%) e 47,5% de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus. O probidtico foi adquirido liofilizado, em sachés contendo 450
bilhdes de bactérias vivas, mantido sob refrigeracdo e reconstituido em agua
destilada, diariamente, antes de ser administrado. Os animais (com exce¢ao do grupo
controle) receberam o probidtico no volume de 0,1 mL, por gavagem orogastrica, no
periodo da manha, cinco dias na semana® , totalizando 13 semanas. O volume
administrado foi ajustado para garantir a oferta diaria de 2,25x10° UFC/animal, dose
essa baseada em uma ingestdo diaria de cerca de 3,6 bilhdes de bactérias para um

humano adulto de 70 kg%’

Simbiédtico

O simbidtico utilizado foi composto pelo probidtico VSL#3 e os prebiodticos
FOS e inulina, provenientes do produto concentrado a base de yacon (PBY). A
descricdo do processamento do PBY foi resguardada devido as exigéncias da
solicitacdo de patente (INPI: 014110002964). O PBY foi adicionado a dieta
purificada para roedores AIN-93M>° em quantidade suficiente para fornecer 6% de
inulina ¢ FOS®' Considerando que cada 100g de PBY contém 23,6g de inulina e FOS
(resultados prévios da composicdo do produto), foram adicionados 25,4g de PBY
para cada 100g de dieta (Tabela 1). Tendo em vista a ingestdo diaria média do
camundongo cerca de 4 g e a dose proposta de 6% de inulina e FOS, a conversao de
dose para um humano adulto de 70 kg** (Jin et. al., 2008), corresponderia a 205,9 g
de PBY ao dia. As dietas foram ajustadas para fornecerem quantidades semelhantes

de calorias e proteinas.
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Tabela 1 — Composicao das dietas controle e experimental.

Ingredientes (g 100g™) Dieta AIN-93M Dieta AIN-93M com PBY
Amido de Milho 33,20 28,55
Caseina 16,50 16,40
Maltodextrina 15,50 15,50
Sacarose 10,00 5,20
Oleo de Soja 4,00 4,00
Celulose Microcristalina 6,40 0,00
Produto a base de Yacon (PBY)* 0,00 25,40
Mistura de Minerais 3,50 3,50
Mistura de Vitaminas 1,00 1,00
L-cistina 0,18 0,18
Bitartarato de Colina 0,25 0,25

*Composi¢do do Centesimal do Produto a base de Yacon (%): frutose: 9,40; glicose: 6,45;
sacarose: 3,05; frutooligossacarideos: 17,65; inulina: 5,95; carboidratos totais: 42,49; fibras:
1,64; umidade: 37,20; cinzas: 1,55; proteina: 2,51; lipideos: 0,04.

Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 saudédveis, machos, com oito
semanas de idade, peso corporal de aproximadamente 22g, obtidos no Biotério
Central, do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de
Vigosa-MG. Os animais foram alojados coletivamente em caixas de polipropileno
cobertas com grades metélicas, em ambiente com temperatura controlada (22°C) e
ciclo claro/escuro de 12 horas e passaram por uma semana de aclimatacao, com
acesso livre a dieta comercial (Purina®, Brasil) e 4gua. Apos esse periodo, um total
de 45 animais foram randomizados por peso corporal em trés grupos (15 animais por
grupo) para receberem a dieta controle ou experimental: (1) grupo controle (CON):
dieta AIN-93M e gavagem com agua destilada; (2) grupo probiodtico (PRO): dieta
AIN-93M e gavagem com probidtico VSL#3 (2,25x10° UFC); (3) grupo simbiotico
(SIM): dieta AIN-93M acrescida de PBY (6% de inulina e FOS) e gavagem com
probidtico VSL#3 (2,25x10° UFC). As dietas e agua foram fornecidas ad libitum
durante todo o experimento.

O célculo amostral foi realizado segundo Mera et. al. (1998)*. O estudo de
Moura et. al. (2012)*° foi utilizado como referéncia para comparagdo da redugdo da

contagem dos FCA entre o grupo controle € o grupo que recebeu o simbidtico.
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Desenho experimental

Apo6s o periodo de aclimatacdo, as dietas foram introduzidas de acordo com
cada grupo experimental (Figura 1). A partir da terceira semana, foi iniciado o
protocolo de inducdo das lesdes pré-neoplasicas e todos os animais receberam
injegdo intraperitoneal com a droga DMH (Sigma-Aldrich®, Inc.), 20mg/kg de peso
corporal, uma vez por semana, durante oito semanas consecutivas. A DMH foi
preparada em solugdo salina 0,9%, contendo ImM de EDTA e 10 mM de citrato de
sédio, pH 8. O volume injetado foi de 0,1 mL por animal**. E relatado que existem
diferengas especificas na sensibilidade animal a DMH, sendo os roedores C57BL/6,
Balb/c e SWR/J moderadamente sensiveis ao desenvolvimento de tumores no
c6lon®. Desta forma, escolheu-se a linhagem C57BL/6 devido 4 sua disponibilidade
e sensibilidade relativa a droga. As dietas testes foram ofertadas continuamente pelo

periodo total de 13 semanas.

Semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

I InjecciodeDMH —— |
| |

| | DietasControle e Experimental
Aclimatacao

Animais: C57BL/6, machos, 8 semanas de idade (n=15/grupo)
Grupo Controle (CON): dieta AIN-93M

Grupo Probiotico (PRO): dieta AIN-93M+VSL#3

Grupo Simbiotico (SIM): dieta AIN-93M com PBY+VSL#3
Carcinogeno: DMH (20mg/kg)

Figura 1 — Desenho Experimental.

O peso corporal dos animais foi monitorado semanalmente e ingestdao
alimentar, diariamente, sendo considerada a média de ingestdo semanal para fins de
calculo estatistico. O coeficiente de eficacia alimentar (CEA) foi calculado por meio
da formula: CEA = ganho de peso(g)/consumo de dieta total(g). Ao final do
experimento, os animais foram anestesiados com isoflurano 3% (Isoflorine”,

Cristalia), seguido de exsanguinagao total pelo sinus retro orbital.
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Esse estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos para Pesquisa
com Animais, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa-MG (n° 08/2017).

Analises Bioquimicas no Soro

O sangue coletado durante a eutandsia foi centrifugado a 3.000 rpm, por 10
minutos, a 4°C. Foram avaliadas as concentragcdes das enzimas: aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e
gama glutamiltransferase (GGT), além de ureia e creatinina. O procedimento
metodologico foi realizado de acordo com a recomendagdo do fabricante dos kits

(Bioclin®, Inc.) e as leituras efetuadas no equipamento BS-200 (Mindray®, Inc.).
Processamento do Co6lon e Contagem dos Focos de Criptas Aberrantes

Foi utilizado todo o comprimento do c6lon. O tecido foi lavado com tampao
fosfato, aberto longitudinalmente pela margem contra mesentérica, colocado em
placas de parafina com a mucosa voltada para cima e fixado com formalina de
Carson por 24 horas®®. Apos a fixacdo, o célon foi dividido em trés fragmentos
iguais, denominados proximal, medial e distal (em relagdo ao ceco) e corados com
azul de metileno (Vetec®) 0,1%, por aproximadamente 4 minutos’. Os FCA foram
contados em toda a superficie mucosa, com auxilio de um microscopio (Zeiss®,
Primo Star, Inc.), por dois avaliadores treinados, de forma independente. Os FCA
foram identificados como lesdes focais elevadas com criptas aberrantes (CA)
multiplas, com epitélio de revestimento espessado e abertura luminal aumentada em

relagiod mucosa normal adjacente’.

Capacidade Antioxidante In Vitro do VSL#3 e do Produto a Base de Yacon e

Determinacio dos Fendlicos Totais do Produto a Base de Yacon

A capacidade antioxidante in vitro foi realizada utilizando-se o indice de
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), conforme sugerido por

Brand-Williams e colaboradores (1995)*, com adaptaces. Este método baseia-se na
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captura do radical DPPH pelos antioxidantes presentes na amostra, produzindo um
decréscimo da absorbancia, medida por espectrofotometria a 517 nm.

Foi utilizado o volume de 100 pL da solucdo estoque do probidtico e
adicionado 1,5 mL da solu¢ao metanolica de DPPH. As amostras foram agitadas em
vortex por aproximadamente 1 minuto e mantidas em repouso por 30 minutos, no
escuro. Foi preparado o branco com 100 pL de metanol 65% e 1,5 mL de metanol
puro e o controle com 1,5 mL de DPPH. As amostras foram analisadas em triplicata.
O sequestro do radical DPPH (%ARR) foi calculadode acordo com a formula: %
ARR = [1 - (Aumostra/(Aconrole) x 100, onde A=absorbancia. Para avaliacdo da
capacidade antioxidante do PBY, foi utilizado 5 g do produto em 30 mL de agua
destilada. Ap6s homogeneizagdo, a mistura foi filtrada em filtro de papel e procedeu-
se a analise como descrito anteriormente.

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu®. Amostras de PBY foram homogeneizadas em 4gua deionizada, com
auxilio de um shaker, durante 30 minutos, e, posteriormente, filtrada. A reagdo foi
composta pela amostra, pelo reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich®, Inc.) e
carbonato de sédio (Sigma Aldrich®, Inc.). As amostras foram agitadas em vortex e
deixadas em repouso durante 15 minutos, em banho de agua a 50°C. Apos esse
tempo, foram colocadas em banho de gelo para um resfriamento rapido. As leituras
foram feitas em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, Multiskan GO) a 760 nm,
em triplicata. Para determinacdo dos resultados, foi construida uma curva padrdo
com o acido galico (Sigma Aldrich®, Inc.). A partir da equacdo da reta obtida,
interpolaram-se os valores de absorbancia obtidos para a amostra e fez-se a correcao
com os fatores de diluicdo. A concentracdo dos fendlicos totais foi expressa como

equivalentes de acido galico (mg de &cido gélico/100 mg de solidos totais).
Avaliacao do Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado por meio da determinagdo e quantificagao
dos produtos da oxidagio: malondialdeido (MDA) e proteina carbonilada®®; ¢ da
avaliagdo da atividade das enzimas: catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
glutationa-S-transferase (GST). Os resultados foram normalizados segundo o teor de
proteinas totais presentes em cada amostra. Para isso, 150 mg do tecido hepatico e do

ceco foram homogeneizados em 1,5 mL de tampao fosfato contendo EDTA e
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centrifugados a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado
para as analises de MDA, CAT, SOD, GST e proteinas totais e o pellet formado, para
quantificagdo de proteina carbonilada.

O MDA foi determinado de acordo com método de Buege e colaboradores
(1978)* ¢ Wallin e colaboradores (1993)*'. Este ¢ considerado um dos metabdlitos
reativos ao acido tiobarbitirico, comumente utilizado como marcador de peroxidagdo
lipidica que, quando aquecido em meio 4cido, forma um produto de coloragao résea
que pode ser mensurado por espectrofotometria a 535 nm.

A atividade da CAT, segundo Aebi (1984)*, ¢ um método baseado na taxa de
decaimento, durante 60 segundos, do peroxido de hidrogénio (H,0,), determinada
por espectrofotometria a 240nm. Ja a atividade da SOD foi determinada a partir da
sua habilidade em eliminar o radical livre superdxido e, consequentemente, diminuir
a razdo de auto-oxidagio do pirogalol®.

A determinacdo da GST foi realizada segundo Habig e colaboradores
(2002)* ¢ baseia-se na habilidade de metabolizar o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno,
conjugado com a glutationa reduzida (GSH). A leitura da absorbancia foi verificada
em diferentes momentos até serem completados 90 segundos de reacdo, em
espectrofotometro a 340 nm. A quantificagdo das proteinas totais baseia-se na
hidrolise alcalina das proteinas da amostra e na formag¢ao de um complexo de cor
azul, a partir da reagdo com Folin-Ciocalteu, sendo a intensidade da coloracao
proporcional 4 concentragio de proteina da amostra®. A curva padrio de proteinas
foi preparada com solugdo de albumina de soro bovino (Sigma Aldrich®, Inc.). As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, Multiskan GO)

a 700 nm.
Extracio e Dosagem dos Acidos Graxos de Cadeia Curta nas Fezes

A extragdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi baseada no método
de Smiricky-Tjardes e colaboradores (2003)*°, com modificacdes. Fezes coletadas na
primeira (¢0) e na ultima semana (z/) do experimento foram acondicionadas a -80°C
até o processamento. Amostras de aproximadamente 50 mg foram homogeneizadas
em 950 puL de 4gua deionizada, com auxilio de um vortex, e mantidas durante 30
minutos em gelo, sendo novamente homogeneizadas a cada 5 minutos. Em seguida,

as amostras foram centrifugadas a 13.500 rpm por 30minutos, a 4°C e o pellet
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descartado (procedimento repetido trés vezes). O sobrenadante foi filtrado em filtro
de seringa de 0,45 um (Analitica™). A leitura foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, em cromatdgrafo (Shimadzu®, Inc.), acoplado ao detector UV,
modelo SPD-20A VP. As condigdes cromatograficas foram: comprimento de onda
de 210 nm, coluna (Aminex®, modelo HPX-87H, EUA) com 300 mm x 7,8 mm de
diametro e pré coluna de mesma fase (Bio-Rad®, Inc.), fluxo da corrida 0,6
mL/minuto, duragdo da corrida 50min, pressao na coluna de 75 KgF, temperatura do
forno 32°C, volume injetado de 10 pL. Fase modvel: agua acidificada (0,005 M de
acido sulfurico).

A concentragdo dos acidos graxos foi determinada de acordo com a curva
padrio dos 4cidos acético, propidnico e butirico (Supelco mix®) e o resultado

expresso em pmol do acido graxo/g de fezes.

Avaliacio da Permeabilidade Intestinal

A avaliacdo da permeabilidade intestinal (PI) ¢ baseada no percentual de
excre¢ao urinaria do dissacarideo lactulose ¢ do monossacarideo manitol. Na ultima
semana do experimento, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e
receberam gavagem orogastrica (0,2 mL) com solugdo contendo 11,8 mg de lactulose
e 8,9 mg de manitol’’. Permaneceram em jejum por mais seis horas e a urina foi
coletada durante 24 horas, sendo o volume medido, registrado e armazenado a -80° C
até o processamento.

Para realizagdo do teste, a urina foi descongelada em temperatura ambiente,
aquecida em banho-maria a 56° C por 10 minutos, centrifugada a 10.000 rpm por 7
minutos e filtrada em filtros de 0,22 um (Jet Biofil®). A leitura foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em cromatografo (Shimadzu®, Inc.),
utilizando comprimento de onda de 220 nm, coluna (Aminex®, modelo HPX-87H,
EUA) com 300 mm x 7,8 mm de diametro e fluxo de 1 mL/minuto e pressao de 54
Kgf. Fase movel: agua acidificada (0,005 M de 4cido sulftrico). Os resultados foram

~ . , 4
apresentados como percentual de excregdo urinaria dos agucares” .
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Morfometria do Célon e Escore Histopatologico

Imediatamente apds a eutandsia, fragmentos aleatérios do colon foram
removidos e fixados com formalina de Carson®® por 24 horas e transferidos para
solucdo de etanol 70%. Os tecidos fixados foram desidratados em gradiente crescente
de etanol, diafanizados com xilol e incluidos em parafina (Sigma-Aldrich®, Inc.).
Seccdes transversais de 5 um de espessura foram obtidas em microtomo rotativo
(Olympus America®, CUT 4055). Foram preparadas laminas de sete animais por
grupo, cada uma contendo 10 cortes ndo consecutivos e capturadas aproximadamente
20 imagens de cada uma delas (objetiva 20X). As imagens foram obtidas
diretamentedo microscopio (Leica Microsystems®, Inc.), acoplado a uma cAmera
fotografica. A analise morfométrica foi realizada utilizando-se o software de analise
de imagem, Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetcs, Inc, EUA) e foram aferidas as
medidas de profundidade das criptas, espessura da camada submucosa, muscular e
muscular circular. A realizagdo da medida de profundidade das criptas foi
condicionada a possibilidade de identificar base e apice, que apresentassem aspecto
retilineo.

O escore histopatologico foi determinado por meio da avaliacdo de trés
parametros independentes: dano na cripta (0: nenhum; 1: 1/3 danificada; 2: 2/3
danificada; 3: apenas o epitélio superficial intacto, cripta inteira e, 4: epitélio
perdido); gravidade da inflamag¢do (0: nenhuma; 1: leve; 2: moderada; 3: grave) e
profundidade da lesdo (0: nenhuma; 1: mucosa; 2: mucosa; 3: submucosa e, 4:
transmural)*®. Para cada pardmetro foi atribuida uma pontuagdo e o escore foi obtido

pela média dos pontos.
Analises Estatisticas

O processamento e analise estatistica dos dados foram realizados utilizando o
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®, versio 20.0, Inc.
Chicago, IL, EUA) e a constru¢io dos graficos no software GraphPad Prism5®. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrio. A normalidade das
variaveis foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes de médias
entre os trés grupos foram determinadas pela analise de variancia ANOVA seguida do

post-hoc de Bonferroni, para dados paramétricos. Para os dados ndo paramétricos, foi
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aplicado o teste de Kruskal Wallis, complementado pelo teste de comparacdes
multiplas de Dunn’s. O teste t pareado foi utilizado nas comparacdes dos resultados
pré e pos-tratamento dentro de um mesmo grupo. Para significancia estatistica, foi

adotado o 0< 0,05.

Resultados

Ingestdo alimentar e peso corporal e tecidual dos animais experimentais

A ingestao alimentar média foi igual entre os grupos, em todas as semanas
experimentais (Figura 2A). No entanto, considerando a ingestdo alimentar total por
semana, observa-se uma redu¢do significativa na terceira semana experimental
(inicio da indug¢do dos FCA) quando comparada a primeira (2,73+0,15g x
4,06+0,05g; p=0,000) e segunda semana (2,73+0,15g x 3,46+0,15g; p=0,018). Essa
redugdo permaneceu significativa em relagdo a 11* (2,73+0,15g x 3,70+0,17g;
p=0,000) e 12* semana (2,73+0,15g x 3,73+0,20g; p=0,000). Quanto ao peso
corporal, também nao foi observado diferenga entre os grupos experimentais (Figura
2B). No entanto, o grupo PRO apresentou o coeficiente de eficacia alimentar (CEA)
superior ao grupo CON (0,63+0,34g x 1,15+ 0,67g; p=0,034). O grupo SIM nao

diferiu dos demais.
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Figura 2 — Efeito do uso de probidtico e simbiodtico na (A) ingestdo alimentar ¢ (B) peso
corporal de camundongos induzidos a lesdes pré-neoplasicas. Grupo CON: dieta AIN-93M;
grupo PRO: dieta AIN-93M + probidtico VSL#3; grupo SIM: dieta AIN-93M acrescida de
PBY + probiodtico VSL#3 (n=15/grupo). ANOVA test. (*) Diferenca significativa (p < 0,05)
em relacdo a ingestdo alimentar total, por semana, independente do grupo.

O peso do figado aumentou significativamente com o uso do probidtico e do
simbidtico (Tabela 2). No grupo SIM, foi observado aumento do peso do ceco e do

colon, porém sem alteracdo no comprimento do mesmo.

Tabela 2 — Efeito do uso de probidtico e simbiodtico no peso dos 6rgaos e medida
do célon de camundongos induzidos a lesdes pré-neoplésicas.

Peso/Medida dos Orgaos CON PRO SIM p

Peso do figado (g) 0,93 +0,13* 1,08 +0,09° 1,36+0,14° 0,000"
Peso do ceco (g) 0,24 +0,04° 028+0,05" 042+0,07° 0,040"
Peso do colon (g) 0,15+0,02* 0,17+0,02*  0,22+0,03° 0,000

Comprimento do c6lon (cm) 7,23 +£0,92 7,02+0,90 6,89 £ 0,63 0,540*

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=15/grupo). Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca estatistica (p<0,05). ANOVA test.

Andlises Bioquimicas

As concentragdes plasmaticas das enzimas hepaticas e dos produtos do
metabolismo renal foram determinadas para verificar uma possivel toxicidade. Os
resultados obtidos ndo diferiram entre os grupos (Tabela 3), além de estarem dentro
dos limites de normalidade preconizados para o modelo animal utilizado. A taxa de

mortalidade foi de 0%.
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Tabela 3 — Efeito do uso de probidtico e simbidtico nos testes bioquimicos em
camundongos induzidos a lesdes pré-neoplasicas.

Dados Bioquimicos CON PRO SIM p

AST (U/L) 235,67 +49,14 218,00+31,74 22586+27,17 0,827
ALT (U/L) 84,00+ 12,90  72,33+12,34 68,00 +7,80 0,067
FA (U/L) 111,14 £ 18,14 118,17+27,12 114,86+24,98 0,873"
GGT (U/L) 20,86 + 3,24 23,43 £541 21,86 +2,97 0,641
Ureia (mg/dL) 31,05 £2,67 27,88 £ 5,07 28,50+2,07 0,215
Creatinina (mg/dL) 0,35+0,07 0,32 +0,06 0,28 £0,03 0,130*

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase alcalina; GGT: gama
glutamiltransferase; PCR: proteina C-reativa. Valores expressos em média + desvio padrdo
(n=8/grupo). "ANOVA test "Kruskal-Wallis test.

Efeito do uso do probiotico e simbiotico no desenvolvimento das lesées pre-

neoplasicas

Os FCA foram identificados em todos os grupos experimentais e
distribuiram-se uniformemente nas trés regides do colon (p=0,304) (dados ndo
mostrados). Foram constituidos, predominantemente, por até trés criptas aberrantes
(CA) cada. As CA sao mais largas e exibem uma abertura tipo fenda em comparagao

com a aparéncia circular das criptas normais (Figuras 3A e 3B).

Figura 3 — Fotomicrografia do co6lon de camundongos C57BL/6 induzidos a lesdes pré-
neoplasicas com 1,2-dimetilhidrazina, corado em azul de metileno 1%. A: criptas colonicas
normais. B: foco de cripta aberrante, com duas criptas aberrantes (indicado pela seta).
Objetiva 10X.

A administracdo do probidtico e simbidtico reduziu a incidéncia dos FCA

totais em 19,6% e 38,1%, respectivamente, comparado ao grupo CON (diferenca
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significativa apenas para o grupo SIM) (Tabela 4). Na anélise por segmento do
co6lon, observamos que o grupo SIM apresentou menor contagem de FCA nas regides
proximal e medial, comparado ao grupo CON. J4 no coélon distal, ndo houve
diferenca entre os grupos.

O ntimero médio de CA total foi significativamente maior no grupo CON,
indicando uma maior multiplicidade das lesdes pré-neoplésicas neste grupo. Esses
resultados demonstram que o simbidtico VSL#3 e PBY foi capaz de reduzir o

desenvolvimento das lesdes pré-neoplasicas no colon dos camundongos.

Tabela 4 — Efeito do uso de probiodtico e simbiotico no desenvolvimento dos
focos de criptas aberrantes no colon de camundongos.

Numero de FCA CON PRO SIM p
FCA Total 48,71 +£9,34* 39,14+ 5,08 30,14 +5,58° 0,001*
Célon proximal 18,86 £ 5,87° 14,29 +3,68*° 10,71 £5,74° 0,029
Colon medial 17,00 +£7,57° 11,14 +3,58° 7.43+416" 0,013
Célon distal 12,86 + 5,34 13,71 £4,54  12,00£5,13 0817
CA Total 68,33+ 10,86 50,67 +4,63° 41,17+7,78° 0,000
CA/FCA 1,36 £ 0,14 1,35+ 0,09 1,42+0,23 0,681

FCA: foco de criptas aberrantes. Valores expressos como médiatdesvio padrao (n=7/grupo).
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05).
"ANOVA test "Kruskal-Wallis test.

Capacidade antioxidante in vitro do probiotico VSL#3 e do PBY e compostos
fenolicos totais do PBY

A eliminagdo do radical livre DPPH foi medida por meio da reducdo da
absorbancia a 517 nm. No nosso teste in vitro, o probiotico VSL#3 apresentou um
percentual de eliminacdo (% ARR) igual a 69,7+0,4%. Para o prebiotico PBY, o
percentual correspondeu a 74,3+0,1%. Esse percentual elevado de captacdo do
radical DPPH observado para o PBY, possivelmente, ¢ devido ao seu conteudo de
compostos fenolicos, identificados na concentracdo de 627,6 mg/L (mg EAG/100g

de solidos totais).

Efeito do uso do probiotico e simbiotico na modulagdo do estresse oxidativo no

figado e ceco

75



Observamos reducdo significativa dos produtos da oxidacdo de
macromoléculas, MDA e proteina carbonilada no tecido hepatico dos animais que
receberam o probidtico ou simbidtico (Tabela 5). Corroborando estes resultados,
verificamos ainda o aumento da atividade da enzima antioxidante catalase no grupo
SIM; ja a atividade da SOD e GST foi igual entre os trés grupos. Nas andlises
realizadas com tecido do ceco, ndo foram identificadas diferencas significativas entre

0S grupos experimentais.

Tabela 5 — Efeito do uso de probiodtico e simbidtico nos produtos da oxidacao e
atividade das enzimas antioxidantes em camundongos induzidos a lesdes pré-
neoplasicas.

CON PRO SIM p

MDA (nmol/mg de proteina)

Figado 023 +0,06° 0,13+0,06° 0,15+0,03> 0,011"

Ceco 097+023  081+0,12 1,02+0,27 0,280
Proteina Carbonilada
(nmol/mlL)

Figado 1931 £7,02*°  9,69+6,57° 3,42+1,49° 0,000°

Ceco 2,63+1,19  226+122 229+0,74 0,584
SOD (U/mg de proteina)

Figado 19,90 +4,51 19,50+ 1,60 21,52+3,30 0,485

Ceco 3844+258 4288+473 37,78+7,09 0,773
CAT (U/mg de proteina)

Figado 4,06+ 134"  441+0,66*° 5,83+1,06° 0,014

Ceco 035+0,18  029+0,06 037+0,06 0474
GST (nmol/min/mg de
proteina)

Figado 71,67 +5,30 73,10+3,46 71,15+5,01 0,726

Ceco 12,77+1,23  13,52+1,83 13,65+2,90 0,701

MDA: malondialdeido; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; GST: glutationa-S-transferase.
Valores expressos em média + desvio padrdo (n=8/grupo). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca estatistica (p<0,05). "ANOVA test "Kruskal-Wallis test.

Efeito do uso do probiotico e simbiotico na concentragdo dos AGCC fecais

O grupo que recebeu a combinacao de prebidtico e probidtico apresentou
aumento significativo na produc¢do de todos os AGCC tanto no inicio quanto no final
do experimento; ja a administragcdo do probiotico isoladamente ndo influenciou essas
concentragdes (Tabela 6). Destacamos ainda que, a andlise intra-grupo demonstrou
que, no grupo CON houve reducdo significativa dos acidos acético, propidnico e

butirico ao longo do experimento. No grupo PRO essa reducdo foi observada apenas
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para os acidos acético e butirico; o grupo SIM, por sua vez, foi capaz de manter as

concentragdes de AGCC por todo o periodo experimental.

Tabela 6 — Efeito do uso de probidtico e simbidtico nas concentragdes fecais dos
acidos graxos de cadeia curta em camundongos induzidos a lesdes pré-neoplésicas.

AGCC Tempo CON PRO SIM p
Acético 10 95,13+11,24*  114,51+11,16°  475,09+65,21° 0,000
(umol/g fezes) ] 46,23+4,92° 59,75+7,29° 460,60+83,19°  0,000"

p 0,018° 0,018° 0,889°
Propidnico 0 3,63+0,54° 2,60+0,54° 14,88+2,88° 0,000
(umol/g fezes) (] 2,1440,33° 2,27+0,46° 21,2345,59°  0,002°
p 0,042° 0,717 0,324°
Butirico 10 4,20+0,50° 4,70+0,37° 9,93+0,76° 0,001
(umol/g fezes) ] 2,70+0,16° 3,27+0,25° 7,17£1,26° 0,001
p 0,028" 0,018 0,249°

t0: concentragdo inicial, uma semana apos a introdugdo das dietas testes; #/: concentracdo final, ultima
semana do experimento. Valores expressos em média + desvio padrdo (n=8/grupo). Letras diferentes

na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05)."ANOVA test *Teste t pareado.

Efeito do uso do probiotico e simbiotico na permeabilidade intestinal

O percentual de excrec¢ao de lactulose foi significativamente maior no grupo
CON comparado aos grupos PRO (0,93+0,62% x 0,44+0,05%; p=0,048) e SIM
(0,93+0,62% x 0,41+0,12%; p=0,043). Os grupos PRO e SIM nao diferiram entre si
(p=1,000). O monossacarideo manitol nao foi identificado em nenhum das amostras

de urina analisadas.

Efeito do uso do probiotico e simbiotico na morfometria intestinal e escore

histopatologico

As medidas das camadas que compde o colon foram alteradas
significativamente ap6s utilizacdo do probidtico ou simbidtico. A profundidade das
criptas foi maior no grupo SIM (147,7 = 32,8 um), seguida do grupo PRO (127,6 +
23,5 pum) e, por ultimo, o grupo CON (106,2 + 22,5 um). Na camada muscular,
ocorreu aumento significativo apenas no grupo PRO (154,8 + 57,1 um); os grupos
CON (105,8 + 41,8 um) e SIM (120,7 £ 33,8 um) ndo diferiram entre si. J4 na
camada muscular circular, o aumento foi obervado nos grupos PRO (53,5 £ 26,6 pm)
e SIM (50,3 + 21,0 um), comparados ao CON (35,7 + 10,7 um). Curiosamente, a
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medida da submucosa reduziu de forma significativa nos grupos PRO (29,0 + 8,0
um) e SIM (24,5 £+ 8,7 um), comparado ao CON (32,5 £ 9,7 um).

A pontuagdo total média do escore histopatoldgico foi superior no grupo CON
comparado aos demais grupos (Figura 4A). Os parametros avaliados que diferiram entre

os grupos foram o dano na cripta e a profundidade da lesdo (Figura 4B).
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Figura 4 — Escore Histopatoldgico. A: pontuacdo total do escore histopatologico. B:
parametros que compde o escore histopatoldgico e comparacdo entre os grupos. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05). ANOVA test. Fotomicrografias do colon de
camundongos C57BL/6 induzidos a lesdes pré-neoplasicas com 1,2-dimetilhidrazina, coradas
com Hematoxilina & Eosina. C: criptas colonicas preservadas. D: presenca de infiltrado
inflamatorio na mucosa ¢ submucosa. E: area de transi¢do de criptas colonicas preservadas
(E1) e criptas danificadas (E2). F: area extensa de criptas danificadas. Objetiva 20X.
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Discussao

A microbiota intestinal esta diretamente relacionada ao CCR, podendo inibir
ou favorecer o desenvolvimento do mesmo®. Acredita-se que a introducio de
bilhdes de bactérias em um ecossistema, como o intestino, seja capaz de induzir
modifica¢des na microbiota e assim, alterar as respostas do organismo aos estimulos
carcinogénicos ', Deste modo, a utiliza¢io de probidticos e prebidticos, que atuam
estimulando seletivamente o crescimento das bactérias benéficas, constitui estratégia
promissora para redu¢do do risco do CCR.

Para testar os efeitos anticarcinogénicos in vivo do probidtico VSL#3 e do
simbiotico VSL#3 combinado com PBY, utilizamos um modelo animal submetido a
inducdo de lesdes pré-neopldsicas com DMH. O probiotico VSL#3 ¢ usado no
tratamento das doencas inflamatoérias intestinais (DII) e alguns estudos investigaram
seu papel no cancer associado a colite™*>***2. Contudo, ndo foram encontrados
estudos que avaliassem seus efeitos na carcinogénese induzida quimicamente, sem
associagao com colite ou outras DII.

A DMH e seu metabolito, azoximetano (AOM), sdo agentes cancerigenos
amplamente utilizados em modelos experimentais de CCR™*. Os tumores
resultantes sdo de origem epitelial com histologia, morfologia e anatomia
semelhantes as neoplasias observadas em humanos, sendo considerados de alta
reprodutibilidade para o estudo do CCR**™.

Os animais apresentaram reducdo na ingestdo alimentar apds a primeira
aplicacdo de DMH, porém, sem impactar negativamente no peso corporal. Ao
contrario, mantiveram ganho de peso progressivo até a 13* semana experimental, sem
diferencas entre os grupos. Resultados de ganho de peso sdo contraditorios entre os
estudos, onde alguns autores observaram aumento de peso nos grupos tratados com

probiotico e/ou simbidtico’ " 24596061 g

e outros ndo encontram diferencas m
estudo de Leu e colaboradores (2010)*, animais induzidos ao CCR e que receberam
o probidtico Bifidobacterium lactis (1x10'"' UFC/g), combinado ou ndo ao prebidtico
amido resistente, por 26 semanas, também ndo apresentaram diferengas no peso
corporal.

Embora fosse esperada perda de peso dos animais em decorréncia do uso da
DMH, nossos resultados demonstraram que as dietas elaboradas foram adequadas

para manter o crescimento normal dos animais. Além disso, quando a relagdo do
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ganho de peso e a ingestdo alimentar foram avaliadas, por meio do calculo do CEA,
verificou-se que o grupo PRO obteve o melhor resultado.

O uso do probidtico e/ou simbidtico impactou o peso de alguns orgaos.
Detectamos aumento significativo no peso do figado dos animais que receberam o
probidtico ou simbidtico. Esses dados corroboram com um estudo realizado com
ratos que receberam o probidtico Lactobacillus salivarius Ren (1x10'° UFC/kg ou
5x10® UFC/kg), por 15 semanas®. Gomide e colaboradores (2014)* observaram
aumento do peso relativo do figado de animais que receberam inulina ou FOS. As
variagdes de peso sugerem uma mudanga na homeostase do 6rgdo, possivelmente
causada pela DMH; o uso do probidtico ou prebiotico foi capaz de proteger o figado
destas alteragdes. O peso do ceco também aumentou com o uso do simbiotico,
resultado semelhante ao encontrado por Pattananandecha et. al. (2016)**, em estudo
que teve por objetivo avaliar o efeito da inulina no desenvolvimento dos FCA.

De forma similar, o peso do colon aumentou apods suplementacdo com
simbiotico, sem alterar o comprimento. Chang e colaboradores (2012)* constataram
aumento no peso e comprimento do coélon em ratos tratados com Lactobacillus
acidophillus (2x10° UFC ml™), por 10 semanas. Sung e colaboradores (2004)%
também verificaram aumento do peso e comprimento do colon nos animais que
receberam probidtico e alteragdo na microbiota quando prebioticos foram
adicionados a dieta.

O uso do probidtico ou simbidtico ndo provocou nenhum alteracdo nos
marcadores bioquimicos analisados (ALT, AST, FA, GGT, uréia e creatinina), apds
as 13 semanas experimentais. Resultados semelhantes foram observados por Sivieri
(2008)°®, em estudo com ratos wistar submetidos & indu¢io de FCA com DMH e que
receberam o probidtico E. faecium CRL 183 (10° UFC/mL), por 42 semanas.

O FCA ¢ caracterizado morfologicamente por criptas anormais na superficie
do colon e reconhecido como lesdes neopléasicas precoces’’. E considerado
biomarcador confiavel do estagio inicial da carcinogénese, sendo a progressao do
foco displasico uma das vias de desenvolvimento do CCR®. O crescimento do FCA
ocorre por um mecanismo de "fissdo da cripta"®, assim, FCA com mais criptas
(maior multiplicidade) indicam um estigio mais avangado da lesdo’". Devido a
progressao potencial das lesdes pré-neoplasicas, o estudo dos FCA ¢ fundamental
para a compreensao da patogénese do CCR e representa um desafio para o rastreio e

vigilancia do cancer nos estagios iniciais.
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No presente estudo, os FCA distribuiram-se uniformemente nos segmentos
proximal, medial e distal do colon. O nimero de criptas aberrantes total foi
significativamente inferior nos grupos que receberam probidtico ou simbiotico,
indicando o efeito protetor das bactérias probioticas e do prebidtico utilizado.

Lee e colaboradores (2007)"", observaram reducdo de cerca de 40% dos FCA
em camundongos induzidos com DMH a lesdes pré-neoplasicas que receberam o
probidtico Bacillus polyfermenticus, por 10 semanas. Identificamos redugao
significativa nos FCA totais no grupo SIM (38,1% x 19,6% no grupo PRO), assim
como os FCA no colon proximal e distal. Esses resultados indicam que o probidtico e
o prebidtico atuaram de forma sinérgica, conferindo maior protecao.

Uma vez que o simbidtico foi introduzido duas semanas antes da primeira
administracao do carcindégeno, acreditamos que a prote¢ao ocorra nas fases iniciais
da carcinogénese. Ha evidéncias de que a intervencdo com probidtico, prebidtico ou
simbiodtico pode diminuir a exposi¢do das células epiteliais do colon aos agentes
genotoxicos, além de modular o equilibrio entre proliferacdo e apoptose celular.

O estresse oxidativo ¢ caracterizado pelo desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, com actimulo de quantidades excessivas de radicais livres
(RL). Como consequéncia ¢ observada a oxidacdo de moléculas, dentre elas a
oxidagdo do DNA e perda de suas funcdes biologicas. A cronicidade desse processo
tem implicagdes diretas na etiologia do cancer’.

Durante a metabolizagdo da dimetilhidrazina, altas concentragdes de RL sao
produzidas concomitantes 4 diminui¢do da atividade de enzimas antioxidantes’.
Esses fatores podem iniciar a cascata da peroxidacao lipidica, observada em estudos
de CCR clinicos e experimentais’*".

Uma diversidade de compostos apresenta atividade antioxidante e sdo capazes
de eliminar diretamente os RL ou interferirem na sua geragdo. A capacidade
antioxidante dos probidticos tem sido relatada desde décadas passadas’®. Para
comprovar essa propriedade, realizamos um teste in vitro de sequestro do radical
DPPH, usando o probiotico VSL#3 e também o prebidtico PBY. De fato, foi
identificado um percentual elevado de captagdo do radical pelo probiotico, cerca de
70% e de 74% para o PBY.

A propriedade antioxidante dos probidticos ¢ atribuida a capacidade de
eliminar e/ou inibir a formagao dos RL no intestino, de quelar ions metélicos e de

inibir a auto-oxidagdo do ascorbato’’. Podem ainda, induzir a transcri¢do de genes
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envolvidos na sintese de glutationa pela mucosa intestinal™® e células pancreaticas’”.
Algumas espécies de lactobacilos mostraram produzir e liberar SOD no intestino de
ratos®™*!. A administracdo de Lactobacillus fermentum ME-3 aumenta a expressdo de
Mn-SOD e do complexo glutationa (GSSH, GPx e GR), necessarios para a
reciclagem, transporte e sintese da glutationa®.

Tem-se ainda a reducdo da ligagdo do NF-kB ao DNA, com consequente

8384 ¢ inducdo da secrecdo de

redugdo da expressao de mediadores inflamatdrios
interleucina-10*. Ademais, Pochart (1992)*® sugeriu que as bactérias presentes no
colon podem se ligar ao metabodlito ativo do DMH, que ¢ liberado no lumen
intestinal, minimizando assim sua reabsor¢do na circulagdo, removendo-o
fisicamente pelas fezes.

A yacon, alimento base para produgdo do PBY, contém flavondides, acidos
fendlicos e triptofano, que apresentam atividade antioxidante e antiinflamatoria. Os
compostos fenolicos protegem as biomoléculas, como DNA, lipideos e proteinas
contra os danos causados pelos RLY. Na analise dos compostos fenolicos totais do
PBY, foi detectado uma concentracdo de 627,6 mg/L (mg EAG/100g de solidos
totais). Esses dados ddo suporte aos resultados encontrados, onde observamos uma
modulacdo do estresse oxidativo, que podem ter contribuido para uma reducido no
aparecimento dos FCA.

Em estudos anteriores foi identificado redugdo da peroxidagdo lipidica, por
meio do teste de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), no intestino e

no tecido hepatico de animais que foram tratados com probiotico’®*®

. No presente
estudo, uma redugdo significativa nas concentragcdes de MDA foi constatada nos
grupos PRO e SIM, assim como a redugdo da proteina carbonilada. O aumento dos
niveis de MDA no figado do grupo CON ocorreu, possivelmente, devido a
toxicidade causada pela DMH.

Quanto a atividade das enzimas antioxidantes, os resultados dos estudos sdao
divergentes. Kumar e colaboradores (2012)*® notaram elevacio nos niveis de
peroxidos lipidicos e da atividade das enzimas antioxidantes em ratos Wistar
submetidos a aplicacdo de DMH; com a administracdo do probidtico Lactobacillus
plantarum AS1, houve redugdo da peroxidagdo lipidica e diminuicdo nas
concentracdoes de SOD, CAT e GST (sem, contudo, atingir os valores do controle

negativo). Para esses autores, as defesas antioxidantes poderiam sofrer uma

modulagdo pelo probidtico como resposta a um estado antioxidante melhorado. Por
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outro lado, Villarini (2008)"', observaram reducdo das concentragdes da SOD e
manutencdo da GST no figado dos animais tratados com Lactobacillus casei e
concluiram que a dieta suplementada com lactobacilos ndo protegeu contra a
genotoxicidade da DMH, uma vez que nao houve aumento da defesa antioxidante
enddgena.

Segundo Mohania e colaboradores (2013)°® a diminuicio significativa da
atividade da GST no figado e colon pode ser devido a sua utilizacdo na
desintoxicacdo de metabdlitos da DMH, sendo que a indugdo da GST pelo probiotico
seria considerada um mecanismo protetor, resultando inibi¢do da tumorigénese
colonica. A GST ¢ uma enzima antioxidante que pertence ao grupo de enzimas de
fase 2 do processo de biotransformacao; ¢ encontrada em diversos 6rgaos, porém em
grande quantidade no figado™. Acredita-se que os probidticos sio capazes de
aumentar a expressio de GST por meio da a¢io do acido butirico™.

Além da diminui¢do dos produtos da oxidagdo, observamos aumento
significativo na atividade da CAT no figado do grupo SIM. A CAT compde um dos
principais sistemas de defesa contra o estresse oxidativo, pois converte rapidamente
H,0, em H,0 e 0,°!. Como a CAT e a GST sdo produzidas em grandes quantidades
no figado e por este ser o principal local de metabolizagdo da DMH, acreditamos que
as diferencas observadas entre a atividade das enzimas no figado e ceco se devam a
esses fatores. Nesse sentido, a modulacdo do estresse oxidativo pode ser um dos
mecanismos subjacente a reducdo dos FCA nos grupos que receberam probiotico ou
simbiotico, conclusdo essa ratificada pela elevada capacidade antioxidante in vitro do
VSL#3 e do PBY.

A reducao do aparecimento dos FCA no grupo que recebeu o simbidtico
também pode estar relacionada ao aumento da producao dos AGCC; estes sao os
produtos finais da fermentagdo bacteriana de carboidratos ndo digeriveis, como o
FOS e a inulina®®. Os AGCC apresentam atividade antiinflamatoria e capacidade de
suprimir a ativagdo do fator de transcrigdao nuclear NF-kB”. Além disso, melhoram a
barreira intestinal, uma vez que aumentam a produc¢ao de muco e a proliferacao de
células saudaveis. O acido propionico estimula a apoptose das células tumorais e
exibe atividade anti-proliferativa, sendo o segundo AGCC preferencialmente
utilizado pelos colondcitos como substrato energético’ .

O butirato, no entanto, ¢ de interesse particular, uma vez que atua como

inibidor das histonas desacetilases (HDAC1); estes sdo considerados uma classe de
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agentes anti-tumorais que regulam a proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e
angiogénese tumoral®®. O desequilibrio entre acetilagio e desacetilagdo das histonas
em regioes promotoras contribui para desregulacdo da expressdo gé€nica, que pode
levar & carcinogénese’*”>. A producio de butirato é dependente da composicio da
microbiota intestinal, da composicdo quimica e da quantidade dos substratos
disponiveis para o processo de fermentagio’®.

A concentracao dos AGCC fecais foi determinada em dois momentos: uma
semana apds a introducdo do probidtico/simbidtico e na ultima semana do
experimento e obtivemos resultados interessantes. Com apenas uma semana de uso
do simbiotico, todos os AGCC aumentaram significativamente. Da mesma forma, na
ultima semana do experimento a concentragdo dos acidos acético, propionico e
butirico permaneceram significativamente elevados no grupo SIM.

Contudo, comparando-se os valores observados no inicio e final do
experimento dentro do mesmo grupo, percebemos que, no geral, a producdo dos
AGCC diminuiu. Essa reducao, provavelmente foi causada pela DMH, que interfere
no metabolismo microbiano. No grupo CON, houve reducao significativa dos trés
acidos graxos comparando-se os dois tempos; ja no grupo PRO, esse efeito foi
observado para os acidos acético e butirico. O grupo SIM foi o Unico capaz de
manter as concentracdes dos acidos graxos, mesmo com a aplicagdo da DMH. Esses
dados refor¢cam a importancia de se fornecer os substratos fermentaveis necessarios
para aumentar a producdo dos AGCC.

Nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores® ™ . Em estudo
realizado por Moura (2012)*°, com ratos Wistar submetidos a indugdo de lesdes pré-
neoplasicas com DMH, observaram aumento significativo nas concentragdoes de
acido acético e butirico nos grupos que receberam dieta contendo 1% de yacon e nos
que receberam a formulagio simbiotica, com 2,5x10'° UFC/kg de L. casei e dieta
com 1% de yacon. Esse aumento nao foi observado no grupo que recebeu 0,5% de
yacon, indicando que existe uma concentra¢cdo minima necessaria do prebidtico para
deteccao do efeito. Para os autores, o efeito protetor do probidtico ou simbiodtico
envolveu o aumento da produgdo dos AGCC que se correlacionaram a redugdo do
desenvolvimento de FCA e de tumores do colon.

A integridade do epitélio do trato gastrointestinal ¢ fundamental para a
manutengdo da barreira intestinal. Além das células epiteliais, o estado de ativagao

do sistema imunolédgico, a microbiota intestinal e seu metabolismo, a producdo de
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muco, a secre¢ao de peptideos antimicrobianos, as proteinas de jun¢do e o sistema
nervoso entérico contribuem para o adequado funcionamento da mesma’. A
disfun¢do da barreira intestinal pode aumentar a passagem de antigenos pela mucosa
e iniciar um processo inflamatdrio e desenvolvimento do CCR”.

Individuos que apresentam doencas intestinais cursam com aumento da

100 1= . ,
1. Nao esta totalmente claro se esse aumento é causa ou

permeabilidade intestina
consequéncia, no entanto, a melhora da barreira intestinal pode ser um alvo
importante na prevencdo e tratamento de disturbios intestinais''.

Uma variedade de testes tem sido utilizados para avaliar a integridade da
barreira intestinal, incluindo o uso de radiofarmacos ou agucares nao metabolizaveis,
como a lactulose e o manitol'”. A lactulose ¢ um dissacarideo absorvido por via
paracelular, ou seja, entre as células epiteliais. J& o manitol ¢ um monossacarideo
absorvido pela via transcelular, através de pequenos poros aquosos, de alta
incidéncia, presentes na membrana das células epiteliais intestinais. O aumento da
absorcio de lactulose ¢ indicativo de aumento da permeabilidade intestinal'®.

Os prebioticos, probiodticos e simbiodticos foram propostos como intervencgoes
promissoras para melhorar a funcdo de barreira intestinal. De fato, estudos
comprovaram melhoria na permeabilidade intestinal apés o uso de probidtico'*'%,
prebiotico'™ ou simbidtico'”’. Nossos resultados corroboram estudos anteriores,
onde observamos menores taxas de excre¢ao de lactulose nos animais que receberam
probidtico ou simbidtico. A fermentagdo dos prebiodticos pela microbiota aumenta a
producdo dos AGCC, que funcionam como combustivel para os colondcitos e,
consequentemente melhora a fungdo de barreira intestinal'®.

Além dos efeitos sobre a permeabilidade intestinal, o aumento das
concentragdes dos AGCC provavelmente contribuiu para os resultados observados na
proliferacdo epitelial no célon, identificados por meio do aumento da profundidade
das criptas. O aumento foi significativo e progressivo nos grupos PRO e SIM em
relagdo ao grupo CON. Leu e colaboradores (2010)* concluiram que a profundidade
da cripta depende da presenca de um substrato fermentavel, uma vez que animais que
receberam dieta restrita em prebidticos apresentaram criptas menores. A producdo
fermentativa dos AGCC ¢ considerada um fator tréfico para o epitélio colénico'™.

Concluimos que a combinag¢do simbiodtica do VSL#3 e do PBY ¢ mais eficaz

na reducao da incidéncia das lesdes pré-neoplasicas induzidas por DMH comparado

ao uso do probiotico isoladamente. O mecanismo subjacente a redugdo dos FCA

85



envolve a capacidade antioxidante do VSL#3 e do PBY, sendo capazes de promover
diminui¢do da concentracao dos produtos da oxidagdo e estimular a atividade de
enzimas antioxidantes. O simbidtico interfere no metabolismo da microbiota do
colon, aumentando a producao de compostos com atividade anticarcinogénica, como
o butirato. Em conjunto, esses fatores contribuiram para melhora da barreira

intestinal e proliferacdo das células saudaveis do colon.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Estudos anteriores relataram o beneficio do uso dos probidticos e simbidticos
na redug¢do da incidéncia de lesdes pré-neoplésicas e tumores colorretais em modelos
animais, além de retardar a progressdo do cancer associado as DII. Os mecanismos
subjacentes envolvidos contemplam a modificagdo da composicdo da microbiota
intestinal; alteracao da atividade metabolica da microbiota; degradacao de compostos
carcinogénicos presentes no limen intestinal; produ¢do de compostos com atividade
anti-carcinogénica; imunomodula¢do; melhora da barreira intestinal; alteracdo na
fisiologia do hospedeiro e inibicao da proliferacao celular e indugdo de apoptose nas
células tumorais.

No nosso estudo, foi observado que a utilizagdo do simbiotico confere maior
protecdo comparada ao uso do probidtico isoladamente. Acreditamos que os
resultados obtidos sejam justificados pelo poder antioxidante do probiotico VSL#3 e
do PBY, que foram capazes de reduzir as concentragdo dos produtos da oxidagdo e
estimular a atividade de enzimas antioxidantes. Adicionalmente, houve um aumento
na concentracdo dos AGCC, que possilvelmente contribuiram para melhora da
permeabilidade intestinal e proliferagdo das células saudaveis do célon.

Dessa forma, encorajamos o consumo regular de probidticos associados a
alimentos fontes de prebidticos como medida preventiva contra as desordens que
acometem o intestino. Destacamos a importancia do desenvolvimento de novos
estudos, sobretudo com humanos, a fim de esclarecer outros mecanismos que possam

estar relacionados ao desenvolvimento e progressdao do CCR.
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