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RESUMO

REIS, Sandra Aparecida dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicgosa, julho de 2015. Efeito
do consumo de kefir de leite integral sobre o desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas
intestinais em ratos Wistar. Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Coorientadores:
Sérgio Luis Pinto da Matta, Leandro Licursi de Oliveira e Damiana Diniz Rosa.

A bebida fermentada kefir é produzida a partir da atividade metabolica de bactérias e
leveduras que vivem em associacdo simbidtica nos graos de kefir. O consumo regular do kefir
tem sido associado a uma série de atividades terapéuticas, dentre elas a inibicdo do
desenvolvimento tumoral. Devido as altas taxas de incidéncia e de mortalidade do cancer
colorretal, este estudo teve como principal objetivo avaliar o efeito do consumo regular do
kefir de leite integral na reducdo do desenvolvimento de lesdes pré-neoplésicas no colon de
ratos Wistar. Inicialmente, avaliamos a sobrevivéncia das bactérias do acido lactico e das
leveduras presentes no kefir de leite integral apds a simulagcdo in vitro das condigdes
prevalecentes no trato gastrointestinal humano. Posteriormente, trinta ratos Wistar foram
divididos em trés grupos experimentais. Nas cinco primeiras semanas, fase de pré-inducao, os
animais do grupo controle foram tratados com 1 mL de &gua destilada, o grupo leite recebeu 1
mL de leite integral pasteurizado, e o grupo kefir foi tratado com 1 mL de kefir de leite
integral, via gavagem diariamente. Ao término desta fase os animais foram submetidos ao
protocolo de inducdo das lesbes pré-neoplasicas com 1,2-dimetilhidrazina. Neste momento
teve inicio a fase de pds-inducdo, a qual teve duracdo de quinze semanas, onde 0s animais
continuaram recebendo seus respectivos tratamentos. Assim, 0 experimento teve duracao total
de vinte semanas. Dados da simulacdo in vitro demonstraram que as leveduras presentes no
kefir de leite integral sdo mais resistentes as condicdes prevalecentes no trato gastrointestinal
do que as bactérias do acido lactico. Quanto a atividade anticarcinogénica do kefir, observou-
se que o tratamento com o kefir foi capaz de reduzir em 36,7 % a incidéncia dos focos de
cripta aberrante no c6lon dos animais tratados em comparacgdo ao controle (p < 0,001). Ainda,
o kefir aumentou a atividade da enzima antioxidante catalase (p < 0,001) no cdélon e a
concentracdo dos acidos graxos de cadeia curta nas fezes do ceco (p < 0,001), além de reduzir
a razdo lactulose/manitol (p = 0,020) ao final da fase de p6s-indugdo. Com isto, conclui-se
que a atividade anticarcinogénica do kefir de leite integral se deve a reducdo da
permeabilidade intestinal, a0 aumento da atividade antioxidante, e ao aumento da producao

dos acidos graxos de cadeia curta.
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ABSTRACT

REIS, Sandra Aparecida dos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2015. Effect of
milk kefir consumption on the development of pre-preneoplasic intestinal lesions in
Wistar rats. Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-advisers: Sérgio Luis Pinto da
Matta, Leandro Licursi de Oliveira and Damiana Diniz Rosa.

Kefir is a fermented beverage produced from the metabolic activity of bacteria and yeasts
living in symbiotic association in kefir grains. Regular consumption of kefir has been
associated with a variety of therapeutic activities among them, the inhibition of tumor
development. Due to high rates of incidence and mortality of colorectal cancer, this study
aimed to evaluate the effect of regular consumption of whole milk kefir in the risk reduction
of the development of preneoplasic lesions in Wistar rats. Initially, we evaluated the survival
of lactic acid bacteria and yeasts present in whole milk kefir after in vitro simulation of the
conditions prevailing in the human gastrointestinal tract. Subsequently, thirty Wistar rats were
divided into three experimental groups. In the first five weeks, the so-called pre-induction
phase, the control group was treated with 1 mL of distilled water, the milk group received 1
mL of pasteurized milk and the kefir group was treated with 1 mL of whole milk kefir,
administered daily through gavage. At the end of this phase the animals were subjected to the
induction protocol of preneoplasic lesions with 1,2-dimethylhydrazine. At this time it began
the post-induction phase, fifteen weeks, when the animals continued to receive their
treatments. Thus, the experimental lasted twenty weeks. The in vitro simulation data showed
that the yeasts present in whole milk kefir are more resistant to the conditions prevailing in
the gastrointestinal tract than the lactic acid bacteria. Regarding the anticarcinogenic activity
of kefir, it was observed that treatment with kefir was able to reduce by 36.7 % the incidence
of aberrant crypt foci in the colon of the treated animals compared to the control (p < 0.001).
Furthermore, kefir increased the antioxidant enzyme catalase activity (p < 0.001) in the colon
and the concentration of short-chain fatty acids in the feces of the cecum (p = 0.046), while
reducing the reason lactulose/mannitol (p = 0.020) at the end of the post-induction phase.
Thus, it was concluded that the anticarcinogenic activity of whole milk kefir is due to
reduction of intestinal permeability, increased antioxidant activity, and increased production

of short chain fatty acids.



1 INTRODUCAO GERAL

O kefir € um leite fermentado acidificado, ligeiramente carbonado, que possui
pequenas quantidades de alcool em sua composicdo. Este leite fermentado é o resultado da
atividade metabdlica de uma mistura especifica e complexa de um conjunto de bactérias e
leveduras que vivem em associagdo simbidtica nos graos de kefir (LOPITZ-OTSOA et al.,
2006).

Em funcdo da diversidade microbiana, durante o processo de fermentacdo do kefir €
produzida uma variedade de compostos bioativos, como os &cidos acético e lactico,
exopolissacarideos, peptideos bioativos e bacteriocinas (SARKAR, 2007).

Estes compostos bioativos, juntamente com 0s microrganismos presentes no kefir, séo
0s responsaveis pelas diversas atividades terapéuticas que o consumo regular deste leite
fermentado proporciona aos seus consumidores (LEITE et al., 2013). Assim, o kefir pode ser
considerado um alimento probidtico, uma vez que fornece microrganismos vivos, que quando
ingeridos em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001).

E crescente o nimero de estudos que avaliam o efeito da ingestdo regular de
probidticos na prevencdo e/ou inibicdo do desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas no
colon (HATAKKA et al., 2008; PALA et al., 2011; MOHANIA et al., 2013; ZHU et al.,
2014). Estas lesdes podem dar origem ao cancer colorretal o qual apresenta altas taxas de
incidéncia e mortalidade (HAGGAR e BOUSHEY, 2009). Portanto, estudos desse tipo séo de
grande interesse para a comunidade cientifica e para a sociedade.

Considerando que o kefir seja capaz de inibir o desenvolvimento tumoral (LIU et al.,
2002; RIZK et al., 2009), é um alimento seguro, e pode ser facilmente produzido em
domicilio (ROSA et al., 2014). Hipotetizou-se que o consumo regular do kefir de leite integral
seria capaz de prevenir o desenvolvimento de lesGes pré-neoplasicas induzidas quimicamente
no célon de ratos Wistar, através do aumento da atividade antioxidante coldnica e hepatica, do
estimulo para o aumento da producdo de muco pelas células caliciformes do colon, da
diminuicdo da permeabilidade intestinal, e do aumento da producdo dos acidos graxos de

cadeia curta.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito do consumo regular do kefir de leite integral na reducdo do risco do

desenvolvimento de lesGes pré-neoplasicas no colon de ratos Wistar.

2.2 Especificos

» Revisar e discutir os principais mecanismos responsaveis pela atividade anticarcinogénica
dos microrganismos probidticos;

» Auvaliar a sobrevivéncia das bactérias do acido lactico e das leveduras presentes no kefir de
leite integral ap6s serem submetidos a simulacdo in vitro das condicGes prevalecentes no
trato gastrointestinal humano;

» Avaliar o efeito do consumo regular da bebida fermentada kefir na prevencdo do
desenvolvimento de lesGes pré-neoplasicas no célon de ratos Wistar;

» Avaliar o efeito do consumo regular da bebida fermentada kefir na producdo dos acidos
graxos de cadeia curta, na permeabilidade intestinal, na producdo de diferentes tipos de

mucinas pelas células caliciformes e na concentracdo das enzimas do sistema antioxidante.



3 METODOLOGIA GERAL

3.1 Preparo, Avaliacdo Fisico - Quimica e Microbioldgica do Kefir

3. 1.1 Preparo do Leite Fermentado: Kefir de Leite Integral

Os grdos de kefir foram obtidos de familias que tradicionalmente fazem o seu
consumo, na regido da zona da Mata Mineira, Minas Gerais, Brasil. O preparo do kefir foi
realizado no Laboratério de Bioguimica Nutricional, Departamento de Nutricdo e Salde da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Campus Vigosa-MG, onde procurou-se reproduzir as
condigBes de preparo realizadas em domicilio.

Para o preparo do leite fermentado, inicialmente foram realizados testes, nos quais
diferentes concentracBes de grdos de kefir foram inoculadas no leite integral pasteurizado.
Assim, padronizou-se a inoculacdo de 8 g dos graos de kefir em 100 mL de leite de vaca
integral pasteurizado (FUNARBE, Vigosa-MG). Este foi mantido em temperatura ambiente
(22 = 3 °C) por 24 horas, sem agitacdo, em recipiente de vidro previamente esterilizado,
fechado com tampa, porém ndo hermeticamente.

Decorrida a fermentacdo, os grdos de kefir foram separados do leite fermentado
através de peneiracdo. Em seguida, os grdos foram submetidos a um novo processo de
fermentacdo, em leite integral pasteurizado para dar continuidade a producdo. Doravante, 0
leite fermentado serd denominado kefir (Figura 1).

Apds a fermentacéo, foi realizada a contagem de bactérias do acido lactico (BAL) e de
leveduras. Dessa forma, apenas o kefir que atendia as exigéncias do Codex Alimentarius
(CAC, 2010) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2008) foi

utilizado em nossos experimentos.
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Figura 1- Preparo do kefir de leite integral.

3.1.2 Contagem de BAL do Kefir

A fim de determinar a concentragdo dos graos de kefir que seriam utilizados para a
producdo do kefir, e monitorar a quantidade de BAL que seria oferecida diariamente aos
animais, foi realizada a contagem de BAL durante diferentes momentos do experimento.

A contagem de BAL foi realizada pelo método de plagueamento em superficie por

meio da técnica de microgotas a partir de diluigdes decimais seriadas.
Na superficie de cada placa, contendo 4gar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Acumedia®,
Estados Unidos da América - EUA), foram inoculados 20 pL das diluicdes decimais (10, 10°
21073, 10* 10°, 10°, 107, 10®) do kefir preparado com o leite integral. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas em estufa (BOD, modelo Tecnal - TE 390, Brasil) para a
contagem de unidades formadoras de colonia (ufc).

A partir da formula: (média final da contagem de ufc x fator de diluicdo)/aliquota

utilizada para o plaqueamento, determinou-se a quantidade de ufc de BAL/mL de kefir.



3.1.3 Contagem de Leveduras

A contagem de leveduras foi realizada pelo método de plagueamento em superficie
por meio da técnica de microgotas a partir de diluicGes decimais seriadas. Na superficie de
cada placa contendo 4gar de batata e dextrose (BDA) (Sigma Aldrich®, EUA) acidificado com
solucdo de 10 % de 4cido tartarico, foram inoculados 20 pL das diluicdes decimais (107, 107?,
103, 10 10°, 10°, 107, 10®) do kefir preparado com o leite integral. As placas foram
incubadas a 28 °C em estufa incubadora (BOD, modelo Tecnal - TE 390, Brasil) durante 4
dias.

A partir da formula: (media final da contagem de ufc x fator de diluicdo)/aliquota

utilizada para o plagueamento, determinou-se a quantidade de ufc de leveduras/mL de kefir.

3.1.4 Determinacao do pH e da Acidez do Kefir

O pH do kefir foi determinado com o auxilio de um pHmétro (Instrutherm, modelo
PH-1900, Brasil) previamente calibrado em temperatura ambiente (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985).

A acidez foi determinada de acordo com o método de acidez titulavel (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985). Como solucdo titulante utilizou-se o hidroxido de sédio (NaOH) 0,1
N (Vetec®, Brasil), e como indicador solugéo alcodlica de fenolftaleina a 1 %. A titulagdo foi
realizada sob agitacdo continua, até o ponto de viragem.

Para o célculo da acidez titulavel utilizou-se a equacdo: (V x f x 0,9)/M, onde V:
volume de solucdo de NaOH 0,1 N gasto na titulacdo (mL); f: fator de correcdo da solucao de
NaOH 0,1 N; M: volume da amostra (mL). O resultado final foi expresso em porcentagem de
acido lactico/mL de kefir.



3.1.5 Teste de Viabilidade de BAL e Leveduras Apds a Simulacdo das CondicBes
Prevalecentes no Trato Gastrointestinal Humano

- Condicao Gastrica Simulada

Durante 90 min os microrganismos do kefir de leite integral e do leite de vaca integral
pasteurizado (FUNARBE, Vigosa-MG, Brasil) foram submetidos as condigdes gastricas
simuladas in vitro, segundo metodologia de CONCEICAO et al., (2013).

O meio para a simulacdo das condigdes géstricas (“suco gastrico”) continha 3% de
pepsina (Sigma Aldrich®, EUA), 4% de mucina (Sigma Aldrich®, EUA) e 0,5% de cloreto de
sodio (NaCl), com pH final ajustado para 2 com solucdo de &cido cloridrico 5 M. Assim,
durante o teste de viabilidade 200 pL do kefir ou do leite integral foram tratados com 200 pL
do “suco gastrico” (teste). Para o controle, 200 pL do kefir ou do leite integral foram tratados
com 200 pL de solucdo tampéo fosfato de sddio (PBS).

A cada 30 min, os microrganismos foram coletados por centrifugacdo a 7000 g a 4°C,
por 5 min (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). O sedimento formado com a
centrifugacdo foi lavado com PBS pH 7,4 por duas vezes. Em seguida este foi recuperado em
400 uL de PBS, para o posterior plagueamento em meio seletivo para a contagem de BAL
(MRS &gar, Acumedia®, EUA) e leveduras (BDA &gar, Sigma Aldrich®, EUA). Os resultados
encontrados foram expressos em log ufc/mL de kefir ou leite.

- Condicao Intestinal Simulada

Apdbs os microrganismos do kefir e do leite integral serem expostos as condi¢bes
gastricas simuladas in vitro, estes foram submetidos in tandem durante 150 min as condicGes
intestinais simuladas in vitro.

O meio para a simulagdo das condi¢fes intestinais (“suco pancreatico) continha 1 %
de pancreatina (Sigma Aldrich®, EUA), 4 % de mucina (Sigma Aldrich®, EUA), 0,3 % de sais
biliares (Himedia®, EUA) e 0,5 % de NaCl, com pH final ajustado para 6,8 com solucéo de
NaOH 1,5 M (CONCEICAO et al., 2013).

Assim, 200 pL do kefir ou do leite integral foram tratados com 200 pL do “suco
pancreatico” (teste). Para o controle, 200 pL do kefir ou do leite integral foram tratados com
200 pL de PBS.



A cada 30 min, os microrganismos foram coletados por centrifugacéo a 7000 g a 4°C,
por 5 min (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). O sedimento formado com a
centrifugacdo foi lavado com PBS pH 7,4 por duas vezes. Em seguida este foi recuperado em
400 pL de PBS. Essa suspensao foi plaqueada em meio seletivo para a contagem de BAL
(MRS &gar, Acumedia®, EUA) e leveduras (BDA &gar, Sigma Aldrich®, EUA). Os resultados
encontrados foram expressos em log ufc/mL de kefir ou leite.

3.2 Desenho Experimental

3.2.1 Animais

Foram utilizados trinta ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus,
variedade albinus, Rodentia) provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFV, com peso médio de 225,3 + 3,2 g. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais, com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 22 + 2 °C.
Os animais receberam agua destilada e racdo comercial (Presence®, Brasil) ad libitum por

vinte semanas.

3.2.2 Fase Pré-Inducao

Ratos Wistar, com oito semanas de vida, foram randomicamente divididos em trés
grupos experimentais: grupo controle (n = 10), grupo leite (n = 10) e grupo kefir (n = 10).
Todos os animais receberam diariamente no periodo vespertino, entre as 14 e 16 h, seus
respectivos tratamentos via gavagem.

Os animais do grupo controle receberam 1 mL de &gua destilada, o grupo leite recebeu
1 mL de leite de vaca integral pasteurizado (FUNARBE, Vicosa-MG, Brasil) e o grupo kefir
recebeu 1 mL de kefir de leite integral fresco. Esta fase teve duragdo de cinco semanas
(Figura 2).
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Figura 2- Desenho experimental. As cinco primeiras semanas correspondem a fase de pré-indugdo. A
regido hachurada, compreendida entre as setas (2 semanas), corresponde a fase de inducdo das lesGes pré-
neoplasicas com 1,2-dimetilhidrazina, quando deu-se inicio a fase de pds-inducao, que teve duracao total de
quinze semanas experimentais.

3.2.3 Inducéo das Lesdes Pré-neoplasicas

Ao final das cinco semanas da fase de pré-inducdo foram induzidas as lesGes pré-
neoplésicas em todos 0s grupos experimentais. Para tal fim, a 1,2-dimetilhidrazina - DMH
(Sigma Aldrich®, EUA), foi dissolvida em uma solucéo veiculo de 0,9 % de NaCl contendo 1
mM de EDTA e 10 mM de citrato de sédio trifosfato, com pH final ajustado para 8,0
(LARANGEIRA et al., 1998).

Os animais receberam quatro inje¢Oes subcutaneas de DMH, na dosagem de 40 mg/kg
peso corporal. Foram realizadas duas aplicacGes, com intervalo de 3 dias, durante duas
semanas (RODRIGUES et al., 2002). Neste periodo, 0s animais continuaram recebendo os

tratamentos via gavagem.

3.2.4 Fase Pés-Inducéo

Apbs o periodo de inducdo, os animais continuaram recebendo diariamente via
gavagem 1 mL de &gua destilada no grupo controle, 1 mL de leite de vaca integral
pasteurizado no grupo leite, e 1 mL de kefir de leite integral no grupo kefir. Esta fase teve

duracgéo de quinze semanas no total (Figura 2).
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3.2.5 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFV, nimero do protocolo: 84/2014 (Anexo A).

3.3 Eutanasia e Dissecagdo dos Orgaos

A eutanésia dos animais foi realizada no Laboratorio de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Salde da UFV, por uma equipe treinada e com o
acompanhamento de um médico veterinario.

Foi utilizado anestésico inalatério como agente de eutandsia, em funcdo da
necessidade de coleta de sangue, como forma de minimizar os efeitos do estresse na
manipulacdo dos animais. Apos serem submetidos a um jejum de 12 horas, os roedores foram
anestesiados de 3 a 5 minutos com isoflorano, a 3 % (Cristalia®, Brasil), utilizando circuito
simples com fluxdmetro, acoplado a um cilindro de oxigénio. Os animais foram
acondicionados individualmente em caixas transparentes e vedadas para saturacdo do
anestésico, ampliando assim os efeitos aguardados da sedacdo e anestesia profunda. Foram
avaliados parametros fisioldgicos e reflexos para averiguacdo do grau de sensibilidade da
anestesia para que, enfim, os animais fossem submetidos a exsanguinag&o total.

O sangue foi coletado por incisdo na aorta abdominal e posteriormente centrifugado a
704 g por 10 minutos (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). O soro foi retirado e
armazenado a -80 °C para analises posteriores.

O figado foi removido, lavado com PBS 10 mM e pesado em balanca, sendo
congelado a -80 °C para andlises posteriores. No momento da eutanasia, foi coletado o
conteddo cecal, o qual foi armazenado a -80 °C para posteriores analises.

Aleatoriamente, o célon de cinco animais de cada grupo foram fixados em formalina
de Carson (CARSON et al., 1973) e mantidos em temperatura ambiente para contagem dos
focos de cripta aberrante (FCA).O célon dos outros cinco animais de cada grupo foi dividido
em trés porcdes, sendo que as porcdes proximal e distal, em relacdo ao ceco, foram
congeladas a -80 °C, e a porcdo medial foi fixada em formalina de Carson (CARSON et al.,

1973) para as analises histoldgicas.
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3.4 Avaliagéo do Ganho de Peso, do Consumo Alimentar e do CEA

O peso corporal dos animais foi verificado semanalmente. O consumo alimentar foi
avaliado a partir da diferenca de peso entre a quantidade de dieta ofertada e a quantidade
restante ndo consumida somada as sobras do fundo da gaiola. O célculo do coeficiente de
eficacia alimentar (CEA) foi estabelecido pela relacdo entre o ganho de peso/consumo

alimentar.

3.5 Coleta das Fezes da Gaiola

A coleta das fezes da gaiola ocorreu trés dias antes do final das fases de pré e de pos-
inducdo. Os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas por um periodo de 24 h, onde
tiveram livre acesso & agua destilada e a racdo comercial (Presence ®, Brasil). Transcorridas
as 24 h, as fezes presentes no fundo da gaiola foram coletadas e armazenadas a -80 °C para

posteriores analises.

3.6 Teste de Permeabilidade Intestinal

O teste de permeabilidade intestinal foi realizado dois antes do final das fases de pré e
de pés-inducdo. Os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas, e permaneceram em
jejum durante todo o procedimento. No entanto, 0os mesmos tiveram livre acesso a agua
destilada.

Nas primeiras 5 h foi coletada a urina basal. Em seguida, os animais receberam, via
gavagem, 1 mL da solucdo de aclcares contendo 200 mg de lactulose (Lactulona®, Austria) e
100 mg de manitol (Synth®, Brasil). Toda a urina excretada nas subsequentes 8 h foi coletada
(urina teste) (MEDDINGS et al., 1999; MENDONCA et al., 2009).

Tanto a urina basal quanto a urina teste foram quantificadas e centrifugadas a 704 g
por 10 minutos (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha), para eliminar impurezas. As
amostras foram armazenadas a -20 °C para a posterior dosagem dos agucares.

A quantificacdo dos acUcares foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta

eficiéncia (Shimadzu®, detector modelo: RID 10A, Japdo) utilizando comprimento de onda de
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220 nm. Para a separacdao cromatogréfica, 20 uL de amostra foram injetadas em uma coluna
(Aminex®, modelo HPX-87H, EUA) com 300 mm x 7,8 mm de diametro com fluxo de 1
mL/minuto e pressdo de 54 Kgf utilizou-se como fase movel acido sulfdrico 0,05 N/L em
agua.

Os resultados foram apresentados em percentagem de excrecdo urinéria dos agucares,
sendo tambeém calculada a razéo de excrecdo de lactulose/manitol (MEDDINGS et al., 1999;
MENDONCA et al., 2009).

3.7 Andlises Bioquimicas

O colesterol total, fracdo HDL-colesterol, triglicerideos, glicose, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e creatinina foram determinados
nas amostras de soro, por meio do método enzimatico colorimétrico, utilizando-se Kits
comerciais (Bioclin®, Brasil), sendo as leituras realizadas pelo aparelho BS200. A fracdo
LDL-colesterol foi calculada utilizando a equacdo de Friedewald (1972): LDL-c = (CT -
HDL-c) - (TG/5).

3.8 Contagem e Categorizacao dos Focos de Criptas Aberrantes

Apobs a eutandsia, o colon foi lavado com PBS, aberto longitudinalmente pela banda
contra mesentérica, colocado em placas de parafina, com a mucosa voltada para a parte
superior da placa. O col6n foi fixado com formalina de Carson (CARSON et al., 1973) por 24
horas. Apds a fixagdo, o tecido foi medido com o auxilio de uma régua e dividido em trés
segmentos equidistantes, que foram identificados em proximal, medial e distal em relacéo ao
ceco.

Para a contagem dos FCA, os segmentos foram corados com solucdo de azul de
metileno 0,1 %, durante dois minutos e lavados com PBS para a retirada do excesso do
corante. A contagem foi realizada com o auxilio de um microscopio de luz (Olympus America
InC., modelo CBA, EUA) com aumento de 100X, por dois observadores. A categorizagdo dos
FCA foi realizada com base no nimero de criptas aberrantes por foco, sendo focos com até

trés ou menos criptas (FCA < 3) e focos com mais de trés criptas (FCA > 3) (BIRD, 1987).
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Os percentuais de reducdo dos FCA foram obtidos pela seguinte formula: 100 -
(100/poténcia de reducdo) (PELUZIO et al., 2009), sendo a poténcia de reducéo calculada
dividindo a média do nimero dos FCA do grupo controle pela média de FCA dos grupos leite

e kefir.

3.9 Extracéo e Dosagem dos Acidos Graxos de Cadeia Curta

A quantificacdo dos AGCC foi realizada segundo metodologia proposta por
SMIRICKY-TJARDES et al., (2003) adaptada. Para a extracao, foram adicionados 900 uL de
4cido meta-fosférico a 25 % (Sigma Aldrich®, EUA) &s amostras do contetido cecal coletadas
durante a eutandsia, e as fezes coletadas ao final das fases de pré ou pds-inducdo. Apds
homogeneizacdo as amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos em temperatura
ambiente.

Transcorrido este tempo as amostras foram centrifugadas a 14262 g por 30 minutos a
4°C. O sobrenadante foi retirado e submetido a mais duas centrifugacdes a 14262 g por 20
minutos & 4°C (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha).

As andlises dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acetato, propionato e butirato
foram realizadas em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu®, detector modelo:
SPD-10A VP acoplado ao detector ultra-violeta, Japdo) utilizando-se um comprimento de
onda de 210 nm. Para a separacao cromatografica, 20 pL de amostra foram injetados em uma
coluna (Macherey-Nagel®, modelo EC 250/4.6 nucleosil 100-5 C18, Jap&o) com 250 cm x 4,6
mm de didmetro com fluxo de 0,6 mL/minuto, pressao de 65 Kgf e fase movel 1 % de acido

orto-fosforico em agua.

3.10 Analises Histoldgicas
3.10.1 Processamento Histoldgico

Fragmentos do colon medial de cinco animais de cada grupo foram removidos e
fixados em formalina de Carson (CARSON et al., 1973) em temperatura ambiente. Apds
fixacdo os tecidos foram desidratados em gradiente crescente de etanol (70 % até absoluto),

diafanizados com xilol e incluidos em Paraplast® (Sigma Aldrich, Suica). Seccbes
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transversais de 5 um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo (Olympus America
InC., modelo CUT 4055, EUA).

3.10.2 Coloracéo de Alcian Blue e Acido Periddico de Schiff

As seccOes histologicas foram submetidas as coloragfes de alcian blue (AB) e/ou
acido periodico de Schiff - PAS. Com isto, almejou-se evidenciar as células caliciformes
produtoras de mucopolissacarideo acido, coradas com AB, na cor azul; as células caliciformes
produtoras de mucopolissacarideo neutro, coradas com PAS, na cor rosea; e as células
caliciformes que produziam os dois tipos de mucopolissacarideos, com coloracdo variando de
azul purpura ao violeta, que foram coradas pelos dois corantes (MCMANNUS e MOWRY,
1960).

Assim, as laminas passaram pela bateria de pré-coloracdo, para a reidratacdo dos
cortes, e em seguida foram lavadas com solucéo tampéo de &cido acético 3 % por 5 min. A
sequir foram entdo incubadas em solucdo de AB pH 2,5 por 15 min, para a coloracdo dos
mucopolissacarideos acidos. Apds serem novamente lavadas com solugdo tampdo de acido
acético 3 % por 1 min, foram coradas com fast red 0,5 % por 3 min, para evidenciar o nicleo
das ceélulas.

Para a coloracdo com PAS, as laminas foram incubadas com acido periodico durante
15 min. Apds serem lavadas com agua destilada, estas foram incubadas com reativo de Schiff
em temperatura ambiente por 30 min, para a coloracdo dos mucopolissacarideos neutros. Em
seguida, foram coradas com hematoxilina de Harris por 1 min, para evidenciar o nucleo das
celulas.

Apds serem submetidas a bateria de pos-coloracao, as laminas foram secas em placa

aquecedora e montadas em entellan (Merck®, Alemanha).

3.10.3 Morfometria das Criptas Col6nicas

Secgbes histoldgicas selecionadas aleatoriamente de cinco animais de cada grupo
foram utilizadas nas analises. Foram obtidas trés laminas/animal, cada uma contendo 10

cortes ndo consecutivos. De cada uma destas laminas foram capturadas 20 imagens (2560 x
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1920 pixels) totalizando 300 campos por grupo experimental. As imagens foram capturadas
diretamente do microscépio de luz (Zeiss®, modelo Primo Star, Alemanha), utilizando
objetiva de 20X, através de uma camara fotografica (Zeiss®, modelo Aixo ERc5s, Alemanha).

A analise morfométrica foi realizada utilizando-se o software de analise de imagem,
Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetcs Inc, EUA). Foram tomadas as medidas de 100 criptas
(da base ao &pice, com aspecto retilineo) por grupo experimental (Figura 3).

Figura 3- Fotomicrografia de seccdo histologica da mucosa do colon de ratos Wistar
corada com AB. As linhas indicam como foi realizada a medida da profundidade das
criptas coldnicas.

3.10.4 Contagem das Células Caliciformes PAS e AB Positivas

A contagem das células caliciformes presentes nos campos histoldgicos foi realizada
utilizando-se o software Image Pro-Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics Inc, EUA).
Padronizou-se a sobreposi¢do de uma grade quadrada padrédo (35 pontos x 35 pontos) nos
campos fotografados, e foram contabilizadas apenas as células caliciformes coincidentes com
as intersecdes (Figura 4).

Assim, foi possivel realizar a contagem e a categorizacdo das células caliciformes em

produtoras de mucopolissacarideo acido, neutro ou ambos.
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Figura 4- Fotomicrografia de secgdo histologica da mucosa do colon de ratos Wistar
corada com PAS e AB e sobreposta com a grade quadrada padrdo utilizada para a
contagem das células caliciformes. Assim, apenas as células caliciformes coincidentes
com as interse¢des foram contabilizadas.

3.11 Determinagdo da Concentracao das Enzimas Antioxidantes no Figado e no Célon

3.11.1 Determinacao da Concentracdo da Enzima Catalase no Figado e no Colon

Para determinar a atividade da catalase (CAT), uma amostra dos tecidos foi macerada
com PBS 50 mM contendo Triton X-100. O homogenato resultante foi centrifugado a 1956 g
a 4° C, por 10 minutos (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). O sobrenadante obtido foi
utilizado para mensuracdo da concentracdo enzimatica, a qual foi determinada pela taxa de
decaimento, durante 60 s, do peroxido de hidrogénio (Synth®, Brasil) lido em
espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia) a 240nm (AEBI,

1984). A concentracdo da enzima foi expressa em U de catalase/mg de proteina da amostra.

3.11.2 Determinacao da Concentracao da Superoxido Dismutase no Figado e no Colon

A concentragdo da superoxido dismutase (SOD) foi determinada segundo
DIETERICH et al., (2000) adaptado. Basicamente, as amostras dos tecidos foram
homogeneizadas com PBS 50 mM e centrifugadas a 11269 g a 4° C, por 10 minutos

(Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). O sobrenadante resultante foi utilizado para a
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mensuracdo da concentracdo da enzima, sendo as leituras realizadas em espectrofotometro
(Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia), a 570 nm.

A concentracdo da SOD foi determinada a partir de sua habilidade de eliminar o
radical livre superoxido e, consequentemente, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do
pirogalol (Sigma Aldrich®, Japdo). A concentracdo da enzima foi expressa em U de

superoxido dismutase/mg de proteina da amostra.

3.11.3 Determinacao da Concentracdo da Glutationa-S-transferase no Figado e no Célon

A concentragdo da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada segundo HABIG
et al., (2002) adaptado. Este método baseia-se na habilidade da GST de metabolizar o 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), conjugando com a glutationa reduzida (GSH).

Assim, as amostras dos tecidos foram homogeneizadas com PBS 50 mM e
centrifugadas a 11269 g a 4° C por 10 minutos (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). Ao
sobrenadante resultante, foi acrescentado o CDNB (Sigma Aldrich®, EUA) e a GSH (Sigma
Aldrich®, EUA) para a leitura em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, modelo Multiskan
GO, Finlandia) a 340 nm, durante 90 s. O coeficiente de extingdo molar de 9,6 mmol/cm foi
usado para calcular a concentracdo da GST, sendo esta expressa em nmol/min/mg de

proteina da amostra.

3.12 Avaliacdo da Peroxidacdo Lipidica por TBARS no Tecido Hepatico

A mensuracdo dos metabdlitos reativos ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi realizada
de acordo com metodologia proposta por BUEGE e AUST (1978). O método baseia-se na
capacidade do malondialdeido (MDA), quando aquecido juntamente com o acido
tiobarbiturico, em condigdes acidas, de formar um produto de coloracdo rosa que pode ser
mensurado por espectrofotometria.

Assim, o tecido hepatico foi homogeneizado com PBS 50 mM e centrifugado a 958 g
por 10 minutos (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). Ao sobrenadante resultante foi
acrescentada a solucdo que continha &cido tricloroacético (Sigma Aldrich® Brasil) e

tiobarbitdrico (Merck®, Alemanha) (solucdo de TBARS). A reagdo foi mantida em banho-
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maria a 100 °C por 10 minutos. Apés centrifugacdo a 958 g por 10 minutos (Hermle®,
modelo Z216MK, Alemanha), o sobrenadante foi utilizado para leitura em espectrofotdmetro
(Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia) a 535 nm.

O coeficiente de extincdo molar 1,56 x 10° M/cm foi usado para o calculo da
concentragdo de TBARS no homogenato. Sendo, a concentracdo final expressa em

micromol/mg de proteina.

3.13 Determinacdo de Proteinas

A quantidade de proteinas presentes no tecido hepatico e no colon utilizados nas
analises de CAT, SOD, GST e TBARS foram mensuradas segundo metodologia de LOWRY
et al., (1951). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, modelo
Multiskan GO, Finlandia) a 700 nm.

O principio do método consiste na hidrolise alcalina das proteinas da amostra e na
formacdo de um complexo de cor azul, a partir da reagdo com o reagente de Folin Ciocalteu
(Sigma Aldrich®, EUA). Assim, a intensidade da coloraco desse complexo é proporcional &
concentracdo de proteina da amostra.

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras utilizou-se uma curva
padréo de proteina preparada com solucdo de albumina de soro bovino (Sigma Aldrich®,
Brasil).

3.14 Andlises Estatisticas

A normalidade das variaveis foi determinada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As
comparacOes entre os trés grupos foi realizada pela anélise de variancia (ANOVA one way)
seguida do teste post hoc de Tukey para dados com distribuicdo normal.

O teste t pareado foi utilizado para a comparagdo dos resultados das fases de pré e pos-
inducdo dentro de um mesmo grupo. Ja o teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para
avaliar a presenca de correlagéo entre as varidveis de interesse. Foi considerado um o igual a

5% (P < 0,05). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.



19

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software SPSS, versdo 20
para Windows (SPSS Inc, EUA). Para a construcdo dos graficos utilizou-se o software
GraphPad Prism, versdo 6 para Windows (GraphPad Prism Inc, EUA).
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4 ARTIGO |

Titulo: Probidticos na Prevencdo do Cancer Colorretal: Mecanismos de Ac¢éo.

Resumo

Nos ultimos anos, maior atencdo tem sido dada a composicdo qualitativa e quantitativa da
microbiota intestinal, que passou a ser vista como mais um fator de risco dentre os maltiplos
ja bem estabelecidos na literatura para o desenvolvimento do céncer colorretal. Assim, o
consumo de alimentos capazes de modificar de maneira positiva a composi¢do desta
microbiota, como é o caso dos probioticos, tem despertado interesse da comunidade cientifica.
Estudos experimentais e clinicos tém mostrado que o consumo regular dos probidticos é capaz
de prevenir o desenvolvimento do cancer colorretal. Alguns mecanismos tém sido apontados
como 0s responsaveis pela atividade anticarcinogénica destes microrganismos probidticos.
Até o presente momento, 0s principais mecanismos incluem: alteragdes quantitativas e
qualitativas dos microrganismos que compdem a microbiota intestinal; alteracdo da atividade
metabolica desta microbiota; ligacdo e degradacdo de compostos carcinogénicos presentes no
limen intestinal; producdo de compostos com atividade anticarcinogénica, como os acidos
graxos de cadeia curta e o &cido linoleico conjugado; imunomodulacdo; melhora da barreira
intestinal; alteracdo da fisiologia do hospedeiro; inibicdo da proliferacdo celular e inducéo da
apoptose das células tumorais. Assim, 0 consumo regular dos probidticos pode prevenir o
desenvolvimento do céancer colorretal, através de uma diversidade de mecanismos co-
dependentes e estirpe especificos.

Palavras-chave: cancer colorretal, probioticos, prevengdo, mecanismos.
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Abstract

In recent years, more attention has been given to qualitative and quantitative composition of
the intestinal microbiota, which came as another risk factor among the many already well
established in the literature for the development of colorectal cancer. Thus, food consumption
able to modify in a positive manner the composition of the microbiota, such as the probiotics,
has aroused the interest of scientific community. Experimental and clinical studies have
shown that regular intake of probiotics can prevent the development of colorectal cancer.
Some mechanisms have been identified as responsible for the anticarcinogenic activity of
these probiotic microorganisms. The main mechanisms include: quantitative and qualitative
changes in the composition of the microorganisms that compound the intestinal microbiota;
changes in metabolic activity of the microbiota; binding and degradation of carcinogenic
compounds present in the intestinal lumen; production of anticarcinogenic compounds such as
short chain fatty acids and conjugated linoleic acid; immunomodulation; improvement of the
intestinal barrier; alteration of host physiology; inhibition of cell proliferation and induction
of apoptosis of tumor cells. Thus, the regular intake of probiotics can prevent the development
of colorectal cancer through a variety of strain specific and co-dependent mechanisms.
Keywords: colorectal cancer, probiotics, prevention, mechanisms.
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Introducéo

O cancer colorretal (CCR) pode acometer toda extensdo do intestino grosso e reto. Em
todo 0 mundo, o CCR € a terceira causa de morte mais prevalente entre os diferentes tipos de
cancer, sendo mais incidente nos paises desenvolvidos. Estima-se que até 2035 serdo
diagnosticados 24,4 milh6es de novos casos por ano (WHO, 2014).

Os fatores etiologicos do CCR sdo multiplos, envolvem alteracdes genéticas e
epigenéticas, além de fatores ndo modificaveis e ambientais. No entanto, a maioria dos casos
de CCR é do tipo esporadico, no qual os fatores ambientais representam o principal fator
etiologico. Dessa forma, assume-se que 0 CCR pode ser prevenido (HAGGAR e BOUSHEY,
2009).

Recentemente, tem sido observado que a composi¢do qualitativa e quantitativa da
microbiota intestinal constitui fator de risco para o desenvolvimento do CCR (WU et al.,
2013). Acredita-se que algumas bactérias sejam capazes de dar inicio a carcinogénese a partir
de duas vias principais, que incluem a producdo de compostos carcinogénicos e a geracdo de
um processo inflamatério crénico (SERBAN, 2014).

Dessa forma, a modificagdo da composicdo da microbiota intestinal através do
consumo de probidticos poderia prevenir o desenvolvimento do CCR uma vez que estes,
guando ingeridos em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001; SERBAN, 2014).

Assim, estudos experimentais e clinicos (Tabelas 1 e 2) vém sendo conduzidos a fim
de avaliar o efeito do consumo de alimentos e microrganismos probi6ticos sobre os
marcadores associados ao risco de desenvolvimento do CCR. Com isto, observa-se que 0S
estudos experimentais tém apresentado resultados promissores com relacdo a atividade
anticarcinogénica dos probidticos. No entanto, com relagdo aos estudos clinicos, os resultados
sdo ainda controversos, uma vez que o numero de estudos deste tipo é escasso.

Através de estudos experimentais e in vitro tém sido propostos alguns mecanismos
utilizados pelos probidticos para inibir o desenvolvimento do CCR. Dessa forma, o principal

objetivo desta revisao é discutir estes possiveis mecanismos.
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Tabela 1- Principais efeitos do consumo de alimentos e microrganismos probidticos sobre marcadores do risco de desenvolvimento de cancer
colorretal em estudos experimentais.

Probiético

Animais

Desenho Experimental

Dose e Duragéo

Principais Efeitos

Referéncias

Kefir de leite com diferentes

Ratos machos Wistar

A 4gua foi substituida pelo

Kefir 3,5% de gordura: N

HLASTAN-RIBIC et

concentragdes de gordura (3,5 induzidos ao CCR com kefir. 7 semanas quantidade de FCA e de al (2005)
e 1,1 %) DMH adenoma
logurte produzido com Camundongos BALB/c Um grupo experimental 2x10° células/mL \ atividade da p- LEBLANCE

Lactobacillus delbrueckii induzidos ao CCR com comegou o tratamento com 5 meses glucoronidade e da PERDIGON (2005)

subsp bulgaris e DMH 0 probidtico 10 dias antes nitroreductase

Streptococcus thermophilus da inducdo do CCR

Butyrivibrio fibrisolvens Camundongos machos O probiético foi 10° ufc/dia A producdo de butirato; Vv OHKAWARA et al
Jcl:ICR induzidos ao CCR  administrado via gavagem 4 semanas quantidade de FCA; M (2005)

com DMH

guantidade de células NK no
bago; V atividade da
glucuronidase

Bacillus polyfermenticus

Ratos machos F344
induzidos ao CCR com
DMH

O probidtico foi misturado
a dieta rica em gordura e
pobre em fibra

3,1 x10° ufc/dia
10 semanas

¥ 50% quantidade de FCA,

"N potencial antioxidante total

do plasma

PARK et al (2007)

Enterococcus faecium CRL
183

Ratos machos Wistar SPF
induzidos ao CCR com
DMH

O probiético foi
administrado via gavagem

3 mL/kg de peso
corporal/dia (10°
ufc/mL)

42 semanas

' guantidade de FCA e de
adenocarcinomas

SIVIERI et al (2008)

Abreviacdes e simbolos: CCR: cancer colorretal, DMH: 1,2-dimetilhidrazina, FCA: focos de criptas aberrantes, L.: Lactobacillus; NK: natural killer, ufc: unidade formadora de col6nia, \:

diminuiu; N aumentou.
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Probiético

Animais

Desenho Experimental

Dose e Duragéo

Principais Efeitos

Referéncias

Produto fermentado da soja Ratos machos Wistar SPF O probiético foi administrado 3 mL/kg de peso corporal/dia  N&o alterou a quantidade SILVA et al
com Enterococcus faecium induzidos a0 CCR com DMH  via gavagem (10" ufc/mL) de FCA (2009)
CRL 183 10 semanas
Coalhada com L. Ratos induzidos ao CCR com A coalhada foi misturada a 30% da dieta Y incidéncia, KUMAR et al
acidophilus, L. casei e L. lactis  DMH dieta 40 semanas multiplicidade e tamanho (2010)
biovar. Diacetylactis dos tumores, ¥ 54,7% a
guantidade de DNA
danificado nos colondcitos
L. acidophilus KFRI1342 Ratos machos F344 induzidos  Os animais receberam dieta 2x10° ufc/mL ¥ atividade da B- CHANG et al
ao CCR com DMH hiperlipidica 10 semanas glucuronidase e da B- (2012)
glucosidase; ¥
quantidade de FCA
L. delbrueckii UFV-H2b20, B. Ratos machos Swiss Avaliou o efeito isolado de cada 10 ° ufc/mL de cada estirpe < quantidade de FCA LIBOREDO et
animalis var. lactis Bb12 e induzidos a0 CCR com DMH  probidtico, e a combinagéo de 14 semanas al (2013)
Saccharomyces boulardii L. delbrueckii UFV-H2b20 com
Bb12
Dahi adicionado de L Ratos machos Wistar 20 g do probidtico foram 2x10° ufc/g de cada estirpe, W incidéncia tumoral, ¥ MOHANIA et
acidophilus LaVK2 e L induzidos a0 CCR com DMH  adicionados a dieta 32 semanas atividade da B- al, (2013)
plantarum Lp9 glucuronidase
L. salivarius Ren Ratos machos F344 induzidos O tratamento teve inicio 2 Baixa dose: 5 x 10° ufc/kg < quantidade e ZHU et al
ao CCR com DMH semanas antes da inducéo do Alta dose: 1 x 10% ufc/kg multiplicidade dos FCA, (2014)

CCR. Foram usadas baixas e
altas doses do probi6tico

15 semanas

\ atividade da
azoreductase.

Abreviagdes e simbolos: CCR: cancer colorretal, DMH: 1,2-dimetilhidrazina, FCA: focos de criptas aberrantes, L.: Lactobacillus; NK: natural killer, ufc: unidade formadora de colonia, \:

diminuiu; 1N: aumentou.



Tabela 2- Principais efeitos do consumo de alimentos e microrganismos probidticos sobre marcadores do risco de desenvolvimento de cancer

colorretal em estudos clinicos.
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Probidticos Caracteristicas da Amostra Tipo de Estudo Dose e Duracéo Principais Referéncias
Efeitos
Bioprofit ® (L. rhamnosus 28 idosos institucionalizados e Randomizado, - Bioprofit o3 OUWEHAND et al,
LC705, Propionibacterium constipados controlado com 10 semanas atividade da (2002)
freudenreichii subsp. shermanii placebo, paralelo azoreductase
JS) e Rela® (L. reuteri ING1)
L. casei Shirota 398 individuos que removeram Randomizado, 10" células/g depois das  Preveniu o ISHIKAWA et al,
pelo menos dois tumores, através controlado com refeicdes aparecimento de (2005)
de endoscopia, trés meses antesdo  placebo, 4 anos tumores com
inicio do estudo crossover moderada a
severa atipia
L. rhamnosus LC705 e 38 homens com idade entre 24 e 55  Randomizado, duplo 2 x 10" ufc/diade cada v atividade da HATAKKA et al
Propionibacterium anos cego, controlado estirpe B-glucosidase em (2008)
freudenreichii ssps hermanii JS com placebo, 4 semanas 10% e da urease
crossover em 13%
logurte produzido com S. 45241 voluntarios Estudo prospectivo < risco de PALA
thermophilus e L. delbrueckii com 12 anos de - desenvolvimento etal (2011)

subsp. Bulgaricus

acompanhamento

do CCR

Abreviacdes e simbolos: CCR: cancer colorretal, L.: Lactobacillus, ufc: unidade formadora de colonia, ¥: diminuiu.



Principais Mecanismos

Os principais mecanismos descritos na literatura cientifica como os responsaveis pela atividade anticarcinogénica dos probioticos estdo
resumidos na Figura 1.

Competicdo por nutrientes e locais de
adesdo, I producdo de compostos com | —3
acido antibacteriana

< Produgdo de poliaminas e
atividade das enzimas | g— Altera fisiologia do hospedeiro
detoxificantes
™ Bactérias

| Bactérias
putrefativas/ patogénicas

N

4 Compostos
carcinogénicos

benéficas Ligacdo e degradacdo de
compostos carcinogénicos
o 5
Prod di de IgA . : :
gemtzrauga‘; eglilslglizﬁ:ﬁoe gdAaS «— | Mehhora a barreira | = Altera o metabolismo da
proteinas de juncdo celular, < pH miesoal PROBIOTICOS —> | microbiota
l | Imunomodulagio |
1 Produgio de compostos com
acdo anticarcinogénica \

X N [t ]
G 1

Regula o  balanco  entre
proliferacdo, diferenciacio e ‘(—| ™ Butirato | |\l/pH I
apoptose dos colondcitos

Figura 1- Principais mecanismos utilizados pelos probidticos para inibir o desenvolvimento do cancer colorretal. AGCC: &cido graxo de cadeia curta,
CLA: &cido linoleico conjugado, IgA: imuniglobulina A, \: diminuiu, /N: aumentou.
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- Alteracdes Quantitativas e Qualitativas da Composi¢ao da Microbiota Intestinal

Uma microbiota intestinal saudavel deve ser composta de forma que a
quantidade de bactérias benéficas deve exceder a quantidade de patogénicas. Caso
contrario, pode ser desencadeado um processo inflamatorio cronico e/ou pode haver
producdo de compostos com atividade carcinogénica, aumentando o risco de
desenvolvimento do CCR (KAHOULI et al., 2013; KOBOZIEV et al., 2013).

Quando consumidos regularmente, os microrganismos probioticos passam a
integrar a microbiota intestinal. Estes, por sua vez, sdo capazes de diminuir a populacéo
de bactérias patogénicas por diferentes vias, que incluem a competicdo por nutrientes,
fatores de crescimento e receptores de adesdo. Adicionalmente, alguns probidticos
podem produzir algumas substancias antibacterianas, tais como as bacteriocinas, a
reuterina, o peroxido de hidrogénio e o acido lactico, que inibem o crescimento ou
eliminam as bactérias patogénicas presentes no lumen intestinal (KAHOULI et al.,
2013; SERBAN, 2014).

Tanto estudos experimentais quanto clinicos verificaram que o consumo regular
dos probioticos é capaz de melhorar o perfil quantitativo e quantitativo da microbiota
intestinal (LIU et al., 2011; CHANG et al., 2012; ZHU et al., 2014). De acordo com
LIU et al., (2011) o consumo de probiéticos (Lactobacillus plantarum CGMCC 1258,
Lactobacillus acidophilus LA-11 e Bifidobacterium longum BL-88, na dose de 2,6 x
10* ufc/dia), durante 16 dias, por individuos com CCR que sofreram colorectomia, foi
capaz de aumentar a diversidade e riqueza microbiana, de forma que a composicéo da
microbiota intestinal destes pacientes se assemelhava a de individuos saudaveis.

A diminuicdo da populacdo de bactérias putrefativas, como os coliformes, é
importante uma vez que estas sdo capazes de produzir compostos carcinogénicos, além
de darem inicio ao processo inflamatério, condi¢cbes que aumentam o risco de
desenvolvimento de CCR (RAFTER, 2004). Deste modo, as alteracGes quantitativas e
qualitativas na composicdo da microbiota intestinal estdo diretamente relacionadas com

0 aumento ou diminuicdo do risco de desenvolvimento do CCR.
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- Alteracéo da Atividade Metabdlica da Microbiota Intestinal

As bactérias presentes na microbiota intestinal sdo capazes de produzir
compostos carcinogénicos, a partir da metabolizacdo de compostos presentes na dieta e
demais compostos enddgenos produzidos pelo hospedeiro, tal como os sais biliares
(ZHU et al., 2013).

Esta capacidade se deve a presenca e atividade de algumas enzimas encontradas
nestas bactérias, como a B-glicosidase, B-glucuronidase, nitrato redutase, azoredutase, 7-
a-dehidroxilase, que sdo capazes de produzir hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
acidos biliares secundarios (deoxicolico e litocolico), agliconas, fendis, cresois, amonia,
aminas aromaticas heterociclicas e compostos N-nitroso (UCCELLO et al., 2012). Estes
metabolitos possuem atividade citotoxica e genotoxica, que pode resultar na
proliferacdo celular desordenada e na ativacdo de vias antiapoptoticas nos colondcitos,

contribuindo assim para o desenvolvimento do CCR (ZHU et al., 2013).

Desta forma, a alteracdo do metabolismo microbiano por meio da modulagéo da
atividade destas enzimas constitui um dos mecanismos propostos pelo qual o consumo
de probidticos pode reduzir o risco de desenvolvimento do CCR (UCCELLO et al.,
2012). Estudos com animais e humanos demonstraram que o consumo de determinadas
espécies de bactérias do acido lactico (BAL) é capaz de diminuir a atividade destas
enzimas (HATAKKA et al., 2008; CHANG et al., 2012; MOHANIA et al., 2013). No
entanto, resultados discordantes também tém sido encontrados, principalmente em
estudos com humanos (COMMANE et al., 2005; UCCELLO et al., 2012). Além disso,
nem sempre esta diminuicdo é observada para todas as enzimas, sendo mais prevalente
para as enzimas [-glucuronidase e nitrato redutase (RAFTER, 2004). Com isto, mais
estudos devem ser realizados a fim de esclarecer o porqué destes diferentes resultados

entre os estudos experimentais e clinicos.

As BAL, como os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, exibem baixa
atividade das enzimas responsaveis pela sintese de compostos carcinogénicos quando
comparadas as bactérias patogénicas, como o género Clostridia. Com o consumo
regular as BAL passam a colonizar o limen intestinal, por meio de competicdo e da
producdo de substancias com atividade antibacteriana. Assim, a populagdo de bactérias

patogénicas, que exibem maior atividade destas enzimas, € diminuida.
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Consequentemente, a producdo de substancias carcinogénicas derivadas do
metabolismo microbiano é reduzida (WOLLOWSKI et al., 2001).

- Ligacéo e Degradacao de Compostos Carcinogénicos Presentes no Lumen Intestinal

Estudos in vitro e in vivo observaram que compostos carcinogénicos presentes
no limen intestinal podem se ligar a parede celular de algumas bactérias probioticas.
Esta capacidade parece estar associada a ocorréncia de trocas catibnicas entre 0s
compostos carcinogénicos e os peptidoglicanos e polissacarideos presentes na parede
celular dos microrganismos probiodticos. Desta forma, os carcinGgenos seriam
eliminados juntamente com as bactérias através das fezes (BURNS e ROWLAND,
2004). Além de serem capazes de se ligar a estes compostos, alguns probioticos sdo
capazes de metaboliza-los, principalmente os compostos N-nitrosos e aminas aromaticas
heterociclicas (UCCELLO et al., 2012).

No entanto, esta capacidade de ligacdo e degradacdo parece ser altamente
dependente da estirpe utilizada, da viabilidade do microrganismo, do composto
carcinogénico, da dose do probidtico utilizada, e das condi¢cdes do meio, tais como pH,
presenca de sais biliares e enzimas (COMMANE et al., 2005). Sendo assim, questiona-
se a real ocorréncia desse mecanismo in vivo, uma vez que as condi¢cdes encontradas no
trato gastrointestinal poderiam afetar esse processo de modo a reverté-lo (UCCELLO et
al., 2012).

Estudos experimentais e clinicos devem ser realizados a fim de esclarecer como
este mecanismo acontece, como potencializar seu efeito e qual o seu real impacto na

prevencdo do CCR.

- Producéo de Compostos com Atividade Anticarcinogénica

Os microrganismos probidticos sdo capazes de produzir compostos com
atividade anticarcinogénica como os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acido
linoleico conjugado (CLA) e outros compostos com atividade antioxidante, derivados
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de compostos presentes na dieta como os peptideos bioativos (KAHOULI et al., 2013).
Por serem de natureza diferente, estes compostos exercem a atividade anticarcinogénica

de modo peculiar, como sera discutido a seguir.

Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

Os AGCC séo o resultado final da fermentacdo bacteriana de carboidratos nado
digeriveis provenientes da dieta e de origem enddgena, como 0 muco. Estima-se que
sejam produzidos de 100 a 450 mmol de AGCC diariamente no intestino humano,
sendo a propor¢cdo molar aproximada de 60:25:15 para acetato, propionato e butirato,
respectivamente (VIPPERLA e O’KEEFE, 2012).

O butirato ¢ o0 AGCC mais estudado quando se trata de CCR, uma vez que
auxilia na regulacdo do balanco entre proliferacdo, diferenciacdo e apoptose dos
colonécitos (SERBAN, 2014). WEIR et al (2013) observaram que o butirato se
encontrava significativamente em maiores quantidades nas fezes de individuos
saudaveis em comparacdo com individuos com CCR. Portanto, este AGCC desempenha

um papel protetor no desenvolvimento deste tipo de cancer.

Estima-se que sejam produzidos diariamente 200 mmol de butirato no intestino
grosso humano. No entanto, a sua concentracdo diminui progressivamente a medida que
se avalia da regido cecal em direcdo ao cdlon descendente, uma vez que ao longo do
percurso o mesmo é rapidamente absorvido pelos colondcitos. Além disso, no colon
descendente a producdo é pequena devido a baixa disponibilidade de substrato
(KUMAR, et al., 2012a).

A producdo de butirato é dependente da composi¢do da microbiota intestinal, da
composicdo quimica e da quantidade dos substratos utilizados no processo de
fermentagdo, e da presenca de outros metab6litos (IRRAZABAL et al., 2014). As
bactérias produtoras de butirato pertencem aos clusters de Clostridia XIVa e Firmicutes
IV, sendo as principais espécies produtoras Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium
rectale e Roseburian (VIPPERLA e O’KEEFE, 2012). As BAL néo sdo produtoras de
butirato, mas algumas espécies de bactérias como a Eubacterium hallii e Anaerostipes
caccae sdo capazes de converter acetato e lactato em butirato, contribuindo para a saude
intestinal (COMMANE et al., 2005; WEIR et al., 2013).
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De modo geral, o butirato contribui para a prevencdo do CCR, pois €é capaz de
melhorar a barreira intestinal, uma vez que aumenta a producdo de muco e a
proliferacdo de células saudaveis, j& que é o principal substrato energético dos
colondcitos. Atua ainda estimulando a producdo de fatores de crescimento e de citocinas
anti-inflamatorias, como interleucina (IL) -10. Também possui a capacidade de diminuir
a producdo das citocinas inflamatorias, através da inibicdo da ativacdo do fator de
transcri¢cdo nuclear (NF) -kB; do aumento da imunogenicidade das células neoplasicas;
da regulacdo da atividade de proteinas envolvidas no processo apoptético, como Bcl-2,
Bak, e caspases 3 e 7; do aumento da atividade da enzima antioxidante glutationa-S-
transferase; da supressdo da atividade da cicloxigenase-2; do estimulo a produgédo de
peptideos antimicrobianos; e da inibicdo da desacetilacdo das histonas (VIPPERLA e
O’KEEFE, 2012; SERBAN, 2014).

Em um estudo experimental no qual os animais foram induzidos ao CCR com
1,2-dimetilhidrazina (DMH), observou-se que o tratamento com probiotico
(Lactobacillus salivarius Ren; dose baixa: 5 x 10° ufc/kg; dose alta: 1 x 10 ufc/kg,
durante 15 semanas) foi capaz de aumentar a quantidade de AGCC totais e de butirato
nas fezes. Ainda nestes animais, a incidéncia dos focos de cripta aberrante (FCA) no
célon foi significativamente diminuida (ZHU et al., 2014). No entanto, FEMIA et al
(2002) observaram que o tratamento com probiotico (Lactobacillus delbrueckii subsp.
rhamnosus e Bifidobacterium lactis Bb12 na dose diaria de 5 x 10 ® ufc de cada
estirpe/g de dieta, durante 31 semanas) ndo foi capaz de diminuir a quantidade de
adenomas no célon. Associado a isto, constatou-se que o tratamento ndo foi capaz de
alterar a quantidade de AGCC totais nas fezes.

Quanto ao &cido acético e propidnico, estes também exibem atividade anti-
inflamatdria. Similar ao acido butirico esses dois AGCC sdo capazes de suprimir a
ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB, além de regular a expressdo génica de
citocinas pré-inflamatérias (TEDELIND et al., 2007). O &cido propionico também é
capaz de estimular a apoptose das células tumorais e exibe atividade antiproliferativa.
Além disso, depois do butirato, o acido propidnico é o segundo AGCC
preferencialmente utilizado pelos colondcitos como substrato energético (HOSSEINI et
al., 2011).

Os AGCC sdo naturalmente produzidos pelas bactérias que compdem a

microbiota intestinal, no entanto a quantidade produzida pode ndo ser suficiente para
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inibir o desenvolvimento do CCR. Dessa forma, o consumo de alimentos e
microrganismos probioticos contribui para o aumento do fornecimento diério dos
AGCC. Os probidticos podem ainda, ser ofertados juntamente com os prebioticos os
quais, ao servirem de substrato para os microrganismos da microbiota intestinal,

aumentarao a producéo dos AGCC.

Acido Linoleico Conjugado (CLA)

Algumas espécies de bactérias probidticas como Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Propionibacterium freudenreichii, e
todas as estirpes presentes no probidtico VSL#3 (Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Streptococcus salivaris subsp thermophilus), séo capazes de produzir o CLA a partir do
acido linoleico. O CLA é produzido na regido distal do ileo, e pode ser absorvido pelas
células epiteliais, ou pode interagir com os colondcitos no lumen intestinal, exercendo
localmente seus efeitos benéficos (EWASCHUK et al., 2006).

As atividades antiproliferativa e pro-apoptotica do CLA sdo consequéncia de sua
capacidade de aumentar a expressdo do receptor ativado por proliferadores de
peroxissomos gama (PPARy), o qual esta envolvido nos processos de modulacdo do
metabolismo lipidico, apoptose e funcionamento do sistema imune. Além disso, o CLA
é capaz de suprimir a producdo de eicosanoides nos colondcitos através de duas vias. A
primeira via consiste na substituicdo do acido araquidonico pelo CLA nas membranas
celulares. A segunda via é consequéncia da interferéncia do CLA na atividade das
enzimas cicloxigenase e lipoxigenase (BASSAGANYA-RIERA et al., 2012).

EWASCHUK et al., (2006) observaram que o CLA produzido pelas estirpes de
bactérias presentes no VSL#3 foi capaz de induzir a apoptose e reduzir a viabilidade das
células neoplasicas HT-29 e Caco-2. Em estudo in vivo com camundongos induzidos a
doenca inflamatoria intestinal e tratados com VSL#3 (1,2 x 10 12 de bactérias/dia)
durante 68 dias, observou-se que estes expressavam maiores quantidades de PPARy no

tecido colbnico. Alem disso, estes apresentaram menores quantidades de adenomas e
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adenocarcinomas do que os animais do grupo controle (BASSAGANYA-RIERA et al.,
2012).

A atividade anticarcinogénica do CLA é dose dependente, portanto, 0 consumo
de probidticos que aumentem a producdo deste acido graxo, aumenta as chances do
consumo de uma quantidade suficiente para que esta atividade anticarcinogénica possa
ser exercida (EWASCHUK et al., 2006).

- Imunomodulacéao

A inflamag&o consiste de uma reacdo de defesa do nosso organismo contra um
fator de injdria. Todo o processo € rigorosamente controlado de modo que, com a
eliminacdo do fator de injuria, a resposta imune é finalizada e tem inicio a restauracdo
dos tecidos danificados (HAKANSSON e MOLIN, 2011). No entanto, a ocorréncia de
inflamacédo cronica no intestino aumenta o risco de desenvolvimento do CCR. Tem-se
como exemplo que individuos com doenca inflamatdria intestinal possuem cinco vezes
mais chance de desenvolverem CCR, quando comparado com individuos saudaveis
(BOLEIWJ e TIALSMA, 2012)

A microbiota intestinal é indispensavel para a maturacdo do sistema imune e
para o desenvolvimento da tolerdncia imunoldgica pelo qual o sistema imune é
modulado, de modo a proteger o organismo contra patégenos e evitar respostas imunes
desnecessérias contra 0os microrganismos benéficos presentes no intestino (KOBOZIEV
etal., 2013).

O estado inflamatério crénico pode influenciar a composi¢do da microbiota
intestinal, aumentando seu potencial genotoxico, o que denota a existéncia de uma forte
relacdo entre microbiota intestinal, sistema imune e 0 CCR (ARTHUR et al., 2012;
IRRAZABAL et al., 2014).

Em funcédo disto, o uso de probioticos com a finalidade de modular o sistema
imune é crescente (KOBOZIEV et al., 2013). A imunomodulagdo acontece quando 0s
probioticos estimulam o sistema imune e contribuem para a manutengdo do estado de
vigilancia do mesmo (HLASTAN-RIBIC et al., 2005). Isto possibilita a eliminacao das
células neoplasicas nos estagios iniciais do desenvolvimento. Assim, acredita-se que 0s

probioticos possam ser utilizados na prevencéo do desenvolvimento do CCR.
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A imunomodulacdo acontece por meio da interacdo das células do sistema
imune, presentes no trato gastrointestinal, com o0s probioticos, através do
reconhecimento do microrganismo ou de seus produtos, pelos receptores das células
imunes e das células epiteliais, como a familia de receptores do tipo Toll-like e NOD-
like (CORTHESY et al., 2007; DELCENSERIE et al., 2008).

Ap0s a interagdo com o antigeno, as células imunes e epiteliais passam a secretar
citocinas, que sdo essenciais para a regulacdo da resposta imune inata e adaptativa
(DELCENSERIE et al., 2008). No caso do CCR, as citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17,
IL-12, e o fator de transcricdo nuclear (TNF) -o podem estar associados com o
desenvolvimento deste tipo de cancer e, por outro lado, IL-10 e o fator de transformagéo
de crescimento (TGF) -B apresentam efeito inibitério (ZHU et al., 2013). Uma das vias
pelas quais 0s probidticos conseguiriam modular a resposta imune seria por meio do
aumento da producdo das citocinas anti-inflamatorias e da diminui¢do da producéo das
pro-inflamatorias (URBANSKA et al., 2010).

Adicionalmente, os probidticos podem diminuir a expressdo da enzima
cicloxigenase-2, responsavel por catalisar a producdo de prostaglandinas a partir do
acido araquidonico, que tem sido associada ao aumento do risco de desenvolvimento de
CCR, uma vez que estimula a proliferacdo celular e o processo pro-inflamatorio
(URBANSKA et al., 2010).

Outra importante via de imunomodulacdo é o aumento da producdo da
imunoglobulina A (IgA). Devido a sua capacidade de resisténcia a protedlise, esta atua
na barreira intestinal, limitando o contato de possiveis compostos carcinogénicos
presentes no lumen intestinal com os colondcitos (CORTHESY et al., 2007). Além
disso, a IgA cria um ambiente anti-inflamatorio, por ser incapaz de ativar o sistema

complemento e respostas pro-inflamatérias (ISOLAURI et al., 2001).

Estudos com modelos animais saudaveis tratados com probidticos constataram
um aumento da quantidade de IgA presente na mucosa intestinal e dos plasmacitos
(VINDEROLA, PERDIGON, et al., 2006; GALDEANO e PERDIGON, 2007). No
entanto, este efeito sobre a producdo de IgA ndo foi observado em ratos induzidos ao
CCR e tratados com diferentes doses de Bifidobacterium longum BCRC 910051,
durante 15 semanas (FOO et al., 2011).

Além desses mecanismos, alguns probioticos podem também influenciar a

resposta imune através da ativacdo dos fagocitos, os quais auxiliam na eliminagdo das
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células neoplasicas (DELCENSERIE et al., 2008). E o caso do probidtico utilizado por
VINDEROLA et al (2006), que concluiram que as fracGes liquidas e solidas do kefir
sdo capazes de estimular a atividade dos fagocitos presentes nas placas de Peyer e no
peritbnio dos animais tratados. Mesmo estando estimuladas, estas células ndo causaram
danos teciduais. Assim é provavel que o consumo do kefir mantenha o estado de
vigilancia do sistema imune, o que é indispensavel para 0 combate ao desenvolvimento

das neoplasias.

A atividade imunomodulatoria dos probidticos é dependente da capacidade de
sobrevivéncia e persisténcia do mesmo no trato gastrointestinal, bem como da
variedade, dose e frequéncia utilizada, e de seu modo de interagdo com o sistema imune
do hospedeiro (DELCENSERIE et al., 2008). Logo, nem todos os probidticos sdo
capazes de modular o sistema imune e, consequentemente, prevenir a ocorréncia do
CCR (CORTHESY et al., 2007). Segundo GALDEANO et al., (2007) seria necessaria
uma dose diéria de 10° & 10° ufc/dia para que as bactérias probidticas possam exercer
sua atividade imunomodulatéria, e um tempo de permanéncia no intestino entre 48 a 72

horas, para induzir a imunoestimulacéo.

- Melhora da Barreira Intestinal

No cblon tem-se a chamada barreira intestinal, a qual tem como principal funcdo
proteger nosso organismo de danos fisicos e quimicos, bem como da invasdao dos
microrganismos presentes no limen intestinal (KAHOULI et al., 2013). Esta barreira €
composta por uma camada de células epiteliais (colondcitos), algumas células do
sistema imune, células caliciformes e de Paneth, proteinas de juncdo celular, camadas
de muco, IgA, pH, peptideos antimicrobianos, e 0s proprios microrganismos que
compdem a microbiota (SCHWABE e JOBIN, 2013).

A relacdo simbidtica entre 0s microrganismos que compdem a microbiota
intestinal e nosso organismo é dependente da existéncia desta separacdo anatémica.
Qualquer perturbacdo na barreira aumenta a interagdo da microbiota com o hospedeiro,
0 que pode levar a inflamacgdo crénica e, consequentemente, ao desenvolvimento do

CCR. No entanto, a carcinogénese e a inflamacdo podem ter inicio sem alteracfes
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prévias na barreira intestinal, sendo esta modificada posteriormente, contribuindo para a

progressao dos processos inflamatorio e carcinogénico (SCHWABE e JOBIN, 2013).

Alguns microrganismos presentes na microbiota intestinal podem alterar a
barreira intestinal, de modo que esta se torne mais ou menos permeavel. Assim, sabe-se
que algumas espécies de probidticos sdo capazes de diminuir a permeabilidade
intestinal, devido & melhora da barreira intestinal (KAHOULI et al., 2013). A seguir
discutiremos como os microrganismos probioticos alteram alguns dos componentes da

barreira intestinal.

pH Intracol6nico

A diminuicdo do pH intracolénico tem sido associado a menor ocorréncia do
CCR. OHIGASHI et al., (2013) observaram que individuos com CCR apresentavam
maiores valores de pH fecal em comparacdo com individuos saudaveis. Este resultado
foi atribuido a baixa quantidade de &cidos organicos e de AGCC encontrados nas fezes

dos individuos com CCR.

Baixos valores de pH inibem a proliferacdo de bactérias patogénicas e
putrefativas, além de inibir a atividade de enzimas bacterianas produtoras de compostos
carcinogénicos (SIVIERI et al., 2013).

Além de contribuirem para a diminuicdo do pH, os acidos lactico e aceético,
aumentam o peristaltismo, dificultando a adesdo das bactérias patogénicas aos
colonécitos e, consequentemente, reduzem o tempo de contato de compostos
carcinogénicos com a mucosa intestinal (LIU et al., 2006). CHANG et al., (2012)
atribuiram a baixa contagem de Escherichia coli e de bactérias aerébicas ao baixo pH
colonico presente em ratos F344 tratados com Lactobacillus acidophilus KFRI342 (2 x
10° ufc/mL) durante 10 semanas.
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Proteinas de Juncéo Celular

Os processos carcinogénico e inflamatério aumentam a permeabilidade intestinal
paracelular, uma vez que alteram a estrutura e a expressdo das proteinas que compdem
as juncdes oclusivas (tight junctions), as quais sdo uma das responsaveis pela adesédo
célula a célula dos colonécitos (OHLAND e MACNAUGHTON, 2010; BOLEN e
TJALSMA, 2012).

As juncOes oclusivas sdo os complexos de proteinas mais bem caracterizados e
estudados com relacdo ao efeito dos probidticos sobre a permeabilidade intestinal
(OHLAND e MACNAUGHTON, 2010). Estas se encontram somente na regido apical
entre os colondcitos. Sdo formadas por um complexo de proteinas transmembrana,
ocludinas e claudinas, que se ligam ao citoesqueleto das células epiteliais atraves das
proteinas de juncdo transmembrana, as denominadas zénulas de oclusdo (OHLAND e
MACNAUGHTON, 2010; BOLENJ e TIALSMA, 2012).

Os probidticos podem contribuir para a diminui¢do da permeabilidade intestinal,
uma vez que alteram a distribuicdo das proteinas de juncdo celular (KARCZEWSKI et
al., 2010; MADSEN, 2012). Dessa forma, a quantidade de compostos carcinogénicos e
com potencial inflamatorio absorvidos é diminuida, prevenindo a ocorréncia de danos

aos colondcitos e o desenvolvimento do CCR.

Em estudo clinico o tratamento com uma mistura de probidticos (Lactobacillus
plantarum CGMCC 1258, Lactobacillus acidophilus LA-11 e Bifidobacterium longum
BL-88, na dose de 2,6 x 10 ufc/dia) durante os periodos pré-operatério e pos-
operatério em individuos com CCR, foi capaz de diminuir a permeabilidade intestinal
nestes individuos em comparagdo com o grupo placebo. O tratamento com o probidtico
foi capaz de aumentar a quantidade das proteinas de juncédo celular, claudina, ocludina e
JAM-1, nos individuos com CCR, além disso, melhorou a distribuicdo destas proteinas
ao longo do epitélio col6nico, uma vez que estas apresentavam uma distribuicdo mais
continua no grupo tratado com o probi6tico em comparagdo com o placebo (LIU et al.,
2011).
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Mucinas

O colon é revestido por duas camadas de muco, sendo que a primeira se encontra
fortemente ligada aos colondcitos, possui de 50 a 200 pum de espessura, e ndo é habitada
por bactérias da microbiota. A segunda camada pode ser removida facilmente, uma vez
que ndo esta ligada aos colondcitos e apresenta-se estruturalmente mais frouxa do que a
primeira. Isto acontece devido a maior susceptibilidade desta camada a a¢do de enzimas
proteoliticas presentes no Iimen. Ainda, por ser mais frouxa, esta camada atua como
nicho para algumas bactérias (HANSSON, 2012).

O processo carcinogénico diminui a produgdo das mucinas e altera a composicao
das mesmas, de forma que passam a ser produzidas mucinas menos glicosiladas
(BOLEIJ e TJALSMA, 2012). Isto permite maior contato dos compostos
carcinogénicos e das bactérias intestinais com os colondcitos, o que contribui para o

desenvolvimento do processo inflamatorio e acelera o desenvolvimento do CCR.

Ao contrario do que inicialmente se pensava, a barreira formada pelo muco é
dindmica, sendo que a composicdo e a quantidade de mucinas produzidas sdo
influenciadas pela composicdo da microbiota intestinal (CARASI et al., 2014). Assim,
alguns probidticos sdo capazes de aumentar a producdo das mucinas pelas células
caliciformes, através da estimulacdo da expressdo dos genes MUC, principalmente
MUC 2 (KAHOULI et al., 2013).

Dessa forma, o probi6tico #VSL3 (3 x 10° ufc/dia) foi capaz de aumentar em 60
% a produgdo de muco e em cinco vezes a expressdo de MUC 2, no célon de ratos
Wistar saudaveis tratados durante 7 dias. Porém, o aumento da producdo de mucinas
ocorreu sem 0 aumento do ndmero de células caliciformes no célon dos animais
(CABALLERO-FRANCO et al., 2007).

Por outro lado, GAUDIER et al, (2005) observaram que o tratamento com
#VSL3 (4 x 10° ufc/dia) durante 14 dias ndo foi capaz de aumentar a expressdo do gene
MUC e a espessura da camada de muco no intestino de camundongos BALB/c

induzidos a colite crénica, com dextrano sulfato de sédio.
A capacidade dos probioticos de aumentar a produgdo das mucinas pode ser

influenciada por outros fatores, tais como o sistema imune e a dieta, 0 que pode

justificar a controversia entre os estudos. Ainda, estudos experimentais e clinicos que
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avaliaram o efeito dos probioticos sobre as mucinas de individuos com CCR séo

escassos na literatura cientifica.

- Alteracéo da Fisiologia do Hospedeiro

Os probiédticos podem causar algumas alteragdes na fisiologia do hospedeiro, as
quais podem contribuir para a prevencdo do CCR. Por exemplo, alguns microrganismos
probidticos tem se mostrado capazes de alterar a atividade de algumas enzimas
envolvidas nos processos de detoxificacdo celular, tais como catalase, superdxido
dismutase, glutationa-S-transferase e citocromo P450 redutase, prevenindo a acdo dos

radicais livres (RL) e de substancias carcinogénicas (RAFTER, 2004).

Os RL sdo produzidos naturalmente durante os processos de respiracdo celular e
inflamatorio, e pela microbiota intestinal. A producdo de RL pela microbiota intestinal é
expressiva e capaz de exercer atividade carcinogénica (ZHU et al., 2013; IRRAZABAL
et al., 2014). Desta forma, o colon é susceptivel aos efeitos deletérios destes compostos

devendo, portanto, possuir um sistema detoxificante ativo e eficiente.

KUMAR et al., (2012b) concluiram que o efeito anticarcinogénico do
Lactobacillus plantarum AS1 é consequéncia de suas propriedades antioxidantes. Estes
autores observaram que a atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase e
glutationa-S-transferase (GST) aumentaram nos animais tratados com o probidtico.
Também, o leite fermentado Dahi adicionado de Lactobacillus acidophilus LaVK2 e
Lactobacillus plantarum Lp9 foi capaz de aumentar a atividade da GST no figado e no
célon dos animais tratados (2 x 10° ufc/g de cada estirpe, durante 32 semanas). Estes
animais também apresentaram reducdo na quantidade dos produtos da peroxidagdo
lipidica no célon e no figado, e uma menor incidéncia de tumores no célon (MOHANIA
etal., 2013).

A enzima GST além de antioxidante possui atividade desintoxicante. Esta
enzima faz parte do grupo de enzimas da fase Il do processo de biotransformacdo, no
qual esta é capaz de inativar compostos carcinogénicos que foram absorvidos pelo
organismo. Acredita-se que os probioticos consigam aumentar a atividade desta enzima

atraveés da acdo do acido butirico. Este, ao alterar o estado de acetilagdo das histonas,
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aumentaria a expressdo da GST, com isto tem-se um aumento das atividades
antioxidante e desintoxicante (POOL-ZOBEL et al., 2005).

Por sua vez, o citocromo P450 redutase faz parte das enzimas da fase |
responsaveis pelos processos de biotransformacdo que acontecem em nosso organismo
(POOL-ZOBEL et al., 2005). Acredita-se que o consumo regular de BAL seja capaz de
aumentar a atividade desta enzima nos colondcitos, o que levaria a inativacdo dos

compostos carcinogénicos que foram absorvidos (RAFTER, 2004).

Em estudo com ratos F344 alimentados com dieta contendo aminas aromaticas
heterociclicas e tratados com leite fermentado por Bifidobacterium animalis DN-173
010 e Streptococcus thermophilus DN-001 158, durante 7 semanas, ndo foi observado
aumento da quantidade e atividade do citocromo P450 redutase no c6lon e no figado.
Contudo, mesmo sem alterar a atividade desta enzima, o tratamento com o leite
fermentado foi capaz de reduzir a incidéncia dos FCA (TAVAN et al., 2002). Todavia,

estudos recentes que comprovem este mecanismo Sa0 escassos.

Outra forma pela qual os probidticos alteram a fisiologia do hospedeiro diz
respeito as poliaminas. As poliaminas sdo moléculas carregadas positivamente, capazes
de se ligar as proteinas, fosfolipidios, DNA e RNA presentes no interior das células.
Consequentemente, estas moléculas interferem na regulacdo da expressdo génica e nos
processos de proliferacdo e diferenciacdo celular (MILOVIC e TURCHANOWA,
2003).

Devido as suas funcbes fisioldgicas, as poliaminas tém sua biossintese,
catabolismo, absorc¢éo e efluxo celulares rigorosamente controlados. No entanto, com o
desenvolvimento do CCR tem-se uma perda da homeostase dos niveis intracelulares
destas moléculas, o que leva ao aumento da concentracdo das mesmas. O cancer pode
levar ao aumento da biossintese, a diminuicdo do catabolismo e ao aumento da captacao
das poliaminas pelas células. Com isto, as poliaminas podem ser utilizadas como
marcadores de proliferacdo de neoplasias no célon (MILOVIC e TURCHANOWA,
2003).

Ratos F344 induzidos ao CCR com azoximetano e alimentados com dieta
contendo 2% de Bifidobacterium longum (4 x 10™ células/g de dieta) durante 40
semanas, apresentaram atividade diminuida da enzima ornitina descarboxilase nas
células da mucosa intestinal em comparacdo ao controle. Associado a este resultado, 0s

animais tratados com o probiotico apresentaram uma menor incidéncia e multiplicidade
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tumoral (SINGH et al., 1997). A ornitina descarboxilase é limitante para a sintese das
poliaminas, e apresenta-se mais ativa nas células tumorais do que nas saudaveis, como
consequéncia do estado hiperproliferativo (MILOVIC e TURCHANOWA, 2003).

De modo geral, estudos experimentais e clinicos atuais que avaliaram a
capacidade dos probidticos de alterar a fisiologia de hospedeiros com CCR sdo
escassos. Sendo assim, este mecanismo precisa ser mais estudado para melhor

entendimento de sua ocorréncia.

- Inibicdo da Proliferacéo e Inducéo de Apoptose nas Células Tumorais

A ocorréncia dos processos de proliferacdo e apoptose nas células tumorais € o
que define a velocidade de desenvolvimento do cancer. Em funcdo das mutacdes
ocorridas ao longo do processo de desenvolvimento, as células neoplésicas proliferam
mais do que sofrem apoptose (FEARON, 2011). Assim, probidticos capazes de modular
0s processos de proliferacdo celular e de apoptose sdo de grande interesse, uma vez que,
as células neopléasicas seriam eliminadas de forma menos agressiva, ja que a apoptose
ndo traz qualquer prejuizo para as celulas vizinhas e ndo causa inflamagdo,
diferentemente do que acontece com os tratamentos quimioterdpicos e radioterapicos
(ORLANDO e RUSSO, 2013).

Em estudo in vitro, Enterococcus faecium RM11 e Lactobacillus fermentum
RM28, estirpes de bactérias que podem ser encontradas nos leites fermentados, foram
capazes de inibir a proliferacdo de células Caco-2 em 21 e 23 % respectivamente
(THIRABUNYANON et al., 2009). SADEGHI-ALIABADI et al (2014) observaram
que Lactobacillus plantarum A7 e Lactobacillus rhamnosus GG inativados pelo calor e
0 sobrenadante livre de células produzido por eles também exibe esta atividade
antiproliferativa. Portanto, este efeito dos probioticos sobre as células neoplésicas
independe da viabilidade do microrganismo.

In vivo, ratos induzidos ao CCR com DMH e tratados com diferentes doses de
Bifidobacterium longum BCRC 910051, por 15 semanas, apresentaram diminui¢gdo no
indice mitdtico dos colondcitos e na proliferacdo celular nas criptas colonicas em

comparagdo com o grupo nao tratado. Este efeito causado pelo probidtico pode ter sido
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o responsavel pela diminuicdo de 25 a 30 % na quantidade de FCA presentes nestes
animais (FOO et al., 2011).

ZHU et al (2014) constataram que o tratamento com Lactobacillus salivarius
Ren em diferentes doses, durante 15 semanas, reduziu a proliferacéo celular nas criptas
de ratos F344 induzidos ao CCR com DMH. O tratamento com o probiético também foi

capaz de reduzir a incidéncia dos FCA em aproximadamente 40 %.

O aumento da incidéncia de apoptose das células neoplésicas induzida pelo
consumo dos probioticos tem sido atribuido aos AGCC, principalmente butirato. Este
AGCC é capaz de induzir alteracdes epigenéticas, paralisar o ciclo celular e estimular a
expressao de genes pro-apoptose (KUMAR, et al., 2012a). WORTHLEY et al, (2009)
constataram que existe uma relagdo inversa entre a quantidade de AGCC presente nas

fezes com o indice de proliferacdo celular nas criptas.

A imunomodulacdo constitui outra via que contribui para a atividade pro-
apoptética induzida pelo consumo dos probidticos, principalmente o aumento da
producio de TNF-a (LEBLANC e PERDIGON, 2004). Ainda, em estudo in vitro,
WAN et al (2014) concluiram que a capacidade de induzir a apoptose das células
tumorais SW620 pelo probidtico Lactobacillus delbrueckii, seria consequéncia do

aumento da expressdo da caspase-3 e da reducgéo da expressao de Bcl-2.

Assim, através da imunomodulacdo e do aumento da expressdo de proteinas
envolvidas na regulacdo do processo apoptético, os probidticos conseguem inibir o
desenvolvimento tumoral. No entanto, este efeito do consumo dos probidticos sobre as
células neoplésicas ndo deve se estender aos colondcitos saudaveis, uma vez que isto
levaria a disfuncdo da barreira intestinal, a qual como vimos anteriormente, estd

diretamente relacionada com o desenvolvimento do CCR.

Conclusodes

O consumo dos probidticos pode contribuir para a prevengdo do
desenvolvimento do CCR. Até o momento, as evidéncias cientificas sugerem que tal
atividade anticarcinogénica advém de mecanismos fisiologicos diversos e muitas vezes

co-dependentes.
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Os mecanismos utilizados pelos probioticos incluem: a alteracdo quantitativa e
qualitativa da composicdo da microbiota intestinal e sua atividade metabdlica; a
capacidade de ligar e degradar os compostos carcinogénicos presentes no Iumen
intestinal; 0 aumento da producdo de compostos com atividade anticarcinogénica, como
0s AGCC e o CLA; a imunomodulacdo; a melhora da barreira intestinal; a alteracdo da
fisiologia do hospedeiro; a inibi¢do da proliferacdo e a inducdo da apoptose das células
neoplasicas.

Alguns resultados contraditorios sdo encontrados na literatura cientifica com
relacdo a atividade anticarcinogénica dos probioticos. Estas discrepancias podem, pelo
menos, em parte, ser explicadas pelo fato dos mecanismos de protecdo ser estirpes
especificos. Além disso, sdo utilizadas diferentes doses, tempos de tratamento,
frequéncia de uso, e forma de apresentacdo do produto (liofilizado, microencapsulado,
ou pronto pra consumo como o iogurte). Estes sdo alguns dos fatores que dificultam a
comparacdo de resultados entre os estudos e consequentemente a extrapolacdo dos
resultados obtidos.

Sendo assim, mais estudos devem ser conduzidos a fim de identificar os
produtos com alegacdo de probiose e as estirpes envolvidas nos mecanismos mais
efetivos na prevencdo do CCR. Somado a isto, torna-se necessario também estabelecer
as doses e as frequéncias de consumo recomendadas para se obter o efeito protetor

relacionado a este tipo de cancer.
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SARTIGO I

Titulo: Sobrevivéncia das Bactérias do Acido LActico e das Leveduras Presentes no
Kefir de Leite Integral ap6s Simulagéo In Vitro das Condic¢bes Prevalecentes do
Trato Gastrointestinal Humano.

Resumo

O leite fermentado kefir é produzido a partir de uma mistura de bactérias e leveduras
que vivem em associacao simbiotica nos grdos de kefir. O consumo regular do kefir
proporciona beneficios a saide humana, e assim, o kefir preenche um dos pré-requisitos
para ser considerado um alimento probiotico. No entanto, pouco se sabe sobre a
sobrevivéncia destas bactérias e leveduras apds a passagem pelo trato gastrointestinal
humano. Dessa forma, este estudo teve como principal objetivo avaliar a sobrevivéncia
das bactérias do acido lactico e das leveduras presentes no kefir de leite integral apds
estes serem submetidos a simulacdo in vitro das condicGes prevalecentes no trato
gastrointestinal humano. Durante o ensaio, aliquotas das amostras do kefir foram
plaqueadas em meio seletivo para bactérias do &cido lactico e para leveduras. Ap6s o
periodo de incubacdo foi realizada a contagem das unidades formadoras de col6nia.
Observamos que as bactérias do acido lactico do kefir de leite integral sdo altamente
sensiveis as condicBes prevalecentes no estdmago, de modo que a sobrevivéncia das
mesmas reduziu em aproximadamente cinco ciclos logaritmicos nos primeiros 30 min
de ensaio. Com relacdo as leveduras, estas parecem ser pouco afetadas pelas condicdes
prevalecentes no trato gastrointestinal. Assim, conclui-se que as leveduras presentes no
kefir de leite integral sdo mais resistentes as condicGes prevalecentes no trato
gastrointestinal do que as bactérias do &cido lactico.

Palavras-chave: Kefir de leite integral, sobrevivéncia, trato gastrointestinal humano, in

vitro, bactéria do acido lactico, leveduras.
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Abstract

The fermented beverage kefir is produced from a mixture of bacteria and yeasts living
in a symbiotic association in kefir grains. Regular consumption of kefir provides
benefits to human health, thus kefir fills one of the prerequisites to be considered a
probiotic food. However, little is known about the survival of these bacteria and yeasts
after passage through the human gastrointestinal tract. Thus, this study aimed to
evaluate the survival of lactic acid bacteria and yeasts present in whole milk kefir after
they undergo in the simulation in vitro of the conditions prevailing in the human
gastrointestinal tract. During the assay, samples of kefir were plated on selective
medium for lactic acid bacteria and yeasts. After the incubation period the count of
colony forming units was performed. We observed that the lactic acid bacteria of kefir
are highly sensitive to the conditions prevailing in the stomach, so their survival
reduced approximately five log cycles during the first 30 min of the assay. Regarding
the yeasts, it appears that they are little affected by the conditions prevailing in the
human gastrointestinal tract. Thus, it can be concluded that the yeast present in whole
milk kefir are more resistant to the conditions prevailing in the human gastrointestinal
tract than the lactic acid bacteria.

Keywords: whole milk kefir, survival, human gastrointestinal tract, in vitro, lactic acid
bacteria, yeasts.
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Introducéo

O kefir € um leite fermentado acidificado, que possui pequenas quantidades de
alcool em sua composicdo. E originario das montanhas do Céucaso, Tibet e Mongolia
(LOPITZ-OTSOA et al., 2006). No Brasil, o kefir € pouco conhecido pela populacao
sendo, portanto, pouco consumido e produzido exclusivamente de maneira artesanal
(LEITE et al., 2013).

O kefir é produzido a partir dos grdos de kefir que sdo compostos por uma
mistura especifica e complexa de bactérias e leveduras que vivem em associagdo
simbidtica (LOPITZ-OTSOA et al., 2006). Com isto, o kefir difere dos outros alimentos
fermentados, pois ndo é o resultado da atividade metabolica de apenas um ou poucos
microrganismos, mas de uma diversidade de microrganismos (LEITE et al., 2013).

Os gréos de kefir possuem forma irregular, sdo gelatinosos, de cor branca ou
amarela, apresentam textura macia, porém firme e seu tamanho varia de 3 a 20 mm de
didametro. Nestes grdos as bactérias e as leveduras sao mantidas juntas, embebidas em
uma viscosa matriz hidrossoltvel de polissacarideos, resistente a hidrolise enzimatica e
composta por quantidades iguais de D-glicose e D-galactose, denominada kefiran
(OTLES e CAGINDI, 2003). A composicdo microbioldgica dos graos de kefir e do leite
fermentado produzido pelos gréos € semelhante (SIMOVA et al., 2002).

MAGALHAES et al., (2011) identificaram 359 espécies de microrganismos no
kefir de leite integral brasileiro. Destes, 60,5 % correspondiam as espécies de bactérias
do &cido lactico (BAL), 30,6 % eram leveduras e 8,9 % bactérias produtoras de &cido
acetico. Ainda LEITE et al. (2012), ao avaliarem a microbiota dos grdos de kefir
provenientes de trés cidades brasileiras diferentes (Niterdi - RJ; Lavras e Vicosa - MG),
concluiram que o género Lactobacillus € o mais abundante, sendo a espécie
Lactobacillus kefiranofaciens a mais comum. Com relacdo as leveduras a espécie

Saccharomyces cerevisiae foi a mais abundante.

Durante o processo de fermentacdo € produzida uma variedade de compostos
bioativos, como os acidos organicos, peptideos bioativos e exopolissacarideos (kefiran),
que atuam de forma independente ou em sinergia para proporcionar beneficios a saude
humana (LEITE et al., 2013). Dentre as atividades terapéuticas que o consumo regular
do kefir proporciona, tem-se a antibacteriana (RODRIGUES et al., 2005); a antioxidante
(GUVEN e GULMEZ, 2003), a antitumoral (LIU et al., 2002); a restauradora da
microbiota intestinal (URDANETA et al., 2007); a melhora da digestao e da tolerancia a
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lactose (HERTZLER e CLANCY, 2003); o efeito hipocolesterolemiante (TAYLOR e
WILLIAMS, 1998); a anti-inflamatéria (LEE et al., 2007) e a anti-hipertensiva
(MAEDA et al., 2004).

Em funcéo disso, o kefir pode se enquadrar na categoria de probidtico, que por
definicdo sdo “microrganismos vivos que quando ingeridos em quantidades adequadas
conferem beneficios a satde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001). Assim, o consumo do
kefir deve ser encorajado, uma vez que 0 mesmo é seguro para 0 consumo, pode ser
produzido em domicilio, possui baixo custo de producdo, e pode ser facilmente
incorporado a dieta (ROSA et al., 2014).

Embora os critérios de selecdo dos microrganismos probioticos sejam ainda
controversos, dois critérios tém sido amplamente aceitos: (1) a capacidade de
sobrevivéncia as condi¢des do trato gastrointestinal; e (2) a capacidade de proporcionar
pelo menos um beneficio a satde do hospedeiro (DIOSMA et al., 2014). Assim, o kefir
preenche um dos critérios de selecdo supracitados. No entanto, pouco se sabe sobre a
sobrevivéncia dos microrganismos que comp8em sua microbiota ap6s a passagem pelo

trato gastrointestinal.

Dessa forma, este estudo teve como principal objetivo avaliar a sobrevivéncia
das BAL e das leveduras presentes no kefir de leite integral, ap0s estas serem
submetidos a simulacdo in vitro das condigdes prevalecentes no trato gastrointestinal

humano.

Material e Métodos
Preparo do Leite Fermentado: Kefir de Leite Integral

Os grdos de kefir foram obtidos de familias que tradicionalmente fazem o seu
consumo, na regido da zona da Mata Mineira, Minas Gerais, Brasil. O preparo do leite
fermentado foi realizado no Laboratorio de Bioquimica Nutricional, Departamento de
Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa, Campus Vigosa-MG, onde as
condicdes de preparo realizadas em domicilio foram reproduzidas.

Para o preparo do leite fermentado foram inoculados 8 g dos gréos de kefir em
100 mL de leite de vaca integral pasteurizado (FUNARBE, Vicosa-MG, Brasil). Este
foi mantido em temperatura ambiente (22 + 3 °C) por 24 horas, sem agitagdo, em

recipiente de vidro fechado com tampa, porém ndo hermeticamente. Decorridas as 24 h
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de fermentacdo, os grdos foram separados do leite fermentado atravées de peneiracéo, € 0
leite fermentado obtido foi entdo utilizado para a realizagdo das analises. Doravante, 0

leite fermentado sera chamado de kefir (Figura 1).

/_r\ Inoculacio dos grios de kefir no leite
amd de vaca integral pasteurizado

V

Incubacio por 24 h a temperatura
ambiente (22 £3 °C)

v

Separacdo dos grios de kefir do leite
fermentado pormeio de peneiraciio

Grios de kefir <:> Leite Fermentado=
Kefir de leite integral

PH, acidez e simulacio
invitro das condicdes
prevalecentes no trato
castrointestinal humano

Figura 1- Preparo do kefir de leite integral

Determinacao do pH e da Acidez do Kefir

O pH do kefir foi determinado com o auxilio de um pHmétro (Instrutherm,
modelo PH-1900, Brasil) previamente calibrado, em temperatura ambiente
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

A acidez foi determinada de acordo com o método de acidez titulavel, utilizando
como solucdo titulante o hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N (Vetec®, Brasil) e como
indicador solucéo alcodlica de fenolftaleina a 1 %. A titulacédo foi realizada sob agitacao
continua, até o ponto de viragem (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). O resultado

final foi expresso em porcentagem de acido lactico/mL de kefir.
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Simulacéo in vitro das Condicdes Gastricas Prevalecentes no Trato Gastrointestinal
Humano

Durante 90 min os microrganismos do kefir de leite integral e do leite de vaca
integral pasteurizado (FUNARBE, Vicosa-MG, Brasil) foram submetidos as condicGes
gastricas simuladas in vitro, segundo metodologia de CONCEICAO et al., (2013).

O meio para a simulacdo das condigdes gastricas (“suco gastrico) continha 3%
de pepsina (Sigma Aldrich®, EUA), 4% de mucina (Sigma Aldrich®, EUA) e 0,5% de
cloreto de sodio (NaCl), com pH final ajustado para 2 com solugéo de acido cloridrico 5
M. Assim, durante o teste de viabilidade 200 pL do kefir ou do leite integral foram
tratados com 200 pL do “suco gastrico” (teste). Para o controle, 200 pL do kefir ou do
leite integral foram tratados com 200 pL de solucdo tampéo fosfato de sodio (PBS).

A cada 30 min, os microrganismos foram coletados por centrifugacdo a 7000 g a
4°C, por 5 min (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). O sedimento formado com a
centrifugacdo foi lavado com PBS pH 7,4 por duas vezes. Em seguida este foi
recuperado em 400 pL de PBS, para o posterior plagueamento em meio seletivo para a
contagem de BAL (MRS &gar, Acumedia® EUA) e leveduras (BDA &gar, Sigma
Aldrich®, EUA).

As placas contendo as BAL foram incubadas em estufa incubadora a 37 °C por
24 horas (BOD, modelo Tecnal - TE 390, Brasil). ApoOs este periodo procedeu-se a
contagem das unidades formadoras de colénia (ufc). As leveduras foram incubadas a 28
°C em estufa incubadora (BOD, modelo Tecnal - TE 390, Brasil), durante quatro dias,
para que a contagem das ufc pudesse ser realizada. Os resultados encontrados foram

expressos em log ufc/mL de kefir ou leite.

Simulagéo in vitro das Condigdes Intestinais Prevalecentes no Trato Gastrointestinal
Humano

Apds os microrganismos do kefir e do leite integral serem expostos as condi¢des
gastricas simuladas in vitro, estes foram submetidos in tandem durante, 150 min, as
condigdes intestinais simuladas in vitro.

O meio para a simulagéo das condicdes intestinais (“suco pancreatico) continha
1 % de pancreatina (Sigma Aldrich®, EUA), 4 % de mucina (Sigma Aldrich®, EUA),
0,3 % de sais biliares (Himedia®, EUA) e 0,5 % de NaCl, com pH final ajustado para
6,8 com solucéo de NaOH 1,5 M (CONCEICAO et al., 2013).
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Assim, 200 pL do kefir ou do leite integral foram tratados com 200 pL do ““suco
pancreatico” (teste). Para o controle, 200 pL do kefir ou do leite integral foram tratados
com 200 pL de PBS.

A cada 30 min, os microrganismos foram coletados por centrifugacdo a 7000 g a
4°C, por 5 min (Hermle®, modelo Z216MK, Alemanha). O sedimento formado com a
centrifugacdo foi lavado com PBS pH 7,4 por duas vezes. Em seguida este foi
recuperado em 400 pL de PBS. Essa suspensao foi plaqueada em meio seletivo para a
contagem de BAL (MRS é&gar, Acumedia® EUA) e leveduras (BDA &gar, Sigma
Aldrich®, EUA). A sobrevivéncia foi avaliada e registada como descrito para as
condicBes gastricas, e os resultados encontrados foram expressos em log ufc/mL de
kefir ou leite.

Resultados
pH e Acidez do Kefir

O kefir preparado apresentou em média pH igual a 3,86 + 0,1. Quanto a acidez,

o kefir exibiu valor médio de 0,88 + 0,04 % de &cido lactico/mL de kefir.

Sobrevivéncia das Bactérias do Acido LActico (BAL)

Apo6s quatro horas de exposicdo as condigdes prevalecentes do trato
gastrointestinal humano observou-se uma reducdo de aproximadamente 6 ciclos
logaritmicos na populacdo das BAL. Ja nos primeiros 30 min de simulacdo constatou-se
reducdo de aproximadamente 5 ciclos logaritmicos na populacdo das BAL. Contudo,
quando expostas as condicOes intestinais prevalecentes observou-se uma reducdo de
aproximadamente 1 ciclo logaritmico (Figura 2). Assim, a sobrevivéncia das BAL do
kefir teste foi mais afetada pelas condi¢des gastricas do que pelas condicBes intestinais
guando comparada ao kefir controle.

Com relacéo ao leite integral pasteurizado, em nenhuma das dilui¢Bes seriadas
plaqueadas para o teste de sobrevivéncia de BAL, foi observado o crescimento de

col6nias (dados ndo mostrados).
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Contagem de BAL (log UFC/mL)
[a9]
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Figura 2- Sobrevivéncia das bactérias do acido lactico (BAL) presentes no kefir de leite
integral ap6s exposi¢do as condi¢Bes simuladas gastricas (0 a 90 min) e intestinais (90 a 240
min) prevalecentes no trato gastrointestinal humano. Kefir teste: ------ Kefir controle:

Sobrevivéncia das Leveduras

Ap6s quatro horas de exposicdo as condigdes prevalecentes do trato
gastrointestinal humano observou-se uma reducdo de aproximadamente 1 ciclo
logaritmico na contagem da populacdo de leveduras do kefir teste. Quando expostas as
condicgdes gastricas simuladas, a sobrevivéncia das leveduras do kefir teste foi pouco
afetada pelo ambiente acido e pela acdo da pepsina, uma vez que o comportamento foi
similar entre o teste e o controle. No entanto, durante a simulacdo das condig¢des
intestinais, inicialmente observa-se uma queda na sobrevivéncia da populacdo das
leveduras. A partir do tempo 150 min a sobrevivéncia aumenta, mantendo-se estavel até
o tempo 210 min, quando a contagem reduz em aproximadamente 1 ciclo logaritmico,
quando comparada ao controle (Figura 3).

Com relacdo ao leite integral pasteurizado, observou-se que em nenhuma das
diluicdes decimais plaqueadas para o teste de sobrevivéncia de leveduras foi observado

o crescimento de coldnias (dados n&o mostrados).
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Contagem de Levdeduras (log UFC/mL)
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Figura 3- Sobrevivéncia das leveduras presentes no kefir de leite integral apos
exposicao as condi¢des simuladas gastricas (0 a 90 min) e intestinais (90 a 240 min)
prevalecentes no trato gastrointestinal humano. Kefir teste: ------ Kefir controle:

Discussao

O leite fermentado kefir é o resultado da atividade metabdlica de bactérias e
leveduras que convivem de maneira simbidtica e co-dependente nos grdos de kefir,
dessa forma, ocorre & fermentacdo alcoodlica e &cido-latica simultaneamente (LEITE et
al., 2013).

Dentre as caracteristicas organolépticas do kefir destaca-se sua acidez, a qual €
decorrente da producdo dos acidos lactico e acético pela microbiota presente nos gréos
de kefir (LOPITZ-OTSOA et al., 2006). O kefir preparado em nosso estudo apresentou
em média pH igual a 3,86 £ 0,1 e acidez de 0,88 + 0,04 % de acido lactico/mL de kefir.
Segundo as recomendacdes do Codex Alimentarius (CAC, 2010), o kefir deve
apresentar no minimo 0,6 % de &cido lactico/mL. J& a Instrucdo Normativa de n° 46 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2007) do
Brasil recomenda que o kefir possua menos de 1 % de &cido lactico/mL. Neste caso,
constata-se que o kefir preparado atende as exigéncias do Codex Alimentarius e da
legislacgdo brasileira no que diz respeito a acidez.

Com relacdo & composicdo microbioldgica, a Instrucdo Normativa de n° 46 do
MAPA (BRASIL, 2007) estabelece que o kefir deve conter no minimo 10’ ufc/mL de
BAL e 10* ufc/mL de leveduras no produto pronto para consumo. Dessa forma, o kefir

de leite integral preparado em nosso estudo atende as exigéncias da legislacéo brasileira,
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j& que 0 mesmo apresentou contagem aproximada de 10** ufc/mL de BAL e 10 ufc/mL

de leveduras, no produto pronto para 0 consumo.

De acordo com a FAO (2001), os microrganismos probioticos devem ser
capazes de resistir as condi¢des gastricas, principalmente ao efeito do suco gastrico e
devem ser capazes de proliferar na presenca dos sais biliares encontrados no intestino.
Dessa forma, 0s microrganismos probioticos serdo capazes de colonizar o intestino e
proporcionar efeitos benéficos a salde do hospedeiro (VERRUCK et al., 2015). A
avaliacdo da sobrevivéncia dos probioticos in vitro é amplamente empregada, uma vez
que permite simular as condic6es prevalecentes do trato gastrointestinal de forma rapida
e simples quando comparada aos métodos in vivo, 0s quais sdo caros, demorados e
apresentam uma alta variabilidade interindividual (VERRUCK et al., 2015).

Em nosso estudo, quando expostas as condicGes prevalecentes do trato
gastrointestinal humano, a sobrevivéncia das BAL do kefir de leite integral reduziu
expressivamente, sendo, uma reducdo mais acentuada observada quando estas bactérias
foram expostas as condi¢des gastricas.

As condicdes fisiologicas do estdmago sdo muito prejudiciais para alguns
géneros de bactérias e a tolerancia ao ambiente &cido do estdmago é dependente da
presenca de uma matriz alimentar, da composi¢cdo da membrana de cada estirpe e da
atividade da enzima H*-ATPase (VERRUCK et al., 2015). LIKOTRAFITI et al., (2015)
constataram que durante a simulacdo das condi¢Ges gastricas com o pH 2, a
sobrevivéncia do Lactobacillus kefiri diminuiu drasticamente ja nos primeiros 15
minutos de exposicao.

Com relacdo aos sais biliares, SANTOS et al., (2003) observaram que 85 %, das
58 estirpes de Lactobacillus, isoladas dos graos de kefir de leite, eram resistentes a acédo
dos sais biliares presentes na simulacéo das condicdes intestinais na concentracao de 0,3
%. A resisténcia que estas bactérias exibem seria consequéncia da atividade da enzima
sal biliar hidrolase, a qual desconjuga os sais biliares (GUO et al., 2009). Na forma
desconjugada a capacidade de emulsificar as membranas bacterianas dos sais biliares é
parcialmente perdida, o que possibilita 0 crescimento microbiano (PAVLOVIC et al.,
2012).

Sabe-se que o kefir de leite integral possui em sua microbiota algumas espécies
de leveduras fermentadoras de lactose e ndo fermentadoras de lactose. Apesar da

atividade metabolica das leveduras contribuirem para as caracteristicas sensoriais do
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kefir, estes microrganismos séo pouco estudados (LEITE et al., 2013). Assim, torna-se
imprescindivel conhecer a sobrevivéncia das leveduras ap6s a passagem pelo trato
gastrointestinal.

Em nosso estudo observamos que a sobrevivéncia das leveduras do kefir de leite
integral ndo sofreu grandes reducGes quando expostas as condigdes gastricas e
intestinais prevalecentes. DIOSMA et al. (2014) avaliaram a sobrevivéncia de diferentes
estirpes de quatro espécies de leveduras (Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces unisporus, e Issatchenkia occidentalis) isoladas de graos de
kefir, e constataram que todas as espécies de leveduras possuiam estirpes altamente
resistentes ao ambiente acido e a acdo dos sais biliares (concentracdo de 0,5 ou 1 %) na
simulacdo in vitro. Em estudo in vivo os autores observaram que todas as estirpes
toleravam bem a passagem pelo trato gastrointestinal, de modo que Kluyveromyces
marxianus CIDCA 8154 e Saccharomyces boulardii podiam ser encontradas no ceco
dos animais na quantidade de 10° ufc/g de fezes.

A definicdo de probidticos enfatiza que os microrganismos devam estar vivos no
momento em que sdo consumidos (FAO/WHO, 2001). No Brasil, a recomendacéo geral
é de que o alimento probidtico possua no minimo de 10° a 10° ufc/mL do
microrganismo viavel no produto final pronto para consumo. Caso quantidades menores
estejam presentes, o fabricante deve comprovar a eficacia do produto (BRASIL, 2008).
No entanto, até o presente momento ndo existe uma recomendacdo de quantidade
minima de microrganismos probidticos que deve apresentar-se viavel no intestino
delgado ou no colon.

Alguns dos efeitos benéficos, proporcionados a partir do consumo regular dos
probidticos, podem ser alcancados quando estes microrganismos sdo consumidos na
forma inativa. Tais efeitos seriam consequéncia da interacdo da molécula de DNA, dos
componentes da membrana e parede celular, bem como dos metabolitos produzidos por
estes microrganismos durante o processo de fermentacdo com o hospedeiro
(FARNWORTH, 2008; RIJKERS et al., 2010). Porém, OUWEHAND e SALMINEN
(1998) afirmam que os efeitos benéficos a saide, proporcionados pelo consumo de
microrganismos probioticos na forma inativa, sdo limitados, principalmente no que diz
respeito & imunoestimulacao.

Dessa forma, mesmo que as BAL do kefir ndo consigam chegar até o intestino

em altas concentragdes, estas ainda serdo capazes de trazer beneficios a saide humana.
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Adicionalmente, as leveduras podem contribuir, ja que a sobrevivéncia das mesmas foi

pouco afetada pelas condigcOes prevalecentes no trato gastrointestinal humano.

Concluséao

A sobrevivéncia das BAL presentes no kefir de leite integral declina
consideravelmente quando estas sdo submetidas a simulacdo das condigdes
prevalecentes do trato gastrointestinal, principalmente no que diz respeito as condi¢Ges
gastricas. Quanto as leveduras, estas ndo parecem ser muito afetadas pelas condicdes

prevalecentes no trato gastrointestinal.

Apesar da sobrevivéncia dos microrganismos durante a passagem pelo trato
gastrointestinal ser uma caracteristica desejavel nos microrganismos probioticos, isto
ndo impede que 0s mesmos proporcionem efeitos benéficos a saide humana. Assim, 0
consumo regular do kefir deve ser encorajado e estimulado na rotina da populacdo, uma

vez que 0 mesmo é um alimento seguro e com caracteristicas de probiose.
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6 ARTIGO IlIlI

Titulo: Kefir de Leite Integral Reduz a Incidéncia de Lesbes Pre-Neopléasicas no
Codlon de Ratos Wistar.

Resumo

O consumo de probidticos tem sido associado a prevencdo do desenvolvimento do
cancer colorretal. Considerando que o kefir é um alimento probidtico com uma
diversidade de atividades terapéuticas, este estudo teve como principal objetivo avaliar
o efeito do consumo regular do kefir na reducdo do desenvolvimento das lesdes pré-
neoplasicas em ratos Wistar. Foram utilizados trinta animais que foram aleatoriamente
divididos em trés grupos experimentais (n = 10). Os animais receberam os tratamentos
durante cinco semanas, previamente a inducdo das lesbes pré-neopléasicas, € por mais
quinze semanas apds a inducdo, totalizando vinte semanas experimentais. Nas cinco
primeiras semanas, a chamada fase de pré-inducdo, os animais do grupo controle foram
tratados com 1 mL de &gua destilada, o grupo leite recebeu 1 mL de leite integral
pasteurizado, e o grupo kefir foi tratado com 1 mL de kefir de leite integral, via
gavagem diariamente. Na fase de poés-inducdo, quinze semanas subsequentes, 0S
animais foram submetidos ao protocolo de inducéo de lesbes pré-neoplasicas com 1,2-
dimetilhidrazina, e continuaram recebendo seus respectivos tratamentos. O tratamento
com o kefir foi capaz de reduzir em 36,7 % a incidéncia dos focos de cripta aberrante no
célon dos animais em comparacdo ao controle (p < 0,001). O kefir aumentou a atividade
da enzima catalase (p < 0,001) no célon e a concentracdo dos acidos graxos de cadeia
curta no contetdo cecal (p = 0,046). Adicionalmente, o kefir foi capaz de reduzir a
razdo lactulose/manitol (p = 0,020) ao final da fase de pés-inducdo. Assim, conclui-se
que o tratamento com o kefir de leite integral foi capaz de reduzir o desenvolvimento
das lesGes pré-neoplasicas, induzidas pela 1,2-dimetilhidrazina, no célon dos animais. A
atividade anticarcinogénica do kefir deveu-se ao aumento da atividade antioxidante e da
producdo dos &cidos graxos de cadeia curta; além da reducdo da permeabilidade
intestinal.

Palavras-chave: kefir de leite integral, cancer colorretal, foco de cripta aberrante,
DMH.
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Abstract

The consumption of probiotics has been associated with the prevention of colorectal
cancer. Considering that kefir is a probiotic food with a variety of therapeutic activities,
this study aimed to evaluate the effect of regular consumption of kefir in the reduction
of the development of preneoplasic lesions in Wistar rats. Thirty animals were randomly
divided into three groups (n = 10). Those animals received the treatments for five weeks
prior to induction of preneoplasic lesions, and fifteen weeks after the induction, totaling
twenty experimental weeks. In the first five weeks, the so-called pre-induction phase,
the control group was treated with 1 mL of distilled water, the milk group received 1
mL of pasteurized milk and the kefir group was treated with 1 mL of whole milk kefir,
administered daily through gavage. In the post-induction phase, after fifteen weeks, the
animals were subjected to the protocol of induction of the preneoplasic lesions with 1,2-
dimethylhydrazine, and continued to receive their treatments. The treatment with kefir
was able to reduce by 36.7 % the incidence of aberrant crypt foci in the colon compared
to the control (p < 0.001). Kefir increased the activity of the enzyme catalase (p <
0.001) in the colon as well as the concentration of short-chain fatty acids in the cecal
content (p = 0.046). Additionally, kefir was able to reduce the ratio lactulose/mannitol
(p = 0.020) after the end of the post-induction phase. Thus, it is concluded that the
treatment with whole milk kefir was able to reduce the development of preneoplasic
lesions, induced by 1,2-dimethylhydrazine, in the colon of the animals. The
anticarcinogenic activity of kefir was due to the increase of the antioxidant activity and
production of short chain fatty acids; besides the reduction of intestinal permeability.

Key-words: whole milk kefir, colorectal cancer, aberrant crypt foci, DMH.
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Introducéo

O cancer colorretal (CCR) pode acometer o intestino grosso (colon) (INCA,
2014). E a terceira causa de morte entre os diferentes tipos de cancer em todo o mundo,
sendo considerado problema de satde publica (WHO, 2014). O CCR possui causa
multifatorial, mas, a maioria de seus fatores etioldgicos é do tipo ambiental e podem ser
prevenidos (HAGGAR e BOUSHEY, 2009). A prevencdo do cancer acontece sempre
que ocorre regressao, inibicdo ou reducédo de sua incidéncia (BIRD e GOOD, 2000).

Alguns estudos experimentais tém demonstrado que o consumo regular de
alimentos/microrganismos probioticos é capaz de inibir o desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasicas na mucosa intestinal coldnica (FOO et al., 2011; CHANG et al., 2012;
KUMAR et al., 2012b; MOHANIA et al., 2013; ZHU et al., 2014). Os probidticos sdo
definidos como ‘“microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades
adequadas, conferem beneficios & satde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001).

Os mecanismos pelos quais o0s probidticos exercem esta atividade
anticarcinogénica ainda ndo séo totalmente conhecidos. No entanto, sabe-se que séo
capazes de alterar quantitativa e qualitativamente a composi¢do da microbiota intestinal
e sua atividade metabolica, além de alterar as condicdes fisico-quimicas do célon e a
fisiologia do hospedeiro. Os probiéticos podem também ligar e degradar compostos
carcinogénicos presentes no limen intestinal e produzir compostos com atividade
anticarcinogénica, como os acidos graxos de cadeia curta (AGCC). A imunomodulacéo,
a inibicdo da proliferacdo e a inducdo da apoptose das células tumorais também
constituem alguns dos mecanismos descritos na literatura (UCCELLO et al., 2012;
SHMUELY et al., 2013).

Um leite fermentado probidtico que vem ganhando espaco na literatura cientifica
é o kefir. Este leite fermentado é produzido a partir da atividade metabdlica de uma
mistura especifica e complexa de bactérias produtoras de acido lactico e acético, além
de leveduras fermentadoras de lactose e ndo fermentadoras de lactose, que vivem em
uma associacao simbiotica (LOPITZ-OTSOA et al., 2006; SARKAR, 2007).

Assim, o diferencial do kefir em comparacdo com outros leites fermentados esta
no fato de que o kefir é o resultado da atividade metabdlica da associagdo simbiotica de
uma variedade de bactérias e de leveduras (LEITE et al., 2013). Adicionalmente, o

consumo regular do kefir tem sido associado a uma diversidade de atividades
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terapéuticas, dentre elas a atividade antitumoral (LIU et al., 2002; RIZK et al., 2009).
Contudo, ndo se sabe qual seria o efeito do consumo regular do kefir sobre o
desenvolvimento de lesbes pré-neoplasias no colon.

Dessa forma, o principal objetivo de nosso estudo foi avaliar o efeito do
consumo regular do leite fermentado, kefir, na reducdo do desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasicas no colon de ratos Wistar. Além disso, avaliamos se a atividade
anticarcinogénica do kefir envolveria as enzimas antioxidantes, a producéo dos acidos
graxos de cadeia curta, alteragdes na permeabilidade intestinal e a producdo de

diferentes tipos de mucinas pelas células caliciformes.

Material e Métodos
Preparo do Leite Fermentado: Kefir de Leite Integral

Os grdos de kefir foram obtidos de familias que tradicionalmente fazem o seu
consumo, na regido da zona da Mata Mineira, Minas Gerais, Brasil. O preparo do kefir
foi realizado no Laboratorio de Bioguimica Nutricional, Departamento de Nutri¢do e
Saude da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Campus Vigosa-MG, onde procurou-
se reproduzir as condi¢des de preparo realizadas em domicilio.

Para o preparo do kefir foram inoculados 8 g de grdos de kefir em 100 mL de
leite de vaca integral pasteurizado. Este foi mantido em temperatura ambiente (22 £ 3
°C) por 24 horas, sem agitacdo, em recipiente de vidro previamente esterilizado,
fechado com tampa, porém ndo hermeticamente.

Decorrida a fermentagéo, os graos de kefir foram separados do leite fermentado
através de peneiracdo. Em seguida, os grdos foram submetidos a um novo processo de
fermentacgdo, em leite integral pasteurizado para dar continuidade a producéo. E o leite
fermentado fresco foi administrado diariamente aos animais. Doravante o leite
fermentado serd chamado de kefir.

O kefir oferecido aos animais apresentou em média pH igual a 3,86 + 0,1, acidez
de 0,88 + 0,04 de &cido lactico/mL de kefir, contagem de bactérias do acido lactico
(BAL) de 10° ufc/mL, e de leveduras de 10" ufc/mL.
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Animais

Foram utilizados trinta ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus,
variedade albinus, Rodentia), com 8 semanas de vida, provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFV. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura ambiente média
de 22 + 2 °C. Os animais receberam agua destilada e racdo comercial (Presence®,
Brasil) ad libitum.

Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFV,
numero do protocolo: 84/2014 (Anexo A).

Desenho Experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais com 10 animais cada
(Figura 1). Assim, de acordo com o tratamento, temos: grupo controle, tratado com 1
mL de agua destilada; grupo leite, tratado com 1 mL de leite de vaca integral
pasteurizado; e grupo kefir, que foi tratado com 1 mL de kefir de leite integral.

As primeiras cinco semanas experimentais foram denominadas de fase pré-
inducdo, durante este periodo os animais receberam diariamente via gavagem seus
respectivos tratamentos de acordo com o grupo experimental ao qual pertenciam.

Nas quinze semanas subsequentes deu-se inicio a fase de pds-inducdo. Nesta
fase todos os animais foram submetidos ao protocolo de inducdo de lesdes pré-
neoplasicas com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) (Sigma Aldrich®, EUA), segundo
LARANJEIRA et al.,, (1998) adaptado. Os animais receberam quatro injecGes
subcutaneas de DMH, na dosagem de 40 mg/kg peso corporal. Foram realizadas duas
aplicacdes, durante duas semanas (RODRIGUES et al., 2002). Neste periodo, os

animais continuaram recebendo os tratamentos via gavagem.
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Figura 1 - Desenho experimental. As cinco primeiras semanas correspondem a fase de pré-inducao.
A regido hachurada, compreendida entre as setas (2 semanas), corresponde a fase de inducdo das
lesbes pré-neoplasicas com 1,2-dimetilhidrazina, quando deu-se inicio a fase de pés-indugdo, que
teve duracgdo total de quinze semanas experimentais.

O peso corporal e o consumo alimentar dos animais foram verificados
semanalmente, e estes parametros foram utilizados para o célculo do coeficiente de
eficacia alimentar (CEA).

Apos vinte semanas de experimento os animais sofreram eutanasia. Esses foram
submetidos a um jejum de 12 horas, sendo posteriormente anestesiados com isoflorano
a 3 % (Cristalia® Brasil) e submetidos & exsanguinacdo total. Assim, procedeu-se a
coleta do sangue e dos demais tecidos, que foram armazenados a -80°C e em formalina

de Carson para posteriores analises.

Andlises Bioquimicas

O colesterol total, fracdo HDL-colesterol, triglicerideos, glicose, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e creatinina foram dosados
nas amostras de soro, por meio do método enzimatico colorimétrico, utilizando-se Kits
comerciais (Bioclin®, Brasil), sendo as leituras realizadas pelo aparelho BS200. A
concentracdo da LDL-colesterol foi calculada segundo equacdo de FRIEDEWALD et
al., (1972).
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Contagem dos Focos de Criptas Aberrantes

Ap0s a eutanasia, o colon foi lavado com solucgdo tampéo fostato (PBS) 50 mM,
aberto longitudinalmente pela banda contra mesentérica, colocado em placas de parafina
com a mucosa Vvoltada para a parte superior da placa. Apés a fixacdo com formalina de
Carson por 24 horas, o tecido foi medido com o auxilio de uma régua e dividido em trés
segmentos equidistantes, que foram identificados em proximal, medial e distal em
relacdo ao ceco.

Para a contagem dos focos de criptas aberrantes (FCA), os segmentos do célon
de cinco animais de cada grupo foram corados com solucéo de azul de metileno 0,1 %,
por dois minutos. A contagem foi realizada com o auxilio de um microscopio de luz
(Olympus America InC., modelo CBA, EUA) com aumento de 100X por dois

observadores de maneira duplo-cega. A categorizacdo dos FCA foi realizada com base

no numero de criptas aberrantes por foco, sendo focos com até trés ou menos criptas
(FCA < 3) e focos com mais de trés criptas (FCA > 3) (BIRD, 1987) (Figura 2).

Figura 2- Focos de cripta aberrante observados na superficie da mucosa coldnica de ratos Wistar, induzidos com
1,2-dimetilhidrazina, corados com azul de metileno 0,1%. A: criptas col6nicas saudaveis. B: Um foco de cripta
com duas criptas aberrantes (FCA < 3). C: Um foco de cripta aberrante com oito criptas aberrantes (FCA > 3).

Quantifica¢io dos Acidos Graxos de Cadeia Curta Fecal

Os AGCC acético, propidnico e butirico foram quantificados nas fezes frescas
coletadas nas fases de pré e de pds-inducdo, e no contetdo cecal, coletado apo6s a

eutanasia dos roedores.
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Os AGCC foram extraidos com solucdo de acido meta-fosfésrico (Sigma
Aldrich®, EUA) a 25 %, de acordo com metodologia proposta por SMIRICKY-
TJARDES et al., (2003) adaptada.

O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi utilizado para a quantificacao
dos AGCC em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu®, detector modelo:
SPD-10A VP acoplado ao detector ultravioleta, Jap&o) utilizando-se um comprimento
de onda de 210 nm. Para a separa¢do cromatogréfica, 20 puL de amostra foram injetadas
em uma coluna (Macherey-Nagel®, modelo EC 250/4.6 nucleosil 100-5 C18, Japéo)
com 250 cm x 4,6 mm de diametro com fluxo de 0,6 mL/minuto e pressédo de 65 Kgf, e

fase movel 1% de &cido orto-fosférico em &gua.

Teste de Permeabilidade Intestinal

O teste de permeabilidade intestinal foi realizado ao final das fases de pré e de
pos-inducdo. Os animais permaneceram, em jejum, mas com livre acesso a agua
destilada durante todo o procedimento.

Uma solucéo contendo 200 mg de lactulose (Lactulona®, Austria) e 100 mg de
manitol (Synth®, Brasil) diluidos em 1 mL de agua foi administrada aos animais, via
gavagem. A partir deste momento toda a urina excretada nas 8 h subsequentes foi
coletada (MEDDINGS et al., 1999; MENDONCA et al., 2009).

A gquantificacdo dos acgucares foi realizada por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (Shimadzu®, detector modelo: RID 10A, Japdo) utilizando comprimento
de onda de 220 nm. Para a separa¢do cromatografica, 20 uL de amostra foram injetadas
em uma coluna (Aminex®, modelo HPX-87H, EUA) com 300 mm x 7,8 mm de
didametro com fluxo de 1 mL/minuto, pressao de 54 Kgf, e fase mdvel de &cido sulfirico
0,05 N/L em &gua.

Analises Histoldgicas

Fragmentos do célon medial de cinco animais de cada grupo foram fixados em
formalina de Carson. Apds fixagdo, os tecidos foram desidratados em concentracfes
crescentes de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast® (Sigma Aldrich,
Suica). Seccoes transversais de 5 pum de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo
(Olympus America InC., modelo CUT 4055, EUA).
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A fim de quantificar as células caliciformes produtoras de mucopolissacarideo

acido, neutro e de ambos os tipos, os cortes histologicos foram submetidos as

coloracOes de alcian blue e/ou acido periddico de Schiff (Figura 3) (MCMANNUS e
MOWRY, 1960).

Figura 3- Células caliciformes do colon. (A) Células caliciformes produtoras de mucopolissacarideos neutros
coradas, com alcian blue. B: Células caliciformes produtoras de mucopolissacarideos acidos, coradas com acido
periddico de Schiff. C: Células caliciformes produtoras de mucopolissacarideos &cidos e neutros, coradas com
acido periddico de Schiff e alcian blue.

Utilizando o aumento de 200X, foram capturadas 20 imagens de cada coloragédo
por animal, diretamente do microscépio de luz (Zeiss®, modelo Primo Star, Alemanha)
através de uma camera fotogréfica (Zeiss®, modelo Aixo ERc5s, Alemanha).

A contagem de células caliciformes e a morfometria das criptas foram realizadas
utilizando-se o software de andlise de imagem, Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetcs
Inc, EUA). A profundidade das criptas foi medida em regides onde foi possivel
identificar a base e o 4apice da cripta que apresentavam aspecto retilineo. Para a
contagem das células caliciformes padronizou-se a sobreposi¢cdo de uma matriz
quadrada padrdo (35 pontos x 35 pontos) nos campos fotografados, e foram

contabilizadas apenas as células coincidentes com as intersegoes.
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Determinacdo da Concentracdo das Enzimas Antioxidantes no Figado e no Colon

A concentracdo das enzimas foi determinada a partir dos homogenatos do figado
e do célon. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®,
modelo Multiskan GO, Finlandia).

A concentracdo da catalase (CAT) foi determinada de acordo com AEBI (1984)
adaptado. Ja a concentracdo da superdxido dismutase (SOD) foi determinada a partir de
sua habilidade de reduzir & auto-oxidacdo do pirogalol (Sigma Aldrich® Japao)
(DIETERICH et al., 2000). A concentracdo da glutationa-S-transferase (GST) foi
determinada segundo metodologia de HABIG et al., (2002) adaptado. Método que se
baseia na habilidade da GST de metabolizar o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (Sigma
Aldrich®, EUA) conjugando com a glutationa reduzida (Sigma Aldrich®, EUA).

Quantificacdo de TBARS no Tecido Hepatico

A mensuragdo dos metabolitos reativos ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi
realizada de acordo com metodologia proposta por BUEGE e AUST (1978), no
homogenato do tecido hepéatico. Este método baseia-se na capacidade do
malondialdeido, quando aquecido juntamente com o &cido tiobarbitirico (Merck®,
Alemanha), em condi¢des acidas, formar um produto de coloracdo rosa que pode ser
mensurado em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO,

Finlandia) a um comprimento de onda de 535 nm.

Determinacao de Proteinas

A quantidade de proteinas presentes no tecido hepético e no célon utilizados nas
analises de CAT, SOD, GST e TBARS foram mensuradas segundo metodologia de
LOWRY et al., (1951). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Thermo

Scientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia), a um comprimento de onda de 700 nm.

Analise Estatistica

A normalidade das variaveis foi determinada pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov. As comparacdes entre os trés grupos foi realizada pela analise de variancia
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(ANOVA one way) seguida do teste post hoc de Tukey para dados com distribuicao
normal.

O teste t pareado foi utilizado para a comparagdo dos resultados das fases de pré
e pos-inducdo dentro de um mesmo grupo. Ja o teste de correlacdo de Pearson foi
utilizado para avaliar a presenca de correlagcdo entre as variaveis de interesse. Foi
considerado um a igual a 5 %. Os resultados foram expressos como média + desvio
padréo.

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software SPSS, versdo
20 para Windows (SPSS INC. Chicago, IL. EUA). Para a constru¢do dos graficos
utilizou-se o software GraphPad Prism, versdo 6 para Windows (GraphPad Prism Inc,
EUA).

Resultados

Parametros de Crescimento e Bioquimicos

O peso corporal dos animais diferiu apenas na oitava semana experimental (p =
0,013), onde a média de peso do grupo kefir foi maior em comparacdo com 0s grupos
leite e controle (Figura 4). Quanto ao CEA, peso do figado e indice hepatossomatico
ndo foi observado diferenca estatistica entre os grupos experimentais (p > 0,05; dados

ndo mostrados).
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Figura 4- Peso corporal/semana dos grupos experimentais. Os valores sdo expressos
como media (n = 10). Diferenca estatistica (p < 0,05) entre 0s grupos experimentais,
segundo teste de Tukey.

Com relacdo aos parametros bioquimicos, as concentracdes séricas da glicose,
do colesterol total, das fragdes HDL e LDL-colesterol, dos triglicerideos, da AST e da
ALT ndo diferiram entre os grupos experimentais. No entanto, a concentracdo de
creatinina apresentou-se aumentada no grupo leite em comparacdo com 0 grupo

controle (Tabela 1).



77

Tabelal- Pardmetros bioquimicos.

Parametros Controle Leite Kefir Valor de p
Glicose (mmol/L) 8,1 +0,96 8,26 + 0,53 8,5+ 0,68 0,533
Colesterol Total (mmol/L) 1,93 + 0,58 1,93+0,49 1,86 £ 0,24 0,937
HDL (mmol/L) 0,71 £ 0,087 0,65 + 0,069 0,59 £ 0,091 0,064
LDL (mmol/L) 0,61+0,11 0,84 £0,29 0,89 £0,31 0,096
Triglicerideos (mmol/L) 0,77 £0,21 0,71+£0,12 0,76 £ 0,26 0,793
Creatinina (umol/L) 42,93+259° 4897 +556° 4508+297% 0,023
AST (uKat/L) 1,99 + 0,36 1,88 +0,26 1,94 +0,25 0,738
ALT (uKat/L) 0,84 +0,26 0,87 £0,19 0,86 £0,14 0,946

Os valores séo expressos como média + DP (n = 10). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os grupos, segundo teste de Tukey.

Contagem de FCA

No segmento proximal do célon, o grupo kefir apresentou menor contagem de
FCA <3 em comparagdo com os demais grupos experimentais. Ja no segmento medial a
contagem de FCA < 3 foi semelhante entre os grupos kefir e controle e, menor no grupo
leite. No segmento distal a contagem de FCA < 3 foi semelhante entre os grupos
experimentais (Tabela 2).

Com relacdo a gquantidade de FCA > 3, os grupos kefir e leite apresentaram
contagem inferior em relacdo ao grupo controle no segmento proximal do célon. No
segmento medial a contagem de FCA > 3 foi menor no grupo leite em comparag¢do com
os demais. No segmento distal, o grupo leite apresentou menor contagem dos FCA > 3
quando comparado ao demais, contudo a contagem do grupo kefir foi inferior a do
grupo controle (Tabela 2).

Comparando a contagem de FCA total por segmento do colon, o grupo kefir
apresentou menor contagem nos segmentos proximal em comparagdo com o0s demais,
sendo que a contagem do grupo leite foi menor do que a do grupo controle. No
segmento medial a contagem do grupo leite foi menor em comparagdo com os demais
grupos. Ja no segmento distal a contagem dos grupos kefir e leite foram menores do que

a do grupo controle (Tabela 2).
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Assim, considerando a contagem de FCA total do colon, os grupos leite e kefir
apresentaram uma reducdo do numero de FCA de 27 e 36 % em relacdo ao grupo

controle (p < 0,001), respectivamente.

Tabela 2- Efeito do tratamento com kefir sobre o nimero de FCA /segmento do cdlon
dos animais.

FCA/ Segmento do Coélon Controle Leite Kefir Valor de p
Proximal

FCA<3 50,2+9,33  44,0+8,3 32,4+1,81° 0,007
FCA>3 15 + 1,87 42+13° 34+23° < 0,001
FCA Total 65,2+8,04° 482+843°  358+3,86° < 0,001
Medial

FCA<3 118,2+6,87° 54,6+391° 1186+13,99"°  <0,001
FCA>3 782+497°  262+576°  798+116° < 0,001
FCA Total 196,4+10° 80,8+4,86° 1984+2345°  <0,001
Distal

FCA <3 650+839  556%929 5381054 0,175
FCA>3 31,0 £ 2° 112+1,3° 17,6 £1,51° < 0,001
FCA Total 96,0+9,82° 66,8 + 8,46 71,4+9,6 0,001
FCA Total do Célon 226,420 1632+13,1° 1430714  <0,001

Os valores sdo expressos como média + DP (n = 5). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os grupos, segundo teste de Tukey.

Acidos Graxos de Cadeia Curta

A concentracdo dos AGCC analisados nas fezes coletadas ao final das fases de
pré e pos-inducdo foi semelhante entre os grupos experimentais. Além disso, quando
comparadas as concentracdes dos AGCC em um mesmo grupo nas diferentes fases de
coleta, ndo se observou diferenca (p > 0,05; dados ndo mostrados).

Nas fezes do conteudo cecal, observou-se que a concentragdo do &cido
propidnico (p = 0,011) foi maior no grupo kefir em compara¢do com os demais grupos
experimentais. J& a concentracdo total dos AGCC (p = 0,046) foi maior nos grupos leite
e kefir em comparagéo com o controle (Figura 5).
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Figura 5- Perfil de AGCC (acético, propibnico e butirico) do conteldo cecal dos
animais. Os valores sdo expressos como média = DP (n = 10). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos, segundo teste de Tukey.
CTL.: controle, LI: leite integral, KLI: kefir leite integral.

Teste de Permeabilidade Intestinal

Ao final da fase de pré-inducdo a porcentagem de excrecdo dos agUlcares
lactulose e manitol, e a razdo de excrecdo dos mesmos ndo diferiu entre 0s grupos
experimentais. No entanto, ao final da fase de p6s-inducéo, a porcentagem de excre¢édo
de manitol foi maior no grupo kefir em comparagdo com o controle. Ainda, a razéo de
excrecdo de lactulose/manitol foi menor no grupo kefir em comparagcdo ao grupo
controle (Tabela 3).

Contudo, quando comparadas a porcentagem de excrecao dos agUcares e a razdo
lactulose/manitol das fases de pré e po6s-inducdao dentro do mesmo grupo experimental

néo se observou diferenca (p > 0,05; dados ndo mostrados).
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Tabela 3- Teste de permeabilidade intestinal realizado nas fases de pré e pos-inducéo.

Porcentagem de Excrecéo Controle Leite Kefir Valor de p
Pré-inducéo

Lactulose (%) 1,15+0,22 0,76 £ 0,05 0,79+ 0,09 0,213
Manitol (%) 0,21 +£0,02 0,18 + 0,02 0,25+ 0,03 0,290
Razdo Lactulose/Manitol (%) 5,03+0,5 4,25+0,31 3,92 + 0,46 0,206
Pés-inducao

Lactulose (%) 1,05+0,16 0,98+0,12 0,72+0,03 0,189
Manitol (%) 0,21+0,01* 0,23+0,005® 0,26 +0,01° 0,009

Razdo Lactulose/Manitol (%) 5,04 +0,71° 4,21+0,50® 2,72 +0,05° 0,020

Os valores sdo expressos como média + DP (n = 8). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os grupos, segundo teste de Tukey.

Adicionalmente, por meio do teste de correlagdo de Pearson observamos uma
correlacdo positiva forte (p = 0,047; cc = 0,884) entre a razdo lactulose/manitol da fase
de pos-inducdo com a contagem dos FCA totais no célon dos animais tratados com o
kefir.

Avaliacdo Histologica

A porcentagem de células caliciformes produtoras de mucopolissacarideos
acidos, neutros e de ambos os tipos ndo diferiram entre 0s grupos experimentais. A
profundidade das criptas col6nicas também néo foi afetada por nenhum dos tratamentos

(p > 0,05; dados ndao mostrados).

Concentragdo da CAT, SOD e GST no Colon e no Figado

No cdélon dos animais a concentragdo da CAT foi maior nos grupos leite e kefir
em comparacdo com o controle. A concentracdo da SOD foi semelhante entre os grupos
experimentais. Contudo, a concentragdo da GST no cdlon foi estatisticamente maior no

grupo leite em comparagdo com os demais grupos (Tabela 4).
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No tecido hepatico, a concentracdo da CAT foi estatisticamente menor no grupo
leite em comparagdo com os demais. As concentragdes da SOD e da GST ndo diferiram
entre 0s grupos experimentais no tecido hepatico dos animais (Tabela 4).

Com relacdo a concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) no figado dos animais, ndo foi observada diferenca estatistica (p > 0,05;

dados ndos mostrados) entre 0s grupos experimentais.

Tabela 4- Concentracdo das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GST no coélon e no
figado dos animais.

Enzimas Antioxidantes Controle Leite Kefir Valor de p
CAT (U/mg de proteina)

Célon 286+0,7° 9,02+242° 7,04+157° < 0,001
Figado 1598+59"  8,46+3,2° 13,54+4,87" 0,026
SOD (U/mg de proteina)

Célon 27,42+343 2931+795 2333+5,52 0,391
Figado 19,26 £ 4,75 22,18 £4,37 18,89 +3,8 0,209
GST (nmol/min/mg de proteina)

Célon 9,96 +£3,1° 2452+6,57° 1504+ 3,23 0,003
Figado 4473+7,05 4495+499 40,23 +6,32 0,234

Os valores sdo expressos como média £ DP (n = 5-10). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca estatistica (p < 0,05) entre 0s grupos, segundo teste de Tukey.

Discussao

O CCR é a terceira causa de morte entre os diferentes tipos de cancer em todo o
mundo (WHO, 2014). Seus fatores etioldgicos sdo mdaltiplos e, recentemente, a
composicdo da microbiota intestinal tem sido apontada como mais um fator de risco
para o desenvolvimento desse tipo de cancer (WU et al., 2013). Com isto, acredita-se
que o consumo de alimentos capazes de modular positivamente a composicdo desta
microbiota, como 0s probioticos, poderiam contribuir para a diminuicdo do risco de
desenvolvimento do CCR (SERBAN, 2014). Dessa forma, avaliamos o efeito do
consumo regular do kefir na reducdo do desenvolvimento de lesbes pré-neoplésicas,
induzidas com DMH, em ratos Wistar.

O tratamento com o kefir foi capaz de impedir a perda de peso que usualmente

ocorre apos a inducdo das lesdes pré-neoplasicas devido ao aumento do estresse
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metabolico. Este efeito € positivo, uma vez que a demanda energética do organismo
aumentara na tentativa de combater o desenvolvimento das lesdes, induzidas pela DMH.

Os tratamentos foram bem tolerados pelos animais, ndo sendo identificado
nenhum efeito adverso. Contudo, o grupo leite apresentou um aumento na concentracao
sérica de creatinina em comparagdo com o0 controle. Esse aumento poderia ser
consequéncia do aumento do metabolismo muscular neste grupo.

As lesdes pré-neoplésicas no colon, induzidas pela DMH em modelos animais,
sdo semelhantes as lesbes humanas, sendo, portanto, consideradas modelos de alta
reprodutibilidade para o estudo do CCR (NEWELL e HEDDLE, 2004). Estas pre-lesoes
correspondem as criptas aberrantes, que formam os focos de criptas aberrantes (FCA)
qguando mais de uma cripta aberrante estd presente. A contagem dos FCA é um
marcador importante, pois quanto maior a quantidade de FCA presentes maior a chance
de desenvolvimento tumoral (BIRD e GOOD, 2000).

Em nosso estudo os animais tratados com o kefir durante as 20 semanas
experimentais apresentaram uma reducdo de 36,7 % na incidéncia dos FCA no colon
quando comparado ao grupo controle. Logo, podemos inferir que o tratamento com o
kefir de leite integral foi capaz de reduzir o desenvolvimento das lesdes pré-neoplésicas
induzidas com a DMH. Acredita-se que os efeitos benéficos dos probidticos no combate
ao desenvolvimento do CCR ocorrem apenas nas fases iniciais do desenvolvimento da
doenca. Nas fases mais avancadas, o tratamento com os probidticos teria efeito limitado
(LEBLANC e PERDIGON, 2004; CAPURSO et al., 2006). Os mecanismos pelos quais
0s probioticos exercem esta atividade anticarcinogénica sdo multiplos (SERBAN,
2014). Assim, tentamos identificar por meio de qual mecanismo o tratamento com o
kefir foi capaz de diminuir a contagem dos FCA no c6lon dos animais.

Um dos mecanismos propostos pelo qual os probidticos exercem a atividade
anticarcinogénica é dependente da producdo de determinados compostos como 0s
AGCC (KAHOULI et al., 2013). Em nosso estudo, a concentracao total dos AGCC e do
acido propibnico no contetdo fecal do grupo kefir foram maiores em comparag¢éo com o
grupo controle. No entanto, a concentracdo dos AGCC presentes nas fezes das gaiolas
coletadas nos periodos de pré e pés-inducao foram estatisticamente semelhantes entre os
grupos. Quanto a isto, sabe-se que a concentragdo dos AGCC diminui progressivamente
até alcancar o colon descendente, uma vez que ao longo do percurso estes sdo

absorvidos e utilizados pelos colonocitos (KUMAR et al., 2012a).
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Dentre os AGCC, o acido butirico é o mais estudado quando se trata de CCR,
uma vez que este auxilia na regulacdo do balanco entre proliferagéo, diferenciacdo e
apoptose dos colondcitos (SERBAN, 2014). No entanto, as BAL ndo sdo capazes de
produzir o &cido butirico (HIJOVA e CHMELAROVA, 2007). Considerando que, 0
kefir utilizado neste estudo possui uma quantidade expressiva de BAL (10° ufc/ml), isto
justifica a auséncia de diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais quanto a
concentracdo do acido butirico nas fezes.

Porém, de acordo com TEDELIND et al., (2007) o é&cido propiénico é
equipotente ao acido butirico no que diz respeito a atividade anti-inflamatéria. O acido
propidnico é capaz de suprimir a ativacdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB, além
de regular a expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias. Este acido também é capaz
de estimular a apoptose das células tumorais e exibe atividade antiproliferativa. Além
disso, depois do &cido butirico, o 4&cido propibnico é o segundo AGCC
preferencialmente utilizado pelos colondcitos como substrato energético (HOSSEINI et
al., 2011).

O aumento da concentracdo total dos AGCC também é um resultado importante,
uma vez que estes atuam de forma sinérgica. Como exemplo temos que a absorcao do
acido butirico é aumentada na presenca dos acidos acético e propionico (KILNER et al.,
2012). Dessa forma, a atividade anticarcinogénica que cada AGCC exerce de forma
isolada € potencializada e pode contribuir para a reducdo da incidéncia dos FCA no
célon.

Outro efeito importante do tratamento com o kefir foi a reducdo da razéo
lactulose/manitol ao final da fase de pds-inducdo. Esta razdo é usada como marcador da
permeabilidade intestinal, que é definida como a propriedade que as células epiteliais do
intestino possuem de permitir a passagem de moléculas por meio da difusdo nao
mediada, independente do gradiente de concentracdo ou de pressdo (TEIXEIRA et al.,
2014).

O monossacarideo manitol é absorvido através da via transcelular, por meio de
pequenos poros aquosos, de alta incidéncia, presentes na membrana das células
epiteliais intestinais. Ja o dissacarideo lactulose, é absorvido por meio da via
paracelular, ou seja, entre as células epiteliais. Com isto, 0 aumento da absor¢do de
lactulose € indicativo de aumento da permeabilidade intestinal, enquanto o aumento da

absorcéo de manitol indica aumento da area de superficie intestinal (ARRIETA et al.,
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2006). Assim, uma razdo lactulose/manitol elevada indica a presenca de permeabilidade
intestinal aumentada, ou seja, disfuncdo de barreira intestinal.

A disfuncdo da barreira intestinal pode aumentar a passagem de antigenos pela
mucosa intestinal, 0 que pode dar inicio a um processo inflamatério crénico, o qual esta
diretamente relacionado ao desenvolvimento do CCR (SCHWABE e JOBIN, 2013). Em
funcdo disto, em nosso estudo observamos uma correlacdo positiva forte entre a razéo
de excrecdo de lactulose/manitol da fase de pds-inducdo com a contagem dos FCA
totais no colon dos animais tratados com o kefir. Assim, a reducdo da permeabilidade
intestinal constitui outro mecanismo utilizado pelo kefir para exercer a atividade
anticarcinogénica.

O consumo regular dos probidticos esta relacionado a melhora da funcéo da
barreira intestinal, como o aumento da producdo de muco pelas células caliciformes
(KAHOULLI et al., 2013). Este aumento seria consequéncia de um estimulo para a
expressao dos genes MUC, principalmente MUC 2. Com isto, a producdo de muco
aumentaria sem que o numero de células caliciformes fosse alterado (CARASI et al.,
2014). Este pode ter sido o caso de nosso estudo, onde o tratamento com o kefir ndo
alterou o nimero de células caliciformes produtoras de mucinas &cidas, neutras e de
ambos os tipos no colon dos animais. Adicionalmente, a morfometria das criptas
coldnicas também néo foi alterada.

Estudos experimentais tém demonstrado que a atividade anticarcinogénica dos
probioticos se deve, em parte, a atividade antioxidante dos mesmos (KUMAR et al.,
2012b; MOHANIA et al., 2013). O tecido col6nico se encontra constantemente exposto
a acdo dos radicais livres, uma vez que estes sdo produzidos naturalmente durante o
processo inflamatério e respiracdo celular, além de serem produzidos por alguns
microrganismos presentes em nossa microbiota intestinal (ZHU et al., 2013;
IRRAZABAL et al., 2014). Adicionalmente, em modelos experimentais induzidos ao
cancer de colon com DMH, a exposi¢do do célon aos radicais livres € ainda maior, ja
que a DMH eleva a producdo destes compostos nesta regido (SENGOTTUVELAN et
al., 2006).

Assim, um sistema antioxidante eficiente é indispensavel para o combate ao
desenvolvimento das lesdes pré-neoplasicas. Dessa forma, em nosso estudo a atividade
da enzima antioxidante CAT aumentou no colon dos animais tratados com o kefir em

comparagdo com o controle.
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KUMAR et al.,, (2012b) observaram que 0s animais suplementados com
Lactobacillus plantarum AS1 (10° ufc/mL) durante 26 semanas, sendo 5 semanas antes
da inducdo das lesdes pré-neoplasicas com DMH e 21 semanas apds a inducao,
apresentaram aumento da atividade das enzimas CAT, SOD e GST no tecido coldnico
em comparacao com o controle. Em outo estudo, o leite fermentado Dahi adicionado de
Lactobacillus acidophilus LaVK2 e Lactobacillus plantarum Lp9 (2 x 10° ufc/g de cada
estirpe) foi capaz de aumentar a atividade da enzima GST no figado e no célon dos
animais tratados (MOHANIA et al., 2013). Em ambos os estudos supracitados a
contagem de FCA foi menor nos grupos tratados com os probidticos em comparagédo
com 0s grupos ndo tratados, indicando um efeito protetor dos probidticos (KUMAR et
al., 2012b; MOHANIA et al., 2013).

Essas diferencas na atividade das enzimas do sistema antioxidante podem ser
consequéncia de uma adaptacdo decorrente do estresse oxidativo aumentado ou
diminuido naquele 6rgdo. Além disso, podem ter sido usadas outras vias antioxidantes
diferentes da enzimatica para eliminar os radicais livres (CASTEX et al., 2010).

Os animais tratados com o leite integral também apresentaram uma reducéo
significante no numero de FCA, embora esta reducdo seja em menor proporcao frente
ao tratamento com o kefir. Alguns componentes do leite como o célcio, caseina,
vitamina D, lactose sdo conhecidos por sua atividade anticarcinogénica. Estes nutrientes
sdo capazes de se ligar aos compostos carcinogénicos presentes no limen intestinal,
impedindo que estes interajam com os colondcitos. Ainda, influenciam os processos de
diferenciacéo, apoptose, e proliferacdo celular, além de, exibirem atividade antioxidante
e imunomodulatéria (DAVOODI et al., 2013).

Assim, as diferencas observadas entre os tratamentos com o leite e o kefir
devem-se a acdo da microbiota do kefir e de seus metabdlitos sobre os colonécitos. A
dishiose da microbiota intestinal afeta de maneira prejudicial a saude do hospedeiro e
tem sido associada ao desenvolvimento de algumas doencas crénicas ndo
transmissiveis, como o cancer (WU et al., 2013). MAGALHAES et al., (2011)
identificaram 359 espécies de microrganismos no kefir de leite brasileiro.
Adicionalmente, durante o processo de fermentacdo é produzido uma variedade de
compostos que podem auxiliar no combate ao desenvolvimento do CCR, como 0s
AGCC e os peptideos bioativos (DAVOODI et al., 2013). Dessa forma, acredita-se que
os efeitos benéficos a salde proporcionados pelo consumo regular do leite s&o

potencializados quando 0 mesmo é fermentado pelos gréos de kefir.
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Concluséao

O kefir de leite integral foi capaz de reduzir o desenvolvimento dos FCA,
induzidos pela DMH, no co6lon dos animais. Os mecanismos utilizados pelo kefir
incluiram o aumento da producdo dos AGCC totais, principalmente propionato, a
reducdo da permeabilidade intestinal e 0 aumento da concentracdo das enzimas do
sistema antioxidante.

O tratamento com o leite integral pasteurizado também foi capaz de reduzir o
desenvolvimento dos FCA, além de aumentar a producdo dos AGCC totais e a
concentracdo das enzimas do sistema antioxidante.

Contudo, o consumo do kefir de leite deve ser encorajado, j& que este além de
fornecer os mesmos nutrientes que o leite, possui uma microbiota diversa que quando
consumida regularmente proporciona beneficios a saide humana. Adicionalmente, esta
microbiota produz compostos bioativos, como peptideos e AGCC, os quais tém sido
associados com a melhora do estado de salde, e consequente, reducdo na incidéncia das

doencas crbnicas ndo transmissiveis.
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7 CONCLUSOES GERAIS

A sobrevivéncia das BAL presentes no kefir de leite integral diminui de forma
expressiva quando estas sdo expostas a simulacdo das condicOes prevalecentes no trato
gastrointestinal humano. J4, as leveduras sdo pouco afetadas.

Com relagdo a capacidade do kefir de leite integral de reduzir o desenvolvimento
das lesdes pré-neoplasicas, induzidas quimicamente com DMH, no co6lon de ratos
Wistar, observamos que o consumo regular desse leite fermentado reduziu em 36,7 % a
incidéncia dos FCA em comparacdo com o controle. Quanto aos mecanismos
responsaveis por essa reducao, encontram-se o aumento da producdo dos AGCC totais e
do propionato, a reducdo da permeabilidade intestinal e 0 aumento da concentracdo das
enzimas do sistema antioxidante.

Dessa forma, conclui-se que a atividade de probiose do kefir de leite integral
aconteca em decorréncia da acdo sinérgica das BAL (células viaveis e nao viaveis) e das
leveduras, e dos compostos bioativos produzidos por eles durante o processo de
fermentacdo. Assim, o consumo do kefir deve ser encorajado uma vez que 0 mesmo
pode ser facilmente produzido em domicilio, possui baixo custo de producdo e pode

ajudar a melhorar a satde do consumidor.
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