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RESUMO

As propriedades da vitamina D sobre a modulagdo da diferenciagao e proliferacao celular
e o papel de probiodticos na microbiota intestinal e da resposta imunogénica tém gerado
interesse na aplicagdo de ambos no ambito da quimioterapéutica e quimioprevencao dos
tumores colorretais. O cancer colorretal (CCR) tem diagnoéstico tardio e tratamento com
baixas taxas de resposta, aliados a quimiorresisténcia e efeitos adversos. Neste sentido, o
presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do tratamento isolado e/ou
combinado da vitamina D3 e probioticos sobre a carcinogénese colorretal. /n vitro, células
de adenocarcinoma de célon (HCT-8) foram tratadas por 48 horas com a vitamina D,
probidticos (Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus gasseri) e quimioterapicos
classicos, de maneira isolada e combinada. A seletividade foi avaliada utilizando uma
linhagem de queratindcitos normais (HaCat), e o efeito sinérgico ou antagbnico das
combinacdes foi avaliado através do método de Chou e Talalay. In vivo, ratos Wistar
foram tratados com os probioticos e vitamina D isolados e combinados em trés diferentes
abordagens de tratamento (pré, pds e simultdneo), durante 12 semanas. A inducdo das
lesdes pré-neoplasicas foi realizada com o carcindgeno com 1,2-dimetilhidrazina (DMH)
em quatro doses de 40 mg/kg peso corporeo (p.c). Foi realizado o monitoramento
toxicologico (consumo de agua e ganho de peso), a avaliagdo da frequéncia de focos de
criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA), andlise do microbioma fecal,
avaliagdo bioquimica e os mecanismos de acdo foram investigados por
imunohistoquimica e RT-PCR (real time polymerase chain reaction). Os resultados in
vitro indicaram efeito seletivo e dose-dependente na reducdo da viabilidade em HCT-8,
além de redu¢do do ICso nos tratamentos combinados, com confirmacdo do efeito
sinérgico das combinacdes da vitamina D com 5-fluorouracil e com doxorrubicina. In
vivo, os resultados demonstraram agdo protetora da vitamina D na dose de 250 Ul
(Unidades Internacionais) no modelo de pré-tratamento e na dose de 2000 UI no pos-
tratamento, € em ambas as doses no modelo simultaneo. Os Probidticos demonstraram
reduzir significativamente as CA em todas as abordagens estudas na dose de 10’ UFC
(Unidades Formadoras de Colonia). Efeito semelhante foi observado para os tratamentos
combinados. A andlise da microbiota fecal demonstrou presenca de filos diferentes nos
grupos expostos a probidticos e vitamina D, evidenciando que os tratamentos possuem
efeito modulador da microbiota. O monitoramento do consumo de dgua e racao indicou

auséncia de toxicidade e a avaliagdo da alanina aminotransferase (ALT), aspartato



aminotransferase (AST), creatinina e ureia s€ricos ratificou a seguranga dos tratamentos.
Os dados obtidos nos ensaios de RT-PCR e imunohistoquimica para os tratamentos
isolados e combinados demonstraram atuacdo dos probidticos e da vitamina D na
sinalizacdo do Fator de transcrigdo bZIP tipo NFE2 (Nrf2), na atividade de Glutationa S-
Transferase (GST) e na regulagdo inflamatéria da Ciclooxigenase (COX2) e do Oxido
Nitrico Sintase Induzivel (iNOS), e ainda, em vias de proliferagio e modulagdo
transcricional como a via Wnt/B-catenina e do Antigeno Nuclear de Poliferagdo Celular
(PCNA). Nas condi¢des experimentais avaliadas, os resultados sugerem que tanto a
vitamina D quanto os probiodticos apresentam efeito sobre diferentes vias envolvidas na
carcinogénese colorretal, o que fornece novas perspectivas para o aperfeicoamento de

terapias ja estabelecidas.

Palavras-chave: adenocarcinoma colorretal, colecalciferol, Bifidobacterium bifidum,

Lactobacillus gasseri, quimioprevengdo, microbiota intestinal.



ABSTRACT

The properties of vitamin D on the modulation of cell differentiation and proliferation
and the role of probiotics in the intestinal microbiota and immunogenic response have
generated interest in the application of both in the context of chemotherapeutics and
chemoprevention of colorectal tumors. Colorectal cancer (CRC) has late diagnosis and
treatment with low response rates, coupled with chemoresistance and adverse effects. In
this regard, the present study aimed to investigate the effects of isolated and/or combined
treatment of vitamin D3 and probiotics on colorectal carcinogenesis. /n vitro, colon
adenocarcinoma cells (HCT-8) were treated for 48 hours with vitamin D, probiotics
(Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus gasseri) and doxorubicin, alone and in
combination. Selectivity was assessed using a normal keratinocyte cell line (HaCat), and
the synergistic or antagonistic effect of the combinations was evaluated using the method
of Chou and Talalay. /n vivo, Wistar rats were treated with the probiotics and vitamin D
alone and in combination in three different treatment approaches (pre-, post-, and
simultaneous) for a period of 12 weeks, and pre-neoplastic lesions were induced with 1,2-
dimethylhydrazine (DMH, 40 mg/kg body weight). Toxicological monitoring (water
consumption and weight gain), evaluation of the frequency of aberrant crypt foci (ACF)
and aberrant crypts (AC), fecal microbiome analysis, biochemical evaluation,
immunohistochemical and RT-PCR assays were performed. The in vitro results indicate
a selective and dose-dependent effect on viability reduction in both probiotic and vitamin
D treatments alone in HCT-8, and reduced ICso values in combination, with confirmation
of the synergistic effect of the combination of vitamin D with 5-fluorouracil and with
doxorubicin. The in vivo results indicate protective action of vitamin D at a dose of 250
IU in the pre-treatment model, at a dose of 2000 IU (International Units) in the post-
treatment, and at both doses in the simultaneous model. Probiotics at a dose of 10’ CFU
(Colony Forming Units) have significantly reduced FCA in all approaches studied.
Similar effect was reached by the combined treatments. The analysis of the fecal
microbiota demonstrated predominance of different phyla in the groups exposed to
probiotics and vitamin D, evidencing the modulatory effect of the microbiota presented
by the treatments. The evaluation of serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), creatinine and urea ratified the safety of the treatments. The data
provided by RT-PCR and immunohistochemistry assays for the isolated or combined

treatments point to the action of probiotics and vitamin D on important pathways for



carcinogenesis in its different stages, including NFE2 like bZIP transcription factor 2
(Nrf2) signaling and Glutathione S-trasferase (GST) activity, Ciclooxigenase 2 (COX2)
and Inducible Nitric Oxide Sintase (iNOS) inflammatory regulation, and also
proliferation and transcriptional modulation pathways such as the Wnt/p-catenin pathway
and Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA). Under the experimental conditions
evaluated, the results obtained suggest that both vitamin D and probiotics have an effect
on different pathways involved in colorectal carcinogenesis, which provides new

perspectives for the improvement of established therapies.

Keywords: colorectal adenocarcinoma, cholecalciferol, Bifidobacterium bifidum,

Lactobacillus gasseri, chemoprevention, gut microbiota.
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) representou a segunda causa global de morte por cancer
no ano de 2020 (SUNG et al., 2021), com crescente morbimortalidade até mesmo na faixa
etaria menor que 50 anos, provavelmente devido ao aumento da exposi¢do a fatores de
risco (DA SILVA et al., 2020; HUSSAN et al., 2020). Apesar dos conhecimentos
crescentes sobre a patogenia do CCR, a eficédcia clinica dos tratamentos disponiveis
mantém-se um grande desafio. Numerosos efeitos colaterais prejudicam o bem-estar dos
pacientes e reduzem a adesdo aos tratamentos, e a elevada resisténcia quimioterapica ¢
um obstaculo enfrentado para a aplicacao dos principais medicamentos na pratica clinica
(BENARBA; PANDIELLA, 2018; REJHOVA et al., 2018; SUTHAR; AL MUTAR;
VENKATESAN, 2020).

Uma vez que pode se apresentar nas formas esporadica, familiar ou hereditéria,
sdo importantes no CCR, o histdrico familiar e a presenga de instabilidade cromossomica
e de mutacdes em genes supressores de tumor, e diversos fatores de risco
comportamentais modificaveis (COSTEA et al., 2018; DAS; KALITA; PAL, 2017;
RECIO-BOILES; CAGIR, 2021). O consumo de calcio, fibras, vitamina D ¢ folato, além
de frutas e vegetais em geral, tem sido associado ao risco reduzido de incidéncia de CCR,
sendo implicada também a microbiota intestinal como um importante efetor na relagao
entre a dieta e o cancer. Dessa maneira, novas estratégias com foco quimiopreventivo e,
até mesmo quimioterapéutico, baseadas na modulagdo da carcinogénese coldnica
promovida por componentes da dieta, fitoquimicos ou suplementos, podem constituir
terapias adicionais as convencionais, com mecanismos de acdo seletivos e eficazes
(REJHOVA et al., 2018).

Nesse contexto, a vitamina D e probidticos tém mostrado promissoras
propriedades de modulagdo de vias importantes para a carcinogénese colorretal, como
proliferagdo celular, controle do ciclo celular e inflamagdo (CHRISTAKOS et al., 2016;
GONZALEZ-SANCHO; LARRIBA; MUNOZ, 2020; OHARA; SUZUTANI, 2018;
ZAHARUDDIN et al, 2019; ZHENG et al., 2019). Considerando os achados
promissores da literatura sobre a correlagdo vitamina D, probiodticos e CCR, o presente
trabalho avaliou o potencial citotoxico de ambos sobre a linhagem tumoral de
adenocarcinoma colorretal, visando explorar a citotoxicidade e a seletividade afim de e
minimizar efeitos adversos, e investigou a aplicagdo em diferentes abordagens de

tratamento em modelo animal de lesdes pré-neoplasicas quimicamente induzidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER COLORRETAL

Sendo o terceiro cancer mais comum do mundo em homens e o segundo em
mulheres, o0 CCR representa a segunda causa global de morte por cancer nos ultimos anos
(SUNG et al., 2021). O principal fator que contribui para o aumento de sua incidéncia ¢é
a idade, sendo 70 anos a média para o diagnostico em paises desenvolvidos e 50 anos a
idade indicada para inicio de exames preventivos. Apesar disso, individuos abaixo de 50
anos representam mais de 10% dos casos de CCR e crescente morbimortalidade,
provavelmente devido ao aumento da exposi¢do a outros fatores de risco (DA SILVA et
al., 2020; HUSSAN et al., 2020).

O CCR pode se apresentar nas formas esporadica, familiar ou hereditaria. Nestas
duas ultimas, sdo importantes o historico familiar e a presenga de instabilidade
cromossomica e de mutagdes em genes supressores de tumor como 7P53, importante para
o correto funcionamento de checkpoints do ciclo celular, e APC, relacionado a sinalizagdo
WNT e a transcrigdo de outros genes como o fator de transcrigdo hélice-volta-hélice e
proto-oncogene MYC (MYC, MYC proto-oncogene, bHLH transcription fator), como
também em oncogenes como KRAS e BRAF, que regulam as principais vias de sinaliza¢ao
celular de PI3K. Nas sindromes hereditarias se destacam como fatores de risco a polipose
adenomatosa familiar (FAP) e a sindrome de Lynch. J& a forma esporadica, que representa
60% do total de casos, é correlacionada a diversos fatores de risco ambientais ou
comportamentais, como o consumo excessivo de alcool, alto consumo de carne vermelha
e processada, baixa ingestdo de fibras, e ainda a presenga de doenca inflamatoria
intestinal, tabagismo, obesidade, diabetes, entre outros (COSTEA et al., 2018; DAS;
KALITA; PAL, 2017; RECIO-BOILES; CAGIR, 2021; ULRICH et al., 2013).

O acumulo de alteragdes genéticas ou epigenéticas, com mutagdes somaticas ou
germinativas, segundo a teoria mais aceita de carcinogénese coldnica, € essencial para a
transformagdo do epitélio colorretal normal em uma lesdo pré-cancerosa. Através de
expansao clonal, as células passam a apresentar diversos hallmarks do cancer, permitindo
proliferagdo, invasdao e metastase, de maneira que um pdlipo colorretal apresentando uma
cripta aberrante pode progredir para adenoma, e este por sua vez para adenoma avangado

e entdo, o CCR. A grande maioria se apresenta como carcinoma, ¢ destes, 90% sao
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adenocarcinomas, que podem ser classificados em estagios I a IV (KUIPERS et al., 2017;
RECIO-BOILES; CAGIR, 2021).

A ressecdo cirurgica ¢ a modalidade de tratamento mais indicada para CCR
localizado nado-metastatico, e para estdgios mais avancados ha abordagens
quimioterapicas estabelecidas, como a quimioterapia com S-fluorouracil (5-FU),
leucovorin, irinotecan, oxaliplatina, entre outros, em monoterapia ou regimes de
combinagdo (BENARBA; PANDIELLA, 2018; RECIO-BOILES; CAGIR, 2021), além
da modalidade de imunoterapia em constante crescimento, com medicamentos como
pembrolizumabe, nivolumabe e ipilimumabe em estudo ou aprovados para CCR
metastatico (GANESH et al., 2019).

No entanto, os quimioterapicos convencionais apresentam numerosos efeitos
colaterais, como neutropenia, estomatite, diarreia, supressao da medula 6ssea, ndusea,
alopécia, disestesia, disfungdo renal, toxicidade pulmonar, dentre outros, devido a sua
acdo sobre diversos tipos celulares de alta taxa de divisdo. Aliado a resisténcia
quimioterapica, observada por exemplo na taxa de resposta de apenas 10 a 15% na
monoterapia com 5-fluorouracil, a eficacia clinica dos tratamentos disponiveis constitui-
se um grande desafio, o que contribui para a alta mortalidade atrelada a doenca
(BENARBA; PANDIELLA, 2018; REJHOVA et al., 2018; SUTHAR; AL MUTAR;
VENKATESAN, 2020). Mesmo os inovadores imunoterapicos enfrentam a incidéncia de
efeitos adversos, comuns ou especificos as vias de sinalizagdo da resposta imune
estimuladas pelo tratamento, como eventos autoimunes, desordens neurologicas ou
manifestagdes adrenais, cardiacas, renais e medulares (WROBEL; AHMED, 2019). Por
estes motivos, pesquisadores em todo o mundo tém destacado a importancia de se avaliar
terapias complementares as convencionais, baseadas na aplicacdo de novas estratégias
quimioterapéuticas e quimiopreventivas com mecanismos de acdo seletivos e eficazes

(REJHOVA et al., 2018).

2.2 COMPONENTES DA DIETA NA MODULACAO DA CARCINOGENESE
COLORRETAL

Apesar das intrinsecas interagdes entre determinantes genéticos, epigenéticos e
ambientais, a maior parte dos casos de CCR se correlaciona a fatores de risco
modificaveis, atrelados ao estilo de vida, o que torna a intervengao sobre tais fatores uma

das principais estratégias de prevengao primaria (MEHTA et al., 2010). Componentes
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dietéticos, em especial, mostram propriedades intrigantes tanto na quimioprevengao
como na progressao da carcinogénese, tendo sido investigados epidemiologicamente e
experimentalmente com crescente interesse cientifico. O consumo de calcio, fibras,
vitamina D e folato, além de frutas e vegetais em geral, tem sido associado a risco
reduzido de incidéncia de CCR, e a ingestao de carne vermelha e carne processada com
risco aumentado em variadas populacdes (BRADBURY; MURPHY; KEY, 2020;
FARVID et al., 2021; MEHTA et al., 2020), devido a produgdo de compostos alquilantes,
oxidativos ou inflamatorios decorrentes da cura, defumacao ou coc¢ao em altas
temperaturas (GURJAO et al, 2021; TURESKY, 2018). Nesta otica, tem sido
correlacionado, ainda, o papel da microbiota intestinal como um importante efetor na
relacdo entre a dieta e o cancer (LAMICHHANE et al., 2020). No entanto, ainda nao
estao determinados os mecanismos de acao ou os alvos moleculares de tais componentes,
de maneira que sua elucidacdo ¢ de grande interesse para aplicagdo de eficazes estratégias

de prevengdo (COSTEA et al., 2018; SONG; GARRETT; CHAN, 2015).

2.2.1 Vitamina D

A vitamina D d4 nome ao grupo de pro-hormonios lipossoliveis que se constitui
de duas principais isoformas, denominadas vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2
(ergocalciferol). A vitamina D3 ¢ majoritariamente enddgena, sintetizada na pele sob
influéncia da radiacdo ultravioleta B (UVB) a partir de 7-dehidrocolesterol, de maneira
que o status de vitamina D no plasma sanguineo pode ser afetado pelos niveis de
melanina, uso de protetor solar, estacdo do ano e localizagdo geografica do individuo
(CHRISTAKOS et al., 2016). Por isso, décadas atras, a partir da observacao de uma maior
incidéncia de canceres nao-cutdneos em locais de altas latitudes e do conhecimento da
correlagdo inversa entre tais latitudes e a exposicao solar, surgiram hipdteses de uma
possivel prote¢ao fornecida pela vitamina D contra o desenvolvimento tumoral (BIKLE,
2014; EL-SHARKAWY; MALKI, 2020; ISEKI et al., 1999).

Tal hipotese foi testada em estudos de caso e em testes clinicos randomizados, que
analisaram se a ingestdo de vitamina D ou seus niveis séricos representam um fator de
protecdao ao desenvolvimento de cancer. Foram obtidos resultados mistos para diversos
tipos tumorais, com destaque para um atrativo potencial no ambito do CCR. Desde entao,
vém sendo investigados os efeitos da vitamina D sobre a modulag¢do do crescimento e

diferencia¢do de células normais e malignas. Diversos estudos relatam a inibi¢do do
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crescimento e indugao de diferenciacao e apoptose em linhagens celulares de cancer de
mama, prostata e intestino, além de inibi¢do de processos de angiogénese, invasio,
metastase e inflamagao (EL-SHARKAWY; MALKI, 2020; TAGLIABUE; RAIMONDI;
GANDINI, 2015).

Foi primeiro conhecida por seu papel essencial na regulagdo da absor¢do e
transporte de célcio e fosfato, porém atualmente se conhece a interagdo da vitamina D
com diversos mecanismos fisiologicos e patogénicos (TAGLIABUE; RAIMONDI;
GANDINI, 2015). Transportada no sangue até o figado pela proteina ligadora da vitamina
D (DBP, vitamin D binding protein), tanto a forma endégena como a exdégena passam por
hidroxilagdo e originam a 25-hidroxivitamina D (25(OH)D). Essa por sua vez ¢
transportada até o rim, cujos tibulos proximais possuem proteinas de superficie que
atuam como receptor de DBP, permitindo sua captacao e acao da enzima do citocromo
P450, familia 27, subfamilia B, membro 1 (CYP27B1, Cytochrome P450 Family 27
Subfamily B Member 1), também conhecida como 1-o-hidroxilase, para originar a 1,25-
dihidroxivitamina D3 (1,25(OH);D3). Esta tltima ¢ a forma biologicamente ativa, que
interage com o receptor de vitamina D (VDR, vitamin D receptor), o qual atua como fator
de transcri¢do sobre co-reguladores e complexos de iniciagdo transcricional, regulando a
expressao de diversos genes alvo e vias correlacionadas (EL-SHARKAWY; MALKI,
2020; TAGLIABUE; RAIMONDI; GANDINI, 2015; TEICHERT; BIKLE, 2010). Os
efeitos pleiotropicos relatados em func¢do da vitamina D em diferentes contextos
fisiologicos e patologicos puderam, entdo, ser explicados a partir da descoberta da
expressao de VDR e da enzima CYP27B1, que ndo se limita a tecidos 0sseos e se encontra
também em células intestinais, prostaticas, pancreaticas e imunologicas (EL-
SHARKAWY; MALKI, 2020).

Meta-andlises de estudos do tipo cohort (coorte) ou de controle de caso, como os
realizados por Ma et al. (2011) e Yin et al. (2011), encontraram risco relativo reduzido de
CCR em grupos associados a alta ingestao de vitamina D ou a elevados niveis séricos de
25(OH)D. Mccullough et al. (2003) e Freedman et al. (2007) observaram reducdo da
incidéncia e recorréncia de CCR associadas a vitamina D e célcio.

Em contraponto as evidéncias positivas, um estudo concernente a ingestdo de
vitamina D e de 6mega 3 ndo encontrou redug@o na incidéncia de cancer em mais de 25
mil participantes randomizados nos EUA, que receberam doses didrias de vitamina D3
ou placebo e foram acompanhados por 5,3 anos (MANSON et al., 2019). Da mesma

forma, atualizagdo de meta-analise feita por Keum et al. (2019) para incluir testes
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randomizados com maiores doses de suplementagdo de vitamina D encontrou reducao
apenas na mortalidade por cancer, ndo da incidéncia total. Os testes clinicos randomizados
realizados, em geral, se apresentam falhos na execucao, ou com amostragem insuficiente
para evidéncias convincentes de tal correlacdo (BIKLE, 2014). Ainda, as evidéncias
epidemiologicas nao sdo causais, os testes controlados nao-randomizados fornecem
evidéncias fracas, e os mecanismos bioldgicos de tais efeitos ainda nao foram elucidados
(DUSSO; BROWN; SLATOPOLSKY, 2005; GORHAM et al., 2005; TEICHERT;
BIKLE, 2010; TAGLIABUE; RAIMONDI; GANDINI, 2015).

Estudos em animais, todavia, foram consistentes em demonstrar a associacao com
prevencao do desenvolvimento e/ou tratamento em variados modelos tumorais (BIKLE,
2014). Newmark ef al. (2009) demonstraram o desenvolvimento espontaneo de CCR em
camundongos com dieta pobre em célcio e vitamina D, e sua inibi¢do pela suplementagado
com ambos. Froicu et al. (2003) relataram o aumento da severidade inflamatoria
predisponente a CCR em ratos knockout para VDR. Murillo et al. (2013) demonstraram
que lesdes pré-neoplasicas em ratos expostos a agentes carcinogénicos podem ser
parcialmente prevenidas pela administragdo de vitamina D ou seus metabodlitos ativos,
como também a proliferagdo de células HT-29, HCT-116 e Caco-2, linhagens tumorais
colorretais.

Os mecanismos pelos quais a vitamina D oferece efeito protetivo contra formagao
tumoral tém sido estudados, contudo ndo foi possivel encontrar uma tnica via de agdo
comum aos diversos tipos tumorais. Sabe-se que tal acdo ¢ iniciada pela
heterodimerizagdo do VDR com o receptor retindide X (RXR), promovida pela interacao
da 1,25-dihidroxivitamina D3. O heterodimero VDR/RXR ¢ capaz de se ligar a
sequéncias gendmicas especificas, denominadas elementos responsivos a vitamina D
(VDRESs, vitamin D response elements), gerando locais de alta afinidade para
coativadores transcricionais como os da familia p160 de coativadores do receptor de
esteroide, que atuam como histonas acetiltransferases, resultando em ativagdo ou
repressdo da transcrigdo de tais sequéncias ou genes proximos (CHRISTAKOS et al.,
2016).

Alguns alvos identificados incluem a via Wnt/B-catenina (FERRER-MAYORGA
et al.,2019), a modificacao do perfil de metilacdo do DNA (CASTELLANO-CASTILLO
et al., 2019), a regulagdo da resposta imune inata (CHEN et al., 2014), ou ainda efeitos
antiangiogénicos (CHUNG et al., 2009), dentre outros mecanismos de reducdo da

proliferacdo celular demonstrados em estudos in vitro ou in vivo com roedores
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(CHRISTAKOS et al., 2016; GONZALEZ-SANCHO; LARRIBA; MUNOZ, 2020). Por
exemplo, a modulagdo de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKs, cyclin-
dependent kinases) pela 1,25-dihidroxivitamina D, como também de seus inibidores p21
e p27, resulta em redugdo da atividade de CDKs, de maneira a promover a ligagdo do
correpressor transcricional RB1 (RB transcriptional corepressor 1) ao fator de transcri¢ao
E2F1 (E2F transcription factor 1), e subsequente inibicdo da proliferacao
(CHRISTAKOS et al., 2016). No caso do antagonismo a via Wnt/B-catenina, a 1,25-
dihidroxivitamina D ¢ capaz de elevar a expressao do gene codificante de E-caderina
(CDH1, cadherin 1), resultando na realocacao de P-catenina para fora do ntcleo e
consequente reducdo de sua atividade, além da limitacdo de motilidade celular essencial
em processos metastaticos. Ainda, induz também a expressdo do inibidor da via de
sinalizacdo WNT dickkopf'1 (DKK1, dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1), assim
reduzindo a transcri¢do de genes alvo como MYC, oncogene regulador da progressido do
ciclo celular (CHRISTAKOS ef al., 2016; GONZALEZ-SANCHO; LARRIBA;
MUNOZ, 2020).

Vias inflamatoérias, altamente relevantes na patogénese do cancer, também sdo
moduladas pela 1,25-dihidroxivitamina D, como na inibi¢do do fator nuclear kappa B
subunidade 1 (NF-«B, nuclear factor kappa B subunit 1), o que reduz a expressao de
citocinas préo-inflamatérias como a interleucina 8 (IL-8) e prejudica a angiogénese e a
progressao tumoral colorretal. Outros tipos tumorais demonstram também a redu¢do da
enzima prostaglandina-endoperdxido sintase 2 (PTGS2, prostaglandin-endoperoxide
synthase 2, também conhecida como COX2), responsavel pela biossintese de
prostaglandinas, ¢ aumento de hidroxiprostaglandina dehidrogenase 15 (HPGD, 15-
hydroxyprostaglandin dehydrogenase), responsavel por sua degradagao (CHRISTAKOS
et al., 2016; EL-SHARKAWY; MALKI, 2020). Tendo em vista que a 1,25-
dihidroxivitamina D modula a expressao de um grande numero de genes codificantes de
proteinas ou ndo, como miRNAs e IncRNAs, cada perfil celular apresenta diferentes vias
influenciadas pela vitamina D com grande potencial para aplicagdo terapéutica ou
preventiva (BIKLE, 2014).

A atividade abrangente da vitamina D sobre a homeostase intestinal inclui ainda a
modulagdo da microbiota. Evidéncias clinicas e pré-clinicas, embora ainda limitadas,
associam a inibicdo de VDR a redugdo de Lactobacillus spp. € ao aumento de
Proteobacteria (BATTISTINI et al., 2020; WATERHOUSE et al, 2019), e a

suplementagdo com 1,25-dihidroxivitamina D ao aumento de géneros como
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Bifidobacterium, Lachnospira, Bacteroides, Alistipes € Akkermansia, dos filos Firmicutes
e Actinobacteria (BELLERBA et al., 2021), cujas relagdes com o CCR serdo exploradas
na proxima secdo. Uma vez que bactérias ndo expressam VDR, infere-se uma agdo
indireta da vitamina D sobre o microbioma intestinal, primariamente por garantir niveis
apropriados de muco e peptideos antimicrobianos no epitélio intestinal, o que auxilia na
manuten¢do do equilibrio entre espécies probidticas e patogénicas (BATTISTINI et al.,

2020; FAKHOURY et al., 2020).

2.2.2 Probiéticos

A microbiota intestinal ¢ uma parte integral dos processos de digestdo humana,
podendo originar nutrientes a partir de substratos que seriam de outras maneiras
indigeriveis. Além disso, possui impacto sobre diversas funcdes metabdlicas,
influenciando a resposta imune e constituindo prote¢do contra organismos patogénicos
(SHREINER; KAO; YOUNG, 2015). Estudos demonstram a influéncia até mesmo sobre
os niveis de colesterol no sangue, na sintese de vitaminas e citocinas e nos processos de
progressao do cancer, desempenhando papéis importantes na homeostase, tanto na satide
como na doenga (DAY et al., 2019; HE; SHI, 2017).

Um estudo metagendmico realizado por Feng et al. (2015) sobre o contetido fecal
revelou que, comparando-se individuos com CCR a grupos de individuos saudaveis, ha
prevaléncia no primeiro de ingestdo de carne vermelha sobre a de frutas e vegetais, e
sugeriu que se trata de um importante fator de risco visto ser associado com o
favorecimento de bactérias intestinais hostis. Isso € apoiado por diversas analises que
indicam uma composi¢do da microbiota diferente entre individuos com e sem cancer
colorretal (CHEN et al., 2012; AHN et al., 2013; DOS REIS et al., 2017). Dessa forma,
infere-se que estratégias relacionadas a microbiota intestinal podem ser ferramentas uteis
no manejo de CCR, e talvez estendidos a aplica¢dao na prevengdo (FENG et al., 2015;
DOS REIS et al., 2017).

Multiplos fatores contribuem para o estabelecimento da microbiota intestinal
humana desde a infincia a idade adulta, e a associacdo de sua composi¢do a padroes
saudaveis ou patoldgicos depende de um correto entendimento de suas variagdes
individuais, de sua heterogeneidade ao longo do trato gastrointestinal e suas
caracteristicas (THURSBY; JUGE, 2017). Incluindo bactérias, archaea e microrganismos

eucariotos, tal ecossistema no limen intestinal humano ¢ composto majoritariamente por
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bactérias dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria. O filo
Firmicutes conta com mais de 200 géneros, como Clostridium, Lactobacillus, Bacillus,
Enterococcus e Ruminicoccus; o filo Bacteroidetes consiste predominantemente de
géneros como Bacteroides e Prevotella; o filo Actinobacteria, proporcionalmente menos
abundante, ¢ representado principalmente pelo género Bifidobacterium; ¢ o filo
Proteobacteria por espécies dos géneros Escherichia e Shigella, dentre outros
(RINNINELLA et al., 2019).

Apesar de ser modulada por diversos fatores, incluindo sobrepeso e obesidade,
atividade fisica e padrao dietético, a composicdo da microbiota intestinal pode ser
diretamente modificada pelo uso de probidticos (SONG; CHAN, 2019). Trata-se de
culturas de uma ou mais espécies de microrganismos vivos intencionalmente
administrados oralmente em quantidades adequadas, a fim de que possam exercer efeitos
no célon humano. Alguns efeitos diretos sdo o equilibrio da populagdo bacteriana no
microambiente intestinal, a partir da inser¢ao de filos comensais que competem com o0s
grupos patogénicos ou prejudiciais, e a modulacdo da resposta imunogénica, conferindo
efeitos benéficos a satde do hospedeiro além da nutricao (HE; SHI, 2017; ZHENG et al.,
2019). Por estas razdes, tem havido um interesse crescente na aplicagao de probioticos
como promotores de satide, sendo atrativos como potencial complemento a tratamentos
estabelecidos particularmente por seu baixo custo e por serem associados a poucos ou
nenhum efeito adverso (DAY et al., 2019; HENDLER; ZHANG, 2018).

Os probidticos sdo comercializados na forma de capsulas ou po6, ou ainda em
produtos fermentados, como iogurtes. As espécies mais comuns sdao as denominadas
produtoras de 4acido lactico, especialmente as do género Lactobacillus e do género
Bifidobacterium (SANTOSA; FARNWORTH; JONES, 2006; HENDLER; ZHANG,
2018; DAY et al., 2019; ZHENG et al., 2019). Sua administragdo em modelos animais ¢
correlacionada a reducao do numero de lesdes pré-neoplasicas quimicamente induzidas
no colon (AGAH et al., 2018; CHANG et al., 2012; DEL CARMEN et al., 2017; FOO et
al., 2011; IRECTA-NAJERA et al., 2017; LENOIR et al., 2016; VERMA; SHUKLA,
2014), do nimero e volume de tumores colorretais (GHANAVATI et al., 2020; TIPTIRI-
KOURPETI et al., 2016), e de parametros histologicos relacionados a inflamacgao
(GHANAVATI et al., 2020), como também ao aumento de proteinas apoptdticas
(TIPTIRI-KOURPETI et al., 2016; WALIA et al., 2018) e de enzimas antioxidantes como
glutationa (GSH), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa-S-transferase (GST) (WALIA et al., 2018). Estudos demonstram ainda que L.
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gasseri ¢ capaz de aumentar significativamente a proliferacdo de células macrofagicas
RAW264.7 através de um aumento na sintese de DNA da fase S, que foi relacionado com
aregulacdo positiva do antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) e ciclina A (FOO
et al., 2011). Além disso, uma investigacdo de Fahmy et al. (2019) com B. longum
apontou efeitos modulatorios favoraveis sobre miRNAs oncogénicos e supressores de
tumor, além de alteragdes no perfil de expressao de interleucinas.

Ainda que os beneficios desta suplementagdo sejam cada vez mais evidentes, os
mecanismos pelos quais os probidticos exercem sua fun¢ao nao sao ainda elucidados. No
entanto, pesquisadores tém observado o envolvimento de metabdlitos primarios e
secundarios da fermenta¢do bacteriana na iniciagdo e promog¢do do CCR, incluindo
aminoacidos, nucleotideos, polissacarideos, lipideos, alcaloides, fendis, antibidticos e
acidos-graxos de cadeia curta (SCFA, short chain fatty acids), dentre outros (SHUWEN
et al., 2019). Assim, estudos clinicos e in vitro sugerem como mecanismos potenciais da
acdo anticarcinogénica de probidticos a modificagdo da atividade metabolica da
microbiota intestinal, através da sintese de substancias antimicrobianas e alteragcdo de pH,
0 que reduz o crescimento de bactérias patogé€nicas, como também a degradagdo de
compostos carcinogénicos presentes no limen intestinal através de biotransformagdo, e a
producdao de compostos anticarcinogénicos e imunomoduladores (CHAKRABORTI,
2015; DOS REIS et al., 2017; WEl et al., 2018).

Nas linhagens celulares de adenocarcinoma colorretal Caco-2, HT-29 e HCT-116,
ja foi reportado efeito de probidticos do género Lactobacillus, com inibi¢do da atividade
proliferativa e reducao da capacidade invasiva desses tipos celulares, além de indugdo de
morte celular por apoptose (ESCAMILLA; LANE; MAITIN, 2012; NOURI et al., 2016;
SADEGHI-ALIABADI et al., 2014; TIPTIRI-KOURPETI et al., 2016). Em estudos
clinicos, foi verificada contribuicdo ao status antioxidativo dos pacientes em decorréncia
de suplementagdo com probioticos, além de reducdo de marcadores inflamatorios e
aumento da presenga de SCFAs como os acidos butirico, propidnico e acético, que
possuem efeitos antiproliferativos e sugerem agdo direta sobre a prevencdo da
carcinogénese colorretal (OHARA; SUZUTANI, 2018; ZAHARUDDIN et al., 2019;
ZHENG et al., 2019).

O 4acido butirico, principal SCFA produzido pelas espécies probidticas mais
comuns, exerce efeito inibitdrio sobre histona-desacetilase (HDAC) que resulta em
reducdo da proliferagdo celular e indu¢do de apoptose e necrose, e ¢ relacionado ao

aumento dos niveis do inibidor de quinase ciclina dependente 1A (CDKNIA, cyclin
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dependent kinase inhibitor 14, ou P21) e redugdao de MYC e ciclina DI, os quais tem
papéis fundamentais na progressao do CCR (FARROKHI et al., 2020). Em conjunto com
0 acido propidnico, o acido butirico também ¢ capaz de elevar a expressdo de mucina
(MUC2, mucin 2, oligomeric mucus/gel-forming), importante para a manutengdo da
barreira epitelial intestinal, e regulacao de componentes imunomoduladores, como o fator
de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor), FOXP3 (forkhead box P3), NF-«xB e
outros (BHAT; KAPILA, 2017; ESLAMI et al., 2019). Tendo em vista a posi¢do da
inflamag¢ao como hallmark do cancer e da relevancia de doencas inflamatorias como fator
de risco para CCR (DEKKER et al., 2019), tais propriedades representam grande

potencial no uso de probidticos em diversas fases da carcinogénese.
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3 JUSTIFICATIVA

A incidéncia mundial do cancer em geral e em especial do CCR tem mostrado
tendéncias crescentes, o que esta claramente correlacionado a fatores como estilo de vida
e consumo de produtos alimenticios prejudiciais. Ainda, os agentes quimioterapicos
conhecidos e empregados na linha de frente das terapias cldssicas acarretam, muitas
vezes, efeitos toxicos que comprometem o bem-estar do paciente, ou encontram
resisténcia por mecanismos ainda pouco compreendidos. Associado ao longo tempo
decorrido da inicia¢do da carcinogénese até o diagnostico, o que em geral resulta quadros
avancados e com progndstico desfavoravel, esses fatos culminam em uma baixa eficacia
da intervenc¢ao terapéutica.

Dessa forma, ao passo que as alteragdes genéticas envolvidas na inicia¢do e
progressdo do CCR estejam se tornando bem conhecidas, a necessidade de novas
estratégias para o tratamento e preven¢do se tornam cada vez mais emergentes. Nesse
aspecto, destacam-se a aplicacao de suplementos classicos que possam ser aplicados na
terapéutica, de forma isolada ou combinada as abordagens convencionais, como também
compostos com potencial quimiopreventivo, visto que podem atuar no bloqueio ou na
prevencgdo do desenvolvimento do cancer em suas diferentes etapas do desenvolvimento.

Diversos estudos sugerem uma correlagdo inversa entre os niveis de vitamina D e
o risco de cancer colorretal (MA et al., 2011; YIN et al., 2011; BIKLE, 2014), ¢, mesmo
sem evidéncias suficientes para afirmar ser esta uma correlagcdo causal, estudos em
animais corroboram a associagdo entre a suplementacdo com vitamina D e a prevengao
ou terapéutica em variados modelos tumorais. De maneira similar, trabalhos recentes
demonstram o efeito protetor da suplementacdo com probidticos sobre a carcinogénese
colorretal (FOO et al., 2011; IRECTA-NAJERA et al., 2017;).

Em ambas as estratégias investigadas, alguns mecanismos moleculares
antitumorais sdo sugeridos pela literatura, porém ndo foram completamente elucidados, e
sdo raros os estudos de sua combinacdo ou sua aplicagdo em diferentes etapas da
carcinogénese colorretal. Ainda, o custo da suplementagdo com probidticos e vitamina D
¢ relativamente baixo e de facil acesso, o que sustenta um dos pilares da quimioprevencao.
Neste sentido, o presente estudo visa a abordagem de novas estratégias terapéuticas e/ou
quimiopreventivas envolvendo a vitamina D3 e microrganismos probidticos, buscando

expandir a compreensao sobre seus efeitos e sua aplicabilidade. Tais estratégias podem
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trazer vantagens diversas no ambito da satide, uma vez que ja se encontram integrados na

pratica clinica, de forma a ndo trazerem efeitos adversos toxicos para o paciente.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBIJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do tratamento com
vitamina D3 e probidticos na carcinogénese colorretal em tratamentos isolados e

combinadoss.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) investigar o efeito in vitro do tratamento com vitamina D3 e probioticos sobre
a proliferacdo celular na linhagem de adenocarcinoma colorretal humano
(HCT-8):

- de maneira isolada e combinada;
- combinada a quimioterapéutica classica

b) avaliar a possivel seletividade dos tratamentos em linhagem normal de
queratinocitos (HaCat);

) avaliar a seguranga dos tratamentos quanto ao possivel efeito carcinogénico e
de toxicidade;

d) avaliar o possivel efeito quimiopreventivo dos tratamentos de maneira isolada
e combinada em colon de ratos Wistar utilizando diferentes abordagens de
tratamento: pré, pos e tratamento simultaneo;

e) determinar o microbioma fecal dos animais a fim de correlacionar os efeitos
obtidos e os filos de microoganismos presentes em cada tratamento;

f) quantificar parametros bioquimicos a fim de estabelecer correlagdo com o
possivel efeito quimiopreventivo e/ou carcinogénico;

g) estudar os mecanismos moleculares que possam estar correlacionados aos

efeitos obtidos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 OBTENCAO DA VITAMINA D E PROBIOTICOS

Tendo em vista os objetivos deste trabalho, foram utilizados um modelo celular
(in vitro) e um modelo animal (in vivo), descritos nas segdes a seguir. Em ambos, foram
aplicadas formulas comerciais de vitamina D3 e de probidticos das espécies
Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus gasseri, com o intuito de mimetizar as condigdes
de aplicagdo na pratica clinica. A vitamina D foi obtida em capsulas de 500 Unidades
Internacionais (Ul), a partir das recomendacgdes minimas diérias do Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism (HOLICK et al., 2011). Os probi6ticos foram obtidos em
capsulas de 10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC), também de acordo com as
recomendac¢des mais comuns para a populacdo em geral (GUARNER et al., 2017). O
contetdo das capsulas foi entdo solubilizado conforme especificaces de cada ensaio, de

maneira estéril, a fim de atingir as concentragdes descritas a seguir.

5.2 SISTEMA-TESTE IN VITRO

5.2.1 Linhagens celulares e condicdes de cultivo

Foram utilizadas a linhagem celular de adenocarcinoma colorretal ileocecal
humano HCT-8 e a linhagem normal de queratindcitos humanos HaCat. Ambas as
linhagens foram gentilmente cedidas pela Professora Marisa Ionta, do Laboratorio de
Biologia Animal Integrativa (LABAInt) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL),
MG.

As células encontravam-se estocadas em nitrogénio liquido (-195°C), em aliquotas
de 1 x 10° células/mL em uma solugdo de congelamento composta de 50% de meio de
cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma-Aldrich), 40% de soro
bovino fetal (Nutricell) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich).

Para a realizagdo dos experimentos as células foram cultivadas em meio de cultura
DMEM suplementado com 10% de SFB, 1,2 g/mL de bicarbonato de sédio (Sigma-
Aldrich), 0,1 g/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 0,06 g/mL penicilina (Sigma-
Aldrich). As linhagens foram cultivadas em monocamada em 5 mL de meio de cultura

utilizando-se frascos descartaveis de 25 cm? de 4rea (Corning) a 36,5°C em estufa de CO;
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(Sanyo). Para a realizagdo dos ensaios, as c€lulas foram utilizadas a partir do 4° sub-

cultivo com 70% de confluéncia celular.

5.2.2 Tratamentos

Os tratamentos foram realizados de maneira isolada e combinada por 48 horas e
adicionados ao meio de cultivo em concentra¢des de 2,44 x 10° a 3,13 x 107 Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC/mL) para os probioticos e de 0,61 a 78,125 Unidades
Internacionais (Ul) para vitamina D. As faixas de concentragdo foram definidas com base
em dados da literatura (NOURI et al., 2016; TIPTIRI-KOURPETI et al., 2016) ¢ em
experimentos preliminares de citotoxicidade em concentracdes maiores do que as
convencionais.

Adicionalmente, foi realizada a combinag¢ao da vitamina D, nas mesmas condigoes
e concentragdes acima descritas, com classicos quimioterapicos entre eles a
doxorrubicina (12,0 a 0,09 uM), o 5-fluorouracil (16,0 a 0,13 uM) ¢ a cisplatina (16,0 a
0,13 uM). As faixas de concentragdo utilizadas foram definidas com base em dados da
literatura (ABDELGHANY et al., 2021; PILLOZZI et al., 2018; PIOTROWSKA et al.,
2019).

5.2.3 Avaliacéo da proliferacéo celular

A proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio). Para os experimentos, foram
semeadas 1x10* células de cada uma das linhagens (HCT-8 ¢ HaCat) em 100 pL de meio
DMEM suplementado com 10% SFB, em placas de 96 pocos de fundo plano. Apds 24
horas, foram adicionados os diferentes tratamentos conforme anteriormente descritos e
mantidos por 48 horas em estufa de CO2. Apds o periodo de tratamento, o meio foi
removido e 100 uL de MTT foi adicionado a cada pogo e as placas foram incubadas por
4 horas a 37°C, protegida da luz direta. Apos esse periodo, o MTT foi retirado do pogo e
adicionado 100 pL de DMSO para a solubilizagdo dos cristais. A absorbéncia foi medida
em leitor multiplacas (Zenyth 200rt) em um comprimento de onda de 570 nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular. Para tanto, as células
do controle negativo (sem tratamento) foram utilizadas como o correspondente a 100%

de sobrevivéncia. Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) one-way, seguida
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pelo teste de Tukey, utilizando-se o software GraphPad Prism® versdo 8.2.2. Com o
software Calcusyn® (Biosoft, Ferguson, Missouri, USA) versédo 2.0 foi realizada analise
de regressdo ndo-linear, resultando em uma equagdo usada para calcular a concentragdo
necessaria para produzir 50% de reducdo de viabilidade celular (ICso) e testar a hipotese

de efeito sinérgico das combinagdes.
5.2.3.1 Avaliagéo do sinergismo

A potencialidade das combinacGes de tratamentos investigadas neste trabalho
pdde ser avaliada pelo método do indice de combinacdo (CI, do inglés combination
index), baseado na equacdo do efeito médio (no caso, o ICso) desenvolvida por Ting-Chao
Chou a partir da lei de acdo das massas e outros parametros, também conhecido como o
método de Chou-Talalay (PEDREIRO, 2018).

Foi utilizado o software CalcuSyn®, onde se obteve o Cl através da Equacdo 1,
abaixo apresentada, que permite descrever a ocorréncia de sinergismo, efeito aditivo e
antagonismo para cada ponto de combinacdo. A partir desse calculo, valores de Cl =1
indicam efeito aditivo, ou seja, que o efeito do tratamento combinado € igual a soma dos
efeitos obtidos isoladamente. Assim, valores de CI < 1 indicam efeito sinérgico, em que
a associacdo dos tratamentos alcanca efeitos maiores do que a soma de suas aplica¢oes
isoladas, enquanto valores de Cl > 1 indicam o oposto, denominado antagonismo (BAHRI
etal., 2019).

Equacéo 1

_ (D)1 (D)2
(1= (Dx)1 T (Dx)2

Fonte:  CHOU; TALALAY (1984)
Legenda: CI: indice de combinacdo; (D)1: dose da molécula 1; (Dx)1: dose da molécula 1
que inibe fra¢do “x” de células; (D)2: dose da molécula 2; (Dx)2: dose da molécula

2 que inibe fragdo “x” de células.

Os resultados podem ser descritos e interpretados de acordo com a Tabela 1, cujos

intervalos foram refinados a partir dos dados descritos primariamente pela equagéo.
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Tabela 1 — Simbolos e descricdo de efeito sinérgico ou antagdnico em estudos

de combinacéo analisados com o método de Chou-Talalay.

Valor de ClI Descricédo Sigla Cor
<0,1 Sinergismo muito forte SMF
0,1a0,3 Sinergismo forte SF
0,3a0,7 Sinergismo S
0,7a0,85 Sinergismo moderado SM
0,85a0,9 Sinergismo leve SL
0,9a1,10 Perto de efeito aditivo P
1,10a1,20 Antagonismo leve AL
1,20 a 1,45 Antagonismo moderado AM
1,45a3,3 Antagonismo A
3,3a10 Antagonismo forte AF
>10 Antagonismo muito forte AMF

Fonte:  adaptado de CHOU (2008)

Legenda: ClI: indice de combinacéo.

5.3 SISTEMA-TESTE IN VIVO

5.3.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, espécie Ratus norvegicus, machos,
com média de 200g peso corporeo (p.c.). Os animais foram provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alfenas, e permaneceram em caixas plasticas em uma
sala experimental, sob condic¢des controladas de temperatura (23 + 2°C) e umidade (50 +
10%), 12 horas de ciclo claro-escuro, com acesso ad libitum a racéo e agua. O protocolo
de tratamento realizado neste trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Alfenas (0008/2020, Anexo A). Cada grupo de
tratamento consistiu de oito animais. O peso corporeo dos animais foi medido no primeiro

e no ultimo dia do periodo experimental, e 0 consumo de agua diariamente.
5.3.2 Determinacéo das doses a serem testadas
As diferentes doses de vitamina D3 e dos probidticos foram determinadas a partir

de ensaios pilotos utilizando 0 mesmo modelo experimental, bem como a partir de dados

da literatura que abordam experimentos semelhantes ja realizados (FOO et al., 2011,
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IRECTA-NAJERA et al., 2017; LI et al., 2015; LIBOREDO et al., 2013; REFAAT et
al., 2015; SHARAF et al., 2018; WALIA et al., 2018).

O teste inicial para a determinag&o das doses utilizou 2 animais por grupo e tomou
como base as recomendacdes diarias para a populagcdo em geral e para populacao de risco
para deficiéncia (MAEDA et al., 2014). Foram realizados ensaios pilotos (Apéndice A)
nas trés diferentes abordagens (pré, pds e tratamento simultaneo), nas mesmas condicdes
experimentais do modelo final, com a vitamina D3 diluida em 06leo vegetal a 10% e
administrada em 3 doses (2000, 1000 e 500 Ul) e com os probioticos diluidos em agua
destilada, também em 3 doses (1x10°, 1x108 e 1x10” UFC) para a verificacio da dose que
apresentaria melhor efeito protetor, ou seja, que seria capaz de reduzir os danos causados
pela inducdo de lesGes colorretais com carcindgeno 1,2-dimetilhidrazina (DMH). O
solvente oleoso foi utilizado uma vez que, por ser lipofilica, a absorcdo da vitamina D é
dependente da presenca de lipideos no intestino, e portanto sua biodisponibilidade é
aumentada em veiculos oleosos (GLOWKA; STASIAK; LULEK, 2019). Em seguida, as
doses que se mostraram mais efetivas isoladamente foram combinadas (Vitamina D +
Mix de probidticos) utilizando as diferentes abordagens: tratamento simultaneo as doses
de 250 e 2000 UI de vitamina D foram combinadas & dose de 107 UFC de probi6ticos; no
pré-tratamento, a dose de 250 Ul de vitamina D foi combinada a 10 UFC de probidticos;
e no pos-tratamento, a dose de 2000 Ul de vitamina D foi combinada a 10" UFC de

probiéticos.

5.3.3 Tratamento

O carcindgeno genotdxico 1,2-dimetilhidrazina (DMH, 160 mg/kg de peso
corpéreo (p.c.), Sigma-Aldrich) (AGNER et al., 2005) foi dissolvido em &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 1 mM) e utilizado como indutor lesdes pré-
neoplésicas em cdlon de ratos Wistar. A aplicacdo do DMH foi realizada por injecdo
subcutéanea (s.c), no dorso dos animais, em quatro doses de 40 mg/kg p.c., em uma dose
final de 160 mg/kg p.c., sendo administrado sempre no segundo dia da semana (Figura
1). O periodo de tratamento para avaliacdo do efeito na carcinogénese colbnica teve
duracdo total de 12 (doze) semanas, incluindo 4 semanas apds a ultima administracdo de
DMH que, de acordo com Rodrigues et al., (2002) é um periodo suficiente para a
observacdo da formacdo dos focos de criptas aberrantes (FCA). A administragdo de

vitamina D3 e/ou probi6ticos nas diferentes doses foi realizada via gavagem no volume
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de 1,0 mL/animal, sendo a vitamina D solubilizada em veiculo oleoso (6leo vegetal 10%)
e 0s probidticos em agua, cinco vezes por semana durante 4 semanas. Os animais
pertencentes aos grupos controle negativo e controle positivo receberam, a fim de
passarem pelo mesmo estresse de tratamento, 1,0 mL de dgua via gavagem. Em todos os
esquemas de tratamento, as amostras a serem analisadas foram coletadas na 13* semana

(Figura 1).

Figural— Esquema de tratamentos para a avaliagdo do potencial quimiopreventivo e quimioterapéutico
da vitamina D e/ou mix de probioticos

Eutanasia
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: G1-G18: grupos de tratamento, EDTA: 4cido etilenodiaminotetracético, DMH: 1,2
dimetilhidrazina.

Pré-tratamento

Apbds o estabelecimento das doses utilizadas por meio de ensaios pilotos, foram
incluidos os grupos de tratamento, como mostrado na Figura 1. Os grupos de controle de
carcinogenicidade consistiram-se de G1) controle negativo (EDTA 1 mM, 0,3 mL, s.c.),
G2) controle solvente (EDTA 1 mM, 0,3 mL, s.c. e 0leo vegetal 10% em agua, 1,0 mL,
via gavagem), G3) Vitamina D3 (2000 Ul) e G4) Probioticos (mix das espécies L. gasseri
e B. bifidum, 10" UFC), além de G6) controle positivo (DMH, 160 mg/kg p.c., 0,3 mL,
s.c., e dgua 1,0 mL, via gavagem). Para os tratamentos com vitamina D e/ou probiéticos

foram adotadas as diferentes abordagens de tratamento para verificacdo do mecanismo de
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acao quimiopreventiva: tratamento simultaneo, pré-tratamento e pos-tratamento (Figura
1). Respectivamente, cada abordagem incluiu G7, G11 e G15) controle solvente
associado (DMH, 160 mg/kg p.c., 0,3 mL, s.c., e 6leo vegetal 10% em &gua, 1,0 mL,
gavagem), G8, G12 e G16) Vitamina D + DMH; G9, G13 e G17) Probioético + DMH,
G10, G14 e G18) Vitamina D + Probidtico + DMH. Todos os grupos consistiram de 8

animais.

5.3.4 Coleta de amostras

No primeiro dia da 132 semana, os animais foram anestesiados com 1,0 mL de
Tiopentax® (tiopental sodico, 40 mg/kg p.c., intraperitoneal (i.p.); Cristalia) e foi
realizada coleta de sangue por puncéo cardiaca para posterior avaliacdo bioquimica. Em
seguida, quando necessario, foi realizada a administracdo de 0,5 mL de Tiopentax® (140
mg/kg p.c.; i.p.) para a eutanasia.

Ap0s laparotomia, o figado foi coletado e armazenado em meio de Merchant
(0,24M NaCl, 1,47mM KH2PO4, 2,7mM KCI, 8,1mM Na2HPO4, 10mM Na2EDTA, pH
7,4) a -80°C, conforme Azqueta et al. (2019), para propostas futuras de andlise da
genotoxicidade e atividade antioxidante. Em seguida, uma porcao de fezes de cada animal
foi coletada assepticamente, em tubo estéril para avaliagdo da composicao da microbiota
fecal. Na regido do colon distal, duas pequenas porcdes foram coletadas, uma para analise
da expressdo génica (armazenada em trizol a -80°C) e outra para imunohistoquimica
(armazenada em formalina tamponada e, apos 24 horas, em alcool 70%). Por fim, os
colons foram excisados, abertos longitudinalmente, lavados com salina 0,9% para
remocao das fezes, presos em placas de isopor por meio de alfinetes e fixados com
solucdo de formaldeido (10%) durante 24 h e posteriormente, mantidos em alcool 70%

até a completa andalise do material.

5.3.5 Avaliacéo das lesdes pré-neopléasicas

Os procedimentos para a analise histoldgica do colon foram realizados de acordo
com o descrito por Oliveira et al. (2021). Os colons fixados foram corados com solucédo
de azul de metileno (0,02%) por 10 minutos (Figura 2A) e colocados sobre uma lamina
de microscopia com a parte interna da mucosa voltada para cima para a visualizagdo dos

FCA, em microscopia Optica com amplificacdo de 40x. Foi realizada a contagem de 50
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campos sequenciais em cada segmento do colon distal, sendo os FCA caracterizados pela
espessa camada epitelial que se cora mais intensamente com azul de metileno, abertura
luminal alongada, tortuosa e maior em relacéo as criptas normais circunvizinhas (Figura
2B) (BIRD, 1987). Foram contabilizados o nimero de FCA e as criptas aberrantes (CA).
A multiplicidade de criptas foi expressa pela razdo de criptas aberrantes por foco
(CA/FCA).

Figura 2 — Fotomicrografias da por¢do distal do c6lon de ratos Wistar

Fonte: Do autor (2022)

Legenda: Imagens microscopicas da porg¢do distal do cdlon de ratos Wistar, corado com azul de
metileno, mostrando (A) padréo histoldgico normal (aumento de 10x) e (B) um foco
com duas criptas aberrantes (seta vermelha, aumento de 40x).

5.3.6 Anélise da microbiota fecal

O DNA total foi extraido de amostras fecais dos grupos controle negativo (sem
tratamento), controle solvente (6leo vegetal 10%), controle positivo (DMH 160 mg/kg
p.c.), Vitamina D (2000 UI) + DMH e Probidticos (10’ UFC) + DMH, estes Gltimos em
tratamento simultaneo, usando o kit de extracdo QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemanha). Os pelets de fezes foram ressuspendidos em solucgdo salina estéril e,
para evitar qualquer efeito inibitdrio, o tampéo InhibitEX foi adicionado antes da extracéo
do DNA. O DNA total, obtido usando a coluna de rotagdo QlAamp, foi quantificado pelo
Fluordmetro Invitrogen Qubit (ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EUA).
100ng de DNA total foi usado para analisar os genes do RNA ribossémico (rRNA 16S)
usando a Plataforma Illumina HiSeq. Além disso, 16SrRNA, 18SrRNA e genes ITS
(Internal transcribed spacer) de nove regides distintas (16SV4, 16SV3, 16SV3-V4,
16SV4-V5, 18S V4, 18S V9, ITS1, ITS2 e Arc V4) foram amplificados utilizando
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iniciadores especificos (por exemplo, par 16SV4: 515F-806R, 18SV4: 528F-706R, 18S
V9: 1380F-1510R). As reacOes de PCR foram executadas com Phusion® High-Fidelity
PCR Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, EUA). Produtos de
PCR entre 400 e 450 bp foram misturados em razdes de equidensidade e purificados com
um Kit de Extracdo de Gel Qiagen (Qiagen, Hilden, Alemanha). Bibliotecas de
sequenciamento foram definidas usando o kit NEBNext® Pré-kit Ultra ™ DNA Library
para lllumina, de acordo com as recomendacdes do fabricante. A qualidade da biblioteca
foi verificada no Qubit Fluorémetro (ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EUA)
e no Sistema Agilent Bioanalyzer 2100. O amplicon foi sequenciado em Plataforma
emparelhada Illumina para gerar leituras brutas emparelhadas de 250 bp (PE bruto) que
foram montadas e pré-tratadas para obter Tags Limpos a partir da excluséo de sequéncias
quimeéricas. As sequéncias metagendmicas foram analisadas no software Uparse (Uparse
v7.0.1001, http://drive5.com/uparse/). As OTUs (Operational Taxonomic Units) foram
reunidas com base nas sequéncias que apresentavam similaridade > 97%. Para classifica-
los em um grupo taxondmico, o0 banco de dados GreenGenes
(http://greengenes.lbl.gov/cgibin/nph-index.cgi) foi usado com base no uso de
algoritimos  de  classificacdo  pelo  classificador RDP  (versdo 2.2,
http://sourceforge.net/projects/rdp-classifier/). O alinhamento de sequéncias maltiplas foi
realizado pelo software MUSCLE (versdo 3.8.31, http://www.drive5.com/muscle/) para
determinar a relacdo filogenética entre OTUSs, juntamente com suas espécies dominantes,

em diferentes amostras da microbiota fecal.

5.3.7 Avaliagdo bioquimica

As amostras de sangue foram obtidas através de puncdo cardiaca ap0s anestesia
conforme anteriormente descrito, em tubo livre de anticoagulante. Foram coletados no
minimo 4,0 mL de sangue, que foram em seguida centrifugados a 1500 rota¢des por
minuto (rpm) durante 15 minutos para a obtencdo do soro onde 0s niveis séricos de ureia,
creatinina, alanina aminotransferase (ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou
TGO) foram avaliados pelos kits de reagentes bioquimicos Ureia UV Liquiform (ref.
104), Creatinina K (ref. 96), Transaminase oxalacética (ref. 52), Transaminase piravica
(ref. 53), respectivamente, adquiridos da Labtest Diagndstico SA, sendo as dosagens
realizadas de acordo com as instru¢es do fabricante. Os procedimentos de medigédo

foram feitos por meio do analisador automatico bioquimico RA-XT (Technicon).
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5.3.8 Ensaio imunohistoquimico

O tecido colorretal coletado foi fixado em formalina e, em seguida, incluido em
parafina, e entdo foram realizados cortes histoldgicos de 3-4 um de espessura. Os cortes
foram desparafinizados no dia anterior a realizacdo da técnica em temperatura de 60°C
por 1 hora, associada a trés banhos de xilol (15 minutos cada), seguidas de dois banhos
em alcool etilico (100 e 70%, 15 minutos cada). Apds a desparafinizacdo, foi realizada a
recuperacdo antigénica através da imersdo das laminas em tampao citrato, em panela de
pressdo, por 3 min.

A fim de se reduzir a marcagdo inespecifica, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena por meio da incubagdo das laminas em solucdo de peroxido de
hidrogénio 3% por 15 min. O bloqueio de proteinas inespecificas foi realizado com a
incubacdo por 10 min em solucédo de leite desnatado a 5%. Esta solucdo foi preparada em
TBST (Tris-Buffered Saline Tween 20) em pH 7,6.

Posteriormente, as laminas foram lavadas com TBST e incubadas overnight em
camara Umida na geladeira com o0s seguintes anticorpos primarios anti-NRF2 (Abcam,
Cambridge, UK, Cat.: ab137550; policlonal): diluicdo 1:200, anti-B-catenina (Abcam,
Cambridge, UK, Cat.: ab32572; monoclonal): diluigdo 1:1000, anti-PCNA (Abcam,
Cambridge, UK, Cat.: ab29; monoclonal): diluicdo 1:2000 e anti-COX2 (Abcam,
Cambridge, UK, Cat.: ab15191; policlonal): diluicdo 1:1000.

No dia seguinte, realizou-se a incubacdo dos cortes com o anticorpo secundario
IgG anti-coelho produzido em cabras conjugado com peroxidase Dako EnVision™ +
Dual Link System-HRP (Aguilent, Santa Clara, CA, USA) por 1 hora. Apds esse periodo,
os cortes foram corados com 3,3’-diaminobenzidina (DAB; 0,5%) por 5 minutos, e
contracorados por 15 segundos com hematoxilina filtrada (100%).

A determinagédo semi-quantitativa da expressao proteica foi avaliada utilizando o
software ImageJ Fiji® (versdo 1.2; WS Rasband, National Institute of Health, Bethesda,
MD), conforme descrito por Crowe e Yue (2019).

5.3.9 Analise da expressao génica
A analise da expressao génica de alvos envolvidos na tumorigenése coldnica foi

realizada pela reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR,

Reverse-transcriptase polymerase chain reaction). Foram avaliados um marcador de
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estresse oxidativo (NOS2) e um para enzima de atividade antioxidante endogena (GST),
além do gene constitutivo (B-actina). Na Tabela 2 é possivel encontrar um resumo das

informacdes sobre os primers utilizados e respectivos genes alvo.

Tabela 2 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho do fragmento amplificado utilizados
nas reacdes de RT-PCR.

Gene Mecanismo Oligonucleotideo iniciador Tamanho (pb)

L. . S: AGCCATGTACGTAGCCATCC
ACTB  Constitutivo (B-actina) 115
AS: ACCCTCATAGATGGGCACAG

Enzima envolvida em vias

NOS2 inflamatorias, responsavel  §: ACCATGGAGCATCCCAAGTA 60
pela sintese de 6xido AS: CAGCGCATACCACTTCAGC

nitrico !

Enzima envolvida na

e S: GGAGGAGGTGGTTACCATAGA
GST  detoxificacdo celular de 97
AS: GGTGAGGTCTCCATCTTCAAAC

compostos eletrofilicos 2

Fonte: Do autor (2022), ! KIM; PARK (2010); 2 TONELLI; CHIO; TUVESON (2018)
Legenda: pb: pares de bases, S: sense (forward primer); AS: antisense (reverse primer); pb: pares de base;
ACTB: p-actin; NOS2: nitric oxide synthase 2, GST: Glutathione S-transferase.

A porcao distal do tecido colorretal foi armazenada em solugdo de trizol a -80°C,
e submetida ao procedimento de extragdo de RNA total. A quantificagdo do RNA total foi
avaliada por leitura espectrofotométrica utilizando o NanoDrop® ND1000 (7hermo
Scientific, Wilmington, DE, USA). Em seguida, foi realizada a incubacdao do RNA total
com DNase, por 15 min em termociclador a 37°C, a fim de se eliminar possivel
contaminagdo com DNA genomico. Feito isso, 0 RNA total foi, entdo, submetido a reagdo
de transcri¢cao reversa (RT) utilizando Randon primers e High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit® (Applied Biosystems, Sao Paulo, Brasil), conforme as instru¢des do
fabricante. Todos os reagentes foram incubados a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e
entdo, 85°C por 5 min para promover a inativagdo da enzima.

A expressao dos genes alvo foi investigada utilizado o sistema Power Sybr®Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Sao Paulo, SP, 191 Brasil) no ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Sao Paulo, SP, Brasil). Todas as reagdes
foram efetuadas obtendo-se um volume final de 25 pl e os genes foram amplificados

seguindo as seguintes condi¢des experimentais: 95°C por 10 min (1 ciclo), desnaturacio
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a95°C por 10 segundos, seguido pelo anelamento a 60°C e extensdo por 1 min (40 ciclos).
A normalizagdo dos valores de expressao dos genes alvo foi feita utilizando a expressdo
do gene constitutivo ACTB (f-actin). O método AACt com corre¢do da eficiéncia foi
empregado para calcular a expressao relativa de cada gene. Uma amostra controle foi
usada como calibradora (PFAFFL, 2001).

Os valores médios de eficiéncia para cada gene foram mensurados através do
perfil de amplificacdo de cada amostra, através do auxilio do programa LinRegPCR,

conforme as recomendagdes de Ramakers et al. (2003).

5.3.10 Analise estatistica

Os dados dos ensaios in vivo foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (One-way ANOVA) para experimentos inteiramente aleatorizados, com o
calculo da estatistica F e de seu respectivo “p-value”. Nos casos em que p < 0,05, as
médias de tratamentos foram comparadas pelo método de Tukey, com o célculo da
diferenca minima significativa para a. = 0,05, utilizando o software GraphPad Prism®

versao 8.2.2.



51

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SISTEMA-TESTE IN VITRO: AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

6.1.1 Probioticos

Utilizando formas disponiveis comercialmente de probioticos das espécies
Bifidobacterium bifidum e Lactobacillus gasseri, foi realizado um screening em ampla
faixa de concentragdes para avaliar o potencial citotoxico dos tratamentos. Visto que nao
se trata de cultura direta, foi necessario adaptar a solubilizacdo do conteddo obtido em
capsulas, comumente recomendadas para a populacio geral em torno de 10° Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) (GUARNER et al., 2017), de maneira viavel no meio de
cultura utilizado para as linhagens celulares, o que resultou em testes na faixa de 2,44 x
10°a 3,13 x 10" UFC/mL.

As Figura 3 e 4 apresentam, respectivamente, os resultados da atividade
antiproliferativa das espécies B. bifidum e L. gasseri, avaliadas em modelo de tratamento
isolado nas linhagens de queratindcitos (HaCat, normal) e adenocarcinoma colorretal
(HCT-8).

De modo geral, foi possivel observar uma reducédo dose-dependente da viabilidade
celular em todos os tratamentos e em ambas as linhagens avaliadas. Para os probi6ticos
da espécie B. bifidum, um efeito citotoxico significativo sobre a linhagem normal HaCat
foi observado a partir de 9,77 x 10° UFC/mL, enquanto na linhagem tumoral HCT-8, a
reducdo na viabilidade celular é observada apenas em 3,13 x 10" UFC/mL, indicando
maior sensibilidade ao tratamento por parte das células ndo-transformadas do que pelas
células tumorais. Faghfoori et al. (2021) demonstraram que a viabilidade celular das
linhagens HT-29 e Caco-2, ambas de cancer de c6lon humano, também foi reduzida ap6s
tratamento com sobrenadante livre de células (CFS, cell free supernatant) proveniente de
cultura de Bifidobacterium spp. em concentracfes de 10 a 100 pg/mL, com inibicao de
40 a 60% da proliferagdo celular. Efeito semelhante foi observado por Bahmani, Azarpira
e Moazamian (2019) sobre células SW742 de cancer de célon humano, também com
sobrenadante de Bifidobacterium spp. No entanto, 0 modelo utilizado neste estudo indica

que B. bifidum, individualmente, pode ndo ser interessante para aplicacdo no contexto
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colorretal, levando em conta seu maior efeito citotoxico em células normais se comparado

as células tumorais aqui avaliadas.

Figura 3— Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentracdes (UFC/mL)
de Bifidobacterium bifidum.
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: (A)HaCate (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao controle
negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo
(DMSO 25%), UFC: unidades formadoras de colonia.

Figura 4 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentragdes (UFC/mL)
de Lactobacillus gasseri
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: (A)HaCate (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao controle
negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratinocitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo
(DMSO 25%), UFC: unidades formadoras de coldnia.

Para a espécie L. gasseri, constatou-se efeito de reducéo da viabilidade celular
da linhagem HaCat a partir de 2,44 x 10° UFC/mL, e na linhagem HCT-8 a partir de 9,77
x 10° UFC/mL, indicando efeito semelhante do tratamento em ambas as linhagens devido
as grandezas proximas de tais concentracdes. Foi demonstrado por Tiptiri-Kourpeti et al.

(2016) apds administracéo de probidticos do género Lactobacillus a linhagem de cancer
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de colon humano HT-29 por 48 h, em que 10® e 10° UFC/mL foram capazes de inibir a
proliferagéo celular em 80 a 90%. Estudos que utilizam o sobrenadante, meio de cultura
ou componentes de espécies probidticas também demonstram efeito antiproliferativo
sobre linhagens celulares de cancer de colon. Dentre estes, o efeito de 400 pg/ml do
exopolissacarideo de Lactobacillus spp. sobre a linhagem HT-29 apds tratamento por
48h, que levou a reducdo de 20 a 25% na viabilidade celular (TUKENMEZ et al., 2019).
Ainda, a reducdo dose-dependente da viabilidade celular resultante de tratamento por 24h
com 200 a 700 pL/mL de CFS de Lactobacillus spp. sobre a linhagem HT-29 (CHEN et
al., 2017) e 20 a 80% de CFS sobre Caco-2 (ISAZADEH et al., 2021; YUE et al., 2020)
também ja foi descrita.

No entanto, os resultados aqui apresentados permitem inferir a auséncia de efeito
seletivo dos tratamentos com ambas as espécies, uma vez que a linhagem néo-
transformada se mostra tdo sensivel ao tratamento com L. gasseri quanto a linhagem
tumoral, e sensivel a menores concentracfes de B. bifidum do que a linhagem tumoral.
Resultado compativel ao acima descrito foi observado por Parisa et al. (2020), uma vez
que a aplicacdo de espécies isoladas ou coquetéis de estirpes do género Lactobacillus ou
do género Bifidobacterium, separadamente, por 24 h, acarretou em reducdo da
proliferacdo celular equivalente na linhagem LS174T de adenocarcinoma coldnico
humano e na linhagem néo-transformada IEC-18 de epitélio intestinal de ratos.

Diferente dos resultados obtidos nos experimentos aqui descritos, os achados da
literatura provém de diversas outras metodologias de tratamento, onde o sobrenadante,
meio de cultura ou componentes de espécies probidticas sdo diretamente testadas nas
culturas celulares (CHOI et al., 2006; FOO et al., 2011; MOTEVASELI et al., 2013;
NOURI et al., 2016; SADEGHI-ALIABADI et al., 2014). A ideia deste trabalho, por sua
vez, foi utilizar a mesma forma de consumo humano para investigar seu efeito. Além
disso, poucos trabalhos com probioticos na literatura avaliam seu efeito levando em conta
estudos de seletividade, em que a comparacdo da atividade entre uma linhagem normal
versus transformada é realizada.

No tocante as vias pelas quais os probidticos causam citotoxicidade, muitos
estudos indicam a modulacgdo de vias apoptéticas como mecanismo de acdo, baseado no
aumento da expressdo de genes como o0 da proteina mitocondrial ligante de proteina
inibidora de apoptose (DIABLO, diablo IAP-binding mitochondrial protein), da caspase-
3, -8 e -9 (CASP3, CASP8 e CASP9, respectivamente), do agonista de morte celular
associado a BCL2 (BAD, BCL2 associated agonist of cell death), do regulador de
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apoptose X associado a BCL2 (BAX, BCL2 associated X, apoptosis regulator) e do
receptor de morte de superficie celular Fas (FAS, Fas cell surface death receptor), como
também na reducdo do regulador de apoptose BCL2 (BCL2) e da survivina (BIRCS5,
baculoviral IAP repeat containing 5) nas linhagens HT-29 e Caco-2 ap0s tratamento com
sobrenadantes de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. (FAGHFOORI et al., 2021;
ISAZADEH et al., 2021; TUKENMEZ et al., 2019). O tratamento com culturas de B.
bifidum, particularmente, foi demonstrado por Faghfoori et al. (2021) como capaz de
induzir apoptose em aproximadamente 53% da populacédo celular de HT-29 e 79% de
Caco-2, ao passo que a porcentagem de apoptose na linhagem epitelial normal humana
KDR/293 teve seu maximo em cerca de 26% segundo o mesmo estudo. Em tratamentos
com componentes isolados de Lactobacillus spp, a inducéo de apoptose foi relatada por
Tukenmez et al. (2019) entre 33 e 41% sobre HT-29 ap6s 48 h de tratamento.

Considerando que, na maioria das vezes, a prescricdo probiotica é baseada em
uma combinacdo de espécies, foi realizado também ensaio de proliferacdo celular para
avaliar o efeito do mix de probioticos de ambas as espécies B. bifidum e L. gasseri. Para
isso foram somadas as concentracdes dos tratamentos isolados, resultando na faixa de
2,44 x 10° a 3,13 x 10’ UFC/mL de cada espécie em cada ponto da faixa experimental.

A hipdtese para realizacdo da combinacdo era se, quando combinadas as espécies,
a seletividade ndo observada isoladamente poderia ser instigada e/ou se o efeito citotdxico
seria mais pronunciado. Foi observada reducdo estatisticamente significativa na
viabilidade celular nas duas maiores concentraces testadas (1,56 x 107 e 3,13 x 10’
UFC/mL) para ambas linhagens avaliadas (Figura 5), indicando reducdo do efeito
citotoxico se comparado ao tratamento com as espécies isoladas.

O ICsp calculado para os tratamentos isolados e combinados é apresentado na
Tabela 3. Nota-se que, no tratamento com B. bifidum isoladamente, o valor de I1Csgo se
manteve semelhante tanto para a linhagem HCT-8 como para a linhagem normal de
queratindcitos Hacat, enquanto no tratamento com L. gasseri o valor de 1Csg € maior na
linhagem HCT-8 do que na linhagem HaCat. Isso confirma a auséncia de seletividade
inferida a partir dos dados de viabilidade celular (Figuras 4 e 5), uma vez que se mostra
necessaria maior concentracdo de L. gasseri para reduzir a viabilidade de HCT-8 em 50%
do que o necessario para 0 mesmo efeito em HaCat, como também se entende um efeito

citotoxico equivalente de B. bifidum em ambos os tipos celulares.
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Figura5— Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentracdes (UFC/mL)
do mix de probidticos
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Fonte: Do autor (2022).

Legenda: (A)HaCate (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao controle
negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo
(DMSO 25%), UFC: unidades formadoras de col6nia, Mix de probioticos: B. bifidum combinado
a L. gasseri.

J& no tratamento com o mix de probio6ticos (B. bifidum combinado ao L. gasseri),
houve uma diferenca da concentracdo requerida para reduzir a proliferacdo em 50%: uma
maior concentracdo do mix de probidticos é necessaria para produzir citotoxicidade na
linhagem normal testada, em comparacdo a linhagem tumoral HCT-8 (Tabela 3),
apontando para a seletividade de seu efeito. Similarmente, Parisa et al. (2020) relataram,
a partir de tratamento com coquetel incluindo tanto estirpes do género Lactobacillus como
do género Bifidobacterium, maior efeito na reducdo da viabilidade celular sobre a
linhagem tumoral LS174T do que sobre a linhagem normal IEC-18. Esses dados, embora
representem uma diferenca sutil, confirmam a hipotese deste trabalho e justificam o uso
popular das espécies combinadas, além de representar uma vantagem no ambito da terapia
tumoral, tendo em vista a seletividade indicada. Nas estratégias terapéuticas estabelecidas
na clinica, a falta de seletividade dos compostos quimioterapicos € um obstaculo
conhecido porém ainda desafiador, pois resulta na incidéncia de efeitos adversos muitas
vezes graves ao afetar tecidos saudaveis n&o-tumorais do paciente (BENARBA,
PANDIELLA, 2018).

Entretanto, os valores de 1Cso relativos ao mix de probioticos sdo maiores que 0s
encontrados para as espécies isoladas de B. bifidum e L. gasseri (Tabela 3), o que indica
que o0 uso das espécies em conjunto neste modelo requer maiores concentragdes para
reduzir em 50% a viabilidade de ambas as linhagens do que o necessario para 0 mesmo

efeito pelas espécies isoladas. De maneira analoga, Parisa et al. (2020) observaram efeito
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de reducdo da viabilidade celular da linhagem LS174T de adenocarcinoma coldnico
humano resultante de um coquetel de Lactobacillus spp. combinadas a Bifidobacterium
spp., porém sem diferenca significativa em relagdo ao efeito dos tratamentos com as

espeécies separadamente.

Tabela 3 — ICs apresentado pelas linhagens HaCat e HCT-8 em consequéncia do tratamento isolado e/ou
combinado das espécies de probidticos (UFC/mL) apds o tratamento por 48h.

. ICs0 (UFC/mL)
Linhagem celular
B. bifidum l L. gasseri l Mix
HaCat 4,02 x 108 3,70 x 10° 2,26 x 10°
HCT-8 3,70 x 10° 1,56 x 108 2,77 x 107

Fonte: Do autor (2022)
Legenda: IC_: concentracdo necessaria para reduzir 50% do crescimento celular, HaCat: queratindcitos

normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, UFC: Unidades Formadoras de Coldnia, Mix: B.
bifidum combinado a L. gasseri
Nota: Os valores apresentados foram obtidos pelo software Calcusyn®.

O uso de capsulas disponiveis comercialmente para avaliagdo no sistema teste in
vitro, um sistema mais sensivel a variacOes e a falta de exatiddo das concentracdes de
tratamentos a nivel micrométrico, demonstra-se um desafio a andlise estatistica
(IACONELLI et al., 2015). Ao mesmo tempo, o sistema in vitro ndo € representativo dos
efeitos complexos em um organismo multicelular (BRACKEN, 2009), sem possibilidade
de mimetizar a ingestdo, a colonizacdo do sistema digestdrio pelos microorganismos
probioticos e, portanto, sua acdo sistémica. Deste modo, os resultados aqui obtidos
serviram como provocag0es para investigacdes mais aprofundadas, por exemplo, para o

modelo in vivo, considerado mais adequado para estudos de fendmenos integrados.

6.1.2 Vitamina D

Conforme conduzido com o0s probidticos, os experimentos para avaliacdo da
atividade citotoxica foram realizados com a vitamina D a partir de formas acessiveis
comercialmente. Considerando as recomendagfes minimas diarias (HOLICK et al.,
2011), a vitamina D foi obtida em capsulas de 500 Unidades Internacionais (Ul), onde
foram avaliadas 8 concentragdes dentro das possibilidades de solubilizacéo do contetdo,
permitindo entdo uma faixa tratamento que variou entre 0,61 a 78,125 Ul. A Figura 6
apresenta os resultados obtidos de cada concentracdo sobre a viabilidade celular em
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ambas as linhagens estudadas. O ICso também foi calculado e segue apresentado na
Tabela 4.

Figura 6 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentracdes (Ul/mL) de

vitamina D
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Fonte: Do autor (2022).
Legenda: (A) HaCat (A) e (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao
controle negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo (DMSO 25%).
UI: unidades internacionais.

Tabela 4 — ICsy apresentado pelas linhagens HaCat ¢ HCT-8 em consequéncia do
tratamento isolado com vitamina D (Ul/mL) apds o tratamento por 48h.

. ICso (Ul/mL)
Linhagem celular
Vitamina D
HaCat 8,25
HCT-8 2,75

Fonte: Do autor (2022)
Legenda: ICsO: concentragdo necesséria para reduzir 50% do crescimento celular,

HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, Ul:
Unidades Internacionais
Nota: Os valores apresentados foram obtidos pelo software Calcusyn®.

Pdde ser observado um efeito significativo e dose-dependente da vitamina D sobre
a viabilidade celular da linhagem de celulas normais (HaCat) apenas a partir da
concentracdo de 4,88 Ul, enquanto na linhagem tumoral HCT-8 um efeito citotdxico
significativo ja é observado desde a menor concentracdo avaliada (0,61 Ul) (Figura 6).
Também de maneira dose-dependente, estudos relatam reducéo da proliferacdo celular
das linhagens de adenocarcinoma de c6lon humano HT-29 e Caco-2 apos tratamento com
10,25(0OH)2D3 em concentragdes de 0,1 a 1 uM (MURILLO et al., 2010; WIERZBICKA
et al., 2015) e em concentragOes de 3,125 a 100 uM em HCT-116 (SHRUTHI et al.,
2017; VARGHESE et al., 2020).
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Destaca-se o valor de ICsg consideravelmente menor na linhagem tumoral quando
comparado a linhagem de células normais (Tabela 4), o que constitui um grande
diferencial dos tratamentos pois é indicativo da seletividade da acdo da vitamina D.
Estudo semelhante, comparou o efeito de vitamina D em linhagens AGS e MKN45, de
adenocarcinoma gastrico humano, com celulas nao-transformadas da linhagem HGF de
fibroblasto gengival humano. Foi demonstrado, assim como no presente estudo, um valor
de ICso maior para a linhagem normal do que para ambas as linhagens tumorais
(ALIZADEH-NAVAEI et al., 2019).

A seletividade tem sido uma caracteristica frequentemente pesquisada em
laborat6rios do mundo todo em contraposicdo as estratégias quimioterapéuticas classicas,
que enfrentam a alta incidéncia de efeitos colaterais devido a falta de seletividade, uma
vez que muitos dos mecanismos de acdo dos antitumorais conhecidos sdo de atuacdo
ampla, em tecidos de alta proliferacdo, acarretando efeitos indesejaveis nas células
saudaveis do individuo. Efeitos toxicos sobre mucosas intestinais e células do sangue, por
exemplo, tem consequéncias graves sobre o bem-estar do paciente, levando muitas vezes
a nao aderéncia ao tratamento (BENARBA; PANDIELLA, 2018). Os efeitos do
tratamento com o 5-FU, por exemplo, ndo se diferenciam entre células de cancer
colorretal HCT-116, HT-29 e DLD-1 de células endoteliais HUVEC, cardiomidcitos
humanos ou fibroblastos BJ. O ICso relatado na literatura para as células nao-
transformadas se mostra em aproximadamente 3,8, 4,8 e 8,6 uM, respectivamente,
enquanto é de 13,7 uM para a linhagem HCT-116, 106,8 uM para a linhagem HT-29 e de
33,17 uM para DLD-1 (FOCACCETTI et al., 2015; TIGU et al., 2020).

Considerando a importancia de identificar e caracterizar compostos com
diferentes mecanismos de acdo que possuam atividade citotoxica contra células tumorais,
de maneira isolada ou associada a tratamentos classicos, sem apresentar efeitos adversos
severos em células n&o-transformadas (TIGU et al., 2020), os dados de seletividade
apresentados na literatura e os resultados obtidos neste estudo corroboram o potencial
seletivo da vitamina D, fundamentando sua aplicacdo em estratégias isoladas ou

combinadas a serem estudadas nos diferentes modelos experimentais.

6.1.3 Combinacao dos probioticos com vitamina D

Considerando os resultados promissores obtidos para a vitamina D, a partir das

concentracdes estudadas nos tratamentos isolados, foram realizados estudos com as
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combinacg0es entre as espécies de probidticos e a vitamina D: a primeira concentracdo de

cada um dos probidticos (2,44 x 10° UFC/mL) foi combinada & primeira concentragéo da

vitamina D (0,61 Ul), ambas isoladas; em seguida, a segunda de um (4,88 x 10° UFC/mL

de probiotico) foi combinada a segunda do outro (1,22 Ul de vitamina D), e assim

sucessivamente. Na Figura 7, encontram-se 0s resultados da exposicdo de ambas as

linhagens a espécie B. bifidum combinada a vitamina D, e na Figura 8, de L. gasseri

combinada com a vitamina D. Ainda, na Figura 9, sdo apresentados os resultados do

tratamento das duas linhagens com o mix de ambas as espécies de probidticos combinado

a vitamina D.

Figura 7 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentragdes de B. bifidum
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(A) HaCat e (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao controle
negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo
(DMSO 25%), UFC: unidades formadoras de colonia, Ul: unidades internacionais.

Figura 8 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentragdes de L. gasseri
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(A) HaCat e (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao controle
negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratinocitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo
(DMSO 25%), UFC: unidades formadoras de colonia, Ul: unidades internacionais.
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Figura 9 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentracfes do Mix de
probiéticos (UFC/mL) + vitamina D (Ul/mL)
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: (A)HaCate (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao controle
negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo
(DMSO 25%), UFC: unidades formadoras de colonia, Ul: unidades internacionais, MiX:
combinacéo das duas espécies B. bifidum e L. gasseri.

Tanto na combinacdo de cada espécie isolada com Vitamina D quanto do mix de
probioticos (B. bifidum + L. gasseri) com Vitamina D, observa-se reducdo dose-
dependente da viabilidade celular de ambas as linhagens avaliaddas. Destaca-se que na
linhagem tumoral HCT-8 um efeito estatisticamente significativo é demonstrado a partir
de 1,95 x 10° UFC/mL de B. bifidum + 4,88 Ul de vitamina D, e a partir da concentragio
de 3,91 x 10% UFC/mL de L. gasseri + 9,76 Ul de vitamina D, em ambas as linhagens
testadas, enquanto que no tratamento com o mix de probidticos combinado a Vitamina D
o efeito significativo é observado a partir de uma concentragdo menor (9,77 x 10°
UFC/mL do mix de probidticos + 2,44 Ul de vitamina D), em ambas as linhagens testadas.
Isso sugere que a combinagdo do mix de probiodticos com a vitamina D teve maior efeito
citotoxico do que as espécies combinadas a vitamina D separadamente, uma vez que
alcangou reducdo significativa da viabilidade celular em concentragdes menores de
tratamento. Os respectivos valores de I1Cso encontram-se apresentados na Tabela 5.

Os valores de ICso relativos aos probioticos, tanto isolados como em mix, se
apresentam na mesma grandeza (10 UFC/mL), com diferencas sutis nos valores, de
maneira semelhante ao calculado para os tratamentos isolados com ambas as espécies B.
bifidum e L. gasseri (Tabela 5). No entanto, os valores de ICsq relativos a vitamina D se
mostram divergentes do descrito para os ensaios de viabilidade celular, variando em
relacdo a linhagem e a estratégia de tratamento: na combinacdo do mix com a vitamina

D, onde era esperado menor valor de 1Cso devido a citotoxicidade mais destacada, o valor
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de ICso para a vitamina D se mostra intermediario aos encontrados com B. bifidum +
Vitamina D e L. gasseri + Vitamina D para a linhagem HaCat, e pouco abaixo ao
encontrado para B. bifidum + Vitamina D para a linhagem HCT-8 (Tabela 5).

Tabela 5 — ICso apresentado pelas linhagens HaCat e HCT-8 em consequéncia do tratamento isolado e/ou
combinado das espécies de probidticos (UFC/mL) e vitamina D (UI/mL) apés o tratamento por
48h.

ICso (UFC/mL + Ul/mL)

Linhagem celular

B. bifidum + Vitamina D L. gasseri + VitaminaD | Mix + Vitamina D
HaCat 9,75 x 10° + 24,37 1,88 x 105 + 4,69 2,79 x 10 + 6,97
HCT-8 5,42 x 108+ 13,55 1,69 x 108 + 42,19 5,31 x 10 + 13,27

Fonte: Do autor (2022)
Legenda: IC_: concentracdo necessaria para reduzir 50% do crescimento celular, HaCat: queratindcitos

normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, Ul: Unidades Internacionais, UFC: Unidades
Formadoras de Col6nia, Mix: B. bifidum combinado a L. gasseri.
Nota: Os valores apresentados foram obtidos pelo software Calcusyn®.

Novamente defrontou-se com o desafio de aplicagdo de formas comerciais dos
probidticos, que podem justificar a observacdo de maior variancia entre as replicatas
experimentais — caracteristica ndo compartilhada na aplicacdo de vitamina D isolada,
também disponivel comercialmente, indicando ser uma problematica experimental
relacionada apenas ao uso de bactérias vivas. Apesar disso, nota-se o efeito de
citotoxicidade a partir da combinacéo dos probidticos nessas estratégias, com indicio de
maior atuacdo sobre a linhagem tumoral que células normais, indicado pelo valor
reduzido de ICsp dos tratamentos com B. bifidum + Vitamina D e L. gasseri + Vitamina
D sobre a linhagem HCT-8 em comparacéo aos respectivos 1Cso sobre a linhagem HaCat.
Por outro lado, o tratamento com o Mix de probidticos + Vitamina D ndo demonstrou
maior sensibilidade da linhagem tumoral, indicando auséncia de seletividade dentro das

condigdes testadas.

6.1.4 Associacdo com quimioterapicos

Embora os tratamentos isolados, em especial com a vitamina D, tenham se
mostrado efetivos para reducdo da viabilidade celular, ndo foi possivel observar um
aumento expresso citotoxicidade resultante de sua combinacdo com as espécies de

probioticos testadas, tal como a hipdtese inicial. 1sso pode ser reflexo das limitagdes
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encontradas na aplicacdo de probi6ticos no modelo in vitro, visto que a tendéncia
observada nos resultados da combinacdo é condizente com o efeito decorrente da
aplicacdo da vitamina D isoladamente. Neste sentido, tendo em vista o potencial
demonstrado pela vitamina D, avaliou-se sua combinacdo com alguns agentes
quimioterapicos classicos — a doxorrubicina (DXR), o 5-fluorouracil (5-FU) e a cisplatina
(CDDP) —, a fim de investigar uma possivel modulacdo no efeito citotoxico de tais
quimioterapicos, aumentando sua citotoxicidade e/ou seletividade.

6.1.4.1 Combinacao da vitamina D com doxorrubicina

A doxorrubicina (DXR) é um antibidtico do grupo das antracilinas, derivado da
bactéria Streptomyces peucetius, e € comumente utilizada no tratamento de tumores
solidos como de mama, ovario, bexiga e tiredide, dentre outros. Possui capacidade de
intercalar-se com pares de bases da molécula de DNA, além de inibir a enzima
topoisomerase 11, resultando em quebras da dupla-fita e inibicdo de sintese de DNA e
RNA (JOHNSON-ARBOR; DUBEY, 2021). Sua principal limitacdo se da pela
incidéncia de efeitos adversos agudos e crénicos, principalmente no contexto de canceres
gastrointestinais (POTOCNIK et al., 2017).

Antes de associar a DXR a vitamina D, a fim de comparar os efeitos citotoxicos
de sua aplicacdo isolada e combinada sob as mesmas condi¢bes experimentais, foi
realizado o tratamento com DXR isoladamente, para a obtencdo do perfil de
citotoxicidade em uma faixa de concentracdo determinada de forma que o ICso, obtido a
partir de dados da literatura (valores em torno de 5,95 uM para células HCT-8), pudesse
ser incluido (ABDELGHANY et al., 2021). A Figura 10 apresenta os resultados de cada
concentracdo testada sobre a viabilidade celular de ambas as linhagens.

Conforme dados ja encontrados na literatura acerca da citoxicidade da DXR e que
nos serviram de base para determinacdo das concentragdes avaliadas (ABDELGHANY
et al., 2021; LI et al., 2018; XIONG; XIAO, 2018), os resultados aqui descritos também
demonstraram que o tratamento com DXR apresenta efeito altamente significativo na
reducdo da viabilidade celular em todas as concentragdes testadas, a partir de 0,094 puM.
Tal reducdo é observada de maneira semelhante na linhagem tumoral e na linhagem
normal (Figura 10). A auséncia de seletividade demonstrada pela DXR acarreta a
toxicidade elevada decorrente do tratamento, afetando variados tecidos saudaveis e

trazendo efeitos adversos como fadiga, alopécia, ndusea e Ulceras bucais, além de
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complicacdes como supressdo medular e cardiopatia (FU et al., 2021; SONOWAL et al.,
2017). Este ultimo € descrito como um efeito cardiotoxico cumulativo dose-dependente,
que pode levar a faléncia cardiaca, tornando crucial a reducéo da toxicidade induzida por
doxorrubicina — sem atenuar sua atividade antineoplasica (DOUEDI; CARSON, 2021;
JOHNSON-ARBOR; DUBEY, 2021).

Figura 10 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentracdes de DXR (UM)
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: (A) HaCat e (B) HCT-8. ****p<0,0001 comparado ao controle negativo (ANOVA one-way e
teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, CN
controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo (DMSO 25%), DRX: doxorrubicina.

A partir do ICso determinado para as duas linhagens testadas nos tratamentos
isolados com a vitamina D ou DXR isoladamente, foi realizado tratamento combinado e
os resultados obtidos sdo expressdo na figura 11. A Tabela 6 apresenta o 1Csg calculado
para ambas as linhagens em consequéncia do tratamento isolado com DXR e tratamento
associado (vitamina D + DXR).

E possivel notar um efeito estatisticamente significativo na reducéo da viabilidade
celular a partir do tratamento com a associacdo de vitamina D e doxorrubicina sobre a
linhagem de células ndo-transformadas HaCat em todas as concentrac@es, salientando
ainda que as concentracgdes testadas de vitamina D nessa linhagem sdo mais elevadas que
as testadas na linhagem HCT-8 devido ao seu maior ICsg isolado (Tabelas 4 e 6). Ainda,
os valores medios da reducgdo de viabilidade resultante das menores concentragdes da
combinacéo sobre a linhagem HaCat (Figura 11A) mostram-se mais altos do que aqueles
apresentados ao tratamento com DXR isoladamente (Figura 10A). Na linhagem tumoral
HCT-8, observa-se reducdo da viabilidade celular de maneira significativa a partir da
combinacgéo de 0,141 Ul de vitamina D e 0,375 uM DXR (Figura 11B), cujo valor para

DXR é mais alto em comparacéo ao tratamento isolado (Figura 10B), o que pode indicar
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que a sensibilidade das células foi reduzida pela combinagdo com vitamina D nos menores

tratamentos quando comparados ao resultados do tratamento isolado com DXR.

Figura 11 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentra¢des de vitamina
D (UI/mL) + DXR (uM)
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Legenda: (A)HaCate (B) HCT-8. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 comparado ao controle
negativo (ANOVA one-way e teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8:
adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo
(DMSO 25%). UI: unidades internacionais. DRX: doxorrubicina

Tabela 6 — IC50 apresentado pelas linhagens HaCat e HCT-8 em consequéncia do tratamento isolado e/ou
combinado de vitamina D (UlI/mL) e DXR (uM) apés o tratamento por 48h.

Linhagem celular

I1Cso

Vitamina D + DXR

HaCat
HCT-8

0,26 + 1,85
1,68+ 1,10

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: IC_: concentragdo necessaria para reduzir 50% do crescimento celular, HaCat: queratindcitos

normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, Ul: Unidades Internacionais, DRX: doxorrubicina.
Nota: Os valores apresentados foram obtidos pelo software Calcusyn®. Os dados da coluna Vitamina
D foram apresentados na Tabela 4 e aqui reapresentados para facilitar a comparagéo.

Os valores de ICsq apresentados na tabela 6 demonstram certa seletividade da

combinagdo: no tratamento combinado ocorre uma reducdo do valor médio de ICso na
linhagem HCT-8 (1,68 UlI/mL + 1,10 uM), indicando maior sensibilidade quando

comparado aos tratamentos isolados com vitamina D (2,75 Ul/mL) e DRX (1,79 uM),

enquanto na linhagem HaCat o valor de ICso observado com o tratamento combinado
(0,26 UI/mL + 1,85 uM) é menor do que o de vitamina D isolada (8,25 Ul/mL) porém

maior quando comparado ao tratamento com DXR (1,38 uM) (Tabela 6). A reducdo do

ICs0 da combinacéo de Vitamina D + DXR, comparado ao tratamento isolado com DXR
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sobre a linhagem tumoral, e seu aumento na linhagem normal, representam um efeito
interessante na redugdo de possiveis efeitos tdxicos sobre o paciente, pois indica que
menores doses do tratamento possam ser utilizadas sem que a efetividade seja
comprometida e, possivelmente, menores efeitos colaterais serdo observados. Os dados
ressaltam a seletividade, sendo necessaria maior concentracdo da mesma substancia para
reduzir o crescimento celular de tecidos saudaveis comparado ao necessario em células
tumorais.

Estudo de Chen et al. (2021) acerca do efeito da DXR sobre células endoteliais
aorticas humanas (HAECs) demonstrou a inducdo de marcadores de senescéncia
consequente ao tratamento, em contraste a interessante atenuagdo da senescéncia
decorrida do tratamento combinado a vitamina D. O mesmo estudo indica, ainda, a
modulacdo da via de sinalizacgdo AMPKo/SIRT1/FOXO3 pela vitamina D, fortemente
inibida pela DXR, gue leva ao aumento da expressdo de IL-10 e constitui um mecanismo
proposto para o efeito protetor observado (CHEN et al., 2021). Outrossim, Lee et al.
(2021) descrevem a redugdo da cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina em modelo
animal de cancer de mama a partir do tratamento associado com vitamina D, sem
comprometimento dos efeitos antineoplasicos. Em conjunto com os resultados do
presente estudo, denota-se entdo o potencial da vitamina D em elevar a seguranca do uso
de doxorrubicina e a possibilidade de alcancar a reducdo de doses clinicas efetivas,
levando ao aumento da eficécia e reducdo de efeitos adversos (WEISS et al., 2015).

Dada a interacdo da vitamina D e VDR com componentes reguladores da
proliferacdo e ciclo celular (CHRISTAKOS et al., 2016), e a inibicdo de sintese de DNA
e RNA resultante da acdo da DXR sobre bases nucleotidicas e a estrutura do DNA
(JOHNSON-ARBOR; DUBEY, 2021), a investigacao de eventos genotoxicos e a analise
de controle do ciclo celular seriam interessantes para oferecer perspectivas integrativas
acerca de seus mecanismos de acdo nos diferentes perfis celulares, e elucidar as bases

moleculares da seletividade observada quando a vitamina D é combinada a DXR.

6.1.4.2 Combinacao da vitamina D com 5-fluorouracil

O 5-fluorouracil (5-FU) € um analogo de pirimidina (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022a) cujos metabolitos possuem efeitos

antineoplasicos por diferentes mecanismos de acdo. E indicado pela Food and Drug
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Administration (FDA, EUA) para o tratamento de adenocarcinoma gastrico, pancreatico,
colorretal e carcinoma de mama, além de ser aprovado para uso topico em diferentes
condigdes dermatoldgicas. Apos sua entrada nas células, o 5-FU é convertido a
fluorodesoxiuridina monofosfato, que forma um complexo com a enzima timidilato
sintase e assim inibe a producédo de desoxitimidina monofosfato (dTMP). Este € um dos
nucleotideos essenciais para a replicacdo e reparo de DNA, e sua auséncia durante a fase
S do ciclo celular resulta em quebras de dupla-fita catalizadas por endonucleases. Além
disso, 0 5-FU pode ser incorporado em fitas de DNA e RNA no lugar de timina ou uracila,
resultando em uma sobrecarga de erros no sistema de reparo do DNA que acarreta na
morte de células com alta taxa de proliferacdo (CASALE; PATEL, 2022).

Tendo em vista a problematica enfrentada pelas equipes clinicas em sua
administracdo, incluindo mecanismos de resisténcia e baixa eficacia do 5-FU em
monoterapia ja reportados (ZHANG et al., 2008), foi estudada neste trabalho a
combinagédo de 5-FU com a vitamina D, em faixas condizentes com seus respectivos ICsp
nas linhagens testadas. A Figura 12 apresenta os resultados do tratamento das linhagens
HaCat e HCT-8 com 5-FU isoladamente, para critério de comparacdo ao tratamento
combinado a vitamina D, cujos resultados sdo apresentados na Figura 13. Ainda,
encontram-se na Tabela 7 os valores de ICso calculados para ambas as linhagens em
consequéncia do tratamento isolado com 5-FU e tratamento combinado (vitamina D + 5-
FU).

Figura 12 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentra¢des de 5-FU (uM)
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: (A) HaCat e (B) HCT-8. ****p<0,0001 comparado ao controle negativo (ANOVA one-way e
teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, CN:
controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo (DMSO 25%), 5-FU: 5-fluorouracil.
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Figura 13 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentra¢des de vitamina
D (Ul/mL) + 5-FU (uM)
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: (A) HaCat e (B) HCT-8. ****p<0,0001 comparado ao controle negativo (ANOVA one-way e
teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, CN:
controle negativo (sem tratamento), CP: controle positivo (DMSO 25%), 5-FU: 5-fluorouracil.

Tabela 7 — IC50 apresentado pelas linhagens HaCat e HCT-8 em consequéncia do tratamento isolado e/ou
combinado de vitamina D (Ul/mL) e 5-FU (uM) apés o tratamento por 48h.

IC
Linhagem celular %
vitaminaD | 5-FU | Vitamina D + 5-FU
HaCat 8,25 0,10 0,220 + 0,044
HCT-8 275 0.19 0,084 + 0,017

Fonte: Do autor (2022).
Legenda: ICSO: concentracdo necesséria para reduzir 50% do crescimento celular, 5-FU: fluourouracil, Ul:

Unidades Internacionais HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal.
Nota: Os valores apresentados foram obtidos pelo software Calcusyn®. Os dados da coluna Vitamina
D foram apresentados na Tabela 4 e aqui reapresentados para facilitar a comparacgéo.

Nos tratamentos com 5-FU isoladamente, nota-se a reducao da viabilidade celular
de forma significativa em todas as concentracdes testadas, e em ambas as linhagens
(Figura 12). O mesmo perfil de citotoxicidade pode ser observado no tratamento de
vitamina D combinada ao 5-FU (Figura 13). No entanto, a acdo de 5-FU no tratamento
isolado é semelhante na linhagem tumoral HCT-8 e na linhagem de queratindcitos
normais HaCat, e o valor de ICso mais baixo na linhagem de queratinocitos normais (0,10
uM, Tabela 7) do que na linhagem de adenocarcinoma colorretal (0,19 uM, Tabela 7)
reflete sua acdo sistémica acompanhada de numerosos efeitos adversos. S&o reportados
como efeitos mais comuns diarreia, vémito, nausea e desidratagdo, além de neutropenia,
trombocitopenia, leucopenia, pirexia, entre outros, que podem suscitar efeitos

secundarios em pacientes imunocomprometidos (CASALE; PATEL, 2022).
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Ja os resultados do tratamento com 5-FU combinado a vitamina D demonstraram
a manutencdo do efeito citotoxico (Figura 13), porém de maneira diferente sobre cada
linhagem. Os valores de 1Cso calculados para cada linhagem demonstram a inverséo da
dindmica encontrada em seus efeitos isolados: na combinacao, tanto para a vitamina D
quanto para o 5-FU, é necessaria uma menor concentracao para atingir a reducdo de 50%
da viabilidade de células HCT-8 (0,084 Ul/mL + 0,014 uM) do que 0 necessario para o
mesmo em células HaCat (0,220 Ul/mL + 0,044 uM).

Apesar de estudos in vitro da combinagdo serem escassos, incluindo a aplicagédo
de vitamina D3 (25uM) e 5-FU (50 uM) em linhagens celulares de cancer colorretal HT-
29, SW480 e SW620 por Idris et al. (2022), que reporta efeito citotoxico sem detalhar os
resultados do ensaio de viabilidade, estratégias de tratamento in vivo apresentam dados
reprodutiveis em diferentes modelos animais. Em modelo de carcinogénese colorretal
induzida por azoximetano, Aslam et al. (2021) Refaat et al. (2015) demonstram efeito
mais pronunciado da terapia associada de 5-FU e vitamina D em relagdo as monoterapias,
tal como o uso de anédlogos de vitamina D em combinacdo a 5-FU sobre modelo
xenografico com células HT-29 realizado por Milczarek et al. (2014). Em conjunto, 0s
dados aqui apresentados e os obtidos em outros modelos relatados na literatura apontam
para a capacidade da vitamina D em potencializar o efeito citotoxico e antitumoral do 5-
FU de maneira seletiva as células tumorais, assinalando a vitamina D como um possivel

adjuvante para estratégias quimioterapicas da clinica.

6.1.4.3 Combinagéo da vitamina D com cisplatina

A cisplatina, ou cis-diaminodicloroplatina(ll) (CDDP), foi a primeira droga
quimioterapica baseada em platina, seguida de oxaliplatina e carboplatina (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022b). Sua atuagdo ocorre
através da ligacdo covalente de seu cerne de platina a purinas, o que resulta em ligacoes
intra- ou inter-fita e culmina em quebras do DNA e morte celular. E aprovada pelo FDA
para uso no tratamento de carcinomas e sarcomas, como de ovario, testiculo e bexiga,
além de ser combinada com outros compostos para tratamento de carcinomas de mama,
colo de utero e endométrio ou de malignidades gastrointestinais, como cancer de eséfago,
gastrico e hepatobiliar (GOLD; RAJA, 2021).

Apesar de sua ampla utilizacdo, derivados de platina possuem alta toxicidade e

podem enfrentar resisténcia em diversos tipos celulares, e por isso tem sido aplicados em
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associacOes terapéuticas para elevar sua eficacia e reduzir efeitos adversos (BERMAN et
al., 2021). Com isso em vista, foi feita a combinacao da cisplatina também com a vitamina
D, que j& demonstrou potencial citotoxico seletivo neste trabalho, a fim de observar se
tais propriedades seriam replicadas no tratamento combinado. A seguir, a Figura 14
apresenta os resultados do tratamento isolado com CDDP para comparacdo a sua
administracdo combinada a vitamina D, cujos resultados sdo apresentados na Figura 15.
Ainda, encontram-se na Tabela 8 os valores de 1Csg calculados para ambas as linhagens

em consequéncia do tratamento isolado com CDDP e combinado a vitamina D.

Figura 14 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentrages de CDDP

(LM)
A HaCat B HCT-8
150~ 150 =
g g
= =
] 3
S 1004 S 100
8 — 9 "
(] FEE e wn ] ey
E k]
S 50+ T 504
8 | | 8
8 P Sk
> >
0' T T T -' 0- T T T T T —'
S S O ] > ‘] =3 ) ) ) S O ) o4
o2 ‘b? & © T ¥ TS ,\c;P &

Fonte: Do autor (2022).

Legenda: (A) HaCat e (B) HCT-8. ****p<0,0001 comparado ao controle negativo (ANOVA one-way e
teste de Tukey). HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo
(sem tratamento), CP: controle positivo (DMSO 25%), CDDP: cisplatina

Figura 15 — Viabilidade celular das culturas tratadas por 48h com as diferentes concentragdes de vitamina
D (UI/mL) + CDDP (uM)
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: (A) HaCat e (B) HCT-8. ****p<0,0001 comparado ao controle negativo (ANOVA one-way e
teste de Tukey). HaCat: queratinécitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, CN: controle negativo
(sem tratamento), CP: controle positivo (DMSO 25%), CDDP: cisplatina.
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Observou-se reducdo da viabilidade celular em ambas as linhagens no tratamento
com a CDDP isoladamente (Figura 14), com presenca de efeito estatisticamente
significativo em todas as concentragdes aplicadas a linhagem HaCat, a partir de 0,125 uM
(Figura 14A), e nas trés maiores concentracdes aplicadas a linhagem HCT-8, a partir de
4,00 uM (Figura 14B). Esse efeito foi aprimorado nas maiores concentracGes apds
associacdo com vitamina D (Figura 15), que resultou em queda mais destacada da
viabilidade celular se comparado ao tratamento isolado com CDDP.

Tabela 8 — ICsg apresentado pelas linhagens HaCat e HCT-8 em consequéncia do tratamento isolado e/ou
combinado de vitamina D (Ul/mL) e CDDP (uM) apds o tratamento por 48h.

IC
Linhagem celular %
VitaminaD | CDDP | Vitamina D + CDDP
HaCat 8.25 40,81 19,94 + 4,08
HCT-8 275 65,89 60.20 + 12.33

Fonte: Do autor (2022)
Legenda: IC_: concentragdo necessaria para reduzir 50% do crescimento celular, CDDP: cisplatina, Ul:

Unidades Internacionais, HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal
Nota: Os valores apresentados foram obtidos pelo software Calcusyn®. Os dados da coluna Vitamina
D foram apresentados na Tabela 4 e aqui reapresentados para facilitar a comparacéo.

Esses achados se refletem nos valores de ICso obtidos no tratamento com CDDP
isolada, no qual o ICso para a linhagem HaCat (40,81 uM) se apresentou menor do que 0
ICso para a linhagem HCT-8 (65,89 uM) (Tabela 8). Apesar de haver um aumento nos
valores de ICso para a vitamina D em ambas as linhagens, se comparado ao tratamento
isolado com vitamina D (Tabela 8), ap6s a combinacdo, esses valores foram reduzidos
para CDDP (4,08 uM e 12,33 uM, respectivamente) (Tabela 8), indicando uma maior
sensibilidade de ambas as linhagens celulares a estratégia combinada em relagdo a CDDP
isolada.

O mesmo foi reportado por Bunch et al. (2019) em células de cancer urotelial de
bexiga nas linhagens RT-112, T24 e 253J, por Huang et al. (2019) em carcinoma oral
celulas escamosas com as linhagens CAL-27 e SCC-9, por Songyang et al. (2021) nas
linhagens A549 e NCI-H1975 de cancer de pulméo de células ndo-pequenas, e por
Piotrowska et al. (2019) em células de melanoma da linhagem A375. Todos esses autores
demonstraram um efeito citotoxico mais proeminente resultante da combinagéo de CDDP
e analogos de vitamina D do que das respectivas monoterapias. Ainda, neste ultimo foi
reportada reducéo no 1Cso resultante da incubagdo com vitamina D3 combinada a CDDP

em comparacdo ao uso de CDDP apenas (PIOTROWSKA et al., 2019), o que se mostra
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condizente com o observado no presente trabalho para as linhagens HCT-8 e HaCat, como
descrito anteriormente.

No entanto, a combinacdo néo foi capaz de instigar a seletividade dos tratamentos,
uma vez que, com a combinacgdo, continuou sendo necessaria maior concentragcdo de
Vitamina D + CDDP para reduzir 50% da viabilidade da linhagem tumoral HCT-8 (60,20
Ul + 12,33 uM) do que o necessario para 0 mesmo efeito na linhagem nao-transformada
HaCat (19,94 Ul + 4,08 uM) (Tabela 8), apontando para a auséncia de seletividade de seu
efeito citotoxico para células tumorais em relacGa as células saudaveis.

Em geral, a CDDP pode acarretar também em toxicidade gastrointestinal,
causando nausea e diarreia como principais efeitos colaterais, além de mielosupressao,
neurotoxicidade, nefrotoxicidade e outras complicagbes graves (GOLD; RAJA, 2021).
Portanto, com a citotoxicidade atingida pelo tratamento combinado em menores
concentracdes de CDDP do que o tratamento isolado, os resultados observados neste
trabalho podem se mostrar uma vantagem em testes clinicos, visto que a associa¢do da
CDDP a vitamina D permitiria a redugdo da dose de CDDP administrada, incorrendo em

menores niveis de toxicidade sistémica aos pacientes sem reduzir sua eficacia terapéutica.

6.1.5 Avaliacéo do sinergismo

A fim de avaliar e comparar a potencialidade das combinacGes de tratamentos
propostas neste trabalho, foi aplicado o0 método de Chou-Talalay (CHOU; TALALAY,
1984), a partir do calculo do indice de combinacdo (CI, combination index). O CI é
calculado a partir da razdo entre a concentracdo em estudo de cada farmaco ou molécula
e seus respectivos ICso, 0 que permite atribuir um ndmero a relacdo entre o efeito da
combinacdo de tais concentragdes e o efeito médio do tratamento. Assim, razBes que
resultem em valor 1 indicam que o efeito da combinagdo das concentracdes em estudo é
exatamente igual a soma dos efeitos encontrados separadamente, o que é denominado
efeito aditivo. J& razBes maiores que 1 indicam que o efeito das concentrac@es isoladas é
maior do que o efeito das respectivas concentracdes combinadas, o que se denomina
efeito antagOnico. Razdes menores que 1, por sua vez, indicam que o efeito das
concentracdes combinadas € maior do que seu efeito isolado, 0 que caracteriza o efeito

sinérgico. Os resultados obtidos para as combinagdes de probiéticos e vitamina D
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encontram-se apresentados na Tabela 9, e para a combinacdo da vitamina D com
quimioterapicos, na Tabela 10.

Nos experimentos que combinaram os probidticos a vitamina D, o indice de
combinacédo calculado mostrou valores de 0,9 a 5,2 para a linhagem HaCat, e de 3,1 a
5161,34 para a linhagem HCT-8 (Tabela 9), chegando até mesmo a valores de 26100000
para 0 mix de probidticos combinado a vitamina D, o que ndo reflete o efeito observado
através do ensaio de proliferacdo celular. Nestes (Sec¢do 6.1.3), a combinagdo dos
tratamentos resultou em um aumento do potencial citotoxico em ambas as linhagens
testadas e reducdo do ICsp na linhagem HCT-8 em comparagdo aos tratamentos isolados,
indicando efeito aditivo ou sinérgico dos tratamentos para potencializar os resultados
obtidos sobre as linhagens celulares. No entanto, na Tabela 9, notam-se valores do CI por
vezes muito acima da faixa determinada por Chou e Talalay, que descrevem valores
préximos a 1,0, o qual se utiliza como limite entre os efeitos sinérgico e antagdnico
(CHOU; TALALAY, 1984). Isso indicaria um efeito fortemente antagbnico dos
tratamentos, em contraste ao aumento da citotoxicidade encontrado na maioria das
combinag6es em relacdo aos tratamentos isolados.

Como discutido nas secBes anteriores, o intuito deste trabalho foi avaliar os efeitos
dos probidticos em condi¢Bes mais proximas possivel em que sdo utilizados na clinica.
Por outro lado, a aplicacdo de probidticos em sua formulagdo comercial se mostra sujeita
a variabilidade, o que se traduz em divergéncias na metodologia in vitro. Tal discrepancia
observada nos experimentos provavelmente se deve ao desvio padrdo obtido, o que se
reflete em um valor de r mais baixo para as equacOes resultantes de tais dados,
prejudicando a interpretacdo da equacgdo. O valor de r € um coeficiente de correlacdo
linear, utilizado para mensurar, de 0 a 1, a conformidade dos dados com a lei de a¢do das
massas, que descreve a proporcionalidade entre a velocidade da reacdo e a massa ativa
dos reagentes, ou seja, sua concentracdo molar (GORSKA-PONIKOWSKA et al., 2017).
Assim, um valor de r igual a 1 indicaria perfeita conformidade entre os dados obtidos
experimentalmente e a equacdo que os descrevem, fazendo com que valores mais
distantes desse parametro se mostrem mais distantes de tal conformidade (BURETA et
al., 2019). No entanto, tendo em vista a aplicabilidade desse método, pode-se supor que
a avaliacdo da atividade de probioticos sobre a viabilidade celular ndo € adequadamente
avaliada pelos coeficientes e indices aqui utilizados, uma vez que néo se trata de reagentes

guimicos e sim de microorganismos Vvivos.
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Ja na analise da combinacédo da vitamina D com os quimioterapicos DXR e 5-FU,
foi possivel detectar o efeito sinérgico através dos valores do CI menores que 1,0, que na
linhagem HCT-8 se mostram nas faixas de 0,10 a 0,57 e 0,07 a 1,71 respectivamente
(Tabela 10), em congruéncia com o observado no ensaio de proliferacéo celular (Secbes
6.1.4.1 e 6.1.4.2). Em HCT-8, no tratamento com Vitamina D + DXR os valores de CI
indicam sinergismo ou sinergismo forte em todas as concentragdes testadas, enquanto no
tratamento com Vitamina D + 5-FU variados niveis de sinergismo podem ser
identificados, exceto na maior concentracdo testada, demonstrando haver beneficio na
associacdo desses guimioterapicos a vitamina D. Sobre a linhagem HCT-8, apenas na
combinagdo de Vitamina D + CDDP foi detectado efeito antagdnico na maioria das
concentragdes testadas, com valores de Cl maiores que 1,0, na faixa de 10,4 a 87,5
(Tabela 10), o que reflete os resultados do ensaio de proliferacdo que resultaram em
citotoxicidade semelhante quanto aos tratamentos isolados.

Na linhagem HaCat, a aplicacdo dos quimioterapicos DXR, CDDP e 5-FU em
combinagdo com a vitamina D resultou em efeito antagonico na maioria das
concentracdes testadas, identificado através dos valores de CI maiores que 1,0 (Tabela
10). Isso indica que a combinacdo gerou efeito menor dos tratamentos sobre a viabilidade
celular do que seu uso isolado, em congruéncia com o observado nos ensaios de MTT
para a linhagem HaCat (Secéo 6.1.4).

Além das estratégias de tratamento e combinacgdes realizadas neste trabalho,
seriam proveitosos 0s estudos de outras estratégias de exposicdo da combinacdo de
tratamentos, além da exposicao simultanea, a fim de determinar se o pré-tratamento com
um dos compostos utilizados, especialmente a vitamina D, seria capaz de sensibilizar as
células ao tratamento posterior e, assim, atingir maior efeito citotoxico ou maior

seletividade sobre a linhagem tumoral.



Tabela 9 — Indice de combinagéo (Cl) e descricio de efeito (sinérgico ou antagdnico) obtidos para os tratamentos combinados de probi6ticos

e vitamina D nas linhagens HaCat e HCT-8.

Tratamentos / Linhagens

B. bifidum + Vitamina D

L. gasseri + Vitamina D

Mix + Vitamina D

Hacat r=092 r=0,89 r=0,96
(UFC/mL) | (Ul/mL) Cl | Efeito Cl | Efeito Cl | Efeito
2,44E+05 0,61 1,403 AM 0,78 SM 136,465 AMF
4,88E+05 1,22 0,942 P 1,374 AM 239,834 AMF
9,77E+05 2,44 1,637 A 1,599 A 434,325 AMF
1,95E+06 4,88 2,018 A 2,938 AF 738,005 AMF
3,91E+06 9,77 2,219 A 1,221 AM 1379,496 AMF
7,81E+06 19,53 3,598 AF 0,986 P 2686,983 AMF
1,56E+07 39,06 4,894 AF 1,896 A 5091,185 AMF
3,13E+07 78,13 5,216 AF 2,434 A 10100 AMF
HCT-8 r=0,90 r=0,62 r=0,98
(UFC/mL) | (Ul/mL) Cl | Efeito Cl | Efeito Cl | Efeito
2,44E+05 0,61 10500 AMF 2846,839 AMF 26100000 AMF
4,88E+05 1,22 136,796 AMF 192,319 AMF 9760000 AMF
9,77E+05 2,44 145,199 AMF 249,706 AMF 1540000 AMF
1,95E+06 4,88 62,434 AMF 5161,339 AMF 287000 AMF
3,91E+06 9,77 4,776 AF 19,477 AMF 133000 AMF
7,81E+06 19,53 3,818 AF 15,503 AMF 91300 AMF
1,56E+07 39,06 3,168 A 155,448 AMF 34000 AMF
3,13E+07 78,13 8,901 AF 94,221 AMF 54800 AMF
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: r: coeficiente de correlacéo linear, Cl: combination index, HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, Ul:
Unidades Internacionais, UFC: Unidades Formadoras de Col6nia, Mix: B. bifidum + L. gasseri. Os simbolos utilizados para indicar
o efeito se encontram descritos na Tabela 1; em verde sdo indicadas as variagdes do efeito antagdnico, e em amarelo as variagdes
do efeito sinérgico.



Tabela 10 — indice de combinagio (Cl) e descricao de efeito (sinérgico ou antagdnico) obtidos para os tratamentos combinados de vitamina
D e quimioterapicos nas linhagens HaCat e HCT-8.

Tratamentos/Linhagens Vitamina D + DXR Vitamina D + 5-FU Vitamina D + CDDP
Hacat r=0,97 r=0,97 r=0,89

(UiimL) |  uM) Cl | Efeito Cl | Efeito Cl | Efeito
0,13 0,13 0,24 SF 0,096 SMF 0,332 S
0,26 0,25 0,594 SF 0,111 SF 1,183 AL
0,52 0,50 1,009 P 0,133 SF 3,427 AF
1,03 1,00 0,983 P 0,181 SF 6,042 AF
2,06 2,00 0,884 SL 0,224 SF 2,588 A
4,13 4,00 1,203 AM 0,35 S 2,09 A
8,25 8,00 1,591 A 0,662 S 2,317 A
16,50 16,00 2,207 A 1,304 AM 2,696 A

HCT-8 r=0,95 r=0,82 r=0,94

(UiimL) | M) Cl | Efeito Cl | Efeito Cl | Efeito
0,04 0,13 0,107 SF 0,723 SM 20,114 AMF
0,07 0,25 0,324 S 0,226 SF 31,002 AMF
0,14 0,50 0,537 S 0,075 SMF 39,495 AMF
0,28 1,00 0,571 S 0,132 SF 26,591 AMF
0,56 2,00 0,279 SF 0,286 SF 87,495 AMF
1,13 4,00 0,297 SF 0,355 S 30,74 AMF
2,25 8,00 0,166 SF 0,822 SM 20,601 AMF
4,50 16,00 0,13 SF 1,718 A 10,432 AMF

Fonte: Do autor (2022)

Legenda: r: coeficiente de correlagéo linear, Cl: combination index, HaCat: queratindcitos normais, HCT-8: adenocarcinoma colorretal, Ul:
Unidades Internacionais. Os simbolos utilizados para indicar o efeito se encontram descritos na Tabela 1; em verde sdo indicadas
as variagGes do efeito antagbnico, e em amarelo as variagdes do efeito sinérgico.
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6.2 SISTEMA-TESTE IN VIVO: AVALIACAO DO POTENCIAL
QUIMIOPREVENTIVO NA CARCINOGENESE COLORRETAL

6.2.1 Avaliacéo da toxicidade

Durante todo o periodo de tratamento com a vitamina D e os probi6ticos e/ou
inducdo das lesbes pré-neoplésicas, 0 consumo de agua e 0 peso corpdreo dos animais
foram mensurados a fim de detectar possiveis sinais de toxicidade provenientes dos
tratamentos. Os resultados de peso inicial e final, ganho de peso ¢ consumo de agua
encontram-se apresentados na Tabela 11.

N&o foi constatada diferenca estatistica no consumo de agua ou no ganho de peso
dos animais de nenhum dos grupos de tratamento quando comparados ao controle
negativo (Tabela 11), indicando auséncia de efeitos toxicos dos tratamentos avaliados.
Dados da literatura também apontam auséncia de sinais de toxicidade, como alteraces
de peso, padrdo alimentar e parametros bioquimicos em ratos Wistar, resultante da
ingestdo de vitamina D (DETREGIACHI et al., 2016) ou de probidticos do género
Lactobacillus (SHOKRYAZDAN et al., 2016; THUMU; HALAMI, 2020; TSAI et al.,
2014; ZAINALABIDIN; TAN; YAP, 2018). Em humanos, o limite maximo toleravel de
ingestdo de vitamina D, segundo o Institute of Medicine (EUA), é de 4000 Ul/dia para
adultos acima de 18 anos (INSTITUTE OF MEDICINE (US). COMMITTEE TO
REVIEW DIETARY REFERENCE INTAKES FOR CALCIUM AND VITAMIN D,
2011), enquanto probidticos ndo possuem especificacdes e sdo em geral reconhecidos
como seguros pelo FDA (EUA) (ZAWISTOWSKA-ROJEK; TYSKI, 2018). Em
conjunto com os dados reportados pela literatura, tais achados sugerem auséncia de
toxicidade da administracdo dos tratamentos.

Em contraste, foi detectado ganho de peso significativamente maior dos grupos
tratados sob a estratégia de pré-tratamento em relagdo ao controle positivo (p<0,01,
p<0,05 e p<0,0001) (Tabela 11). Esses dados ndo implicam em toxicidade, uma vez que
é a perda de peso inesperada que tem mostrado valor preditivo positivo no diagndstico de
cancer colorretal e outros (NICHOLSON et al., 2018), com alta correlacdo nas faixas

etarias acima de 50 para homens e 70 anos para mulheres (NICHOLSON et al., 2020)
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Tabela 11 — Valores médios e desvio-padrdo do peso inicial ¢ final, ganho de peso e consumo de agua
obtidos em ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos e respectivos grupos
controle.

Grupos de tratamento Peso(ér;icial Peso final (g) Ganho(;)e peso égggs(%ng doilz)
Controle negativo 281,25+47,51 345,75+48,26 64,50+4,80 35,94+3,51
Controle solvente 278,33+49,74 353,67+64,22  75,33+23,12 33,03+4,76
Vit D 2000 Ul 287,00 +6,38 357,25+13,50  70,25+12,69 39,63+1,61
Prob 107 UFC 314,50+£12,15 408,50+25,51  94,00+22,32 42,66+2,02
Solvente + DMH (simult.) 311,83+65,95 359,50+29,58  47,67+70,40 44,00+5,04
Vit D 250 Ul + DMH (simult.) 255,33+£10,13 313,00+21,1 57,67+13,22 42,4442 26
Vit D 2000 Ul + DMH (simult.) 265,5+23,36 314,00+25,34  48,50+9,20 38,19+3,73
Prob 10° UFC + DMH (simult.) 299,00+£26,66 354,67+29,09  27,83+30,77 14,44+15,82
Prob 10" UFC + DMH (simult.) 278,50+47,64 329,33+58,82  50,83+16,38 38,25+3,20
g?mf)so UI+10TUFC+DMH 597 5041136 313,83+18,65 16334812  46,89+4,24
(csmkj)ls)ooo Ul +107UFC + DMH 307,67+£10,82 324,00+13,52 16,33+5,85 36,88+1,51
Solvente + DMH (pré-trat.) 280,33+£30,16 342,0+33,68 61,67+43,93 35,5245,48
Vit D 250 Ul + DMH (pré-trat.) 223,8+12,68 309,8+18,05  86,00%17,9 * 27,05+5,38
Vit D 2000 Ul + DMH (pré-trat.) 216,33+22,70 301,83+21,81 85,50+24,45* 30,58+9,40
Prob 10° UFC + DMH (pré-trat.) 208,33+£14,72 295,33+23,91 87,00+21,37 ** 28,98+6,00
Prob 107 UFC + DMH (pré-trat.) 195,00+40,29 296,20+23,68 101,20+42,15**  35,68+5,07
g)?g‘_g;?)o Ul +107UFC + DMH 170,67+£12,06 290,17+40,58 127’33,i37’68 40,58+0,27
Solvente + DMH (p6s-trat.) 307,33+£72,44 366,33+47,33  59,00+53,43 39,71+5,16
Vit D 250 Ul + DMH (pos-trat.) 338,33+46,04 379,33+38,92  41,00+24,65 31,8345,80
Vit D 2000 Ul + DMH (p6s-trat.) ~ 325,50+38,98 360,50+24,13  35,00+19,96 26,65+0,02
Prob 10° UFC + DMH (pos-trat.) 326,83+£10,01 364,00+16,94  37,17+18,99 29,29+2,19
Prob 107 UFC + DMH (pos-trat.) 328,60+38,79 370,80+17,40  35,17+26,49 29,48+6,14
Cqmb 2000 Ul + 107 UFC + DMH 291,17424,06 363,00+44,41  71,83+22,36 34,67+5,49
(pbs-trat.)

Fonte: Do autor (2022)

Legenda: Vit D: vitamina D, Prob: mix de probidticos L. gasseri e B. bifidum, Ul: unidades internacionais,
UFC: unidades formadoras de colonia, DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c). Os valores
sdo médiatdesvio padrdo. *p<0,01; **p<0,05; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH
(ANOVA one-way e teste de Tukey). n = 6 (por grupo).

6.2.2 Avaliacdo da carcinogenicidade
Para a avaliacdo da carcinogenicidade no colon distal de ratos Wistar, os animais

foram tratados apenas com as maiores doses de vitamina D (2000 UI) e probi6ticos (107

UFC), além dos grupos controle negativo (agua via gavagem e EDTA 1 mM s.c.) e
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solvente (0leo vegetal 10%), sem a aplicacdo do indutor de carcinogénese (DMH). Néo
foram observadas alteracGes nos cortes histoldgicos dos animais dos grupos descritos,
confirmando a auséncia de potencial carcinogénico dos tratamentos (Apéndice B).

6.2.3 Tratamento Simultineo

A fim de investigar uma possivel modulacdo do efeito de diferentes estratégias,
foram adotadas neste estudo as abordagens pré-tratamento, pés-tratamento e tratamento
simultdneo. A presenca de FCA e CA na porc¢do distal do colon de cada animal foi
utilizada como parametro para avaliacdo do efeito anticarcinogénico. Os resultados
obtidos no modelo de administracdo de vitamina ou probio6ticos concomitante a inducgéo
das lesdes pré-neoplasicas com DMH, denominado tratamento simultaneo, séo
apresentados no Apéndice C e na Figura 16.

Figura 16 — Médias de focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA) observadas no célon
distal de ratos Wistar tratados com vitamina D ou probidticos de maneira simultanea a indugéo
da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way
e teste de Tukey). DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Solvente: dleo vegetal 10%, Vit
D: vitamina D, Prob: mix de probidticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais.
UFC: unidades formadoras de colonia.

No que se refere aos FCA, os resultados mostraram diferencas estatisticas apenas
nos grupos tratados com vitamina D 250 Ul + DMH e Probiético 10’ UFC + DMH, em
relacdo ao grupo tratado apenas com DMH (p<0,001 e p<0,01, Figura 16). Em relacéo ao

namero de CA, o efeito de reducdo de lesGes pré-neoplasicas foi observado para os
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probiGticos na maior dose combinada a0 DMH (107 UFC + DMH, p<0,001) e nas duas
doses de vitamina D combinadas ao DMH (250 Ul + DMH e 2000 Ul + DMH) (p<0,001
e p<0,01) quando comparados ao grupo controle positivo (DMH) (Figura 16).

Interessantemente, maior significancia foi observada com a menor dose testada de
vitamina D (250 Ul + DMH), além da dose de 10” UFC do mix de probidticos + DMH,
com reducao respectiva de 48,4% e 42,7% no numero de CA em relagdo ao grupo DMH.
N&o foi encontrada diferenca estatistica entre o grupo tratado com probidticos na menor
dose e o controle positivo, da mesma forma que nao se observou influéncia do solvente
(6leo vegetal 10%) combinado a administragio de DMH sobre os efeitos
quimiopreventivos observados. Na razdo CA/FCA, por sua vez, ndo foi encontrada
diferenca estatistica entre os grupos (Apéndice C) e a multiplicidade de criptas mostra
presenca, em maioria, de FCA contendo uma CA, de maneira condizente com o relatado
na literatura, que reporta que a maioria dos FCA resultantes de 4 semanas de exposicao
ao carcinégeno DMH se mostra com 1 ou 2 criptas aberrantes (RODRIGUES et al.,
2002).

Uma vez que evidéncias mostram que o crescimento de FCA se da pela fisséo de
criptas, diversos autores consideram a multiplicidade de criptas, isto ¢, 0 nimero de
criptas aberrantes por foco, ser mais preditiva da transformacdo tumoral que o nimero
total de FCA (RENEHAN et al., 2002; SUZUI; MORIOKA,; YOSHIMI, 2013). Assim,
os resultados encontrados no presente estudo indicam efeito protetor das doses descritas
de vitamina D e probidticos sobre a carcinogénese colonica, baseado principalmente no
namero de CA. Esses achados se encontram em concordancia com dados da literatura que
reportam a reducdo de 25 a 30 % no nimero de CA associada a administracdo de 107 a
10° UFC probiéticos das espécies Bifidobacterium longum e Lactobacillus gasseri (FOO
et al., 2011), de 55,7% apo6s administracdo de L. delbrueckii e de 45,1% com a
administragdo de B. animalis var. lactis em modelo de carcinogénese col6nica induzida
por DMH em camundongos (LIBOREDO et al., 2013). Murillo et al. (2010) mostraram
a reducdo da incidéncia e tamanho de tumores em camundongos tratados com 1-25-
dixidroxivitamina D3 em modelo de carcinogénese induzida por azoximetano (AOM) e
dextran sulfato de sédio (DSS). Uma reducdo do numero de FCA e CA apoés
administragdo de 100 Ul/kg p.c. de vitamina D3 em modelo de neoplasia col6nica
associada a colite induzida por DMH/DSS foi também demonstrada por Li et al. (2015).

A dose diéria recomendada para manutencao de niveis séricos saudaveis de 1,25-

dihidroxivitamina D3 (acima de 30 pg/mL) varia segundo diversos érgdos de saude
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governamentais. De acordo com as diretrizes publicadas pela Endocrine Society, 600 Ul
diérias de vitamina D seriam adequadas para manuten¢do da salde 6ssea e muscular em
condi¢cBes minimas de sintese cutanea, porém 1500 a 2000 Ul seriam indicadas para
elevar os niveis séricos com consisténcia e possibilitar beneficios alem dos esqueléticos
(HOLICK et al., 2011).

No experimento piloto do presente trabalho (Apéndice A), foram utilizadas as
doses de 500 UI, 1000 Ul e 2000 Ul por dia de tratamento, demonstrando efeito
preventivo da maior dose avaliada. No entanto, estudos também realizados em modelos
animais de carcinogénese quimica retornam dados a partir de doses mais baixas que as
recomendacdes didrias, como o de Refaat et al. (2015), que utilizou 500 Ul/dia e
encontrou efeito significativo na redugdo do nimero de tumores col6nicos em cerca de
47,7%, semelhante ao promovido pela administracdo de 5-FU. Li et al. (2015)
demonstraram que doses de 30 a 300 Ul por quilograma de peso corpoOreo acarretaram
também uma queda significativa no nimero de CA e FCA.

A partir disso, foi adicionado um grupo com dose diaria de 250 Ul, a qual por sua
vez acarretou efeito protetor mais destacado que a maior dose. Esse grupo também
permite  satisfazer as recomendacbes de determinacdo de doses em
quimioprevengéo/quimioterapéutica, uma vez que se busca maximizar o efeito mantendo
niveis aceitaveis de efeitos adversos (citotdxicos) e de tolerancia em futuros ensaios de
fase | e I (HOURDEQUIN et al., 2013). Assim, foram escolhidas para dar seguimento
aos experimentos as doses de 2000 Ul e 250 Ul por serem, respectivamente, a maior dose
recomendada pelas diretrizes internacionais e uma dose menor que a recomendacao
diaria.

Quanto a administracdo de probidticos, sdo recomendadas pelas diretrizes da
World Gastroenterology Organisation (Organizacdo Mundial de Gastroenterologia)
doses variando na grandeza de 107 a 101! UFC por dia, a depender da condic&o de satde
em foco (GUARNER et al., 2017). Com base nisso, foram utilizadas as doses piloto de
107, 108 e 10° UFC/dia (Apéndice A), sendo observados efeitos nos trés grupos, porém
mais pronunciados na menor dose. Foi entdo adicionado o grupo tratado com 10°
UFC/dia, a fim de testar a hipotese de redugédo da dose tal como avaliado para a vitamina
D. Nesse caso, no entanto, mostrou-se a auséncia de efeito da menor dose (Figura 16), de
maneira congruente as orientagdes das diretivas mundiais e a literatura existente
(FAHMY et al., 2019; FOO et al., 2011; GENARO et al., 2019; IRECTA-NAJERA et
al., 2017; LIBOREDO et al., 2013).
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A administragdo oral de Lactobacillus casei foi investigada por Irecta-Najera et
al. (2017) também sobre modelos de carcinogénese quimica induzida no célon de ratos,
onde foi demonstrado que a suplementacdo com tal probiodtico é capaz de reduzir
significativamente o nimero de focos de criptas aberrantes. Tiptiri-Kourpeti ez al. (2016)
observaram reducao de 80% no volume tumoral em animais tratados com a mesma estirpe
bacteriana, além de aumento em proteinas indutoras de apoptose. Foo et al. (2011)
estudaram o efeito do tratamento com B. longum e/ou L. gasseri no desenvolvimento de
lesdes pré-cancerosas e tumores no colon de camundongos, com resultados semelhantes
sobre a multiplicidade e tamanho dos tumores. Os dados da literatura apontam entao para
a existéncia mecanismos de a¢do variados sobre a carcinogénese colonica, que em
conjunto com os resultados aqui obtidos, corroboram um grande potencial
quimiopreventivo in vivo (DE ALMEIDA et al., 2019).

Levando em conta as doses com efeito estatisticamente significativo de cada
tratamento, foram testadas também as combinagBes de vitamina D e probidticos,
estabelecendo os seguintes grupos: Vit D 250 Ul + Prob 10’ UFC + DMH e Vit D 2000
Ul + Prob 107 UFC + DMH, que foram também comparados ao grupo controle positivo
(DMH). As médias resultantes do ensaio de FCA encontram-se apresentadas no Apéndice
C e Figura 17.

Foi possivel observar efeito significativo na reducdo de FCA em decorréncia dos
tratamentos combinados de ambas as doses, de 29,1% e 23,8% para as combinacGes de
Vit D 250 Ul + Prob 10’ UFC + DMH e Vit D 2000Ul + Prob 10" UFC + DMH,
respectivamente, quando comparado ao grupo DMH (p<0,01 e p<0,05), porém nao em
relagdo aos grupos de tratamentos isolados (Apéndice C, Figura 17). Neste sentido, infere-
se entdo que a administracdo de vitamina D e probidticos ndo possuem efeito sinérgico
sobre a carcinogénese no modelo testado. Uma hipo6tese € que a interacdo da 1,25-
dihiroxivitamina D3, sendo capaz de regular a composi¢do e funcdo da microbiota
bacteriana intestinal, além da resposta imune inata do hospedeiro ao microbioma
(FAKHOURY et al., 2020; SHANG; SUN, 2017), desenvolva efeitos semelhantes de
forma isolada ou associada a probidticos. Assim, a investigacdo de alvos moleculares
modulados pelos tratamentos isolados e pela combinac¢do podera esclarecer os possiveis

mecanismos envolvidos, nas proximas secdes.
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Figura 17 — Médias de focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA) observadas no célon
distal de ratos Wistar tratados com probidticos e/ou vitamina D de maneira simultanea a
indugdo da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way
e teste de Tukey). DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Solvente: dleo vegetal 10%, Vit
D: vitamina D, Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum, Comb: combinagdo de vitamina
D com mix de probidticos. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades formadoras de coldnia

Nota: Os dados dos grupos VitD 250Ul + DMH, VitD 200Ul + DMH e Prob 10’UFC + DMH foram
apresentados na Figura 16 e aqui reapresentados para facilitar a comparacéo.

6.2.4 Pré-Tratamento

Tomando como base 0s resultados prévios do esquema de tratamento simultaneo
no ensaio piloto, foram utilizadas as doses de 250 e 2000 Ul de vitamina D e 10° e 10’
UFC de probidticos para avaliar o potencial quimiopreventivo de tais tratamentos, entdo
administrados previamente a aplicacdo do carcin6geno DMH.

Os resultados das médias de FCA e CA na porcdo distal do c6lon de cada grupo
de tratamento encontram-se apresentados no Apéndice D e na Figura 17. Observa-se uma
reducdo estatisticamente significativa no nimero de FCA apenas no tratamento com a
menor dose de Vitamina D (250 Ul) (p<0,01), de 27,0% em relag&o ao controle positivo,
além de efeito também significativo (p<0,01) de 26,2% resultante da administracdo do
mix de probidticos na dose de 10 UFC. No tocante a reducdo de CA, 0S mesmos grupos,
tratado com Vitamina D a dose de 250 Ul + DMH e tratado com Probi6ticos na dose de
10" UFC + DMH também apresentaram significancia estatistica (p<0,05) (Apéndice D,
Figura 18).
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Figura 18 — Meédias de focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA) observadas no célon
distal de ratos Wistar tratados com probidticos ou vitamina D de maneira prévia a indugdo
da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way
e teste de Tukey). DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Solvente: dleo vegetal 10%, Vit
D: vitamina D, Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais.
UFC: unidades formadoras de colonia.

Mais uma vez, observa-se a acdo dos tratamentos sobre a multiplicidade de criptas
aberrantes, refletida no nimero de CA (Figura 18), o que indica uma modulacdo sobre
eventos relacionados a iniciacdo da carcinogénese (RENEHAN et al., 2002; SUZUI;
MORIOKA; YOSHIMI, 2013), portanto apontando para um efeito protetor no modelo
testado. Da mesma maneira que no tratamento simultaneo, a estratégia de administracéo
do mix de probidticos de maneira anterior a inducdo da carcinogénese corrobora dados
encontrados na literatura, como apresentado em um estudo com camundongos que
demonstrou reducdo de até 68,1% de CA, a partir de tratamento com a espécie
Lactobacillus casei 393, 2 semanas antes do inicio da aplicacdo de DMH (IRECTA-
NAJERA et al., 2017). Esses resultados sdo também condizentes com o observado por
Appleyard et al. (2011) apés administragdo de probidtico comercial incluindo 3,3 x 10°
UFC de oito espécies de Lactobacillus ou Bifidobacterium para animais com colite
crbnica quimicamente induzida, nos quais observou-se menor severidade inflamatoria em
comparacéo a grupos controle e auséncia de diagnostico de carcinoma colorretal.

Com base no efeito significativo das doses isoladas acima citadas, foi realizado o
tratamento com a combinagdo de vitamina D e probioticos, originando 0s grupos
Vitamina D 250 Ul + Probi6ticos 10’ UFC + DMH no esquema de pré-tratamento. As

médias obtidas pelo ensaio de FCA encontram-se no Apéndice D e Figura 19.
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Figura 19 — Médias de focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA) observadas no célon
distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probiéticos de maneira prévia a indugdo
da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH ANOVA one-way e
teste de Tukey). DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Solvente: 6leo vegetal 10%, Vit D:
vitamina D, Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum, Comb: combinagdo de vitamina D
com mix de probioticos, Ul: unidades internacionais, UFC: unidades formadoras de col6nia

Nota: Os dados dos grupos VitD 250Ul + DMH e Prob 10’UFC + DMH foram apresentados na Figura
18 e aqui reapresentados para facilitar a comparacao.

Nota-se reducdo estatisticamente significativa do nimero de FCA decorrente do
tratamento (p<0,01), em 51,1% em relacdo ao controle positivo, como também de 42,9%
do numero de CA do mesmo grupo (p<0,001, Figura 19). Tal efeito se mostra
marcadamente mais acentuado do que o identificado a partir dos tratamentos isolados, o
que indica potencializacdo da atividade anticarcinogénica da vitamina D e do mix de
probiéticos utilizado.

Uma vez que se tem em foco a quimioprevencao, voltada para a administracao de
agentes quimiopreventivos por longos periodos de tempo ou mesmo por toda a vida do
paciente, é vantajoso que o composto de interesse apresente efetividade em baixas doses,
além de ser de facil acesso e administracdo, de baixa toxicidade, baixo custo e nenhuma
ou reduzida incidéncia de efeitos colaterais (PENNY; WALLACE, 2015). Com suas
propriedades conhecidas, a rara ocorréncia de efeitos adversos, associada apenas a
hipercalcemia decorrente de ingestdo excessiva de vitamina D (acima de 10000 Ul por
dia) (TEBBEN; SINGH; KUMAR, 2016) e a casos de dor abdominal em pacientes com
doenca inflamatoria intestinal apds administracdo de probioticos (DORE et al., 2019), e
a baixa dose efetiva demonstrada neste trabalho para a vitamina D e probidticos, entende-

se que estes tratamentos atendem a todas as caracteristicas idealmente encontradas em
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um agente quimiopreventivo, destacando o potencial de sua aplicacdo em estratégias de

prevencao.
6.2.5 Poés-Tratamento

Seguindo as doses determinadas no esquema de tratamento simultaneo, foram
realizados os grupos de 250 Ul de vitamina D + DMH, 2000 Ul de vitamina D + DMH,
10° de probidticos + DMH e 10” UFC de probidticos + DMH para avaliar os efeitos da
administracdo posterior a aplicacdo do carcinégeno DMH. Os resultados das médias de
FCA e CA na porcao distal do cdlon de cada grupo de tratamento encontram-se
apresentados no Apéndice E e na Figura 20.

Figura 20 — Médias de focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA) observadas no célon
distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e probidticos de maneira posterior a indugdo da
carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH ANOVA one-way e
teste de Tukey). DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Solvente: éleo vegetal 10%, Vit D:
vitamina D, Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC:
unidades formadoras de colonia.

E possivel notar o efeito de reducdo do nimero de CA de maneira estatisticamente
significativa apenas no tratamento com a maior dose de Vitamina D (2000 Ul + DMH)
(p<0,05), de 34,1% em relagdo ao controle positivo, além de 37,2% decorrente da
administragio de probidticos na dose de 10’ UFC + DMH (p<0,05) (Apéndice E, Figura
20). Por outro lado, no referente a redugdo de FCA, apenas o grupo tratado com Vitamina
D na dose de 2000 Ul + DMH apresentou significancia estatistica (Figura 20), mantendo-

se a provavel acdo do tratamento com vitamina D sobre a multiplicidade de criptas
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aberrantes e numero de CA, enquanto para os probidéticos o efeito significativo se mostra
apenas sobre o numero total de CA e ndo sobre FCA, embora uma diminui¢éo possa ser
observada (RENEHAN et al., 2002; SUZUI; MORIOKA,; YOSHIMI, 2013).

Somando-se as evidéncias citadas anteriormente, nas diversas estratégias de
tratamento com vitamina D e probioticos de diferentes espécies, tais resultados ratificam
o reportado na administragdo de Lactobacillus acidophilus, L. paracasei, Bifidobacterium
lactis, e B. bifidum em um total de 10° UFC por animal apds o término do periodo de
inducdo da carcinogénese por DMH em ratos Fisher F344, a qual resultou em menor
incidéncia de FCA e CA quando comparados ao grupo de controle positivo, como
também a incidéncia de adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, carcinoma in situ e
adenoma tubular no célon dos animais (GENARO et al., 2019).

Uma vez observado efeito estatisticamente significativo desses grupos de
tratamento, foi testada também a combinacdo de vitamina D e probioticos, originando o
seguinte grupo: Vitamina D 2000 Ul + Probidticos 10’ UFC + DMH que foi, também,
comparado ao grupo controle positivo (DMH). As médias resultantes do ensaio de FCA

encontram-se no Apéndice E e Figura 21.

Figura 21 — Médias de focos de criptas aberrantes (FCA) e criptas aberrantes (CA) observadas no célon
distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira posterior a
indugdo da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way
e teste de Tukey). DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Solvente: dleo vegetal 10%, Vit
D: vitamina D, Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum, Comb: combinagdo de vitamina
D com mix de probidticos, UI: unidades internacionais, UFC: unidades formadoras de colonia

Nota: Os dados dos grupos VitD 2000U1 + DMH e Prob 10’UFC + DMH foram apresentados na Figura
20 e aqui reapresentados para facilitar a comparacéo.
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Nota-se, entdo, efeito com maior significancia estatistica na reducdo de CA e FCA
em decorréncia dos tratamentos combinados, de 39,3% e 50,2%, respectivamente, quando
comparado ao grupo DMH (p<0,001) (Apéndice E, Figura 21). Assim, infere-se que a
acao terapéutica da combinacao é tdo efetiva quanto dos isolados. No entanto, ndo foi
detectada diferenca estatistica em relacdo aos grupos de tratamentos isolados, o que indica
que a combinacdo nédo apresenta potencializacdo de seus efeitos em separado sobre a
carcinogénese no esquema testado. E possivel, como citado anteriormente, que os efeitos
da ativacdo do VDR pela 1,25-dihiroxivitamina D3 sobre a microbiota intestinal
(BATTISTINI et al., 2020; FAKHOURY et al., 2020; SHANG; SUN, 2017) resultem em
efeitos equivalentes nesse aspecto, estando de maneira associada ou nao a probiéticos.

Tendo em vista a existéncia de &mbitos de congruéncia na agéo da vitamina D e
de probidticos, como na modulacao de vias inflamatorias, regulacdo do ciclo celular e do
perfil de acetilacdo de histonas (CHRISTAKOS et al., 2016; EL-SHARKAWY; MALKI,
2020; FARROKHI et al., 2020), e de particularidades de suas respectivas atividades,
como a inibicdo da via Wnt/B-catenina ja demonstrada pela vitamina D (FERRER-
MAYORGA et al., 2019) e a biotransformacdo de compostos no limen intestinal por
probioticos (SHUWEN et al., 2019), a comparacao dos efeitos dos tratamentos isolados
com os efeitos da combinacdo sobre pontos especificos da sinalizacdo celular é

imprescindivel para uma melhor compreensdo dos mecanismos de a¢éo dos tratamentos.

6.3 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA FECAL

Dada a modulagdo do microbioma colonico, tanto pelo tratamento com
probidticos como pela vitamina D, relatada na literatura (BELLERBA et al., 2021;
SONG; CHAN, 2019), foi realizada a caracterizacdo da composic¢do bacteriana das fezes
dos animais submetidos aos principais tratamentos. Foram avaliados os grupos controle
negativo (agua + EDTA 1 mM), solvente (6leo vegetal 10%) e positivo (DMH 40 mg/kg
p.c), e as maiores doses dos tratamentos (Vitamina D 2000 Ul + DMH e Probi6ticos 107
UFC + DMH) da abordagem de tratamento simultaneo, o qual fundamentou a aplicagdo
das outras estratégias (pré e pds-tratamento). A abundancia microbiolédgica dos grupos

estudados encontra-se apresentada na Figura 22.
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Figura 22 — Abundancia microbioldgica encontrada nas fezes de ratos Wistar tratados com vitamina D ou
probidticos de maneira simultinea a indug@o de carcinogénese
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: CN: controle negativo (dgua + EDTA 1mM), CS: controle solvente (6leo vegetal 10%),
DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D: vitamina D 2000 UI, Prob: mix de probidticos
L. gasseri + B. bifidum (10" UFC), EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.

Foi constatado maior nimero de sequéncias bacterianas nos grupos nao tratados
(controles negativo e solvente), seguido do grupo tratado com DMH, em relacdo aos
grupos expostos a vitamina D e a probidticos (Figura 22). A menor diversidade e riqueza
de espécies é em geral, associada a estados patoldgicos, visto que favorece a
predominancia de estirpes patogénicas sobre bactérias benéficas (DOS REIS et al., 2017;
HILLS et al., 2019; THURSBY; JUGE, 2017). No entanto, tais achados se mostram
divergentes aos encontrados neste trabalho, que demonstra uma menor incidéncia de FCA
nos grupos tratados com vitamina D e probidticos em todas as abordagens de tratamento.
Sendo a dishiose definida como um estado alterado da composi¢cdo da microbiota
(RINNINELLA et al., 2019), apenas o numero de espécies nao € capaz de informar sobre
os efeitos dos tratamentos, de maneira que foram também analisados os padrbes de
composicao taxondémica da microbiota fecal de cada grupo de tratamento a fim de obter
informagdes que permitam esclarecer a variagdo microbioldgica apresentada entre as
amostras e verificar se ha correlagdo entre os tipos de microorganismos e o efeito protetor
observado no ensaio de FCA.

A Figura 23 apresenta 0 nimero de taxonomias encontradas nas fezes de ratos
Wistar tratados de maneira simultdnea a inducdo de carcinogénes, e a composicao
taxondmica da microbiota fecal de cada grupo avaliado encontra-se apresentada na Figura
24, que apresenta o perfil microbioldgico proporcional, e na Figura 25, que demonstra o

perfil microbiol6gico quantitativo.
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Figura 23 — NUmero de taxonomias encontradas nas fezes de ratos Wistar tratados com
vitamina D ou probidticos de maneira simultdnea a inducdo de
carcinogénese.
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Fonte: Do autor (2022).

abundantes foram o filo Firmicutes e o filo Bacteroidetes. No total de 34 familias, 68
géneros e 99 espécies encontrados (Figura 23), os organismos mais frequentes séo
pertencentes ao género Lactobacillus, género  Streptococcus e familia
Peptostreptococcaceae, dentre outros sob o filo Firmicutes (Figura 24 e Figura 25).

A distribuicdo das espécies, em nivel quantitativo, difere a depender do grupo em
estudo. Observa-se 0 aumento em Bacteroidetes e Proteobacteria no grupo tratado com o
indutor de carcinogénese (DMH), se comparado ao grupo controle negativo (Figura 24A),
além de predominancia no controle positivo de espécies da familia Peptostreptococcaceae
(Figura 24B). Tal perfil se mostra condizente com o reportado em pacientes de CCR, nos
quais sdo encontradas maiores proporc¢des de espécies do filo Bacteroides como Alistipes
spp., e do filo Proteobacteria, como Shigella spp., além de aumento de
Peptostreptococcus stomatis, da familia Peptostreptococcaceae (SAUS et al., 2019).

No grupo tratado com vitamina D, observou-se aumento dos filos Actinobacteria
e Verrucomicrobia se comparado aos grupos controle negativo, solvente e positivo
(Figura 25A), o que se correlaciona com dados da literatura de aumento da abundancia
de géneros como Bifidobacterium, do primeiro filo, e Akkermansia, do segundo filo, ap6s
suplementacdo com 1,25-dihidroxivitamina D (BELLERBA et al., 2021). Progredindo
nos niveis taxonémicos (Figura 25B), destaca-se 0 aumento relativo de abundancia de

espécies Lactobacillus spp., também de acordo com o esperado no aumento de
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organismos do filo Firmicutes, relatado por estudos em humanos e animais (BELLERBA
etal., 2021).

J& no grupo tratado com probidticos, foi detectada a reducdo de bactérias do filo
Bacteroidetes (Figura 25A), além da familia Peptostreptococcaceae e do género
Streptococcus do filo Firmicutes (Figura 25B), as quais se encontram muitas vezes
aumentados em pacientes com CCR, representando modulagéo positiva da microbiota
(SAUS et al., 2019). Ainda, o0 aumento de espécies do género Lactobacillus, tal como no
grupo tratado com vitamina D + DMH, também representa fator protetor, uma vez que é
correlacionado inversamente a doencas gastrointestinais em geral (BHATTARAI;
PEDROGO; KASHYAP, 2017).

Figura 24 — Perfil microbioldgico proporcional encontrado nas fezes de ratos Wistar tratados com
vitamina D ou probiéticos de maneira simultanea a indugdo de carcinogénese.
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Legenda: (A) Filos e (B) espécies, familias ou ordens mais comuns. CN: controle negativo (4gua + EDTA
1mM), CS: controle solvente (6leo vegetal 10%), CP: controle positivo (DMH), Vit D: vitamina
D (2000 UI), Prob: mix de probiodticos L. gasseri + B. bifidum (107 UFC), DMH: 1,2-
Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.
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Figura 25 — Perfil microbioldgico quantitativo encontrado nas fezes de ratos Wistar tratados com vitamina
D ou probidticos de maneira simultdnea a indugdo de carcinogénese.
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Legenda: (A) Filos e (B) espécies, familias ou ordens mais comuns. CN: controle negativo (agua + EDTA
ImM), CS: controle solvente (6leo vegetal 10%), CP: controle positivo (DMH), Vit D: vitamina D (2000
UI), Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum (10" UFC), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg
p.c), EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.

Em pacientes com a sindrome do intestino irritavel (IBS, Irritable Bowel
Syndrome), associada a elevado risco para o CCR, a microbiota encontra-se enriquecida
em diversas espécies pertencentes aos filos Proteobacteria e Firmicutes, porém com a
concentracdo de Lactobacillus reduzida quando comparado a individuos saudaveis, e
diminuida em Actinobateria e Bacteroidetes, tal como identificado neste trabalho nos
grupos tratados com vitamina D e probidticos em relagdo ao grupo tratado com DMH.
Muitos estudos associam tal perda de diversidade com a desregulagao de fun¢des como a
sintese de aminoacidos, a manutencdo da integridade de jungdes celulares, a modulagao
da resposta inflamatoria e outros fatores que contribuem para o processo patogénico
(BHATTARAI; PEDROGO; KASHYAP, 2017). Inversamente, nas doengas inflamatorias
intestinais (IBD, Inflammatory Bowel Diseases) como a colite ulcerativa e a doenga de
Crohn, que representam importantes fatores de risco na carcinogénese do coélon,
populagdes dos filos Firmicutes e Bacteroidetes mostram-se reduzidas, com aumento nas
familias de Proteobacteria, de maneira que sugere-se sua correlagcdo com a severidade dos

sintomas mas ndo necessariamente uma correlagdo causal com sua patofisiologia
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(RINNINELLA et al., 2019). De maneira semelhante, pacientes com cancer colorretal
apresentam reduc¢do de Bacteroidetes e Firmicutes e aumento de Proteobacteria quanto a
voluntarios saudaveis, indicando a reducao de espécies produtoras de butirato e expansao
de patogenos oportunistas (RINNINELLA et al., 2019).

Os resultados aqui apresentados confirmam, entdo, a relacdo da composicao da
microbiota intestinal com a inducdo da carcinogénese, como também a capacidade de
modulagao pela suplementagdo com vitamina D e probidticos no modelo utilizado. Neste
aspecto, os dados indicam a aquisi¢ao de perfil microbioldgico inverso aos padrdes de
risco, com aumento de Lactobacillus spp. € géneros pertencentes a Actinobacteria nos
grupos tratados, representando possivel protecdo a eventos carcinogé€nicos. Neste
sentido, pode-se assumir que o efeito protetor pode estar relacionado ndo somente ao tipo
de microorganismo apresentado por cada grupo, mas ainda, pela quantidade (maior ou

menor) de tais filos coexistentes em cada grupo avaliado.

6.4 DOSAGENS BIOQUIMICAS

A fim de avaliar o efeito dos tratamentos sobre a toxicidade hepatica e renal, foram
realizadas dosagens bioquimicas dos biomarcadores alanina aminotransferase (ALT ou
TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO), creatinina e ureia no soro dos animais
ao final dos tratamentos. Foram selecionados os grupos de tratamentos isolados da
abordagem simultdnea que obtiveram efeito significativo na reducdo de lesdes pré-
neoplésicas (Vitamina D 250 UI + DMH, Vitamina D 2000 UI + DMH, Probidticos 10’
UFC + DMH), visto que foram utilizados como embasamento para o0s ensaios
subsequentes. O grupo solvente + DMH nao foi investigado visto que ndo apresentou
influéncia nos efeitos quimiopreventivos ou carcinogénicos detectados no ensaio de FCA
(Secao 6.2). Os resultados dos pardmentros bioquimicos avaliados encontram-se

apresentados na Apéndice F e na Figura 26.
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Figura 26 — Parmetros bioquimicos determinados no soro de ratos Wistar tratados vitaminas D ou
probidticos de maneira simultanea a inducdo de carcinogénese
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Legenda: **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey). ALT: alanina
aminotransferase, AST: aspartato aminotrasnferase, CN: controle negativo agua + EDTA ImM),
Vit D: vitamina D, Prob: mix de probidticos L. gasseri + B. bifidum, DMH: 1,2-Dimetilhidrazina
(40 mg/kg p.c) , EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.

A andlise bioquimica demonstrou diferencas nos parametros de creatinina e ureia

sérios nos grupos de 250Ul de Vitamina D + DMH, 2000 UI de Vitamina D + DMH e

Probioticos 107 UFC + DMH em comparagdo ao grupo DMH, mas ndo nos parimetros

ALT e AST (Figura 26). Uma vez que estas ultimas sdo indicadores tradicionais e

especificos de lesdo hepatica quando aumentados em relagdo a individuos saudéveis,

esses achados indicam que a integridade hepatica dos animais foi mantida durante o
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experimento, como demonstrado por outros estudos com o modelo de indugdo
carcinogénica colorretal por DMH (JUAN et al., 2019; SHEBBO et al., 2020).

Anitida diferen¢a nos niveis de creatinina e ureia no soro dos animais pertencentes
ao grupo DMH quando comparados aos grupos de tratamento e ao controle negativo
reflete o reportado na literatura, tanto para animais (ABDEL-RASOL et al., 2021) como
para pacientes de CCR (YANG et al., 2021). Particularmente nos seres humanos, o alto
nivel de creatinina encontrado no soro dos individuos se correlaciona com o contexto da
carcinogénese colorretal, devido ao consumo de carne vermelha processada a altas
temperaturas, no qual a creatinina ¢ os aminoacidos das células musculares podem
originar aminas heterociclicas carcinogénicas (DURKO; MALECKA-PANAS, 2014).
Ainda, alta concentragdo de creatinina sérica tem sido estudada como fator preditivo
devido a sua correlagdo com baixa sobrevivéncia (overall survival) em pacientes de CCR
(YANG et al., 2021). Uma vez que neste trabalho os tratamentos com vitamina D e
probidticos combinados ao DMH foram capazes de modular os niveis de creatinina e de
ureia de maneira similar ao encontrado no grupo controle negativo, infere-se que tanto a
vitamina D quanto os probidticos apresentam capacidade de reduzir a toxicidade
sisttmica do DMH mantendo a integridade renal dos animais e corroborando as

evidéncias ao seu potencial quimiopreventivo.

6.5 ESTUDO DOS ALVOS DE QUIMIOPREVENCAO

6.5.1 Avaliacdo imuno-histoquimica

A fim de investigar os mecanismos que possam estar envolvidos na atividade
quimiopreventiva apresentada pelos tratamentos, foi avaliada a expresséo proteica de
Nrf2, B-catenina, PCNA e COX-2 nos grupos de tratamento e nas trés abordagens
empregadas (pré, p6s e tratamento simultdneo), onde a vitamina D e probidticos

combinados ao DMH demonstraram efeitos significativos de reducdo de FCA.
6.5.1.1 Tratamento Simultaneo

Os resultados da analise semi-quantitativa da expressdo dos marcadores nos
grupos tratados com vitamina D e probioticos de maneira simultdnea a carcinogénese

encontram-se apresentados na Figura 27.



95

Figura 27 — Analise semi-quantitativa da expressdo de Nrf2, p-catenina, PCNA e COX2 no tecido
colorretal parafinizado distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de
maneira simultdnea a indugéo da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: 2 Significativamente diferente do grupo controle negativo; ° Significativamente diferente do
grupo DMH; ¢ Significativamente diferente do grupo VitD 250 Ul +DMH; ¢ Significativamente
diferente do grupo Prob 10" UFC + DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey). CN: controle
negativo (dgua + EDTA 1mM), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D: vitamina D,
Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades
formadoras de colonia, EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.

Né&o foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos controle negativo e DMH
para os marcadores estudados, exceto para PCNA. Apesar disso, foi possivel identificar
diferenca significativa dos grupos tratados em relagdo aos controles negativo e positivo.

Particularmente, a expressdo de Nrf2 nos grupos tratados com 250 Ul de Vitamina D +
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DMH e 107 UFC de Probi6ticos + DMH demonstrou uma diferenca significativa quando
comparados aos grupos controle negativo e positivo (p<0,0001 e p<0,001,
respectivamente).

Os niveis de expressdo semelhante de Nrf2 observados no grupo de controle
negativo e no grupo DMH (Figura 27) se correlacionam a modulacdo da via Nrf2 pelo
processo de carcinogénese, tanto no sentido da inibicho como da hiperativagéo.
Juntamente com a inflamagéo, o estresse oxidativo se mostra um fator relevante envolvido
na carcinogénese colorretal. A partir da inducdo de diversos tipos celulares imuno-
inflamatdrios em um tecido, processos inflamatorios podem desencadear também a alta
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxigen species) ou nitrogénio
(RNS, reactive nitrogen species), que consequentemente podem causar danos no DNA e
assim promover a ativacdo de oncogenes ou a inibicdo de genes supressores de tumor,
provocando ou promovendo a iniciacdo carcinogénica (SADEGHI et al., 2017). Uma vez
que a acdo de Nrf2 induz elementos de resposta antioxidante (AREs, antioxidant response
elements), a modulagdo de sua atividade € um fator comum encontrado na carcinogénese
(MA, 2013). Sua limitacdo permite a inducdo de danos ao DNA e representa vantagem
seletiva para células tumorais nas etapas de iniciacdo, ao passo que 0 aumento da
expressdo de Nrf2 é encontrado em estagios mais avancados, nos quais fornece maior
sobrevivéncia e citoprotecdo as células tumorais (SADEGHI et al., 2017). Essa
modulacdo ocorre também na inducdo de carcinogénese colorretal pelo DMH e seus
metabolitos, de maneira que niveis baixos de Nrf2 e enzimas antioxidantes sao relatados
na literatura em grupos tratados apenas com DMH ou AOM, e correlacionados a
formacdo de tumores (DARBAND et al., 2020; MANIGANDAN et al., 2015;
PANDURANGAN et al., 2014).

Por isso, a elevacdo de Nrf2 é considerada de grande importancia na protecéo
celular em estagios iniciais de tumorigénese (SADEGHI et al., 2017), e pode assim
explicar o efeito de reducgéo da formacao de criptas aberrantes pelos tratamentos indicados
(Secédo 6.2), embora, pela auséncia de diferenca entre os controles negativo e positivo
(Figura 27), a comparagéo de reducdo ndo possa ser fielmente realizada. A atuacgéo de
Nrf2 sobre AREs depende da supressdo de sua ubiquitinagcdo e de sua translocacgao do
citosol para o nucleo. Para isso, a proteina 1 associada ao ECH do tipo Kelch (KEAP1,
Kelch like ECH associated protein 1) deve ser desassociada de Nrf2 em resposta ao
estresse oxidativo, e assim este Ultimo é capaz de se ligar aos ARESs e regular um grande

namero de genes envolvidos em processos de citoprotecdo, detoxificacdo e metabolizagdo
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de drogas, sintese de enzimas metabolicas, e vias antioxidantes (SADEGHI et al., 2017;
SONG et al., 2021). Neste &mbito, como fator de transcricdo, o Nrf2 modula a expresséo
de enzimas como glutationa peroxidase 2 (GPX2), tioredoxina 1 (TXN1), isoformas de
glutationa S-transferase (GSTAL, 2, 3, 5), entre outros (SONG et al., 2021). A expressdo
de GST foi também investigada neste trabalho, e sera discutida na sec¢éo seguinte.

Estudos mostram a regulagdo dos niveis de Nrf2 por tratamentos com vitamina D
e seus analogos, resultando em inibigéo da degradagdo mediada por KEAP1, aumento de
sua expressao e/ou translocacdo nuclear (JEON; SHIN, 2018). Tais resultados foram
observados em modelos animais de toxicidade renal e hepéatica (EL-MAGD; ERAKY,
2020), testicular (ABBASZADEH et al., 2021) e neuronal (HOSSEINIRAD et al., 2021),
além de modelos de estudo da doenca de Alzheimer (EL-DIN et al., 2020) e de
envelhecimento (CHEN et al., 2019). Este Gltimo destacou a inducdo significativa da
expressao de Nrf2 em animais tratados com 1,25-dihidroxivitamina D3 de maneira dose-
dependente, em contraste com a auséncia de efeito em animais knockout para VDR,
confirmando a regulacdo de Nrf2 pela vitamina D através da atuacdo de seu receptor a
nivel transcricional (CHEN et al., 2019). Ainda, um estudo in vitro com queratindcitos
epidermais humanos (HEKn) foi capaz de demonstrar a elevacdo da expressao de alvos
de Nrf2 envolvidos na resposta antioxidante em decorréncia do tratamento com diversos
analogos de vitamina D3, incluindo glutationa-dissulfeto redutase (GSR), superoxido
dismutase 1 e 2 (SOD1 e SOD2), heme oxigenase 1 (HMOX1) e catalase (CAT)
(CHAIPRASONGSUK et al., 2019).

Muitos pesquisadores reportam, ainda, a correlagdo negativa entre o status
oxidativo geral do hospedeiro e a abundéncia de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium
spp. em sua microbiota intestinal (DING et al., 2020), assim como a protecdo contra o
estresse oxidativo a partir da aplicacdo de bactérias probidticas, tanto em sistemas in vitro
como in vivo, por meio da regulagdo da via Nrf2/KEAP1 (WANG et al., 2017). Por
exemplo, a administragcdo de L. rhamnosus em modelo animal demonstrou promover
mecanismos anti-oxidativos e anti-inflamatoérios de forma dependente de Nrf2 (SAEEDI
et al., 2020), como também a ingestdo de L. plantarum (ABOULGHEIT et al., 2021;
WANG et al., 2017), L. reuteri (GUPTA et al., 2020) e L. gasseri (LIU et al., 2021).
Além disso, probioticos do género Lactobacillus séo capazes de converter compostos
fenolicos comuns da alimentacdo, provenientes, por exemplo, de frutas e vegetais como
0s catecdis, que se mostram interessantes na inducao da expressdo de HMOX1 e outros

alvos de Nrf2 (SENGER et al., 2016), indicando uma interacdo ampla em diversos
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mecanismos entre a modulacdo da microbiota intestinal, a ativacdo de vias antioxidantes
e o efeito anticarcinogénico aqui observados.

Outro destaque se encontra na expressao de B-catenina no grupo tratado com
combinagio de 250 Ul de Vitamina D + 10" UFC de Probidticos + DMH, embora nio
haja diferenca estatistica entre os grupos controle negativo e positivo (DMH) (Figura 27).
A analise semi-quantitativa demonstra uma diferenca estatisticamente significativa do
tratamento combinado (250 Ul de Vitamina D + 107 UFC de Probidticos + DMH) em
relacdo ao grupo que recebeu apenas o indutor de carcinogénese, além de uma reducao
também significativa em comparacéo ao grupo tratado apenas com 250 Ul de Vitamina
D + DMH (Figura 27). Esses resultados indicam um potencial do tratamento combinado
na modulacdo de B-catenina que ndo foi atingido apenas com os tratamentos isolados (250
Ul de Vitamina D + DMH ou 10" UFC de Probidticos + DMH). Considerando o papel
central da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina e seus variados transdutores na tumorigénese
colorretal, o tratamento aqui destacado se mostra em concordancia com estratégias
inibidoras desta via para modulagéo da sinalizagcdo promotora de iniciagdo e progresséo
tumorais (NIE et al., 2020), e congruente com o efeito de reducdo de FCA observado
neste grupo (Secéo 6.2).

Em geral, como observado pelo baixo grau de expresséo relativa do marcador no
grupo controle negativo, a B-catenina é mantida em niveis adequados através de
ubiquitinacdo e degradacdo proteossomica, catalizados pelo complexo de destruicdo de
[-catenina. Esse complexo, formado pela proteina axina em conjunto com o produto do
gene APC, além de proteinas quinase, é recrutado pela ligacdo de uma proteina Wnt a um
receptor transmembrana denominado Fzd (Frizzled) e ao seu correceptor LRP6/5
(proteina relacionada a receptor de lipoproteina de baixa densidade 6 ou 5), permitindo a
estabilizacdo da B-catenina. Assim, a B-catenina ndo degradada € acumulada no citosol e
chega ao nucleo celular, onde forma complexos com fatores de transcri¢cdo, como os da
familia TCF/LEF (fator de célula T/fator realcador linfoide), e ativa a transcri¢do de
determinados genes envolvidos na proliferacdo, migracdo e diferenciagdo celular,
controle de ciclo e metabolismo celular, dentre outros (MACDONALD; TAMAI; HE,
2009). Tal equilibrio na sinalizagdo Wnt/B-catenina € essencial para o funcionamento
normal do intestino, devido ao seu papel na manutengdo e auto-renovacgédo do epitelio
intestinal, particularmente em novas células na base das criptas intestinais (SCHATOFF;
LEACH; DOW, 2017). No entanto, 90% dos pacientes com CCR apresenta muta¢es em

algum dos componentes da cascata de sinalizacdo Wnt/B-catenina, condizente com o leve
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aumento na expressao relativa de f-catenina observado no grupo DMH (Figura 27), o que
torna sua alteracdo crucial nos processos carcinogénicos (NIE et al., 2020).

Um dos efeitos reportados da 1,25-dihidroxivitamina D3 e sua ligacdo ao VDR,
que pode contribuir para a protecdo observada em estudos animais e epidemiologicos, é
o antagonismo a via Wnt/p-catenina em células de CCR. Estudos demonstram que a
vitamina D é capaz de promover a expressdo de DKK1 (Dickkopf 1), um dos inibidores
extracelulares da via Wnt/B-catenina, que se liga ao correceptor LRP6/5 e impede sua
interacdo com ligantes Wnt, assim mantendo a atividade do complexo de destruicao de
[B-catenina. Além disso, a vitamina D pode induzir a expresséo de proteinas E-caderina,
as quais podem evitar a translocacdo de B-catenina sintetizada no citosol para o nucleo, e
assim impedir a transcri¢do mediada por p-catenina e fatores da familia TCF/LEF. Ainda,
uma vez ativado, o VDR ¢ capaz de interagir diretamente com [-catenina, com
consequente reducdo de sua disponibilidade no nucleo celular e bloqueio da transcrigédo
de alvos da sinalizagdo Wnt/p-catenina (GONZALEZ-SANCHO; LARRIBA; MUNOZ,
2020).

Entretanto, uma vez que nédo foi observada reducéo significativa da expressédo de
B-catenina nos grupos de monoterapia (250 Ul de Vitamina D + DMH e 10’ UFC de
Probidticos + DMH), é provavel que o efeito aqui observado seja consequente dos
mecanismos induzidos em conjunto pela a¢do da vitamina D e dos probidticos. Estudos
demonstram tanto a modulag&o in vitro da via Wnt/p-catenina por probiéticos do género
Lactobacillus em células de CCR (GHANAVATI et al., 2020; TORRES-MARAVILLA
etal., 2021), como a inibicdo de genes importantes para a cascata de sinalizagdo como 0s
codificantes de axina 2 (AXIN2), catenina beta 1 (CTNNBL1), inibidor 2 de ligagdo ao DNA
(ID2), entre outros, além de inducdo da expressdo de APC e caseina quinase 1 epsilon
(CSNK1E, um dos componentes centrais do complexo de destruicdo de PB-catenina)
(GHANAVATI et al., 2020). Em modelos animais, também foi reportada a reducéo de p-
catenina e seus alvos em decorréncia da administracdo de probidticos, tanto do género
Lactobacillus (ALI et al., 2019; GHANAVATI et al., 2020), como de outras espécies
(CHEN et al., 2020).

No tocante a expressdo de PCNA, foi possivel identificar uma diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de controle negativo e o grupo DMH (Figura
27). O PCNA é um cofator das DNA polimerases, e, portanto, essencial para a sintese e
reparo de DNA. Desempenha fun¢Ges como ancoragem para a polimerase & e outras

enzimas, e no recrutamento de outros fatores ao garfo de replicacdo, participando assim
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do reparo de DNA, remodelamento de cromatina, proliferacdo e progressdo do ciclo
celular (GONZALEZ-MAGANA; BLANCO, 2020). Dessa maneira, sua expressio se
apresenta consideravelmente alterada em variados tipos tumorais, e se mostra associada
a progressdo tumoral, sendo inclusive utilizada como marcador prognostico para diversas
malignidades, incluindo o CCR (ZHOU et al., 2018). Isso se mostra condizente com a
inducdo da carcinogénese detectada em todos os grupos que receberam DMH (DMH, 250
Ul de Vitamina D + DMH, 107 UFC de Probiéticos + DMH e 250 Ul de Vitamina D +
10" UFC de Probitticos + DMH) e a expressdo de PCNA mais elevada nestes que no
controle negativo (Figura 27).

Ainda, destacou-se a reducdo significativa encontrada na expressdo relativa de
PCNA no grupo tratado com combinagdo de 250 Ul de Vitamina D + 10" UFC de
Probiodticos + DMH em comparacdo ao grupo que recebeu apenas DMH (Figura 27),
indicando modulacdo da proliferacdo celular por parte do tratamento combinado. A
relacdo entre a administracdo de vitamina D e os niveis de PCNA foram investigados em
poucos estudos, entre eles na analise da proliferacdo de células mesenquimais
multipotentes de rato (C3H 10T1/2) (ARTAZA et al., 2010) e células de leiomioma
uterino humano (HuLM) (SHARAN et al., 2011), nas quais foi observada reducéo
significativa da expressdo de PCNA associada a inibicdo da proliferacdo celular
dependente de 1,25-dihidroxivitamina D3. Além disso, estudo com camundongos reporta
proliferacdo celular de queratindcitos epidermais mais pronunciada na auséncia de
expressao de VDR, demonstrando correlacdo entre sua atividade e os niveis de PCNA
(BIKLE et al., 2013). J& probidticos sdo mais explorados nesse &mbito, ja tendo sido
demonstrado in vitro o efeito inibitério de L. plantarum na expressao de PCNA de células
HT-29, de maneira dose-dependente (SUN et al., 2021), e in vivo, como a reducao
significativa da expressdo de PCNA em modelo animal de cancer oral ap6s administracédo
de L. salivarius (ZHANG et al., 2013), e em ratos Wistar com inducédo de carcinogénese
colorretal por DMH, nos quais a administragdo de L. acidophilus e B. bifidum resultou
em reducdo significativa no indice de marcacdo para PCNA associada a redugdo do
namero de FCA, quando comparado ao grupo DMH, em dois estudos independentes
(LEE et al., 2020; MOHANIA et al., 2014). Assim, os dados obtidos neste trabalho,
condizentes com a literatura, corroboram o potencial antitumoral de vitamina D e
probidticos, impulsionado em parte pela inibi¢do de proteinas relacionadas a proliferacdo
celular como PCNA (TRIPATHY et al., 2021).
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Ja a expressdo relativa de COX2 ndo demonstrou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos controle negativo e positivo (DMH), ou nos grupos tratados
com 250 Ul de Vitamina D + DMH, 10" UFC de Probiéticos + DMH e 250 Ul de
Vitamina D + 10’ UFC de Probidticos + DMH em comparagdo ao grupo DMH, na
abordagem simultanea (Figura 27). Infere-se, portanto, que os tratamentos neste modelo

ndo foram capazes de modular vias relacionadas diretamente a inflamacéo.

6.5.1.2 Pré-tratamento e Pds-tratamento

Também foi realizada a analise semi-quantitativa da expressdo dos marcadores
nos grupos tratados de maneira anterior e posterior a inducdo da carcinogénese colorretal
com DMH. Os resultados obtidos sdo apresentados Figuras 28 e 29 a seguir,
respectivamente.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos
tratados na abordagem de pré-tratamento (Figura 28), o que pode indicar um impacto dos
tratamentos diretamente nos processos de iniciacdo da carcinogénese e nas vias
relacionadas ja citadas, com base nos dados do tratamento simultaneo, porém néo
correlacionado aos efeitos quimiopreventivos observados no ensaio de FCA (Segdo 6.2).

No pos-tratamento, a expressdo de Nrf2 ndo mostrou diferenca significativa entre
0s grupos de controle negativo e positivo, ou nos grupos tratados com 2000 Ul de
Vitamina D + DMH, 107 UFC de Probiéticos + DMH e 2000 Ul de Vitamina D + 10’
UFC de Probiéticos + DMH em comparagdo ao grupo DMH (Figura 29). Isso se mostra
congruente ao papel ambivalente que esse marcador apresenta no CRC. Como explorado
anteriormente, a ativacdo da via de sinalizacdo Nrf2 protege células normais da
transformacdo tumoral através da inducdo de resposta antioxidante. Entretanto, apos a
iniciagdo da carcinogénese, tal via pode ser integrada ao metabolismo alterado de células
tumorais e hiperativada, uma vez que representa vantagem na sobrevivéncia ao estresse
celular provocado pelo microambiente hipdxico e de sintese proteica desregulada em que
se encontram (SADEGHI et al., 2017). Assim, estagios posteriores da carcinogénese
podem se beneficiar da ativacdo de Nrf2, de maneira que sua inibicdo nessa fase seria
mais benéfica ao objetivo quimioterapéutico. Esse efeito bioldgico pode ser observado
no grupo tratado com a combinacdo de 2000 UI de Vitamina D + 10" UFC de Probi6ticos
+ DMH, que apresenta expressao reduzida de Nrf2 em relagdo ao grupo DMH, porém

sem significancia estatistica (Figura 29).
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Figura 28 — Analise semi-quantitativa da expressdo de Nrf2, p-catenina, PCNA e COX-2 no tecido
colorretal parafinizado distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de
maneira prévia a indugdo da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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a Significativamente diferente do grupo controle negativo; ° Significativamente diferente do

grupo DMH; ¢ Significativamente diferente do grupo VitD 250 Ul +DMH; ¢ Significativamente
diferente do grupo Prob 10" UFC + DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey). CN: controle
negativo (dgua + EDTA 1mM), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D: vitamina D,
Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades
formadoras de colonia, EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.
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Figura 29 — Analise semi-quantitativa da expressdo de Nrf2, p-catenina, PCNA e COX-2 no tecido
colorretal parafinizado distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e probidticos de maneira
posterior a indugéo da carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Legenda: ? Significativamente diferente do grupo controle negativo; ° Significativamente diferente do
grupo DMH; ¢ Significativamente diferente do grupo VitD 250 Ul +DMH; ¢ Significativamente
diferente do grupo Prob 10" UFC + DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey). CN: controle
negativo (dgua + EDTA 1mM), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D: vitamina D,
Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades
formadoras de colonia, EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.

No tocante a expressao de de B-catenina, foram identificados efeitos semelhantes
ao encontrado no tratamento simultaneo, sem diferenca estatistica entre os controles

negativo e positivo (DMH), mas com reduc¢do no grupo tratado com a combinacdo de
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vitamina D e probioticos quando comparado ao grupo DMH, desta vez nas doses de 2000
Ul de Vitamina D + 107" UFC de Probiéticos + DMH (Figura 27). Porém, diferente do
observado na estratégia simultanea, o efeito de redugdo de B-catenina no pos-tratamento
se mostrou significativo também com probidticos ndo associados & vitamina D (10’ UFC
de Probioticos + DMH) e destacadamente mais pronunciado que o resultado atingido pela
combinacdo (Figura 27). Infere-se, portanto, que a atuacao das espécies probidticas sobre
a via Wnt/p-catenina possa ser responsavel por grande parte da eficicia observada dos
efeitos aqui descritos de redugdo de B-catenina, como relatado em estudos in vivo em
decorréncia da administracdo de probidticos do género Lactobacillus (ALl et al., 2019;
GHANAVATI et al., 2020).

A expressdao de PCNA na estratégia de pos-tratamento também se mostrou
semelhante ao observado no tratamento simultdneo: ndo houve diferenca estatistica entre
os controles negativo e positivo (DMH), mas foi detectada reducdo da expressdo de
PCNA nos grupos tratados com 2000 Ul de Vitamina D + DMH e com a combinagdo de
2000 Ul de Vitamina D + 107 UFC de Probidticos + DMH, quando comparados ao grupo
DMH (Figura 27). Isso indica, novamente, a inibicdo de vias de proliferacdo celular pelos
tratamentos indicados também no modelo de administracdo posterior a inducdo da
carcinogénese, de maneira correspondente a reducéo do nimero de lesbes pré-neoplasicas
observada nestes grupos através do ensaio de FCA (Se¢éo 6.2.5).

Além disso, foi observada reducdo estatisticamente significativa na expressdo de
COX2 no grupo tratado com 2000 Ul de Vitamina D + DMH em relacdo ao grupo DMH,
apesar da auséncia de diferenca estatistica entre os grupos de controle negativo e positivo
(DMH) (Figura 27). A prostaglandina-endoperdxido sintase 2, conhecida como COX2, é
uma isoforma importante da enzima chave na via de biossintese de prostaglandinas, que
catalisa a reacdo de cicloxigenase para a insercao de duas moléculas de oxigénio ao seu
substrato, &cido araquidénico, formando a prostaglandina G2, e posteriormente a reacdo
de peroxidase, para reducdo a prostaglandina H2. Esta ultima é considerada o precursor
geral de todas as prostaglandinas especificas, e por isso a COX2 encontra-se envolvida
em processos de inflamacédo e diversos mecanismos de transducéo de sinal (BROWN;
DUBOIS, 2005; GORADEL et al., 2019). A expressdao de COX2 é conhecidamente
elevada em tecidos tumorais, incluindo de CCR, comparada aqueles ndo-tumorais. Cerca
de 85% dos carcinomas e 50% dos adenocarcinomas colorretais apresentam
hiperexpressao de COX2, de maneira correlacionada a prognosticos graves (BROWN;

DUBOIS, 2005). Sua atuacdo no contexto tumoral se da tanto pela modulagdo imune,
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como a supressao de morte celular induzida por TNFa, através da inibicao de IL-10 e
aumento de 1L-12, como por outros mecanismos. Prostaglandinas podem contribuir para
o desenvolvimento tumoral estimulando a angiogénese, através da inducdo do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF, vascular endothelial growth factor) por
exemplo, ou evitando a apoptose, diretamente por meio de sua acdo anti-apoptotica ou
pela remocdo do pro-apoptotico &cido araquiddnico (FERRANDEZ; PRESCOTT;
BURT, 2003; PU et al., 2021). Dessa maneira, sua reducdo no grupo aqui destacado é
benéfica e correlacionada a reducao do numero de lesdes pré-neoplasicas identificadas no
ensaio de FCA (Secdo 6.2.5).

Jé foi demonstrada a correlacdo da suplementacdo de vitamina D e a reducédo da
expressdao de COX2 em individuos com adenoma colorretal (GIBBS et al., 2021), tal
como a deteccdo de maiores niveis de VDR e menores niveis de COX2 em pacientes nos
estagios iniciais, se comparados a estagios avancados (JOANNA et al., 2019). Estudos
sobre essa correlacdo elucidam a inibicdo da sintese e da acdo bioldgica de
prostaglandinas pré-inflamatdrias pela vitamina D através da supressdo direta da
transcricdo do gene PTGS2 para COX2, a partir da atuacdo de VDR como fator de
transcricdo, como também por meio do aumento da expressdo da enzima 15-
hidroxiprostaglandina desidrogenasse (HPGD), responsavel pela degradacdo de
prostaglandinas e portanto antagonista de COX2 (JEON; SHIN, 2018; LIU et al., 2018).

O grupo tratado com a combinagdo de 2000 Ul de Vitamina D + 10" UFC de
Probidticos + DMH na estratégia de poOs-tratamento também foi mostrou queda na
expressdo de COX2, embora ndo tenha sido identificada diferenca estatistica quanto ao
grupo DMH (Figura 26). Na literatura, probiéticos também séo correlacionados a reducéo
da expressdo ou atividade de COX2, tanto em modelos animais como in vitro. Em células
de CCR da linhagem LS174T, foi relatada a reducéo significativa na expressdo de COX2
apos exposicao a um coquetel de espécies dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus
(PARISA et al., 2020). Em animais nos quais foi induzida a carcinogénese colorretal por
DMH ou AOM, a administracdo de L. plantarum, L. rhamnosus, L. lactis, L. casel, L.
acidophilus, L. debueckii, B. lactis, entre outros, foi correlacionada a redugdo de COX2,
acompanhada de queda na infiltracdo inflamatéria (DOS REIS et al., 2017; KAEID;
SHUKLA, 2018; PARISA et al., 2020). Com base nesses dados, justifica-se o efeito
bioldgico observado semelhante ao grupo de 2000 Ul vitamina D + DMH, indicando o
potencial de atuacdo de ambos sobre os processos inflamatérios no contexto do cancer

colorretal.
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Os achados deste trabalho apontam, entdo, para efeitos quimiopreventivos
promissores tanto dos tratamentos isolados como combinados, capazes de reduzir o
processo inflamatorio, o estresse oxidativo e/ou a proliferacdo celular desencadeados
durante a iniciacdo da carcinogénese, mediante a modulacdo de genes e proteinas

envolvidas na sinalizacdo de processos alterados na carcinogénese colorretal.

6.5.2 Avaliacéo da expressdo génica

Similarmente, foi avaliada a expressdo génica de alvos correlacionados as vias
envolvidas na carcinogénese colorretal, através da abundancia relativa do RNAm dos
genes oxido nitrico sintase 2 (NOS2, conhecido como iNOS) e glutationa S-transferase
(GST). Foram selecionados 0s grupos que obtiveram efeito estatisticamente significativo
na reducdo do numero de lesGes pré-neoplésicas no ensaio de FCA nas diferentes
abordagens de tratamento (pré, pds e tratamento simultaneo), para investigacdo dos

mecanismos moleculares envolvidos.

6.5.2.1 Tratamento Simultaneo

Os resultados da analise expressao de ambos 0s genes selecionados, nos grupos
tratados de maneira simultdnea a inducdo da carcinogénese col6nica, encontram-se
apresentados na Figura 30.

Na anélise do perfil de expressdo génica de NOS2, foi observada uma diferenca
significativa entre os niveis de expressdo encontrados no grupo controle negativo quando
comparados ao grupo DMH, de maneira que o valor relativo se apresenta extremamente
elevado no grupo que recebeu apenas o indutor de carcinogénese, trazendo, inclusive, a
necessidade de utilizacdo de escala logaritmica para melhor visualizacdo dos dados
(Figura 30). Esses dados se mostram condizentes com o papel de NOS2 como a forma
induzivel da enzima, relacionada a estimulos inflamatorios e responsavel pela alta
producéo de oxido nitrico (NO) em condi¢fes agudas e cronicas, presentes na iniciacéo,
promogcé&o e progressao da carcinogénese (LIAO; YE; LIU, 2019). O NO produzido nesse
contexto, como uma espécie reativa de nitrogénio, pode induzir danos ao DNA através da
inibicdo dos processos de reparo ou da modificacdo direta da estrutura do DNA, como a

desaminacdo nitrosativa, a formagéo de nitrosaminas ou quebras de fita (DE OLIVEIRA



107

et al., 2017). Dessa forma, numerosos estudos reportam a maior expressdo ou atividade
de NOS2 em diversos tipos de cancer, incluindo o colorretal, e as associam a processos
de angiogénese e metastase, além de resisténcia imune e quimioterapéutica, indicando
prognosticos mais graves (LIAO; YE; LIU, 2019).

Com isso em vista, a diferenca estatistica significativa observada dos grupos de
tratamento (250 Ul de Vitamina D + DMH, 10" UFC de Probidticos + DMH e a
combinagcéo de 250 Ul de Vitamina D + 10’ UFC de Probidticos + DMH) em relagdo ao
grupo DMH indica um importante efeito sobre esses mecanismos da tumorigénese. Tanto
na administracdo de 250 Ul de vitamina D quanto de 107 UFC de probidticos, de forma
simultdnea a indugdo da carcinogénese por DMH, e ainda, a combinagdo de ambos, houve
reducéo expressiva da abundancia relativa do transcrito de NOS2 (Figura 30).

Figura 30 — Abundancia relativa dos transcritos que codificam para NOS2 e GST no tecido colorretal distal
de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira simultinea & inducdo da
carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina

NOS2 GST
10000 2.0+ b ab
a b
T
= 1000 o 154 L
w IS
5 X
a 100 T 1.0 a
:§ a,b |§
g 10 ab ab i & 05+

0.0- T T

I > Q> > > S R Q R o
< S & &S © ® S &
S & & > & &
& AN 5 & A N
o » S o S N
< S S K8y &
qﬂ Qﬁ Q( Q’x
3 S
o &
o’ o
R\ &

Fonte: Do autor (2022)

Legenda: ? Significativamente diferente do grupo controle negativo; ® Significativamente diferente do
grupo DMH; ¢ Significativamente diferente do grupo VitD 250 Ul +DMH; ¢ Significativamente
diferente do grupo Prob 10" UFC + DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey). CN: controle
negativo (dgua + EDTA 1mM), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D: vitamina D,
Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades
formadoras de colonia, EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.

A diminuigéo da expressdo de NOS2 decorrente da administracdo de vitamina D
é reportada na literatura em modelos animais de carcinogénese quimicamente induzida
(EL-SHEMI et al., 2016; REFAAT et al., 2015), de maneira semelhante ao observado
neste trabalho. Probidticos das espécies L. acidophilus (DAVOODVANDI et al., 2021;
TORRES-MARAVILLA et al., 2021) e L. gasseri (OH et al., 2020) sdo igualmente
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associados ao efeito de reducédo da expressdo de NOS2, enquanto o tratamento combinado
de vitamina D e probioticos ndo apresenta pardmetros na literatura comparaveis aos
investigados neste trabalho. Nesse aspecto, os dados de expresséo génica aqui obtidos se
correlacionam a reducdo do namero de lesbes pré-neoplasicas identificada no ensaio de
FCA em tais grupos, uma vez que a inibi¢éo especifica das isoformas de NOS € reportada
na literatura como responsavel pela inibicéo de crescimento tumoral em modelos animais
(JANAKIRAM; RAO, 2012).

Interessantemente, diferencas nos niveis de expressdo de NOS2 sdo geralmente
acompanhadas pela expressdo de COX2 na literatura (REFAAT et al., 2015; TORRES-
MARAVILLA et al., 2021). Essa associacdo também foi identificada neste trabalho, com
a reducdo da expressdo relativa de COX2 detectada nos grupos tratados através do ensaio
imunohistoquimico (Figuras 27, 28 e 29), ainda que ndo tenha representado efeito
estatisticamente significativo. Isso se explica pela interacdo entre a sinalizacdo promovida
por NOS2 e a via de COX2, na qual o NO produzido por NOS2 promove aumento na
transcricdo do gene PTGS2 para COX2, como demonstrado em células HCT116 e HCA7
de adenocarcinoma colorretal (SHENG et al., 2020). Ainda, o0 NO ¢ capaz de nitrosilar a
enzima COX2, o que promove um aumento de sua atividade catalitica (ALEXANIAN;
SOROKIN, 2017), tornando ambos componentes importantes e interligados na
inflamacéo e na tumorigénese colorretal. Portanto, a redugédo da expresséo de NOS2 nos
grupos tratados com Vitamina D + DMH possivelmente estara levando a reducdo da
expressao de COX2 e de seus efeitos pro-inflamatérios.

Foi também observada diferenca na expressao relativa de GST entre os grupos CN
e DMH, com a reducdo de sua expressao neste ultimo (Figura 28), o que se correlaciona
com o papel de GST na protecdo a desafios oxidantes. Com a transcri¢cdo regulada por
Nrf2, as enzimas da familia GST séo responsaveis por detoxificar uma ampla gama de
substancias prejudiciais, como ROS, juntamente com a enzima NAD(P)H quinona
desidrogenase 1 (NQOL) e outras. As enzimas GST utilizam a glutationa para inativar
ROS, gerando glutationa oxidada, que é reduzida novamente a glutationa pela glutationa-
dissulfeto redutase (GSR) (TONELLI; CHIO; TUVESON, 2018). Devido ao seu papel
na regulagéo do status oxidativo, principalmente nos diferentes contextos nutricionais que
apresentam variados riscos para a carcinogénese colorretal, o polimorfismo do gene GST
e sua consequente perda de atividade enzimatica sdo correlacionados a maior risco de
CCR em diferentes populag¢des (KLUSEK; GLUSZEK; KLUSEK, 2014).
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Dessa maneira, 0 aumento na expressao de GST observado em todos os grupos
tratados, com diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo DMH (Figura
30), indica o efeito protetor induzido tanto pela vitamina D como pelos probidticos, de
maneira isolada (Vitamina D 250 Ul + DMH e Probidticos 10’ UFC + DMH) ou
combinada entre si (Vitamina D 250 Ul + Probiéticos 10’ UFC + DMH), contra o estresse
oxidativo. Estudo em modelo de inducéo carcinogénica por DMH também reportou uma
elevacdo na expressdo e na atividade de GST, acompanhado de outras enzimas
relacionadas, decorrente de tratamento com L. plantarum e L. rhamnosus (WALIA et al.,
2018). Dados acerca da influéncia de tratamento ou suplementacéo com vitamina D sobre
a expressao de GST ndo estdo disponiveis no contexto colorretal, porém é reportada em
estudos acerca do envelhecimento (MARK et al., 2016) e neurotoxicidade (ALJOHRI;
ALOKAIL; HAQ, 2019). Portanto, a relacdo da vitamina D com as vias de inducdo de
AREs, explorada na secdo anterior, faz jus a maiores investigacdes, embasadas nos

achados aqui relatados.

6.5.2.2 Pré-Tratamento e Pds-tratamento

Os resultados do perfil de expressdo génica para NOS2 e GST nos grupos tratados
de maneira anterior e posterior a inducéo de carcinogénese com DMH sdo apresentados
nas Figuras 31 e 32. O efeito bioldgico sobre a expressdo de GST foi semelhante nas
estratégias de pré (Figura 31) e pos-tratamento (Figura 32) ao observado no esquema
simultaneo (Figura 30), com aumento na expressao de GST em todos 0s grupos tratados
em comparagdo ao grupo DMH, indicando a mesma dinamica do efeito protetor
antioxidante oferecido pelos tratamentos nas trés abordagens.

No entanto, os efeitos sobre a expressdo de NOS2 mostraram-se em geral inversos
ao observado no tratamento simultaneo. No pré-tratamento, € possivel notar um aumento
estatisticamente significativo na abundancia relativa do RNAmM de NOS2 nos grupos
tratados com 250 Ul de vitamina D + DMH e 10’ UFC de probidticos + DMH (Figura
31), refletindo uma atuagdo ambivalente dessa enzima sobre 0s processos carcinogénicos.

A depender do tipo de tumor, da faixa de concentracdo e da constancia do influxo
de NO gerado por NOS2, tanto em células tumorais quanto em células do microambiente
tumoral, seus efeitos podem ser pro-tumorais, como discutido anteriormente, tornando
sua reducdo de interesse para a inibi¢do de processos de invasdo e metéstase, ou podem
ser antitumorais (VANINI; KASHFI; NATH, 2015). Por exemplo, a hiperexpresséo de
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NOS2 em células HT-29 de céncer colorretal leva a um aumento de sua sensibilidade a
morte celular induzida por cisplatina (ADAMS et al., 2009), e altas concentra¢des de NO
foram correlacionadas a inibi¢do da proliferacdo celular, inducéo de apoptose e estimulo
de vias de sinalizacdo relacionadas ao dano de DNA, levando a fosforilagdo de p53, em
linhagens de cancer de mama e osteossarcoma (YAKOVLEV et al.,, 2010). Dessa
maneira, ainda se mantém o duplo papel do NO observado em diferentes contextos,
particularmente no trato gastrointestinal, onde por um lado é mediador das funcdes de
defesa e reparo da mucosa intestinal, e por outro contribui para lesGes teciduais em
variadas doencas e condi¢bes (MUSCARA; WALLACE, 1999). Esses fendmenos entdo,
explicariam o aumento observado na expressdo de NOS2 na estratégia de pré-tratamento
(Figura 31), interessante para a manutencgéo da integridade da mucosa intestinal, enquanto
0 mesmo marcador se mostrou reduzido nas estratégias de tratamento simultaneo e pos-
tratamento (Figuras 30 e 32), nos quais a queda na atividade de NOS2 representaria

melhores prognosticos.

Figura 31 — Abundancia relativa dos transcritos que codificam para iINOS e GST no tecido colorretal distal
de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira prévia a indugio da
carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: 2 Significativamente diferente do grupo controle negativo; ° Significativamente diferente do
grupo DMH; ¢ Significativamente diferente do grupo VitD 250 Ul +DMH; ¢ Significativamente
diferente do grupo Prob 10" UFC + DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey). CN: controle
negativo (dgua + EDTA 1mM), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D: vitamina D,
Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades
formadoras de colonia, EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.
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Figura 32 — Abundancia relativa dos transcritos que codificam para iINOS e GST no tecido colorretal distal
de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira posterior a indugdo da
carcinogénese com 1,2-dimetilhidrazina
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Fonte: Do autor (2022)

Legenda: ? Significativamente diferente do grupo controle negativo; ° Significativamente diferente do
grupo DMH; ¢ Significativamente diferente do grupo VitD 250 Ul +DMH; ¢ Significativamente
diferente do grupo Prob 10" UFC + DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey). CN: controle
negativo (dgua + EDTA 1mM), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D: vitamina D,
Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades
formadoras de colonia, EDTA: Acido etilenodiaminotetracético.

No pos-tratamento, os grupos tratados com 2000 Ul de Vitamina D + DMH e com
a combinac&o de 2000 Ul de Vitamina D + 10’ UFC de Probidticos + DMH mostraram
niveis de expressdo de NOS2 semelhantes ao do grupo DMH, ao passo que 0 grupo
tratado com 107 UFC de Probidticos + DMH demonstrou uma queda nesse parametro
equivalente ao observado no tratamento simultneo, também de maneira significativa
(Figura 32). Visto que muitos estudos trazem resultados aparentemente paradoxais ou
contraditérios, a investigacdo do papel de NOS2 na carcinogénese ainda requer
esclarecimentos. Para além disso, a relacdo da suplementacdo de vitamina D e/ou
probidticos no contexto do cancer colorretal e seu impacto sobre a expressdo de NOS2 ¢
digna de profunda exploragéo, tendo em vista os resultados expressivos obtidos neste

trabalho e os potenciais efeitos quimiopreventivos e quimioterapéuticos subsequentes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no sistema teste in vitro corroboram a possivel aplicacédo da
vitamina D na quimioterapéutica do cancer colorretal, por indicarem seu efeito citotoxico
acompanhado de notavel efeito seletivo. J& os probioticos L. gasseri e B. bifidum,
utilizados de maneira isolada ou combinada, néo indicam ser promissores dada a auséncia
de seletividade sobre células tumorais. Néo obstante, o efeito de reducdo da dose efetiva
dos quimioterapicos doxorrubicina, 5-fluorouracil e cisplatina sobre adenocarcinoma
colorretal e de elevacao da dose citotoxica em queratindcitos normais de pele, decorrente
do efeito sinérgico de sua associa¢do ao tratamento com vitamina D, pode representar
potencial de aplicacdo clinica, uma vez que permitiu a manutencdo da eficacia
quimioterapica com consequente reducdo da dose utilizada, o que pode estar
eventualmente associado a menores efeitos adversos.

No sistema teste in vivo, a andlise da microbiota fecal proveniente dos grupos
tratados demonstra a capacidade de modulacdo da microbiota intestinal pelos probidticos
e também pela vitamina D, além de sua associa¢do com padrdes benéficos no contexto da
anticarcinogenicidade. As observacdes provenientes da andlise histopatoldgica do célon
de ratos Wistar indicam o efeito protetor tanto da vitamina D como do mix de probi6ticos
na carcinogénese colorretal, e sugerem também seu potencial quimiopreventivo. Em
conjunto com a ratificacdo da seguranca hepatica dos tratamentos e do impacto benéfico
em contraste a carcinogénese, seu efeito estatisticamente significativo em baixas doses
permite sua exploracdo em estratégias de longo prazo.

A investigacdo de alvos moleculares através dos ensaios de RT-PCR e
imunohistoquimica trouxe informac6es acerca dos mecanismos de acdo da modulacéo
observada. Os resultados obtidos permitem inferir a atuacdo de probidticos e vitamina D,
em combinacdo ou isolados, sobre vias importantes para a carcinogénese em suas
diferentes etapas, como a via de resposta a estresse oxidativo envolvendo a sinalizagédo
de Nrf2 e atividade de GST, via de regulacdo inflamatdria a partir da atividade de COX2
e INOS, e ainda vias de proliferacdo e modulacdo transcricional como a via Wnt/p-

catenina e o papel central de PCNA na replicacdo e progresséo do ciclo celular.
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Tabela 12 — Meédias de FCA e CA observadas no célon distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira simultinea a indugdo de carcinogénese.

Nimero de FCA com

Grupos de tratamento Namero de Nimero de CA/FCA
1 cripta 2 criptas 3 criptas 4 criptas 5 criptas FCA CA

DMH 22,50+15,67 10,17+3,66 4,00+2,10 2,00+1,90 0,17+0,41  38,83+12,62 63,67+6,15 1,78+0,58
Vit D 500 Ul + DMH 23,40£8,18 7,20+4,55 2,00+1,00 0,60+0,50 0,40+1,00 42,00+20,33  54,83+11,74 1,45+0,35
Vit D 1000 Ul + DMH 19,20+17,78 9,40+1,50 4,40+4,43 1,20x1,00 0,40+0,58  43,25%+25,24 75,80+23,4  1,74+0,40
Vit D 2000 Ul + DMH 20,67+6,74 4,55+9,40 1,00+4,4 0,50+1,20 1,00+0,40 29,50+6,32 43,17+10,83 1,47+0,27
Prob 10n7 UFC + DMH 15,50+4,59 4,33+2,66 2,50+£1,97 1,00£1,26 0,17+0,41 23,50+3,39 36,50+8,62  1,56+0,37
Prob 10"8 UFC + DMH 24,80+£7,39 19,20+2,94 4,20+2,22 2,00£2,52 0,20+0,50 63,00+30,84 106,00+28,67 1,67+0,09
Prob 10"9 UFC + DMH 12,20+2,87 8,60+3,30 2,60+2,99 0,40+0,58 0,40+0,58  30,25+14,02 50,60+10,99 1,67%0,20
Sggbfginqu +10%8 19,40+4,19 11,404556 4,60+0,96  0,40+0,58 0+0 44,7521 ,42 72,40+£14,12  1,60+0,72
Comp1000UI 107 3920012,37 12604640 360+311 0205050 010  6075:3208  79,40+3050 142:0,11
Fonte: Do autor (2022)

Legenda: FCA: focos de criptas aberrantes, CA: criptas aberrantes, Vit D: vitamina D, Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum, Comb: combinagdo de vitamina D
com mix de probiodticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades formadoras de colénia. DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c).
Um total de 50 campos consecutivos foram analisados por animal. Os valores sdo médiatdesvio padrdo. *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado
ao grupo DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey).
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Tabela 13— Médias de FCA e CA observadas no célon distal de ratos Wistar tratados com vitamina D ou
probidticos e respectivos grupos controle.

Nimero de FCA com

Grupos de Total de | Total | CA/
tratamento 1 2 3 4 g FCA |deCA | FCA
cripta | criptas | criptas | criptas | criptas
Controle 040 00 0x0 0+0  0+0 040  0+0 00
negatlvo
Controle 040 0+0 0+0 0+0 0+0  0+0  0+0  0+0
solvente
VitD2000UI 00 040 0+0 0+0 040  0+0  0+0 00
Prob10’UFC 00 0+0 0+0 040 0+0 00  0+0 00

Fonte: Do autor (2022)
Legenda: Controle negativo: dgua + EDTA 1mM, Controle solvente: 6leo vegetal 10%), Vit D: vitamina D
(2000 UI), Prob: mix de probidticos L. gasseri + B. bifidum (107 UFC), EDTA: Acido
etilenodiaminotetracético, Ul: unidades internacionais. UFC: unidades formadoras de colonia. Os
valores sdo médiat+desvio padrao.
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Tabela 14 — Médias de FCA e CA observadas no colon distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira simultinea a indugdo de carcinogénese.

Numero de FCA com Numero de .
Grupos de tratamento : : - - - ECA Nlmero de CA | CA/FCA
1 cripta 2 criptas 3 criptas 4 criptas 5 criptas

DMH 22,50£15,67 10,17£3,66 4,00£2,10 2,00£1,90 0,17+0,41  38,83+12,62 63,6716,15 1,78+0,58
Solvente + DMH 12,50£3,50 12,17+2,42 4,33+1,17 1,00+0,98 0,67+0,52 30,67+4,72 57,17£9,95 1,86+0,19
Vit D 250 Ul + DMH 11,83+5,78 5,67+2,66 2,33£1,86 0,67%0,82 0+0 20,50£4,18 *** 32,8315,64 **** 1 ,62+0,24
Vit D 2000 Ul + DMH 20,67+6,74 5,33+1,37 2,33x1,97 1,00£155 0,17+0,41 29,50£6,32 43,17+10,8 **  1,47+0,27
Prob 10° UFC + DMH 15,50£6,09 9,67+2,16 6,17+2,71  2,00+0,89  0,17+0,41 33,50+4,68 62,17£9,2 1,86+0,21
Prob 10" UFC + DMH 15,50+4,59 4,33+2,66 2,50£1,97 1,00£1,26 0,17+0,41 23,50+£3,39 ** 36,50+8,62 **** 1 56+0,37
Comb 250 Ul + 107
UEC + DMH 8,17+3,43 10,00+4,60 3,67+1,75 1,50+1,22 00 38,83+£12,62 63,6716,15 1,78+0,58
Comb 2000 Ul + 107
UEC + DMH 10,33t4,5 9,33+1,86 5,17+1,33  1,00+1,1 00 23,33£5,2**  4517+10,5**  1,9440,16
Fonte: Do autor (2022)

Legenda: FCA: focos de criptas aberrantes, CA: criptas aberrantes, Solvente: 6leo vegetal 10%, Vit D: vitamina D, Prob: mix de probidticos L. gasseri + B. bifidum, Comb:
combinagdo de vitamina D com mix de probidticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC: unidades formadoras de colonia. DMH: 1,2-
Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c). Um total de 50 campos consecutivos foram analisados por animal. Os valores sdo médiatdesvio padrdo. *p<0,05; *p<0,01;
***n<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey).
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Tabela 15—~ Médias de FCA e CA observadas no colon distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira prévia a indugéo de carcinogénese.

NuUmero de FCA com

Grupos de tratamento Ndmero de Numero de CA | CA/FCA
1 cripta 2 criptas 3 criptas 4 criptas 5 criptas FCA

DMH 22,50+15,67 10,17+3,66 4,00+2,10 2,00£1,90 0,17+0,41  38,83+12,62 63,67+6,15 1,78+0,58
Solvente + DMH 8,83+5,04 10,83+2,79 6,50+1,76  1,83+1,33 0+0 28,00£2,83 57,33 £5,32 2,06+0,23
Vit D 250 Ul + DMH 9,67£3,78 8,50+2,74 4,17+194  1,83%£1,33 0+0 24,17+4,54 ** 46,50+9,73 * 1,93+0,27
Vit D 2000 Ul + DMH 9,67+3,14 9,50+2,26 6,83+2,99  2,33%1,03 0+0 28,3314,08 58,50+7,37 2,07+0,12
Prob 10° UFC + DMH 17,17£5,42 11,17£458 4,17£2,23  1,33+1,03 0+0 33,83+6,11 57,33+8,36 1,72+0,25
Prob 10’ UFC + DMH 8,83+2,71  9,33+3,39 4,67+197 1,17+0,98 0,17+0,41 24,17+6,34**  47,00+13,01*  1,94+0,22
Comb 250 Ul + 107 7,00£3,79  8,17+3,13 2,33+1,86  1,50+1,05 0+0 19,0043,22 **  36,33+2,58 *** 1 96+0,35

UFC + DMH

Fonte: Do autor (2022)

Legenda: FCA: focos de criptas aberrantes, CA: criptas aberrantes, Solvente: 6leo vegetal 10%, Vit D: vitamina D, Prob: mix de probidticos L. gasseri + B. bifidum. Ul:
unidades internacionais. UFC: unidades formadoras de colonia. DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c). Um total de 50 campos consecutivos foram analisados
por animal. Os valores sdo médiatdesvio padrio. *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey).
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Tabela 16 — Médias de FCA e CA observadas no colon distal de ratos Wistar tratados com vitamina D e/ou probidticos de maneira posterior a indugéo de carcinogénese.

Ndmero de FCA com

Grupos de tratamento : : - - - Nu?gg\) de Ndmero de CA | CA/FCA
1 cripta 2 criptas 3 criptas 4 criptas 5 criptas
DMH 22,50£15,67 10,17+#3,66 4,00+2,10 2,00£1,90 0,17+0,41  38,83+12,62 63,67+6,15 1,78+0,58
Solvente + DMH 14,67+£3,93 11,50+2,88 4,50+1,52 1,33+1,86 0+0 32,00£5,33 56,50+11,27 1,76+0,14
Vit D 250 Ul + DMH 18,83+9,30 10,17#5,23 4,33+1,21 150+1,05 0,17+x0,41  35,00+6,54 59,00+9,08 1,71+0,25
Vit D 2000 Ul + DMH  13,50+5,79 7,17#4,26 2,00+0,89 1,67#1,03 0,33#0,82 24,67+6,09*  42,17+#10,7 **  1,73+0,33
Prob 10° UFC + DMH 7,67£3,83 9,17£3,19 7,67+2,42  2,50+1,05 0+0 27,00£3,90 59,00+6,32 2,20£0,19
Prob 10" UFC + DMH 16,20+6,72  6,40+5,13 3,20+2,28  0,40+0,89 0+0 26,20£7,22 40,20+13,12 **  1,54+0,28
7
Comb 2000 UT + 10 8674423 6176232 417+147 1,33+103 040  2033:2,80 *** 38,83%6,18 ***  192+0,28
UFC + DMH
Fonte: Do autor (2022)

Legenda: FCA: focos de criptas aberrantes, CA: criptas aberrantes, Solvente: 6leo vegetal 10%, Vit D: vitamina D, Prob: mix de probidticos L. gasseri + B. bifidum. Ul:
unidades internacionais. UFC: unidades formadoras de colénia. DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c). Um total de 50 campos consecutivos foram analisados
por animal. Os valores sdo média+desvio padrdo. *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001 comparado ao grupo DMH (ANOVA one-way e teste de Tukey).
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APENDICE F — Resultados do ensaio bioquimico

Tabela 17 — Parametros bioquimicos determinados no soro de ratos Wistar tratados com vitamina D ou
probidticos de maneira simultanea a indugdo de carcinogénese.

Creatinina Ureia
Grupos de tratamento | ALT (U/L) AST (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
CN 29,00+17,35 138,33+51,42  0,61+0,07 40,67+11,93
DMH 20,67+8,96 212,00+208,15 14,46+16,62 18,83+20,99

Vit D 250 Ul + DMH 37,40+6,62  65,67+13,82 0,65+0,03  36,17+1,94
Vit D 2000 Ul + DMH  39,00+4,97  70,75+21,82 0,58+0,04  30,00+4,08

Prob 10" UFC + DMH 29,00+0 79,00+9,9 0,56+0,02  25,50%2,12

Fonte: Do autor (2022)

Legenda: CN: controle negativo (dgua + EDTA 1mM), DMH: 1,2-Dimetilhidrazina (40 mg/kg p.c), Vit D:
vitamina D, Prob: mix de probioticos L. gasseri + B. bifidum. Ul: unidades internacionais. UFC:
unidades formadoras de colonia, EDTA: Acido etilenodiaminotetracético, ALT: alanina
aminotransferase, AST aspartato aminotransferase. Os valores sdo médiatdesvio padrio.
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