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Resumo

A obesidade é uma doenca metabdlica crénica definida pelo excesso de gordura e hipertrofia do
tecido adiposo, associada a elevados riscos a saude. Atualmente, é considerada um dos
problemas de satide publica mais prevalentes, com altas taxas de mortalidade. Estudos recentes
indicam que mais de 40% dos pacientes com cancer gastrointestinal estao acima do peso, sendo
aobesidade o principal fator de risco extrinseco para o cancro colorretal (CCR). A metainflamacao
sustentada pelo tecido adiposo fornece lipidios circulantes, espécies reativas de oxigénio e
metabolitos pré-inflamatdrios cruciais no desenvolvimento e agressividade tumoral. Da mesma
forma, ha uma forte associacao entre doencas metabdlicas e a microbiota intestinal, que pode
atuar como fator de predilecao ou protecao para o CCR. Mudancas positivas na microbiota
intestinal com o uso de probidticos podem induzir uma resposta protetora. Assim, o objetivo
deste estudo é investigar o efeito de um probidtico de uso terapéutico e sua atividade antitumoral
em células tumorais intestinais expostas a condicoes de adiposidade. Metodologia: Inicialmente,
foram produzidos dois tipos de secretomas: 1) sobrenadante obtido da cultura de um cocktail de
bactérias probidticas e 2) secretoma de diferenciacao da linha celular 3T3-L1, pré-adipdcitos de
ratinho. Para otimizar a diferenciacao, 10 u M de Pioglitazona foram usados num dos ramos da
diferenciacao de pré-adipdcitos. Sequidamente, a este secretoma de adiposidade foi ainda
adicionado 0%, 10% e 50% de secretoma de macrofagos, obtido da cultura da linha celular RAW
de ratinhos, com o objetivo de estudar diferentes graus de inflamacao. Estas 6 condicdes de
adiposidade e inflamacao foram usadas para realizar ensaios in vitro de viabilidade celular,
migracao e testes antioxidantes na linha celular Caco2, adenocarcinoma de c6lon, usando esses
secretomas. Os ensaios foram realizados em triplicado com IC de 95%. Resultados: Os
resultados mostraram que os dois secretomas aumentaram a viabilidade na linha tumoral Cacoz2,
sem identificacao de efeito benéfico na protecao antitumoral neste modelo de doenca. No
entanto, o probidtico antes da suplementacao do secretoma previu um potencial efeito agressor
na migracao celular, especialmente em contextos que melhor mimetizam a obesidade (***p
<0.0001). Além disso, foi observado um efeito de protecao antioxidante nalinha tumoral de cdlon,
especialmente em duas condicées a) que mimetizam o tecido adiposo "normal” (*p <0.05) e b)
adiposidade com inflamacao (*p <0.05). Discussao: O uso de probidticos promove alteracoes
fisicoquimicas na microbiota intestinal, seja pelo aumento na producao de dcidos gordos de
cadeia curta (AGCC) ou por componentes antitumorais e antitumorais aumentados, influenciando
positivamente a modulacao imunoldgica. A suplementacao de probidticos ativa as defesas
antioxidantes e estd associada ao tumor de cdlon, pois a dishiose da microbiota promove a
estimulacao de inflamacao cronica pelaproducao acentuadade ERO, que induzem danos ao DNA,
ativacao de oncogenes e inativacao de genes supressores de tumor. Por fim, a Pioglitazona,
apesar de ser um medicamento antidiabético que reduz a resisténcia a insulina, esta associada a
uma reducao modesta de 9% no risco de desenvolver CCR em pacientes com Diabetes Mellitus
tipo 2 (DM2) com esse tratamento. Conclusao: Este trabalho piloto traz a luz alguns resultados
que podem explicar por que é que a modulagao da microbiota intestinal usando probidticos é uma
estratégia alternativa para promover melhorias na condicao e estadio do tumor de célon. Estudos
adicionais sao necessadrios para esclarecer o papel da Pioglitazona nesse tipo de tumor e dos
metabhdlitos da obesidade que sao atenuados com o uso de probidticos.

Palavras-chave: Cancro colorretal: Microbiota intestinal, Probidticos, Obesidade



Abstract

Obesity is a chronic metabolic disease defined by excess fat and hypertrophy of adipose tissue and
is associated with high health risks. Currently, obesity is considered one of the most prevalent public
health problems and with high mortality rates. Authors suggest that obesity is an "acquired"
disease with complex etiological factors. Recent studies have shown that more than 40% of
patients with gastrointestinal cancer are overweight and that obesity is the main extrinsic risk
factor for colorectal cancer (CRC). Therefore, the metainflammation sustained by adipose tissue
provides circulating lipids, reactive oxygen species and pro-inflammatory metabolites crucial in
tumor development and aggressiveness. Similarly, there is a strong association between metabolic
diseases and the intestinal microbiota, which may function as a factor of predilection or protection
for CRC. Positive changes in the intestinal microbiota with the use of probiotics can produce a
protective response against Thus, the objective of this study is to investigate the effect of a
probiotic for therapeutic use and its antitumor activity in intestinal tumor cells exposed to adiposity
conditions. Methodology: Initially two types of secretomes were produced: 1) supernatant from a
cocktail of probiotic bacteria, and 2) secretome of differentiation of cell line 3T3-L1, pre-adipocytes
of mice. To optimize the differentiation, 10 pM of Pioglitazone were used in one of the branches of
the differentiation of pre-adipocytes. To this secretome was then add 0%, 10%, and 50% of
macrophage secretome, obtained from the culture of the RAW mouse cell line, aiming to study
different degrees of inflammation. These six conditions of adiposity and inflammation were used
to conduct in vitro assays Then, in vitro assays of cell viability, migration and antioxidant tests were
performed on Caco2 cell line, colon adenocarcinoma, using these extracts. The assays were
performed in triplicate with 95% Cl. Results: The results showed that the two extracts increased
viability in the tumor line Caco2, without identification of beneficial effect in the anti-tumor
protection in this disease model. However, the probiotic prior to secretome supplementation
predicted a potential aggressor effect of cell migration, especially in contexts that better mimic
obesity (***p <0.0001). In addition, an antioxidant protection effect was observed in colon tumor,
especially under two conditions a) that mimic "normal” adipose tissue (*p <0.05) and b) adiposity
with inflammation (*p <0.05). Discussion: The use of probiotics promotes physicochemical
changes in the intestinal microbiota, either by increased production of short chain fatty acids (SCFA)
or increased antitumor and antimutagenic components, which positively influence immune
modulation. Probiotic supplementation activates antioxidant defenses and is one of the factors
associated with colon tumor, because microbiota dyshiosis promotes stimulation of chronic
inflammation by the marked production of ROS that induce damage to DNA, activation of
oncogenes and inactivation of tumor suppressor genes. Finally, the Pioglitazone, despite being an
antidiabetic drug that reduces insulin resistance, is associated with a modest reduction of 9% in the
risk of developing CRC in patients with Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) with this treatment.
Conclusion: This pilot work brings to light some findings that may answer why the modulation of
the intestinal microbiota using probiotics is an alternative strategy to lead to improvements in the
condition and stage of the colon tumor. Additional studies are needed to clarify the role of
Pioglitazone in this type of tumor and the metabolites of obesity that are attenuated using
probiotics.

Keywords: colorectal cancer; gut microbiome; probiotics; obesity
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1. Introducao

A obesidade é uma doenca metabdlica cronica definida pelo excesso de gordura e hipertrofia do
tecido adiposo e estd associada a elevados riscos de satde (1). Na atualidade é considerada um
dos mais prevalentes problemas de sadde publica e com taxas de mortalidade a disparar (2).
Segundo a OMS a obesidade é uma epidemia global e,em 2016, cerca de 650 milhdes de adultos
(13% da populacao mundial) apresentavam estado de obesidade e 1,9 bilhdo tinha sobrepeso (1).
Autores sugerem que a obesidade é uma doenca “adquirida” com fatores etiolédgicos complexos
que derivam da interacao entre condicionantes genéticos, epigenéticos, hormonais, ambientais,
socioeconémicos, psicoldgicos e estilo de vida (dieta e sedentarismo, principalmente) (3,
4). Estudos recentes demonstraram que mais de 40% dos pacientes com cancro
gastrointestinal estao acima do peso e que a obesidade € o principal fator de risco extrinseco para
cancro colorrectal (5, 6).

Além da obesidade, acomunicacao bilateral entre doencas metabdlicas e o microbiomaintestinal
tém aumentado o interesse na investigacao sobre o papel protetor ou indutor da microbiota do
hospedeiro ter correlacao com diversos tipos de cancro, além disso, a composicao de microbiota

intestinal pode trazer beneficios profildticos em pacientes que estao em tratamento (7).

1.1. Biomarcadores e diagnostico da obesidade
Em termos bioquimicos, a obesidade desenvolve-se a partir de alteracées no tecido adiposo (TA),
que é um drgao enddcrino capaz de armazenar energia em forma de triglicerideos para

manutencao da homeostase energética local e sistémica (Figura 1).
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Figura 1: Componentes do tecido adiposo: Os adipdcitos sdo os principais componentes do tecido adiposo, sao células
capazes de armazenar energia e modular a atividade enddcrina desse drgao. Além dos adipdcitos, outras células
presentes no TA sdo: células precursoras (incluindo pré-adipdcitos), fibroblastos, células vasculares e células
imunes, que juntas constituem a fracao vascular estromal do tecido adiposo. Esta fracao estromal compreende
componentes responsaveis pela sustentacao e suprimento energético, nutricional e de origénio fundamentais para
que os componentes produzidos pelo TA sejam distribuidos, as adipocinas. As adipocinas sdo hormonas ou fatores
de crescimentos com fungdes de agir no organismo sistematicamente. As células vasculares também secretam e
sao responsivas a proteinas secretadas pelo tecido adiposo. Além das células vasculares. outros componentes
ativos do tecido adiposo incluem macrdfagos e células T residentes, que tém papéis importantes na determinacao
do estado imunoldgico do tecido adiposo. O arranjo da estrutura do TA que ndo sao os adipdcitos é chamado entao
de matriz extracelular e deriva de fibroblastos que funciona para fornecer suporte mecanico, e o excesso de matriz
pode levar a disfuncao do tecido adiposo. Fatores que sao secretados por esses diferentes componentes celulares
sdo criticos para a manutencao da homeostase no tecido adiposo e em todo o corpo. (Adaptado de OUCHI, 2011) (7)

Individuos adultos magros e sauddveis nao possuem grandes quantidades de gordura visceral,
residindo a maior parte do TA em locais subcutaneos onde desempenha funcao
termorreguladora e onde os triglicerideos podem ser facilmente mobilizados a partir da flutuacao
de necessidade (4). Contudo, em individuos obesos, o TA passa pelo excesso da capacidade de
armazenamento energético além de zonas subcutaneas e, consequentemente desenvolve-se 0
guadro de hiperplasia (aumento do nimero de adipdcitos) e hipertrofia (aumento do tamanho dos
adipdcitos) como forma de compensacao, passando a ser depositados noutras zonas do corpo,

como na regiao visceral (4). A expansao da massa do TA passa por uma remodelacao tecidual



caracterizada pela sobreproducao da matriz extracelular, aumento na infiltracao de células

imunes e uma elevada resposta pré-inflamatdria, conforme apresentado na Figura 2 (9).
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Figura 2: Implicacées do remodelamento do tecido adiposo: A hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo podem
resultar ainda em apoptose de adipdcitos, regulacées quimiotdticas e hipdxia de dcidos gordos livres. Esses
mecanismos acontecem para promover a migracao aumentada de macrdéfagos para o tecido adiposo. Além disso, as
secreg6es de diferentes adipocitocinas, produzidas pelos adipdcitos e macréfagos infiltrados sao aumentados,
enquanto os produtos secretores anti-inflamatdrio sao regulados negativamente. Com isso, desenvolve-se um
ambiente pré-inflamatdrio de baixo grau, que surge do tecido adiposo, aumentado e remodelado em individuos
obesos. (Adaptado de Hornung, 2021) (9)

A sobrecarga e remodelacao tecidual aumenta risco de deposicao de TA em zonas ectdpicas
(depdsitos viscerais, hepatico, musculo-esquelético e em células beta-pancredticas),
aumentando problemas em drgdos sistémicos. Isso ocorre porque a gordura visceral é
metabolicamente ativa e esta constantemente a libertar dcidos gordos livres (AGL) na circulacao
portal (10, 4). Além de AGL, mais de 20 hormonas e adipocinas sao libertadas pelo TA, a exemplo
do estrogénio, insulina, fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), leptina,
adiponectina, apelina, visfatina, resistina, chemerin, omentina, nesfatina, vaspina, citocinas

inflamatdrias (por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) quimiocina (motivo C-C)



ligante 2 (CCL2), plasminogénio ativador inibidor-1 (PAI-1), e as familias interleucinas (por
exemplo, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-27 e IL-31) (6). A elevada libertacdo de AGL e citocinas
inflamatdrias pelo TA sao caracteristicas cldssicas para categorizar a obesidade como doenca,
pois contribui para varios parametros de sindrome metabdlica, inflamacao sistémica, dislipidemia
e aterosclerose (11, 4).

A obesidade estd associada a resisténcia insulinica (Rl) e com o risco aumentado para
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DMTZ2), hipertensao arterial sistémica,
hipercolesterolemia, sindrome metabdlica, apneia, distirbios musculoesqueléticos, cancro e
fertilidade prejudicada (12, 3). A Rl é o mecanismo primario derivado do tecido adiposo branco
(TAB) remodelado e depositado na regido visceral, que é acompanhada pela secrecdo de insulina
prejudicada (4). Em pacientes com DMT2 instalada, o farmaco antidiabético Pioglitazona (Pio) é
um dos aprovados e utilizados por ser uma droga insulino-sensibilizante envolvida na mediagao
do receptor nuclear peroxissoma proliferator-activated receptor gamma (PPARYy), um regulador
de transcricional da diferenciacao adipocitdria e armazenamento de lipidos, abundantemente
presentes no tecido adiposo (13). Paradoxalmente, a consequéncia do tratamento com Pio pode
resultar em ganho de peso pela formacao de novos adipdcitos (hiperplasia), apesar de promover
melhora do perfil lipidico (dislipidemia), sensibilidade insulinica e controlo glicémico (13).

Em adultos, o diagnéstico de obesidade é feito pelo indice de Massa Corporal (IMC), (calculado
pelo quociente entre o peso corporal em quilogramas (kg) e o quadrado da altura, em metros
guadrados (m?)), onde sao considerados pontos de corte ( Tabela1). Quando o valor de IMC é igual
ou superior a 30kg/m? é entao diagnosticada a obesidade. Dentro da obesidade existem trés
graus estabelecidos a partir desse indice, que varia entre grau | ao grau Ill. Além destes, existe 0

grau mais recentemente categorizado como superobesidade (IMC >50kg/m?) (14).

Tabela 1: Classificacao de obesidade por IMC em adultos

CLASSIFICACAO IMC (kg/ m?  RISCO DE CO-MORBIDADES

Baixo peso <18.5 Baixo (mas levemente aumentado para outros
problemas clinicos)

Peso normal 185-249 médio

Sobrepeso 25-29.9 Levemente aumentado




Obesidade >30

Obesidade grau | 30-34.9 Moderado
Obesidade grau Il 35-399 Severo
Obesidade grau llI >40 Muito severo

As principais consequéncias da obesidade envolvem o aumento do risco para doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo Il (DMT2) e outras complicagcdes metabdlicas, como
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica associado a sindrome metabdlica (4). Projeta-se que,
até 2025, 300 milhdes de pessoas terao DMT2 como consequéncia da obesidade (15).

A expansao do tecido adiposo também € acompanhada de alteracoes inflamatdrias que
contribuem para o desenvolvimento de um quadro de inflamacgao sistémica de baixo grau,
caracterizada pela elevada infiltracao de macréfagos classe M1 e secrecao de citocinas pro-
inflamatdrias, quimiocinas e proteinas de fase aguda (4). A infiltracdo de macréfagos M1 ocorre
em maior grau no tecido adiposo visceral do que subcutaneo que, ao tornarem-se “macréfagos
ativos” mais destes sao recrutados, expressando resposta fenotipica pro-inflamatdria com
libertagao de fatores inflamatdrios (16, 4).

A expressao de TNF-alfa, IL-6 e PAI-1sao as principais citocinas libertadas pelo tecido adiposo
metabolicamente ativo e estao envolvidas na progressado e risco tumoral, uma vez que promove
inflamacdo crénica (4). Além destas citocinas, o tecido adiposo infiltrado de macréfagos
metabolicamente ativos prejudica a expressao de adiponectina e IL-10, envolvidas com protecao
contradiversos tipos de tumor (17, 6). Assim, estas alteracdes estao implicadas no favorecimento
da estimulacao de um microambiente favordvel a tumorigénese, progressao e metdstase

tumoral.

1.2. Cancro Gastrointestinal
0 cancro esta associado com desequilibrio da homeostase celular e funcdes prejudicadas. E

classificado com base no érgao, no tecido de origem ou nas caracteristicas moleculares da célula
tumoral (18).

No desenvolvimento tumoral, o desequilibrio homeostdtico € acompanhado pela proliferacao
descontrolada de células malignas num hospedeiro (19). Esta proliferacao compreende seis

habilidades bioldgicas que visam organizar e racionalizar reservas com a finalidade de manter a



célula tumoral vidvel. Estes seis mecanismos compreendem: 1) sustentacdo da sinalizacao
proliferativa, 2) evasao de supressores de crescimento, 3) resisténcia a morte celular, 4)
capacidade de imortalidade replicativa, 5) inducao da angiogénese e 6) ativacao da invasao e da
metdstase (19).

Subjacente as seis capacidades descritas, estd a instabilidade do genoma e inflamacao. O cancro
originalmente decorre de mutacées no DNA celular, sequido de sustentacao de um recurso
complexo que é o recrutamento de outras células nao tumorais que contribuem para a
sobrevivéncia, o “microambiente tumoral’. Este recrutamento inclui células imunes, células
estromais, vasos sanguineos e matriz extracelular (MEC), compreendido como promotor ativo da
progressao do cancro (20, 19). Em condi¢des normais o sistema imunitario elimina estas células
anémalas por um processo ordenado, chamado de morte celular programada ou apoptose.
Contudo, estas células anémalas por vezes conseguem contornar o processo apoptético e
multiplicar-se de forma descontrolada, permitindo a evolucao para cancro e, consequentemente,
a tumorigénese avanca para outros estdgios, aprimorando progressao e agressividade tumoral

por inviabilizacdo das vias anti-apoptéticas (21, 22).

Marcadores emergentes

Metabolismo energético

desregulado

Instabilidade genémica
e mutagao

Caracteristicas facilitadoras

Figura 3: Caracteristicas da célula tumoral. As células compartilham caracteristicas comuns que contribuem para sua
sobrevivéncia em detrimento da perda da homeostase tecidual. (Adaptado de Hanahan and Weinberg, Cell, 2011) (19)

O cancro tornou-se uma das principais causas de morte em todo o mundo, causando cerca de 10

milhdes de morte em 2020 (5). Os fatores de risco comumente envolvidos com o surgimento do



cancro sao a dieta, tabaco, infecdes virais e bacterianas, exposicao excessiva a radiacao solar,
exposicao a determinados agentes quimicos, poluicao, hormonas, fatores hereditarios e
obesidade (23, 21, 20, 5). Atualmente, mais de 40% dos pacientes com cancro estdo a acima do
peso, tornando a obesidade um importante fator de risco, principalmente em cancros de mama,
pancreas e ovario (20). Os fatores podem atuar isoladamente ou em sinergia durante anos (21, 5).
Entre os vdrios tipos, 0s cancros gastrointestinais (CGl) sao considerados também um grande
problema de saldde publica, com desafios econémicos e médicos devido a sua elevada
prevaléncia e taxa de mortalidade (23). Cancros da regido intra-abdominal sdo resultado de
proliferacao celular descontrolada, perda de funcdes das vias apoptdticas intrinsecas e
extrinsecas e do comprometimento das principais vias metabdlicas, nomeadamente vias que
geram transicao epitélio-mesenquimal (MET), vias proliferativas despoleatas pelo
fosfatidilinolinol 3-quinase (P13K) /proteina quinase B (AKT) e vias de sinalizacdo nuclear factor-
kappa (NF-kB) (24).

Os tumores intra-abdominais sao os mais provaveis de desenvolver e proliferar no ambiente
omento majus (Figura 4). Omento majus é um 6rgao enddcrino composto principalmente por
adipdcitos brancos, que se estende do estébmago e cobre o intestino e que atuam como “banco
energético” para armazenar e libertar energia (24, 6). 0 ambiente intra-abdominal com elevada
presencade células tumorais e adipocitarias induz lipdlise em adipdcitos e R-oxidagao em células
tumorais, resultando em rdpida proliferacdo de células tumorais (24). Este conceito de elevada
disponibilidade de energia é determinante para perceber um dos mecanismos de sobrevivéncia
da célula tumoral, pois os adipdcitos ao redor do tumor suportam o fornecimento de substratos
energéticos (dcidos gordos livres) e nutricionais para o crescimento anabdlico das células

tumorais (26, 24).



Figura 4: Componente do omento humano. Omento humano normal (estendido para cima) e coloracdo de
hematoxilina e eosina (uma secao do omento humano normal) mostrando que o omento consiste principalmente de
adipdcitos cobertos por uma camada de células mesoteliais. (Adaptado de Nieman, 2011) (24)

Os sintomas e sinais de CGl podem incluir perda de peso, dor abdominal, disfagia, anorexia,
podendo progredir para varios estdgios, dependendo principalmente do local onde o tumor esta
instalado. Assim, os CGI podem ser divididos em cancro gastrico (CG), cancro colorrectal (CCR),
cancro de esdfago (CE), cancro pancredtico (CP), e carcinoma hepatocelular (CHC)) (22). De
acordo com a GLOBOCAN (2020), no geral, o cancro colorretal ocupa o terceiro lugar (10%) em
termos de incidéncia, asseguir ao cancro da mama (11,7%) e do pulmao (11,4%), e o seqgundo
(9,4%) em termos de mortalidade, asseqguir ao cancro do pulmao (18%) (27). O Cancro colorretal
6, assim, o cancro gastrointestinal mais comum e com maior taxa de mortalidade, tornando-se

importante o estudo de novas abordagens terapéuticas e preventivas para este tipo de tumor.

1.2.1 Cancro Colorretal
Mais de 1.000.000 de novos casos de CCR sao diagnosticados anualmente. Em homens, o CCR é

o terceiro tipo de cancro mais incidente (10,6%), a seguir ao cancro do pulmao (14,3%) e da
préstata (14,1%), e a terceiro (9,3%) em termos de mortalidade, a seguir ao cancro do pulmao
(21,5%) e do figado (10,5%). Em mulheres o CCR é o seqgundo diagndstico mais comum (9,4%), a
seguir ao cancro da mama (24,5%), e € a terceira causa de morte por cancro (9,5%), a seguir ao
cancro damama (15,5%) e do pulmao (13,7%) (27).

Os paises desenvolvidos apresentam taxas de incidéncia cerca de 4 vezes superiores,

comparativamente aos paises em desenvolvimento. As maiores taxas de incidéncia de cancrodo



c6lon sao encontradas nos paises europeus, Austrdlia/Nova Zelandia e América do Norte, sendo

Hungria e Noruega os paises com maior incidéncia em homens e mulheres, respetivamente

(Figura 5A). As taxas de incidéncia de cancro retal tém uma distribuicao semelhante (Figura 5B).

As taxas de incidéncia de cancro de cdlon e retal tendem a ser baixas na maioria das regides da

Africa e na Asia Central e do Sul (27).
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Figura 5: Grafico de barras de incidéncia por regido. Taxas padronizadas por idade e sexo para cancro (A) Cdlon e (B)
Reto em 2020. As taxas de cancro do cdlon e cancro do reto sao apresentadas em ordem decrescente da taxa
padronizada por idade mundial (W) entre os homens (para efeitos de eliminar os condicionantes da diversidade etdria
nas populagées a comparar), e as maiores taxas nacionais entre homens e mulheres sdo sobrepostas. Fonte:

GLOBOCAN 2020 (28, 27).



De acordo com as estatisticas globais de cancro, em 2018 houve 1,8 milhdes de novos casos de
CCR, causando cerca de 860 mil mortes (7).

Do ponto de vista molecular, nas ultimas trés décadas, os estudos de genética molecular
revelaram algumas mutacoes criticas subjacentes a patogénese das formas esporadicas e
hereditarias do CCR, incluindo a inativacao mutagénica do supressor tumoral da polipose coli
adenomatosa (APC) resultando em sobreativacdo da via de sinalizacdao Wnt/B-catenina,
proliferacao celular desregulada e desenvolvimento de adenoma, ou instabilidade de
microssatélites, avaliados com a deteccao de mono-catenina e setores de di-nucleotideos
selecionados (29).

A gordura corporal é um fator de risco de CCR, enquanto a atividade fisica é protetora (apenas em
cancro de cdlon). O ganho de 10kg de gordura estd associada com risco 8% maior de desenvolver
CCR, ao passo que a perda ponderal reduz este risco em 27% (30). Além disso, dietas ricas em
gordura e carnes vermelhas ou processadas tém sido associadas a um risco aumentado de
cancro de célon, mas nao de cancro retal (7).

Apesar do CCR ser uma doenca multifatorial influenciada por fatores ambientais e genéticos,
dentro dos fatores de risco destacam-se antecedentes familiares positivos, tabagismo, consumo
de alcool, estilo de vida, desregulacdo da microbiota intestinal e dieta (31). Recentes evidéncias
corroboram que a obesidade é um dos principais fatores de risco extrinseco para a patogénese

deste tipo de cancro (32, 33, 34, 35, 30, 6).

1.3. Obesidade e cancro colorretal

Existem diferentes mecanismos que relacionam obesidade e cancro. Um dos mais evidenciados
€ 0 que relaciona o de excesso de lipidos circulantes e 0 aumento de espécies reativas de
oxigénio, bem como maior secrecao de metabolitos pré-inflamatdrios do tecido adiposo (17).

A obesidade promove quadro de metainflamacao, ou inflamacao metabdlica, sustentada pelo
tecido adiposo, que potencia alibertacao de citocinas conhecidas como adipocinas. As adipocinas
estao intimamente relacionadas com a progressao de diversos tipos de cancro pois atuam na
reprogramacao do metabolismo das células cancerigenas, afetando o mecanismo de invasao,

metdstase e depuracao imunoldgica, podendo potenciar a progressao do tumor (36).
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Figura 6: Resumo das principais proteinas secretadas pelo tecido adiposo branco (tamanho normal e adipdcitos
hipertrdficos). As adipocinas libertadas pelo TA estdo associadas ao controlo fisioldgico e patoldgico, dependendo
dos tipos de moléculas e volume que sao secretados. Por exemplo, o tecido adiposo hipertrdfico na obesidade torna-
se disfuncional pela libertacao de um perfil perturbado de adipocinas com niveis elevados de fatores pro-
inflamatdrios como leptina, IL-6 e TNF-alfa e adiponectina reduzida, que é protetora contra a tumorigénese. Esta
perturbacao responde pelos fatores associados ao desenvolvimento e progressao tumoral, através da resisténcia a
insulina, lipdlise e ativacdo de vadrias vias inflamatdrias com libertacdo de radicais livres de oxigénio (ROS). No
contexto da obesidade, a expansao hipertrdfica do tecido adiposo induz hipdxia local, ativacao inflamatdria e
angiogénese reativa, com favorecimento a evolucao tumoral. (Adaptado de Divella, 2016) (17)

Os mecanismos moleculares que correlacionam peso corporal e CCR precisam ser melhor
conhecidos, mas sabe-se que o metaholismo lipidico anormalinduzido por obesidade, adipocinas
e outras hormonas, inflamacgao crdnica, alteracées de microbiota intestinal e homeostase do
acido biliar podem desempenhar papel importante na requlacao metabdlica da tumorigénese do
CCR (6). O cendrio de adiposidade aumenta ainda o risco de metdstases para outros 6rgaos intra-
abdominais, como hepatico (6).

Além da obesidade, outro fator que pode influenciar significativamente o desenvolvimento do
cancro colorretal é a dishiose da microbiota intestinal. Individuos com cancro colorretal tém uma
microbiota intestinal alterado em comparacao com individuos sauddveis (37). Bactérias do
género Firmicutes, Fusobacteria, Lactococcus e Fusobacterium foram encontrados em
abundancia no tecido de pacientes com CCR em comparacao com pessoas sauddveis (38). Ainda

nao esta claro como a microbiota intestinal responde ou impulsiona a tumorigénese mas, quando

1"



combinada a obesidade, promove desregulacao metahdlica e disturbios adicionais envolvidos
nesse tipo de cancro (37,7).

O tratamento de alguns cancros Gl envolve o uso de farmacos imuno-oncoldgicos, conhecidos
como bloqueadores check-point imunoldgicos (ICBs) para tumores sdlidos (39). Entre estes, o
Avelumab (anti-PD-L1) e o Relatimab (anti-LAG3) sao utilizados em cancro gastrico. Ja no CCR
sao usados anticorpos monoclonais onde o alvo sao moléculas co-inibiétias para bloquear vias
de requlacao negativa do sistema imunoldgico, entre eles: 1) dois inibidores do ponto de controlo
imunitario, que tem como alvo o ligando de morte programada 1 (PD-1) no cancro metastético,
nomeadamente Keynote 028 e o Xeque-mate 142, que regula resposta imune quando a sua
ativacao se torna prejudicial ao hospedeiro, com uma taxa de resposta de 40% e 55%,
respetivamente; e 2) Proteina-4 associada a linféticos T citotéxicos (CTLA-4) (41, 40). Contudo,
uma percentagem significativa de pacientes ndao respondem a essas imunoterapias, criando
resisténcias primarias ou secundarias aos bloqueadores imunoldgicos e em que a taxa de
resposta difere dependendo da localizacao do tumor. Adicionalmente, a abundancia de
Bifidobacterium na microbiota intestinal foi correlacionado com melhor resposta de células T no
tratamento com anti-PD-L1 em combinagao com alimentacao oral destas bactérias, levando a
quase abolicao do crescimento tumoral por maturacao celular dendritica e atividade T CD8+
antitumor (40).

Assim, uma vez que os microrganismos desempenham papel na resposta imune normal e
patoldgica, a intervencao com modulacao da microbiota intestinal e dieta poderao desempenhar

importante papel na terapéutica deste tipo de cancro.

1.4. A microbiota intestinal

Trilhdes de microrganismos, incluindo bactérias, virus, fungos e protozoarios, definem a
microbiota e habitam principalmente em superficies mucosas do trato respiratdrio, pele e trato
gastrointestinal, com diferentes composicdes e abundancias relativas (42, 22). A microbiota esta
presente nas superficies de barreira epitelial e tem um relacionamento comensal com o
hospedeiro (40)

A composicao da microbiota muda ao longo do tempo por condicées inerentes ao hospedeiro,
genética, tipo de parto, dieta, estilo de vida, localizacao geografica e idade, entre outros fatores,
gue levam a uma variacao interindividual (40). De um modo geral, as microbiotas desempenham

um papel importante na protecao contra infecées e, em particular a microbiota intestinal que,
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adicionalmente, também produz vitaminas e atua como coadjuvante nas células imunes
hospedeiras, como as células B de mucosa e células Treg coldnicas (22). No entanto, em
situacoes de dishiose, o desequilibrio do ecossistema da microbiota do intestino afeta a satide
em geral, podendo levar ao surgimento de uma diversidade de doencas, entre elas, o cancro (42,
41,40).

A microbiota intestinal contribui para a carcigonénese, seja aumentando ou diminuindo os riscos,
a partir de 3 categorias: (i) alterando o equilibrio da proliferacao e morte de células hospedeiras,
(i) guiando a funcao do sistema imunoldgico e (i) influenciando o metabolismo de fatores
produzidos pelo hospedeiro, alimentos ingeridos e produtos farmacéuticos (42).

A sinergia entre o microbiota e a obesidade tem vindo a ser estudada, uma vez que parecem
influenciar-se mutuamente (44, 43). Ao nivel do filo, alguns autores sugerem que a obesidade
pode estar associada ao aumento da correlacao Firmicutes/Bacteroidetes em humanos (43). A
correlacao positiva entre diversidade limitada da microbiota em pacientes obesos favorece o
aumento da absorcao caldrica, a0 mesmo tempo que a obesidade parece ser responsdvel por
alteracdes na microbiota intestinal, que inclui distdrbios metabdlicos, resisténcia a insulina e
inflamacgao crénica (44). Devido a sua complexidade, a microbiota intestinal passou a ser
considerado como um drgao independente adquirido, que condiciona a extracao de energia e
nutrientes provenientes da dieta e promove a regulacao fisico-quimica do microambiente (45).
A microbiota intestinal tem vindo a ganhar relevo como parte fundamental na satide humana,
havendo evidéncias do seu papel complexo com a fisiologia do intestino, requlacao do peso e
metabolismo energético, uma vez que a producao de dcidos gordos de cadeia curta parece estar

envolvida naregulacao do apetite.

Papel anti-inflamatoério dos probioticos
Segundo a Associacao Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos, 2014 (46), os

probidticos “sao microrganismos vivos que, apos a ingestao em quantidades especificas,
exercem funcao para a saude do hospedeiro”. O prebidtico é “um substrato que é seletivamente
utilizado por microrganismos hospedeiros que conferem um beneficio a satde”. Ja os simbidticos
combinam os dois, sendo definido como “uma mistura compreendendo microrganismos vivos e
substrato(s) usado(s) seletivamente por microrganismos hospedeiros que confere beneficio a
satide do hospedeiro” (47, 46).

Alteracoes ocorridas na microbiota intestinal que levam a dishiose promovem muitas funcées

fisioldgicas associadas ao cancro, incluindo proliferacdo celular, angiogénese e apoptose (22).
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Seja pela elevada presenca de estirpes bacterianas patogénicas que produzem fatores de
viruléncia (por exemplo toxinas e fatores genéticos) ou pela baixa presenca de estirpes
probidticas capazes de produzir compostos antitumorais no célon (a exemplo o butirato e acidos
gordos de cadeia curta) a desregulacdo da microbiota intestinal estd associada com a génese
dessa doenca (37).

Interacoes da microbiota intestinal com o sistema imunoldgico e mecanismos subjacentes sao
fatores de protecao para o cancro gastrointestinal, pois nos locais da mucosa onde a microbiota
reside, o desenvolvimento inicial das células da linhagem B ocorre sob a influéncia de sinais
extracelulares da microbiota (48). Além disso, o microbiota também participa na diferenciacao de
células T naive em células Treg coldnicas, com receptores de células T exclusivos nas suas
superficies (49, 22).

A resposta imune antitumoral produzida pela microbiota intestinal pode funcionar por 3
mecanismos: (1) por inducao das respostas das células T, (2) pelo envolvimento de um receptor
de reconhecimento padrao com efeito pré-inflamatdrio em células anormais e (3) pela mediacao
de metabolitos especificos, que podem ativar receptores de células T (50, 22). Logo, amodulagao
intestinal com uso de probidticos pode-se correlacionar com efeito protetor para o cancro.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho é investigar o efeito de um probidtico de uso terapéutico

e a sua atividade antitumoral em células de tumor intestinal sob duas condic6es de adiposidade.

2. Materiais e Métodos

2.1. Estirpes bacterianas e condi¢oes de crescimento

Neste trabalho foi utilizado um cocktail de probidtico comercial constituido por 4 estirpes
bacterianas, 2 estirpes de bifidobactérias (B. animalis subsp. lactis CUL34 e B. bifidum CUL20) e
2 estirpes de lactobacillos (L. acidophilus CUL60 e L. acidophilus CUL21). As caracteristicas e
funcoes de cada uma encontra-se apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2: Caracteristica das bactérias presentes no cocktail probidtico

Nome Caracteristica Funcao Referéncia
Bifidobacterium E um microrganismo 1- Regula microbiota intestinal {correlacao 51,52
animalis subsp. anaerdbio de morfologia Firmicutes/Bacteriodetes)
lactis CUL34 bifida
2 - Aumenta producao de AGCC, que
Temperatura ideal entre 37 Fonsequgqtemente produz efeito anti-
R inflamatario
adeC
3 - Melhora os mecanismos de barreira
pHétimoentre6,5e 7 intestinal
Lactobacillus E um bacilo circular, gram- | 1-Reduz niveis de leptina 53,54,55
acidophilus CUL60 | positivo,imdvel e nao-
esporulante 2 - Melhora perfil de glicose (Reducao
percentual da HbA1C)
Suporta ambiente mais 3 — Promove diminuicao do peso corporal e
;e ‘ percentual de gordura
acidico. Esta presente no
trato urinario. 4 - Reduz atividade da lipase, podendo reduzir
E termo-resistente (40 a também libertacao de amilase pancreatica
52°()
Lactobacillus Condicoes de crescimento | 1-Bactéria acido-latica fermentadora de 56
acidophilus CUL21 semelhantes L. | lactose.
Acidophillus CUL60
2 - Estimula resposta imune intestinal e regula
os niveis de colesterol no organismo
Bifidobacterium E uma bactéria acido- 1-Reducao do colesterol, TG, colesterol nao- 57
bifidum CUL20 latica HDL e glicemia
. 2 - Quebra de oligossacarideos derivados de
A colonizacao acontece na i
R mucinas, com aumento da camada de muco na
primeira infancia, sendo : . - =
. . , mucosa intestinal, fortalecendo assim, a funcao
mais expressiva de bebés . o
. de barreira epitelial.
amamentados com leite . .
3 - Expressa a enzima Beta-glucosidade
materno
comparativamente as
férmulas infantis

Crescimento bacteriano

Inicialmente, as bactérias do cocktail foram inoculadas em meio Tryptic Soy Broth (TSB MO11-

100G HIMEDIA™) e incubadas a 392C durante 72 horas.

Seguidamente, foi realizada a suspensao de indculos do meio liquido em meios sdlidos

diferenciais, seletivos ou cromogénios, incluindo o Solid Media Agar MacConkey, Manitol Salt
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Agar (MSA), Agar cistina lactose eletrdlito deficiente (CLED). Os objetivos de cada meio de cultura

estao abaixo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Objetivos dos meios de cultura bacterianos utilizados para crescimento e diferenciacao
das estirpes presentes no probidtico.

Meios de cultura

Classificacao

Objetivos

Solid Media Agar MacConkey | Seletivo Promover crescimento de bactérias gram
negativas. Indica fermentacao por lactose e
contém sais biliares.

Manitol Salt Agar (MSA) Seletivo Promover crescimento nao exclusivo de
bactérias gram positivas. Utilizado para
isolar Staphylococcus aureus.

Agar cistina lactose eletrdlito | Diferencial e | Meio diferencial para crescimento de

deficiente (CLED) cromogénio bactérias que degradam lactose (que

expressam a enzima B-galactosidade).

2.1.1 Caracterizacao das estirpes por Sequenciacao de Sanger

Foirealizada a extracao de DNA a partir do cocktailde probidticos ressuspendido em meio liquido

de cultura basal paralinhas celulares, o Meio Essencial Minimo (MEM A4192202 BenchStable™).

A extracao do DNA foi realizada por processo térmico, tendo sido transferidos 2uL do contetido

bacteriano em MEM para eppendorfs de 2mL contendo 50ul de dgua ultrapura. Para preparacao

das amostras foi inicialmente realizado o procedimento a sequir:

e As amostras foram entao colocadas em banho maria a 1002C durante 10 minutos.

Passado esse periodo, o contetido da desnaturacao térmica foi submetido a uma

centrifugacao a 14000 rpm durante 1 minuto, tendo sido recolhido o sobrenadante e o

pellet descartado.

A concentracao do DNA foi obtida em ng/ul recorrendo ao Thermo Scientific™ NanoDrop™ One

Microvolume UV-Vis Spectrophotometers. A pureza da amostra foi avaliada através dos racios

260/280 (-1,8 para DNA puro) e 260/230 (entre 1,8 e 2,2 para DNA puro).
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Primers:
A amplificacao de regides especificas (Lac1 — Lactobacillus ssp) e regides conservadas do gene

16S rDNA (16S - Bactéria total), foi realizada por PCR. Os primers utilizados encontram-se

sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4: Conjunto de sequéncia dos primers para a sequenciacao Sanger

Espécie-alvo Primer Forward (5°-3") Primer Reverse (3°-5) Tamanho(bp) | Ta
(°0)

Lactobacillus ssp | AGCAGTAGGGAATCTTCCA | CATTYCACCGCTACACATG 346 60

Bactéria total CCTACGGGAGGCAGCAG ATTACCGCGGCTGCTGG 169 60

Para amplificacao dos fragmentos dos genes Lacl e 16S foi utilizado o kit MyTag™ DNA
Polymerase (meridian Bioscience, Portugal) sequiu-se o procedimento de acordo com as
indicacoes do fabricante. A amplificacao foi realizada no termociclador MyCycler™ Thermal

Cycler System (BioRad). E ocorreu sob as seguintes condicoes:

Tabela 5: Condi¢6es de amplificacao no termociclador

Nimero de Ciclos | Temperatura (°C) Tempo
1 95 Tmin
95 00:05
60 00:20
45 72 00:30
1 72 5min
1 4 @

Posteriormente, foi realizado um gel de agarose 1,5%, para confirmar amplificacao contendo um
marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific). As amostras foram

guardadas a-20°C até serem enviadas para sequenciacao em laboratdrio parceiro.

2.1.2 Producao de sobrenadante bacteriano
Para obtencao do sobrenadante bacteriano, o cocktail foi inicialmente colocado a crescer em
meio liquido TSB num falcon de 15mL contendo 13mL de meio + 2mL de contetdo bacteriano e

incubada a 392C durante 48 horas. Optou-se por encher o falcon completamente para reduzir
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oferta de oxigénio, e assim aproximar a condicao de anaerobiose, uma vez que, apesar das
estirpes bacterianas presentes no cocktail serem anaerdbias facultativas, experimentacoes
prévias demonstraram melhor rendimento quando expostas a ambientes de baixa oferta de
oxigénio.

Seguidamente, foi entao necessdrio realizar ressuspensao do cocktail probiético em meio MEM
(de origem animal e especifico para as linhas celulares), com atencao ao facto de preparar a
ressuspensao em meio sem adicao de antibidtico ou soro.

A ressuspencao ocorreu apds ser recolhido 2mL do indculo crescido em TSB e adicionado a um
novo tubo contendo 13mL de meio MEM. Este indculo foi colocado a crescer nas mesmas
condi¢oes de incubacao durante 24 horas.

Passado esse periodo, o contetido foi centrifugado e o sobrenadante filtrado para obtencao do

extrato estéril, o pellet foi descartado. O procedimento estd descrito na Figura 7.

Ressuspensao de probidticos em Meio Basal Caco2

4

Ressuspensao
Inéculo do Coleta de 2mL de bactery
cocktail em do indculo ¢ '
/ = =
N\ O Snci e
( \. = M ( \ Transferéncia Centrifugagéo
\ { / y | > _— >
A\ Ay O 2% — li Filtragdo Ii
§svc Beon meio MEM i
&wc T 24H Aquisigao do
- Sobrenadante
bacteriano estéril em

Meio MEM

Figura 7: Para obtencdo do sobrenadante bacteriano ressuspendido em meio basal para cultura celular (MEM),
primeiramente foi necessario colocar as bactérias do cocktail a crescer em meio de cultura prdprio para estirpes
bacterianas, o Tryptic Soy Broth (TSB) durante 48 horas, a 392C. Posteriormente o contetido foi vortexado e
recolhido 2mL para ser resuspendido em meio MEM. Passado esse periodo, o contedido foi entdo centrifugado a
4.000 rpm durante 10 minutos para separar a parte bacteriana do extrato contendo produtos libertados pelas
bactérias. O sobrenadante foi filtrado em filtro estéril de 0,2um e consecutivamente armazenado em arca de -80°C
para ser utilizado em ensaios futuros

2.3 Linhas celulares
Trés linhas celulares foram utilizadas neste estudo — Caco2 (adenocarcinoma de colén em

humanos), 3T3-L1 (pré-adipdcitos de ratinhos) e Raw264.7 (macréfagos de ratinhos).
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A linha celular Caco? foi obtida e cultivada em meio MEM contendo 15% de soro fetal bovino
(FBS), penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL). As células foram sempre mantidas em atmosfera
himida a 37°C e 5% de CO.. Apds cultivo de células, sequiu-se com a realizagao de ensaios de

citotoxicidade, migracao e antioxidante.

2.3.1Recolha do secretoma de uma co-cultura de adipdcitos maduros e RAW 264.7
A linha celular de pré-adipdcitos de ratinhos, 3T3-L1, foi mantida em meio de cultura DMEM com

4,5g/dL de glicose e L-glutamina e suplementado com 10% de soro de bovino recém nascido
(NCBS), 1% de penicilina/estreptomicina e 1,5g/L de bicarbonato de sddio a 37°C numa
atmosfera humida contendo 5% de CO.. A linha celular permaneceu em cultura até atingir
confluéncia 275%.

Na presenca de um cocktail hormonal consistido de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX),
dexametasona (DEX) e insulina (INS), os pré-adipdcitos 3T3-L1 iniciaram a diferenciacao em
células adipocitarias adultas, expressando fatores especificos de adipdcitos, acumulando
goticulas lipidicas ricas em triacilglicerois e aumentando a secrecao de vérias adipocinas (58).
Neste trabalho, para o processo de diferenciacao foram utilizados 3 meios de diferenciagao (Meio
de diferenciacao | - MD I; Meio de diferenciacao Il - MD Il; Meio de diferenciacao Ill - MD lll), e ao
fim do ultimo dia foram adicionados macréfagos da linha Raw264.7 que estavam a ser
cultivados em DMEM (Figura 8).

Resumidamente, apds atingir a confluéncia (dia 0), foi adicionado o MD |, que continha 0.25uM
de IBMX, 2 uM de insulina e 1 uM de DEX suplementado com 10% de NCBS e 1% do antibidtico.
Passados cinco dias (dia 5) em contacto com MDI, este foi substituido para MD I, que continha
DMEM suplementado com 10% de FBS e 2 uM de insulina. ApGs mais cinco dias (dia 10), a cultura
celular foi lavada duas vezes com solugao salina tamponada de fosfato (PBS) e adicionado o MD

1l (um meio basal sem soro ou suplementacao) por cinco dias.
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Meio diferencial |  Meio diferencial Il Meio diferencial Ill Co-cultura
Dia-0 Dia-5 ) Dia-15 ] Adico de Coleta secretoma
2 . Raw264.7 Dia-17

« 3T3L1linha celular
de pré-adipocitos

B)

@
D
!

Periodo de diferenciagao adipécitos maduros Recolha do secretoma
« A diferenciagdo dos pré- « Foram utilizados « Foi adicionado linha de
adipdcitos 3T3-L1 foi meios de macréfagos em diferentes
feita A) Sem Diferenciagéo (I, Il e Ill) proporgdes (0%, 10% e
Pioglitazona e B) Com ' 50%) para mimetizar
Pioglitazona (10uM) ambiente normoponderal e
de adiposidade

Figura 8: Procedimento para producao do secretoma de diferenciacao de adipdcitos. Linha celular 3T3-L1 de pré-
adipdcitos de ratinhos foram diferenciadas com recurso a trés meios de diferenciacdo durante 15 dias. Foram
divididas em dois ramos de diferenciacdo: i) Sem Pioglitazona e ii) Com Pioglitazona (medicacdo antidiabética
agonista de PPARY). No fim do processo de diferenciacdo para adipdcitos maduros (dia 15) foi adicionada a linha
celular Raw264.7, macréfagos de ratinhos, em diferentes proporcées apds contagem nas placas (a 0% de
macrdfagos, 10% de macrdfagos e 50% de macrdfagos). A co-cultura de macrdfagos esteve em contacto com os
adipdcitos maduros e nao foram diferenciadas. Apds 2 dias em co-cultura, o sobrenadante (secretoma) foram
recolhidos e congelado em arca de -202C para ensaios subsequentes

Para otimizar a diferenciacao foram utilizados 10 pM de Pioglitazona no MD | num dos ramos da
diferenciacdo dos pré-adipdcitos (Figura 8). A concentracao escolhida diz respeito aos
resultados encontrados em estudos anteriores do grupo que constataram que a acumulacao de
goticulas lipidicas a esta concentracao de Pioglitazona atua estimulando a diferenciacao de
adipdcitos pequenos, com maior sensibilidade ainsulina e favorecendo a apoptose dos adipdcitos
maiores que libertam dcidos gordos livres (AGL) e secretam fatores inflamatdrios, como TNF-o
elL-6(59).

Findo o processo de diferenciagao das 3T3-L1, ao dia 15, foi adicionado novo meio basal e
acrescentada a linha celular Raw264.7 (macréfagos de ratinho). Uma vez que a quantidade de
adipdcitos e a percentagem de macréfagos em individuos com e sem obesidade sao diferentes,
3 condicdes foram testadas para mimetizacao de adiposidade in vitro. Numa primeira condicao
nao foram adicionados macréfagos (0% - condicdo controlo), numa segunda condicao adicionou-

se 10% de macrdfagos (para mimetizar o tecido adiposo observado em condicdes saudaveis
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metabolicamente) e na terceira condicao foi adicionado 50% de macrdfagos (para mimetizar o
tecido adiposo em pessoas obesas com inflamacao). Estudos anteriores apontam que um

individuo obeso apresenta aproximadamente esta proporcao de macréfagos (60).

0% 10% 50%

— -
-5 Sem Pioghitazona
» @ @B

Com Pioglitazona
S, = =
o 10%

50%

Figura 9: llustracdo dos contetidos produzidos apds diferenciagdo de adipdcitos 3T3-L1. Seis condicdes de secretoma
foram recolhidas. Destas, A) 3 condicées em diferentes proporcées de macréfagos sem Pioglitazona e B) 3
condicées de diferentes propor¢ées de macrdfago com uso de Pioglitazona. As percentagens referem-se a: 0% de
macrdfago (condicao controlo), 10% de macrdfagos (para mimetizar o tecido adiposo normal) e na terceira condigao
foi adicionado 50% de macrdfagos (para mimetizar condicao de adiposidade com inflamacéo).

A co-cultura foi mantida por mais dois dias, e ao final destes (dia 17), o secretoma que esteve em
contacto com as células (contendo moléculas libertadas pelas células em processo de
diferenciacdo e os &cidos gordos livres) foi colhido e armazenado em -80°C para ensaios

posteriores.

2.3.2 Ensaiode citotoxidade celular

Contagem de células

As células Cacoz, na passagem 13, foram semeadas durante 10 dias em placas de cultura celular.
Foram utilizadas para os ensaios apds atingirem confluéncia minima de 75%.

Para isso, 0 meio de cultivo foi removido da placa e acrescentou-se delicadamente PBS 0,01 M
estéril paralavagem das células. Posteriormente, adicionou-se em cada placa1mL de solu¢ao de
Tripsina-EDTA 0,25% (Thermo Fisher), sendo entao incubada em estufaa37°C e 5% CO, durante
aproximadamente 5 minutos para a desaderéncia das células. Posteriormente, a solucao de

Tripsina foi neutralizada com a adicao 5 mL de meio MEM (A4192202 BenchStable™) + FBS.
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As células foram ressuspendidas gentilmente e 10 pL da suspensao total foi usada para
contagem e verificacao da viabilidade celular. Para isso, adicionou-se a este volume mais 10 pL
de azul de bromofenol (Synth) e a mistura foi depositada gentilmente sob uma Camara de
Neubauer para contagem. A ressuspensao celular foi contada com uso de contador manual e
seguidamente foram aplicadas férmulas para calcular o volume da concentracao final de

interesse para 0s ensaios.

N°de células (mL)=N°total de células contadas / N° de quadrantes contados x diluicao
x1x10*

Apds a contagem das células, o volume final da concentracao de interesse Caco2 (1 x 10°
células/mL) foi transferido para placa de 96 pocos e colocadas em cultura até atingir 80% de
confluéncia, num volume final de 100uL durante 24 horas. Todo o ensaio foi realizado em

triplicata.

Estudo da influéncia dos diferentes meios (1.1l e Ill) na linha celular Caco2

Passadas as 24 horas em que as células de adenocarcinoma de célon foram semeadas e
aderidas ao fundo do poco, o meio de cultura MEM foi recolhido e suplementado 100uL dos
diferentes tratamentos e mantidos por mais 24h de incubacdo para realizacao do ensaio de

citotoxidade. Foram testadas 3 condicGes, em que:

| - Sobrenadantes de bactérias probidticas
Durante 24 horas as células ficaram expostas ao tratamento com 100mL do sobrenadante do
cocktail de probidticos que foi produzido e ressuspendido em meio MEM (procedimento descrito

naFigura 7).

Il - Secretomas de diferenciacao e 3T3L1

Neste tratamento, as células Caco2 foram novamente contadas e utilizadas na concentracao de
interesse (1x 10° células/mL). O volume final foi transferido para placa de 96 e passadas 24 horas
de exposicao ao meio de cultura MEM, as células foram suplementadas com o produto de
diferenciacao de adipdcitos da linha celular 3T3-L1, o secretoma, num volume de 100pL. Utilizou-
se os seis diferentes tratamentos, conforme ilustrado na Figura 8, em que um segmento de

diferenciacao foi nomeado sem Pioglitazona (SP) e outro segmento com Pioglitazona (CP). Os
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secretomas contém ainda diferentes percentagens de macrdfagos nos dois segmentos (0%, 10%

e 50% conforme descrito na Figura 9).

lll - Secretomas de diferenciacao de 3T3-L1 sequido do sobrenadante probiético

O terceiro tratamento envolveu o ensaio de viabilidade celular com suplementacao dos dois
produtos mencionados anteriormente: a) sobrenadante do cocktailde probidticos ressuspendido
em meio MEM e b) secretoma de adipdcitos 3T3-L1 diferenciados.

0 ensaio consistiu na suplementacao dos dois tratamentos anteriormente descritos, em que: 1)
primeiro foi adicionado o sobrenadante do cocktail probidtico durante 24 horas nas células da
linha Caco2, sequido da recolha deste tratamento e consecutiva suplementacao com o
tratamento 2) que foi adiconado o secretoma da diferenciagao de adipdcitos (nas seis condicoes
ilustradas na Figura 9) durante mais 24 horas nas mesmas células.

Apds 24 horas de aplicacao dos diferentes tratamentos (I, Il e Ill), os sobrenadantes foram
recolhidos e adicionados 100pL de solucdo MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de
difeniltetrazdlio], que corresponde a 10% da solucao em meio MEM.

0 ensaio de citotoxidade utilizaum reagente colorimétrico (Promega, Madison, EUA) e foi sequido
conforme instruc6es do fabricante, sendo incubado a 37°C e 5% CO: durante uma hora. Findo
esse periodo, o reagente MTT foi recolhido e adicionado 100puL de DMSO (dimetilsulféxido). A
solucao com DMSO foi recolhida das células Caco?2 e transferida para outra placa de 96 pocos
para leitura da absorbancia entre 550 e 650nm, no leitor de microplacas com filtros Thermo Lab
System Multiskan Ascent 354 ™.

Os resultados foram realizados em triplicados (n = 3) e normalizados para o controlo considerado

100%.

2.3.3 Ensaio de migracao celular
0 ensaio de lesao foi utilizado para quantificar os parametros de migracao da célula, como
velocidade e forma. Paraisso as células Caco2 (5 x 10° células/poco) foram semeadas ao longo
de duas semanas em meio MEM +15% DE FBS. Foram incubadas a 372C com 5% de CO..
Para o ensaio de lesao, as células foram contadas seguindo a férmula previamente descrita para
um volume final de 1mL/poco, adicionadas em placa de 6 pocos e semeadas durante 24 horas
até atingir confluéncia de aproximadamente 80%. Apds esse periodo foi retirado o meio de

crescimento e realizado um rasgo mecanico vertical. O local do rasgo foilavado com tampao PBS
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a 1%. Seguidamente, foram adicionados os tratamentos de interesse, nas condicaes Il e IlI
descritas para o ensaio de citotoxidade: primeiro a) uso isoladamente do secretoma da
diferenciacao de adipdcitos 3T3L1 apds 24 horas e b) o sobrenadante do cocktail bacteriano
ressuspenso em meio de cultura MEM sequido do secretoma da diferenciacao de adipdcitos
3T3L1apds mais 24 horas. Foramrealizados registros fotograficos nahora 0, apds 24h de adicao
de cada tratamento para observacao da area de reintegracao do fecho.

A taxa de migracao foi calculada conforme reintregracao do fecho, através da medicao dalargura

do dano com uso de software Image J (U.S. National of Health, Bethesda, USA).

2.3.4 Ensaio para determinar stresse oxidativo
0 ensaio de detecao da relacdo GSH/GSSG foi realizado com uso do kit de ensaio BioVision

(Biovision Incorporated na abcam company), utilizando a detecao da relacdo GSH/GSSG em
células de cancro de colorretal para determinar o stresse oxidativo. O protocolo foi realizado de
acordo com o protocolo do fabricante. Em resumo, as células Caco2 (5 x 10* células/mL) foram
semeadas em placa de 96 pocos e colocadas a crescer até atingirem confluéncia com volume
final de 100uL/poco.

Apds o periodo de tratamento, as andlises de GSH e GSH total foram feitas por diluicao de lisados
de células inteiras, bem como de diluicdes seriadas de padroes de GSH e GSSG. As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 45 minutos numa reacao fluorimétrica de uma
etapa com um tampao de ensaio e fluoréforos apropriados. O ensaio utiliza um corante que reage
com a glutationa, seja na forma oxidada ou reduzida, numa reacdo catalisada pela enzima
glutationa S-transferase. A intensidade da fluorescéncia foi medida usando um leitor
Excitacdo/Emissao (EX/EM) de 490/520nm apds clivagem. GSH e GSH total foram
determinados usando a curva padrao, jd GSSG foi determinado através da formula = (GSH total -

GSH) /2.

2.3.5 Avaliacao da expressao de mRNA de fatores inflamatérios por RT-qPCR
Extracao de RNA e medicao da purificacao
O RNA total foi extraido a partir de homogeneizados da linha celular Caco2 (5 x 10° células/mL)
cultivadas em placas de 6 pocos até atingirem confluéncia. Para isso, o reagente TRIZOL foi
utilizado para lise celular, sequido de limpeza e tratamento com o cloroférmio e precipitado em

isopropanol.
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0 sedimento (pellet) de RNA foi entdo lavado com etanol 75% e dissolvido sequencialmente em
DEPC tratado com H:0. A pureza/qualidade do RNA foi medida no espetrofotometro de
microplacas nanodrop. A relacao OD 260/280 foi medida para verificar aintegridade do RNA, ou
seja, existéncia ounao de contaminacao por DNA, e arelacdo OD 260/230 utilizada para verificar

a contaminacgao por proteinas.

Amplificacao de RNA
Um total de 250ng/uL de RNA foi inicialmente transcrito reversamente a DNA complementar

(cDNA) com um kit cDNA de alta capacidade. O kit de PCR multiplex Master Mix -Meridian em

tempo real foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Primers e sondas utilizados
Foram utilizados primers de ensaio para avaliar a expressao de marcadores inflamatdrios apds

os tratamentos em que as células Caco2 foram expostas (Tabela 6).

Tabela 6: Conjunto de sequéncia dos primers para o RT-qPCR

Gene | Primer Forward Primer Reverse

IL1-B | ACCTAGCTGTCAACGTGTGG TCAAAGCAATGTGCTGGTGC

IL-6 | TGTGTGAAAGCAGCAAAGAGG | TTTTCACCAGGCAAGTCTCC

IL-10 | TGAAAACAAGAGCAAGGCCG | ATAGAGTCGCCACCCTGATG

TLR2 | AAGATAATGAACACCAAGACC | TCTCAGATTTACCCAAAA

O PCR foi realizado em equipamento Quant Gene 9600 ™, nas condicdes de termociclador

presentes na Tabela7.

Tabela 7: Condi¢des de amplificacao no termociclador do RT-qPCR

Nimero de Ciclos | Temperatura (°C) Tempo
1 95 02:00
95 00:05
40 60 00:20
1 4 @
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0 gene controlo de expressao 18S foi escolhido para normalizagao dos resultados. Os dados log-
normalizados e classificados foram entao utilizados no Minitab usando o teste ANOVA de 2

amostras.

2.4 Anidlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada comparando os resultados do grupo controlo com os dos
diferentes grupos, com andlise unidirecional de variancia (ANOVA) por comparacdes muiltiplas e
teste de Dunnet, utilizando o software Graphpad Prism 8.0.1 (Graphpad Software, San Diego, CA,
USA). Um intervalo de confianca de 95% (IC 95%) foi selecionado, e um nivel de significancia de p

<0,05 serad aplicado a todas as andlises estatisticas.

3. Resultados
A primeira etapa do trabalho foi colocar em cultura o cocktail probidtico, tendo sido utilizados

diferentes meios sdlidos seletivos, diferenciais e cromogénicos com o objetivo caracterizar as
estirpes presentes na cultura. Foi realizada sequenciacao de de genes bacterianos 16S e Lac,
amplificados a partir do DNA extraido na cultura liquida ressuspensa em MEM que deu origem ao

sobrenadante.

3.1. Crescimento bacteriano
Dentre os meios sélidos avaliados, as bactérias do cocktailprobidtico cresceram apenas em meio

MSA (meio seletivo gram-positivo) em comparacao com o Agar MacConkey (meio seletivo gram-
negativo). A coloracao foi alterada de rosa para amarelo em MSA, ja a cor castanho escuro em
MacConkey foi preservada (Figura 10), indicando o nao crescimento de estirpes bacterianas

gram-negativa.
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Figura 10:Coloracdo de gram: o meio Agar Mackonkey (castanho escuro nas trés imagens) nao foi observado
crescimento bacteriano. Ja no meio de cultura Salt Agar houve crescimento de bactérias do cocktail com alteracao
da coloracdo do meio (de rosa para amarelo) a) plaqueamento apds 8 horas; b) plaqueamento apds 24 horas e c)
plaqueamento apds 48 horas.

Para o meio CLED houve mudanca de cor azul (indicador de pH azul de bromotimol) para amarelo,
que supde a degradacao da lactose do meio, suspeitando-se do crescimento de estirpe
bacteriana que expressa PB-galactosidade na sua composicao. Com este resultado,
hipotetizamos a presenca de L. acidophillus, pois a B-galactosidade é uma enzima expressa
nesta estirpe (Figura 11). a luz destes testes preliminares, seguiu-se com a sequenciacao da
suspensao para confirmar subsequentes presenca de L. acidophillus e descartar presenca de

outros agentes/estirpes na amostra testada.
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Figura 11: Meio Agar Cistina Lactose Eletrdlito Deficiente (CLED).: o meio possibilitou crescimento de Lactobacillus
acidophillus presentes no cocktail. Este é um meio de cultura de cor original azul ou verde (figura 11a), que passa a
amarelo quando ha crescimento de estirpes bacterianas responsaveis pela degradacao de lactose (figura 11b).

Ja em meios liquidos, a inoculacao de bactérias foi realizada inicialmente em TSB, seguido de

resuspensao em meio MEM. A andlise por sequenciagao SANGER do meio liquido escolhido foi

realizada em meio MEM.

Figura12 Imagem sequenciamento Sanger para o gene Lac1 (zonas especificas e conservadas), em a) sentido foward
[5°- 3"] e b) sentido reverse [3'- 57].
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A andlise do sequenciamento SANGER demonstrou a presenca da estirpe bacteriana de
Lactobacillus na amostra em zonas conservadas e especificas, foi constatado 100% de
correspondéncia com Lactobacillus acidophillus (Figura 12). Contudo, nao foi constatada
presenca do género bifidus na detecao da bactéria total com uso do gene 16S; o resultado
apresentou semelhanca em algumas zonas conservadas, mas a qualidade de determinados bp

com baixa resolucao impediram a confirmacao de bifidobactérias (Figura13).

GCTCTG G G GT GAAG

GAG

b)

Figura 13: Imagem do sequenciamento Sanger para o gene 165 (bactéria total), em que: a) foward [sentido 5°- 3’ e b)
reverse [sentido 3"~ 57]. No resultado observa-se acentuada sobreposicao de pares de bases numa mesma posicao.

3.2 Adiposidade aumenta a viabilidade de tumor de célon in vitro

Para perceber o efeito das condi¢oes de adiposidade mimetizadas in vitro pela diferenciacao de
adipdcitos 3T3-L1, foram testadas as 6 condicoes de secretoma produzidas, com Pioglitazona
ou sem Pioglitazona, e nas diferentes proporcoes de Raw, na linha celular CacoZ2. O objetivo foi
estudar o efeito isoladamente dos produtos secretados por adipdcitos na viabilidade de Cacoz,
sem ainterferéncia do sobrenadante do cocktail de bactérias probidticas.

Os resultados, apresentados na Figura 14, demonstraram que em todas as condicoes houve
aumento da viabilidade da linha tumoral Caco2 quando expostas as condi¢oes que mimetizam

adiposidade. Entre elas, duas condicoes, nomeadamente sem Pioglitazona e com 10 e 50% de
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Raw, apresentaram significancia estatistica a p<0.001 com aumento de 75% e 73%,
respetivamente. As condicoes sem Pioglitazona e com 10% Raw e com Pioglitazona a 10% e
50% de Raw apresentaram significancia estatistica semelhantes a p<0.01, onde aumentaram em
66%, 61% e 59% respetivamente. Jd a condicao com Pioglitazona e sem Raw apresentou

significancia de p<0.05 com aumento de 50% da viabilidade.

Efeito do Secretoma em Caco2
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Figura 14: Resultados do ensaio de viabilidade celular por MTT em Caco2 suplementadas com secretoma de
diferenciacdo de 3T3-L1. SP: Sem Pioglitazona; CP: com Pioglitazona. As diferentes proporcoes de macrdfagos
estdo representadas pelas respetivas percentagens (0% de macrdfago (condicdo controlo), 10% de macrdfagos
(para mimetizar o tecido adiposo normal) e na terceira condicao foi adicionado 50% de macrdfagos).

Estes resultados demonstram que a adiposidade sozinha é capaz de aumentar a viabilidade de
adenocarcinoma de cdlon. Contudo, as condi¢cbes com Pioglitazona parecem atenuar

discretamente esse efeito.

3.3 Probioticos nao reduzem os efeitos da adiposidade

Para avaliar de que forma o probidtico poderia interferir na progressao tumoral, foi utilizada a
estratégia de primeiro expor as células ao sobrenadante de probidtico e, seguidamente,
suplementar as mesmas células com secretoma da diferenciacao de adipdcitos.

Ao avaliar os resultados (Figura 15) constatou-se que a viabilidade das células de Caco2 foi
aumentada, independentemente do uso de probidticos. A significancia estatistica, com p<0.0001,
foi observada emtodas as condicoes testadas, seja sem Pioglitazona e com Pioglitazona. Em que
se observa um aumento de viabilidade celular de 85%, 62% e 117% nas primeiras 3 condic6es de

adiposidade sem Pio, e 94%, 74% e 76% nas condicoes com Pio, respetivamente.
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Efeito do tratamento probiético seguido
do secretoma em Caco?2
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Figura 15: Viabilidade celular de linhas Caco2 suplementadas com sobrenadante de bactérias do cocktail probidtico e
secretoma da diferenciacdo de adipdcitos 3T3L1em condi¢ées com Pioglitazona (CP) e sem Pioglitazona (SP), com
proporcao de macréfagos Raw264.7 a 0%, 10% e 50%. Foi testada primeiramente a suplementacdo com o
sobrenadante probiético durante 24 horas sequido da suplementacdo com os secretomas da diferenciacdo de
adipdcitos por mais 24 horas **p<0,01; ***p<0,001: ****p<0,0001.

Considerando estes resultados, seguimos os demais ensaios para perceber se o mesmo efeito da

viabiidade se repetia na capacidade de invasao e antioxidante nesta linha celular.

3.4 Genes inflamatdrios responsivos a terapia probidtica

Seguidamente, e tendo em vista os resultados obtidos para a viabilidade celular das células
tumorais, foram avaliadas as expressoes génicas de fatores pré-inflamatdrios e anti-
inflamatdrios para avaliar de que modo a suplementacao prévia com probidticos poderiainterferir
na resposta inflamatdria das células tumorais de célon expostas a condicdes mimetizantes de
obesidade.

Os resultados por PCR em tempo real (RT- PCR) para expressao de genes de resposta
inflamatdria fortemente correlacionados o tumor colorretal (Figura 16) mostrou que as condicoes
gue mimetizam maior adiposidade tanto aumentaram aresposta pré-inflamatdria (pelo aumento
de IL-6), como podem ser mais responsivas a terapia probiética, exibindo resposta anti-
inflamatdria (pelo aumento de IL-10).

Para a citocina pré-inflamatdria IL-13, embora nao se tenha observada significancia estatistica,

conseguiu-se observar uma tendéncia de diminuicao de expressao génica do 0% de Raw para
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10% de Raw, seguido de um aumento da expressao para 50% de Raw, quer na condicao com e
sem Pioglitazona. Relativamente a citocina pré-inflamatdria IL-6, a evidéncia clara, com
significancia estatistica p<0,00071, foi observada na condicao com Pioglitazonacom 50% de Raw,
com um aumento na expressao génica de 566% face ao respetivo controlo.

Finalmente, para a citocina anti-inflamatdria IL-10, na condicao sem Pioglitazona, observou-se
uma tendéncia de diminuicao de expressao génica com o aumento da percentagem de Raw. Esta
diminuicao foi também observada na condigao com Pioglitazona de 0% de Raw para10% de Raw.
No entanto, a 50% de Raw, esta tendéncia reverteu, observando-se um aumento de expressao
génica. E, ao mesmo tempo, a expressao de IL-10 apresentou tendéncia de aumento na
diferenciacao sem Pioglitazona e sem Raw, e no segmento com Pioglitazona e 50% de Raw,
observando aumento de 71% e 46%, respetivamente. Ambos os resultados nao apresentaram

significancia estatistica.
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Figura 16: Expressdo génica de interleucinase recetores de membrana por RT-gPCR em células Caco2
suplementadas com sobrenadante de bactérias do cocktail probiético, seguido de secretoma da diferenciacao de
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adipdcitos 3T3L1 em condicées com Pioglitazona (CP) e sem Pioglitazona (SP), com proporcdo de macrdfagos
Raw264.7 a 0%, 10% e 50%. Foram avaliadas as intereucinas IL-1b, IL-6 e IL-10. *p<0,05; ****p<0,0001.

Constatou-se ainda que a expressao de TLR2 (Toll like Recetor 2), foi estatisticamente
significativo apenas em condicbes que mimetizam adiposidade (diferenciacdo com e sem
Pioglitazona a 50% de macrdfagos).

A utilizacao do sobrenadante de probidticos interfere na expressao génica das citocinas
envolvidas com a cascata inflamatdria, principalmente em condicdes que mimetizam
adiposidade in vitro, ou seja, para a diferenciacao com 50% de macréfagos. Em particular, parao
TRL 2, a expressao génica sem Pioglitazona aumentou 357% e com Pioglitazona 258%,

respetivamente, quando comparados ao controlo.

3.5 Atividade antioxidante e de migracao

Para avaliar o efeito do probidtico na resposta antioxidante nas células de adenocarcinoma de
cdlon, foi avaliado o racio entre a glutationa reduzida e oxidada. Concordando com os demais
ensaios realizados, a avaliacdo deste ensaio seguiu inicialmente com a suplementacao em
células Caco2 com sobrenadante probidtico, sequido da exposicao ao secretoma da
diferenciacao de adipdcitos 3T3-L1com diferentes concentragdes de macrdfagos.

Os resultados obtidos (Figura 17) demonstraram que a suplementacdo com o probidtico, para
qualquer condicao estudada, aumentou a atividade antioxidante, com um aumento da glutationa

reduzida ou diminuicdo da glutationa oxidada, comparativamente ao controlo.

Protecdo antioxidante em Caco2
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Figura 17: Stresse oxidativo em Linha celular Caco2. Os resultados sao representados pela relagdo entre GSH/GSSG
expressa nas células Caco2 suplementadas com sobrenadante de bactérias do cocktail probictico, seguido de
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secretoma da diferenciacdo de adipdcitos 3T3L1em condicées com Pioglitazona (CP) e sem Pioglitazona (SP), com
propor¢do de macrofagos Raw264.7 a 0%, 10% e 50%. **p<0,01; **** p<0,0001.

Em particular, para as condicoes sem Pioglitazona e com 10% de Raw, e com Pioglitazona e com
50% de Raw apresentaram significancia estatistica semelhante a p<0.05, com aumento de
750% e 758%, respetivamente, em comparacao ao controlo. Houve aumento nas demais
condicoes estudadas, contudo sem significancia estatistica observada.

Este comportamento protetor presente no ensaio antioxidante repetiu-se no ensaio de lesao,
que tinha o objetivo de avaliar a capacidade de migracao das células de adenocarcinoma de cdlon.
De modo geral, quanto maior a capacidade de migracao celular, maior é a chance de metastase
apds suplementacao com os tratamentos.
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Figura 18: Migracdo em Linha celular Caco2. Os resultados expressam a taxa de migracdo nas células Caco2 apds
realizacdo de um rasgo mecanico, sequido da adicao dos tratamentos em questao, onde A) Representacdo grdfica e
fotogrdfica em que Caco2 foram suplementadas exclusivamente com o secretoma das 6 condi¢ées de adiposidade
produzidas na diferenciacdo de pré-adipdcitos 3T3-L1e B) Representacao gréfica e fotografica em que Caco2 foram
suplementadas primeiro com sobrenadante de bactérias do cocktail probidtico ressuspendido em MEM, sequido de
secretoma da diferenciacdo de adipdcitos 3T3L1em condicées com Pioglitazona (CP) e sem Pioglitazona (SP), com
propor¢do de macrofagos Raw264.7 a 0%, 10% e 50%. *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****p<0,0001.

Com o resultado do teste de migracao celular (Figura 18 — A) constatou-se que innicialmente as
células tumorais Caco2 apresentaram aumento na capacidade de reintegracao do fecho quando
expostas as condicoes de adiposidade. Neste, todas as condi¢oes, apresentaram significancia
estatistica, especialmente todas as trés condicoes sem Pioglitazona e duas condi¢cdes com
Pioglitazona a 10%e 50% de Raw apresentaram significancia estatistica a p<0.0001 com
aumento de 252%, 357%, 342%, 232% e 586%, respetivamente. Ja dltima condicao com
Pioglitazona a 0% de Raw apresentou significancia estatistica semelhantes a p<0.001, onde
aumentou em 199% a taxa de reintegracao do fecho.

Ja no cendrio em que os probidticos foram adicionados antepadamente a suplementacao do
secretoma da adiposidade (Figura 18 - B), o resultado demonstrou atenuacao na capacidade de
migracao das células de adenocarcinoma de cdlon. O uso de probiético nao diminui a taxa de
reintegracao do fecho, contudo, reduziu o efeito produzido pela adiposidade na progressao
tumoral neste modelo celular. Em especial, chamou atencao para as condigdes sem Pioglitazona
e com 10% de Raw, que reduziu a drea de reintegracao do fecho, apresentando significancia
estatistica de p<0.01, com diminui¢ao de 55%; e para a condicao sem Pioglitazona a 0% de Raw,
que foi a que apresentou maior taxa de reintegracao do fecho comparativamente ao controlo e
demais condicoes testadas, com estatistica p<0.05 e aumento de 47%. Apesar das demais
condicdes nao apresentarem significancia estatistica, concordamos que a drea de reintegracao

do fecho é inferior as condi¢des apenas suplementadas com secretoma de adiposidade.

4. Discussao

Como mencionado anteriormente, o cancro colorretal (CCR) possui mdiltiplas origens, com
destaque para os fatores de risco hereditario, idade, doencas inflamatdrias, obesidade, dieta e
disbiose intestinal (61,7). Dentre estes fatores, a regulacao da microbiota intestinal pode prevenir
0 mau progndstico do CCR (42, 31,22).

0 uso de probidticos tem vindo a ganhar relevo, pois pode promover efeito anti-tumoral em

pacientes sauddveis e efeito protetor em pacientes com a doenca ja instalada (62). Segundo

35



autores, a utilizacao de probidticos promove alteragoes fisico-quimicas na microbiota intestinal,
seja pelo aumento na producao de acidos gordos de cadeira curta (AGCC) ou aumento de
componentes antitumorais e antimutagénicos, que influenciam positivamente na modulacao
imunoldgica do trato gastrointestinal e na reducao da inflamacao da mucosa intestinal e
sistémica (65, 64, 63).

Com estes resultados foi possivel observar que a suplementacao com sobrenadante de
probidticos atenuou a progressao e agressividade do tumor de intestino, principalmente nas
condicdes em que o contexto de adiposidade/obesidade foi posteriormente adicionado (Figura
18). Estes resultados apoiam o que estda descrito na literatura, que indica que lipidos hospedeiros
e citocinas libertados pelo tecido adiposo estarem associadas com o desenvolvimento de
diversos tipos de cancro, inclusivemente o CCR (67, 66, 6, 4, 3).

E, apesar de nao ser possivel observar reducao na viabilidade da linha celular Caco2
suplementadas com probiéticos, nao ignoramos a relacao inversa existente entre o consumo de
prohiéticos e seus beneficios em cancro de cdlon. Hipotetizamos que a) pelo facto da cultura
celular ndo mimetizar acomplexidade do cancro do célon, pode ter havido interferéncias e b) pode
ser necessario mais tempo de tratamento e avaliacdes futuras do efeito da co-cultura de

diferentes estirpes que constituem o probidtico.

4.1 Meio de crescimento ideal para bactérias probiéticas

Nesse estudo, houve dificuldade em promover condi¢des consideradas ideais pelaliteratura para
possibilitar o crescimento das bactérias probidticas em laboratdrio, como o sistema de incubacao
com uso da jarra de anaerobiose ou o sistema de bolsa GasPak por exemplo. As bhactérias
presentes no cocktail probidtico utilizado sao anaerdbias facultativas e, apesar de haver
capacidade para se desenvolverem, quer na presenca ou auséncia de oxigénio, apresentaram
melhor crescimento em condicdes com baixa oferta de oxigénio. Dentro dos recursos disponiveis
para execucao deste trabalho, nao conseguimos garantir condicao livre de oxigénio, mas
realizamos amimetizacao do ambiente anaerdbio recorrendo a técnica fisicaem que arepicagem
da bactéria foi realizada no interior da atmosfera liquida do meio utilizado (TSB e MEM) e os
frascos bem apertados e selados com parafilme.

O facto das bactérias probidticas apresentarem melhores condicdes de crescimento em
ambientes com baixa oferta de oxigénio corrobora com o efeito dos probidticos in vivo no

complexo ecossistema gastrointestinal. Os prohidticos estao num ambiente fechado com baixa
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oferta de oxigénio e envolvidos com a reducao do pH do limen intestinal através da producao de
acidos organicos (acidos acético, butirico, propidnico e lactico) que contribuem para manutencao
de ambiente anaerdhio e para inibir o crescimento de agentes patogénicos (67).

A conservacao e viabilidade das culturas probidticas intestinais sao um desafio para os estudos
laboratoriais e industria alimentar, uma vez que as condi¢des de sobrevivéncia das estirpes nao
sao estdveis nem adversas como ocorre no trato gastrointestinal. As condicoes que afetam a
viabilidade das culturas bacterianas livres incluem temperatura, oxidacao e nivel de oxigénio
(68).

H4 escassez de dados na literatura referentemente a qual o meio de cultura ideal para os
probidticos, contudo, a incorporacao de micronutrientes e sais minerais, como fruto-
oligossacarideo (FOS) e inulina, que sao hidratos de carbono alimentares nao-digeriveis e
servirao como substratos das bactérias, parecem potenciar o crescimento e viabilidade dos
probidticos (69). A inddstria de alimentos costuma empregar o uso maioritariamente de
Lactobacillus e Bifidobacterium em alimentos funcionais e, em menor escala o Enterococcus
faecium, estas estirpes estao mais abundantemente presentes no trato gastrointestinal do
humano sauddvel e sdo faceis de isolar das regides do TGl ileo terminal e célon (70).

Ainda assim, e de acordo com a literatura, é possivel cultivar estas estirpes em condicoes
aerohias mediante tempo suficiente de incubacdo. Por causa da limitacao de informacdes que
confirmassem se as bactérias cresceram nos meios e condicoes referidas nesse estudo, foi
essencial fazer uma caracterizacao por sequenciacao e nossos resultados confirmaram que os
lactobacilos parecem se adaptar melhor que bifidobactérias a metodologia proposta e foram
conseguidos nos dois métodos testados — meio sdlido com mudanca de cor pela expressao da
enzima que degrada lactose e no meio liquido ressuspendido em MEM confirmado por
sequenciamento — conforme apresentado no resultado 3.1.

A B-galactosidade é uma enzima que tem a finalidade de hidrolisar a lactose, um dissacarideo, a
partir da clivagem daligacao «1-6, promovendo libertagao de duas moléculas: glicose e galactose
(71). A enzima é proveniente de diversas fontes, entre elas é expressa por bactérias probidticas e
além da degradacao de lactose, permitem ainda a sintese de galato-oligossacarideos (GOS)

funcionalmente ativos na microbiota intestinal (71).
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4.2 Bactérias probiéticas melhoram a resposta imune
Estirpes bacterianas que atuam na degradacao de moléculas lipidicas poderiam interromper os
condicionantes do microambiente tumoral, podendo caracterizar-se entao como alternativa
coadjuvante no tratamento ou prevencao do cancro.
A composicao saudavel da microbiota intestinal desempenha um importante papel naimunidade
inata e adaptativa gastrointestinal. E, em contexto oncoldgico, funciona como mecanismo de
protecao a agressividade do tumor e atividade anti-tumoral (22). Em situacdes de desequilibibrio
da microbiota, como em contexto de acentuada adiposidade, desenvolver-se-a a dishiose
intestinal, que prejudica a bioatividade intestinal e aumenta a abundancia de espécies indutoras
(bactérias patogénicas) que podem causar doencas inflamatdrias intestinais e cancro (72).
Por outro lado, determinadas estirpes de bactérias probidticas sao capazes de produzir butirato
e lactato, que sao dois metabolitos derivados da producao de dcidos gordos de cadeia curta
(AGCC) importantes para a protecao metabdlica contra o cancro (73).
O AGCCs sao dcidos fermentados produzidos por bactérias gram-positivas da microbiota
intestinal e sao considerados metabolitos microbioanos-derivados capazes de melhorar
imunidade de barreira intestinal, producao de moléculas de adesao, previnindo contra invasores
e reduzindo a inflamacdo intestinal do hospedeiro (74). Os efeitos positivos que foram
observados dos AGCC devem-se pela ativacao de recetores acoplados a proteina G (GPCR), a
exemplo do GPR109a ou pela supressao de histonas/ histonas desacetilases (HDACs) que
inflenciam na expresao genética e regulacao de células imunes (22). AGCC sao requladores
essenciais do recrutamento, ativacao e diferenciacao de célulasimunes, como células dendriticas
(CD), neutrdfilos, macréfagos e linfécitos; além de regular a expressao de i) citocinas pré-
inflamatdrias, como IL-12 e IL-6 e ii) citocinas anti-inflamatdrias, a exemplo da ligacao entre
AGCC e 0 GPR109a associado a CD, que resulta no aumento da expressao de IL-10 e reducao de
IL-6 (75). A consequéncia é o aumento de células T-reg que inibem a expansao de células Th17,
indicando papel vital em vias anti-inflamatdrias, como na apoptose, especialmente em cancro
colorretal induzido por inflamacao (76, 75, 22).
Foi encontrado neste estudo a associacao ainda entre o recetores intestinais, exemplo do TLR, e
a resposta imune anti-inflamatdria. 0 aumento na requlacao de TLRs pode proteger as células
intestinais contra a ativagao do fator nuclear (NF)-kb e 0 JAK/STAT3, sendo ambos criticos para

proliferacao e malignidade do tumor (77).
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Figura 19: Influéncia da microbiota intestinal naimunidade. A secao esquerda da figura ilustra a influéncia de bactérias
filamentosas segmentadas(SFB) e peptideos antimicrobianos (AMP) no sistema imunoldgico do hospedeiro através
da ativacdo da sinalizacao Th17 e MyD88, respetivamente. A secao da direita da figura destaca o papel das fibras
alimentares na producdo de dcidos gordos de cadeira curta (AGCC) na expressao das células T. Jd o papel de
antigénios microbianos na producdo de dimeros IgA é mostrada na secdo média da figura. (Adaptado de Al-Ishag,
2022) (22)

0 grande conjunto de receptores da familia TRLs desempenha importante papel na resposta de
barreira fisica e imunidade inata. Apds exposicao a infecao ou produtos inflamatdrios, os TLRs
reconhecem os produtos bacterianos sintetizados e ativam proteina adaptadora citoplasmadtica
MyD88, que ativado é essencial na protecao nas células epiteliais e desempenham papel na
regulacdo anti-inflamatdria (78). Além do MyD88, os TLRs sao também responsdveis pela
secrecao de imunoglobulina A (IgA), pois apds detecao de antigénios bacterianos, levam a
diferenciacao de células T e consequentemente, producao de dimeros de IgA que diferenciam
entre bactérias patogénicas ou comensais, capaz de atuar como moderador da resposta

imunoldgica pré ou anti-inflamatdria (22).
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Dentre os TLRs de interesse, o TLR2 é um tipo de recetor de membrana ativado por
peptideoglicanas de bactérias Gram-positivas, a exemplo de bactérias probidticas utilizadas
neste estudo, desempenhando importantes funcoes protetoras. Adicionalmente, o TRL10 esta
envolvido com o mecanismo de protecao da tumorigénese, por atuar como fator de transcricao
com efeito em vias de sinalizacao anti-inflamatdrias.

Além disso, outra fungao imunomoduladora produzido por bactérias decorre a partir da secrecao
de metabolitos responsaveis por efeitos sistémicos em cicatrizacao. Ja foi descrito o papel da
utilizacao de micrdbios intestinais sauddveis funcionando como vacinas vivas capazes de
prevenir a progressao do cancro. Essas bactérias sauddveis, quando tomadas em quantidade
suficiente beneficiam o hospedeiro e desencadeiam respostas imuno-adjuvantes de combate ao

cancro colorretal, através da ativacao de citocinas e genes apoptdticos (79, 80).

4.3 Expressao de genes inflamatorios associados ao CCR
Os dados apontaram que a adiposidade é um fator de risco para tumor de c6lon mesmo in vitro. A
expressao de genes associados a inflamacao e hipdxia foram mais presentes em condi¢ées com
adicao de 50% de macrdéfagos, conforme apresentado nos resultados.
A IL-1B é uma citocina pro-inflamatdria que desempenha um papel central na resposta imune,
podendo ser ativada por varias sinalizacoes, entre eles, a maturacao por caspase-1 e
desempenhar papel na revelacao ou progressao tumoral (81, 82). O seu aumento de expressao
pode indicar a ativacao dos macrdfagos e a presenca de uma resposta inflamatdria (82).
A IL-6 é uma citocina multifuncional envolvida em vdrias respostas imunes e inflamatdrias.
Quando a expressao estda aumentada pode indicar um sinal de inflamacdo, stresse celular,
infeccao ou lesao tecidual. A elevada expressao de IL-6 individualmente foi relacionada com
maiores taxas de metdstase linfonodal e grau de diferenciacao em pacientes com CCR (83).
A IL-6 tem forma de atuacao ambigua no intestino, podendo atuar como citocina anti-
inflamatadria. Esta interleucina é produzida pelo contacto das bactérias probidticas nao
patogénicas com as células epiteliais do intestino apds internalizacdo e interacao com APCs,
macrofagos e fagocitos. O aumento da producao de IL-6 provoca aumento da expressao de
células B ativas produtoras de IgA na lamina prdpria do intestino (79).
Neste estudo, a expressao de genes lipogénicos foi elevada no tecido tumoral colorretal sob
influéncia de adiposidade em comparagao com o controlo de normalidade. Em condicdes in vivo,

a IL-6 estd envolvida ainda com a diminuicao na secrecao de adiponectina (horménio produzido
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por adipdcitos brancos nao hipertréficos e tem a funcao anti-inflamatdria) e aumento da
inflamacao.

Estudos observaram uma correlagao negativa entre os niveis de adiponectina circulante e o risco
de desenvolver certos tipos de cancer, como colorretal, mama, pancreatico, figado e prdstata
(84).

Ja aIL-10 é uma citocina anti-inflamatdria que regula e limita a resposta imune e inflamatdria. O
aumento da expressao de IL-10 pode indicar uma tentativa de controlar e mitigar a resposta

inflamatdria e promover a resolucao do processo inflamatdrio.

4.4 Probioticos podem proteger contra agressividade do adenocarcinoma de célon em

modelo in vitro
Os resultados com utilizacao de probidtico apresentaram atividade de protecao antioxidante
tanto nas células de tumor colorretal expostas ao contexto adiposo em condicdes de
normalidade, quanto em naqueles de elevada adiposidade e inflamacao (Figura 17).
Os probidticos tém a capacidade de modular a o sistema imunoldgico localmente no intestino, ou
de forma sistémica, além de ter outros beneficios terapéuticos, como melhorar tolerancia a
lactose, reduzir inflamacao e ter propriedades antioxidantes (79).
0 desequilibrio entre a producao de moléculas pré-oxidativas (espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de nitrogénio (ERN)) e a eficdcia das defesas antioxidades é um dos
fatores associados ao CCR (73). O stresse oxidativo produzido pela microbiota intestinal
disbidtica promove estimulacao de inflamacao crénica pela producao acentuada de ROS que
induzem danos ao DNA, ativacao de oncogenes e inativacao de genes supressores tumorais, por
exemplo (82, 73).
A glutationa é o principal tiol intracelular de baixo peso molecular que desempenha papel critico
na defesa contra stress oxidativo e nitrosativo em células de mamiferos. Niveis reduzidos de
glutationa foram identificados em estdgios iniciais de apoptose e a identificacao desses valores
por ensaios simples in vitro permitem detetar alteracoes na glutationa total em apoptose e em
outras amostras (85).
A inflamacao caracteriza fator importante de risco para tumores, principalmente sélidos (82).
Quando a inflamacao é produzida mesmo localmente, leva a desdobramentos em dgaos
sistémicos e aumentam a malignidade do tumor. Ja os metabolitos secretados por probidticos

atuam seja na cicatrizacao de feridas, combate ao estress/infecao primaria e o inicio da
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recuperacao de tecidos distantes diferentemente das condicdes de dishiose intestinal, em que a
translocacao de bactérias patogénicas leva ao aumento de moléculas précarcinogénicas, como
espécies reativas de oxigénio (EROS), genotoxina bacteriana (colibactina) e sulfeto de hidrogénio

(H2S) (80) .

4.5 Pioglitazona reduz migracao em Caco2

Os nossos estudos apresentaram tendéncia heterogénea nas condigcdes com o uso do agonista
de PPARYy utilizado da otimizacao da adipogénese, e recentes estudos tém sustentaado o facto
de que esse tipo de fdrmaco antidiabético, do grupo das tiazolidinedionas, estar associado com a
reducao modesta de 9% no risco de desenvolvimento de CCR em pacientes com DMTZ2 tratados
com Pioglitazona (86).

Apesar da Pioglitazona estar direcionada para reduzir resisténcia insulinica, seu uso pode ainda
aumentar o actimulo de goticulas lipidicas em adipdcitos maduros e também ativar vias de
supressao tumoral por apoptose, como a viamTOR, por exemplo (87) . Estudo de Ninonimia, et al
(2014) avaliou o efeito da Pioglitazona em cinco linhas celulares tumorais (Capan-1, Aspc-1,
BxPC-3, PANC-1 e MIApaCa-2) e o resultado confirmou efeito inibitério na proliferacao das 5
linhas examinadas quando a concentracao de Pioglitazona foi superior a10uM (88, 89).
Autores sugerem que o altos niveis de expressao de PPARy foram identificados em células de
tumor pancredtico humano como fator de risco, e o tratamento com tiazolidinediona atuou
inibindo a proliferacao celular e induzindo a diferenciacao celular, num processo de cessacao da

proliferagao celular pelo aciimulo de células na fase G1do ciclo celular (90).

5. Conclusao

Pelo que foi observado neste trabalho, a modulacao da microbiota intestinal com uso de
probidticos apresentou resultados promissores no modelo in vitrode doenga adenocarcinoma de
cdlon. Ainda que preliminares, estes resultados representam um ponto de partida em como o uso
de probidticos poderd modelar a protecao afatores derisco para cancros gastrointestinais, como
cancro colorretal. A terapia probidtica podera funcionar como uma estratégia alternativa para
levar a melhorias da condicao meta-inflamatdria e metabdlica presente em pacientes com

obesidade e/ou diabéticos em uso de terapia com Pioglitazona, por exemplo.
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0 tecido adiposo estd envolvido de forma complexa com o tumor e com o presente estudo foi
possivel inferir que o uso de um probiético de forma preventiva poderd atenuar a progressao e
agressividade do adenocarcinoma de célon.
De modo geral, existe uma rota atraente da investigacao para a prevencao do cancro ou uma
terapéutica de tratamento para o cancro, intervindo na modulacao da microbiota intestinal.
Contudo, sao necessarios estudos complementares para investigar e compreender os
mecanismo subjacentes entre a microbiota intestinal e o sistema imunoldgico no contexto de
cancro.
Perspectivas futuras
e Otimizar producao de extrato de probicdticos para ser utilizado em linhas celulares;
e Acrescentar substrato bacteriano no meio de cultura utilizado para inoculacdao de
probidticos (como FOS, GOS, inulina, por exemplo);
e Testar o efeito do probidtico em outras linhas celulares e modelos de doenca;
e Dosear metabolitos expressos nas condicoes de diferenciacao adipocitdria com e sem
Pioglitazona;

e Testar co-cultura de macréfagos com adipdcitos humanos.
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