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Resumo

Enterococcus faecium é um importante género bactérias acido laticas probiéticas que forma parte integrante da
microbiota humana saudavel. Entretanto, poucos estudos relacionam a capacidade da Enterococcus faecium de origem
alimentar para prevencdo do cancer colorretal, considerado uma das principais causas de mortalidade nos paises
ocidentais, estando entre os trés canceres mais incidentes. O nosso estudo se propde em utilizar uma nova abordagem
para avaliar o potencial da cepa Enterococcus faecium 137v — EF137v de queijo de Coalho artesanal no seu
desempenho para prevencao e retardo na progressdo do cancer colorretal em modelo animal. Para este fim avaliamos,
através da ultrassonografia abdominal, os efeitos da administracéo oral da EF137v sobre o desenvolvimento do cancer
colorretal induzido por 1,2-dimetilhidrazina - DMH em diversos grupos objetivando uma anélise sistémica na satde
dos ratos Wistar, bem como observagdes de possiveis alteragdes no peso e niveis séricos desses animais. Os resultados
obtidos foram importantes para o retardo na progressdo tumoral promovido por EF137v em ratos que fizeram uso do
probidtico de modo isolado antes (preventivo) e apds (curativo) a inducdo do cancer. Os ratos apresentaram peso
corporal estavel, sem mudancas bruscas no decorrer do experimento. Niveis séricos de triglicerideos apresentaram-se
altos apds o cancer na maioria dos grupos tratados. Uma discussdo sobre possiveis alteracbes metabdlicas foi iniciada,
bem como a fungéo protetora da EF137v ao cancer colorretal. O probiético EF137v mostrou-se forte candidato como
agente preventivo para o desenvolvimento do cancer e o procedimento ultrassonografico uma ferramenta adicional
para 0 acompanhar alteragbes importantes no intestino.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Enterococcus faecium; Probidtico; Ratas Wistar; Ultrassonografia.
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Abstract

Enterococcus faecium is an important genus of probiotic acid lactic bacteria that forms an integral part of the healthy
human microbiota. However, few studies relate the ability of food-borne Enterococcus faecium to prevent colorectal
cancer, considered one of the main causes of mortality in Western countries, being among the three most incident
cancers. Our study proposes to use a new approach to evaluate the potential of the Enterococcus faecium 137v -
EF137v strain of artisanal “Coalho” cheese in its performance for prevention and delay in the progression of
colorectal cancer in an animal model. To this end, we evaluated, through abdominal ultrasound, the effects of oral
administration of EF137v on the development of colorectal cancer induced by 1,2-dimethylhydrazine - DMH in
several groups aiming at a systemic analysis on the health of Wistar rats, as well as observations of possible changes
in the weight and serum levels of these animals. The results obtained were important for the delay in tumor
progression promoted by EF137v in rats that used the probiotic in isolation before (preventive) and after (dressing) the
cancer induction. The rats had a stable body weight, with no sudden changes during the experiment. Serum
triglyceride levels were high after cancer in most treated groups. A discussion on possible metabolic changes was
initiated, as well as the protective function of EF137v against colorectal cancer. The probiotic EF137v proved to be a
strong candidate as a preventive agent for the development of cancer and the ultrasound procedure is an additional
tool to accompany important changes in the intestine.

Keywords: Colorectal cancer; Enterococcus faecium; Probiotic; Wistar rats; Ultrasonography.

Resumen

Enterococcus faecium es un género importante de bactérias acido lactica probidticas que forma parte integral de la
microbiota humana sana. Sin embargo, pocos estudios relacionan la capacidad del Enterococcus faecium transmitido
por los alimentos para prevenir el cancer colorrectal, considerado una de las principales causas de mortalidad en los
paises occidentales, estando entre los tres canceres mas incidentes. Nuestro estudio propone utilizar un nuevo enfoque
para evaluar el potencial de la cepa Enterococcus faecium 137v - EF137v de queso de “Coalho” artesanal en su
desempefio para prevenir y retrasar la progresion del cancer colorrectal en un modelo animal. Para ello, evaluamos,
mediante ecografia abdominal, los efectos de la administracion oral de EF137v sobre el desarrollo de cancer
colorrectal inducido por 1,2-dimetilhidrazina - DMH en varios grupos con el objetivo de realizar un analisis sistémico
sobre la salud de ratas Wistar, asi como observaciones de posibles cambios en el peso y los niveles séricos de estos
animales. Los resultados obtenidos fueron importantes para el retraso en la progresion tumoral promovido por EF137v
en ratas que usaron el probiético de forma aislada antes (preventivo) y después (vendaje) de la induccién del cancer.
Las ratas tenian un peso corporal estable, sin cambios bruscos durante el experimento. Los niveles séricos de
triglicéridos fueron altos después del cancer en la mayoria de los grupos tratados. Se inicid una discusién sobre
posibles cambios metabdlicos, asi como la funcién protectora de EF137v contra el cancer colorrectal. El probiotico
EF137v demostro ser un fuerte candidato como agente preventivo para el desarrollo de cancer y el procedimiento de
ultrasonido es una herramienta adicional para acompariar cambios importantes en el intestino.

Palabras clave: Cancer colorrectal; Enterococcus faecium; Probiotico; Ratas Wistar; Ultrassom.

1. Introducéo

O cancer colorretal é considerado uma das principais causas de mortalidade nos paises ocidentais, estando entre os
trés canceres mais incidentes em homens e mulheres (Jaskulski, et al., 2020). J& ha tempo que os tratamentos disponiveis para
o0 cancer incluem quimioterapia e cirurgia, estes contribuem enormemente para a perda de qualidade de vida. Neste sentido, ha
uma grande necessidade de um tratamento alternativo por intervencdo nutricional que inclua agentes com potenciais agdes
quimiopreventivas (Urbanska, et al., 2009).

Evidéncias indicam que o consumo de bactérias &cido l4ticas - BAL probioticas melhora a fungéo intestinal, mantendo
a permeabilidade paracelular, aumentando a camada mucosa fisica, estimulando o sistema imunolégico e modulando a
composi¢do e atividade da microbiota residente (Khan, et al., 2017). BAL probiédticas sdo principalmente mostradas para
impedir o crescimento de células cancerosas indiretamente por meio do aumento da imunidade adaptativa pela inducgdo de
células T citotoxicas (Lenoir, et al., 2016), células natural Killer - NK ou citocinas (Sharma, et al., 2018).

Enterococcus faecium (E. faecium) é um importante género BAL que forma parte integrante da microbiota humana
saudavel. O género Enterococcus também é encontrado na microbiota de fontes alimentares diversas, como queijo de Coalho,
por exemplo. Em animais, os probiéticos de E. faecium sdo usados principalmente para tratar ou prevenir diarreia, para facilitar
a estimulagdo imunoldgica ou para melhorar o crescimento (Wu, et al., 2019). Poucos estudos demonstraram as propriedades

de protecdo ao cancer de cepas de Enterococcus de origem alimentar in vitro (Thirabunyanon, et al., 2013; Naomi, et al.,
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2015). Raros trabalhos in vitro com Enterococcus faecium de origem alimentar sdo identificados para avaliar a capacidade de
anticancer (Thirabunyanon, et al., 2009). Atualmente, o0 nosso estudo torna-se pioneiro por avaliar in vivo a agao protetora e
adjuvante na terapia contra o cancer colorretal da Enterococcus faecium de origem alimentar.

Muitos estudos confirmam o envolvimento da microbiota exdgena no aparecimento do cancer colorretal. Isso torna
razoavel pensar que a mudanca da microbiota intestinal pode influenciar o desenvolvimento do tumor. A 1,2-dimetil-hidrazina
(DMH) é um potente carcindgeno que pode induzir cancer colorretal em animais experimentais (Kumar, et al., 2012). Os
humanos sdo expostos a0 DMH e outras hidrazinas por meio do ambiente e da dieta. O DMH é metabolizado no figado,
resultando na producdo de ion diazénio eletrofilico, que é conhecido por provocar estresse oxidativo (Desrouilléres, et al.,
2015). Segundo Kumar, et al. (2012) cancer colorretal experimental provocado pela administracdo de DMH em ratos apresenta
estagios multiplos prolongado, apresentando muitas das mesmas cinéticas celulares, caracteristicas histopatologicas e
moleculares que simula o desenvolvimento do cancer de c6lon humano.

O nosso estudo se propde em utilizar uma nova abordagem para avaliar o potencial da BAL Enterococcus faecium
137v oriunda de queijo de Coalho artesanal do Nordeste do Brasil em seu desempenho na prevengdo e retardo na progressdo

do cancer colorretal em modelo animal e na manutencdo da salde sistémica.

2. Metodologia

Este estudo se caracteriza por sua natureza quantitativa, analitica, intervencional e experimental de acordo com
Hochman, et al. (2005).

2.1 Micro-organismo

A cepa utilizada nesta pesquisa esta cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
conhecimento tradicional associado (SISGEN) n° AD77ADS. E oriunda do queijo de Coalho artesanal de Pernambuco e foi
classificada como Enterococcus faecium 137v ndo patogénica e com perfil probidtico baseada por filogenia (Santos, et al.,
2020). A cepa foi cultivada (10% de inGculo) em caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS — HiMedia Laboratories Pvt, Ltd.
Mumbai, India) a 37°C/24h. O cultivo foi centrifugado a 6.500 rpm/20 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e as células bacterianas retidas pela centrifugacdo foram ressuspendidas em &gua ultrapura e padronizadas a uma
concentragdo de 10'° unidades formadoras de colénia - UFC. A E. faecium 137v foi armazenada em frascos contendo 10% de
glicerol e submetida ao congelamento gradual até que alcangasse -80°C. ApGs processo de congelamento a amostra foi

liofilizada. O material obtido da liofilizac&o foi armazenado sob congelamento para fins de anélise experimental.

2.2 Animais

Quarenta e dois ratos Wistar (Rattus norvergicus, variedade albinus, Rodentia) fémeas com cinco semanas de idade e
pesando em média 112,62 + 6,44 g foram obtidos do Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (Universidade Federal Rural de Pernambuco, DMFA/UFRPE) e alojados em gaiolas de arame inoxidavel. A
temperatura e a umidade relativa foram mantidas em 22 ° C e 55%, respectivamente. Os ciclos de claro-escuro duravam 12
horas cada. Todos os animais tiveram livre acesso a dgua e pellets comerciais de ragdo para ratos fornecidos pelo Biotério.
Todos os cuidados e tratamentos com os animais experimentais seguiram as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica de
Uso Animal (CEUA/UFRPE) sob a licenga: 001/2018.

2.3 Desenho experimental

O ratos foram submetidos a um periodo de aclimatacdo de uma semana. Apos esse periodo, eles foram divididos
3
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aleatoriamente em 7 grupos de 6 animais, cada (n=42). Todos os ratos foram alimentados com dieta comercial fornecida pelo
Biotério.

O Grupo 1 (GN) serviu como controle negativo e recebeu 0,85% de solugédo salina (NaCl 0,85%) por gavagem
(intragastrica i.g.) diariamente. Os ratos do grupo 2 (GP) serviram como controle positivo para o cancer e receberam 1,2-
Dimetilhidrazina-DMH (Kumar, et al., 2012; Desrouilléres, et al., 2015) dissolvido em NaCl 0,85% (30 mg/kg por via
subcutanea — s.c.) uma vez por semana durante seis semanas. O Grupo 3 (G3) serviu como controle para o probidtico
recebendo Enterococcus faecium 137v - EF137v por gavagem diariamente. Os grupos 4 a 7 (G4, G5, G6 e G7) receberam o
EF137v (i.9.) e DMH (s.c.). O G4 e G7 receberam sulfato de vincristina — VCR (1 mg/ml de NaCl 0,85%) e 0,3 ml desta
solucdo foi administrada por via intravenosa (i.v.) semanalmente ap6s inducéo do cancer. O G4 e G5 fizeram o uso de EF137v
durante toda a fase experimental (Fase 1: antes da inducdo do cancer; Fase 2: durante a indugdo do cancer; e Fase 3: apds
inducdo do cancer). O G6 e G7 iniciaram o consumo do EF137v na Fase 3. A dose probiética foi suplementada com 1,0 ml de
Enterococcus faecium 137v — EF137v a uma concentragéo de 10%° UFC/mI (0,0115g EF137v liofilizada solubilizada em NaCl
0,85%).

Os animais foram monitorados diariamente quanto a salde geral e 0s pesos corporais foram registrados
periodicamente durante o estudo. Apds 21 semanas de periodo experimental, os ratos foram sacrificados com administracéo,
por via intramuscular de sobredosagem de cetamina 300mg/kg + xilazina 30mg/kg, ap6s confirmacéo da perda de consciéncia,
realizou-se exsanguinagdo por pungédo cardiaca e morte. Todo o0 segmento do intestino foi coletado para andlise, bem como o
figado, rim, estbmago, baco, pancreas, pulmao, ovario, Utero e coracdo e armazenados em solucdo de alcool a 70% para
analises histolégicas. O desenho experimental é descrito na Figura 1. Os ratos Wistar albinos fémeas foram empregadas neste

estudo, por serem utilizadas em estudos semelhantes anteriores (Gamallat, et al., 2016; Lenoir, et al., 2016).
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Figura 1. Representacdo do desenho experimental.

0 6 1
Duragio ] l
(semanas) )

-

Controle Negativo (GN)

Controle Positivo (GP)

Grupo 3 (G3)

Grupo 4 (G4)

Grupo 5 (GS)

Grupo 6 (G6)

Grupo 7(GT)

l [ndica a injegio de VCR
(1 mg/ml de NaCl 0.85%, i.v.)

’ Dieta normal + NaCl 0,85%

Injecio de DMH
(30 mg/kg, s.c.)
Dieta normal + EF137v

Dieta normal + EF137v « VCR

Fonte: Autores.

2.4 Ultrassonografia abdominal

Os ratos foram submetidos a avaliagdo ultrassonogréfica (Sonosite, M-turbo, 6 a 13 MHz transdutor linear) para
avaliar os pardmetros anatomopatolégicos do intestino nas fases 1, 2 e 3. As andlises por ultrassonografia incluiram a
observagdo da ecogenicidade intestinal, hepética e renal (Ecol/EcoH/Eco-R) e a afericdo do didmetro transverso da parede
intestinal (DT).

2.5 Andlise Bioguimica
O colesterol total e triglicerideos foram determinados nas amostras de soro coletadas dos ratos Wistar nas fases 1 e 3
deste trabalho utilizando kit comercial (Diagnostica InVitro®, Brasil).

2.6 Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram expressos como desvio padrdo médio. As variaveis foram analisadas usando o ANOVA
seguido pelo teste Bonferroni e Tukey para comparacfes entre médias ou analise de variancia unilateral e comparacfes post
hoc de Shapiro-Wilk, bem como metanalise nos softwares Jamovi 1.6 (para a maioria dos testes em estudo). O critério de

significancia estatistica foi estabelecido em p<0.05 para cada ponto final.
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3. Resultados

3.1 Ganho de peso corporal
A Figura 2 mostra um aumento constante no peso corporal dos animais de todos os grupos testados (112,62 + 6,44 a

187,37 + 3,72g ao longo de 21 semanas). Foi observado um peso corporal estavel nos animais do grupo G5 que receberam o
probidtico antes da inducdo do cancer e continuaram 0 seu uso apés indugdo: 170,67 + 14,57 a 181,00 + 17,13g (fase 2) e
183,60 + 18,15 a 203,60 + 17,364 (fase 3).

Apos 6 semanas de inje¢do do cancerigeno DMH os grupos G6 e G7 apresentaram um rapido declinio no peso
corporal (201,00 + 13,66 para 197,80 + 18,01 e 180,50 + 15,23 para 179,50 * 14,71g, respectivamente) em comparacdo aos
demais animais tratados, no entanto, ao longo do tratamento, o peso dos animais foi recuperado. A Figura 3 mostra que os ratos

tiveram seus pesos estabilizados, sem aumento significativo durante a fase 2 para a fase 3 (p>0,05) quando comparados com a

fase 1 seguida das fases 2 e 3 (p=0,001).

Figura 2. Histograma e densidade estatistica (p<0,05). Aumento significativo de peso médio (p=0,009) em ratos Wistar para

0s grupos testados durante as fases 1, 2 e 3 em 21 semanas.
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Fonte: Autores em software estatistico Jamovi (versdo 1.6).
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Figura 3. Comparacdo ANOVA - Post Hoc por fase comparando o peso corporal médio de ratos em cada grupo (p<0,05).
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Nota. As comparacdes sdo baseadas em médias marginais estimadas. Fonte: Autores em software estatistico Jamovi (versdo 1.6).

3.2 Ultrassonografia abdominal

Durante a fase 1 ndo foram observadas alteracfes nos rins, figado, baco, bexiga e intestino para todos os grupos
avaliados. A Figura 4 mostra o didmetro da parede intestinal em que o grupo G4 (14 + 0,1 mm) estava na terceira semana de
administracdo do EF137v. O grupo G7 (15,5 £ 0,7 mm) gque neste momento ndo consumia o probidtico e GP (10 + 1,41 mm)
foram avaliados para observagdes nas demais fases quanto ao acompanhamento das condi¢fes do intestino frente ao cancer.
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Figura 4. Imagem ultrassonogréafica do diametro transverso da parede intestinal (DT) dos grupos GN (A), GP (B), G4 (C) e G7
(D) na fase 1 experimental.

Fonte: Autores.

Na fase 2 do experimento foram observadas algumas mudancas no estado de salide dos ratos e detectadas através da
ultrassonografia, como mostra a Figura 5. Trés ratas do grupo G6 (20,5 + 3,53 mm) apresentaram leve aumento da
ecogenicidade de mesentério, esplenomegalia e peristaltismo aumentado, embora ndo tenham apresentado diarreia. Um animal

do grupo G5 (20,5 + 0,7 mm) apresentou esplenomegalia.
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Figura 5. Imagem ultrassonografica do diametro transverso da parede intestinal (DT) na fase 2 dos grupos GP (A), G5 (B), G6
(C) e G7 (D) e na fase 3 dos grupos GP (E), G5 (F), G6 (G) e G7 (H).

D

-

n:su;ﬂn’:,"

v

Fonte: Autores.

Um aumento DT foi observado no grupo GP durante o experimento 10 £ 1,41 mm, 19,5+ 0,7 mm e 28,5 + 2,12 mm
fase 1, fase 2 e fase 3, respectivamente (p=0,01), quando comparado ao controle negativo GN (11,5 £ 2,12 mm). Os grupos G5
e G6 apresentaram aumento da parede intestinal na fase 2 (17,5 = 3,54 e 20,5 £ 3,53 mm) com leve aumento na fase 3 G5 20,5
+ 0,7 (p=0,05) e G6 20,5 £ 0,7 mm (p=0,02), quando comparados aos grupos G4 19,5 + 0,7 mm (fase 2) e 26,5 = 0,7 mm (fase
3) e G7 23,5+ 0,7 mm (fase 2) e 24 + 1,41 (fase 3), com aumento significativo DP do G4 (p=0,005) e G7 (p=0,003) quando
comparados aos grupos que ndo utilizavam o EF137v associado ao VCR e ao GN, podendo ser observadas na Figura 6. O
grupo G3 que fez uso de probidtico durante toda a fase experimental, ndo apresentou aumento DP quando comparado ao
controle GN (p=0,05), como explicitado na Tabela 1.

Ao realizar o teste de poder (t-test) para os resultados obtidos em relagdo a sensibilidade da analise sobre o nimero de
individuos avaliados, obteve-se um poder de d=0,695, em que a probabilidade de detectar o efeito foi de 80-95% como mostra
a Figura 7. Neste estudo por ultrassonografia a intencéo é de detectar, de forma confidvel, efeitos maiores da EF137v sobre o

intestino frente ao desenvolvimento do cancer, logo, tamanhos de amostra menores foram necessarios.
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Figura 6. BoxPlot de descrigéo estatistica (p<0,05). Aumento moderado de G5 ¢ G6 (p=0,05 e p=0,02, respectivamente). Forte
aumento na parede do intestino nos grupos G4, G7 e GP (p=0,005, p=0,003 e p=0,01, respectivamente) quando comparados ao
GN. O grupo G3 ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controlo negativo.

Fasa ! Fase 2 Fase 3

GN 4 l l l

Grupo
"y
=
=
=

Nl i
Bl I I
T I I

0 13 20 25 0 0 15 20 5 30 ] 15 0 Fa 30

Intestino (mm)
Fonte: Autores.
Tabela 1. Aumento moderado de G5 e G6 (p=0,05 e p=0,02, respectivamente). Forte aumento na parede do intestino nos

grupos G4, G7 e GP (p=0,005, p=0,003 e p=0,01, respectivamente) quando comparados ao GN. O grupo G3 ndo apresentou

diferenca estatistica em relagdo ao controlo negativo (ANOVA, seguido de teste de regressdo logistica ordinal, p<0,05).

Indicadores p<0,05  Odds ratio

Grupo
G3 -GN 0.802 1.36344
G4 -GN 0.005 0.00615
G5 -GN 0.052 0.04515
G6 - GN 0.024 0.01778
G7 -GN 0.003 0.00190
GP -GN 0.011 0.00717

Intestino (mm) <.001 1.85897

Fonte: Autores em software estatistico Jamovi (vers%l.e).
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Figura 7. Poder do teste (T-test/Power Contour) O gréafico de contorno de poténcia mostra como a sensibilidade do teste muda
com o tamanho do efeito hipotético e os tamanhos da amostra do experimento. A curva preta solida no gréafico de contorno
mostra combinagfes de tamanho de amostra/tamanho de efeito com uma poténcia de 0,695. O ponto mostra o design
especificado e o tamanho do efeito.

Poder

1.0
i 08
8
b |
%;L = 05
2
2
3 04
(=]
o
o
£
g 0.2
&
b=

0.0

Tamanho da amostra

Fonte: Autores em software estatistico Jamovi (verséo 1.6).

3.3 Perfil bioquimico

Os niveis de colesterol total de todos os grupos avaliados manteve-se em proporgdes desejaveis <190 mg/dL antes da
inducdo do cancer pelo agente carcinogénico DMH, enquanto que o ftriglicerideo se apresentou dentro das proporgées
desejaveis <175 mg/dL e limitrofe 175-199 mg/dL. Um aumento consideravel nos niveis de triglicerideo para 0os grupos
testados (p=0,02) ocorreu apds indugdo do cancer, quando comparados ao grupo GN (199 + 44,4 mg/dL). N&o houve alteragdo
significativa para os indices de colesterol total (p>0,05) em relagdo ao controle negativo em todas as etapas analisadas como
mostra a Figura 8 e descrita na Tabela 2 em que as fases e grupos sdo comparados e avaliados quanto ao aumento dos niveis
séricos apresentados.
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Figura 8. Metanalise do tamanho do efeito e variagdo da amostragem sobre os niveis de colesterol e triglicerideo dos ratos, por

grupo, antes e depois da indugdo do cancer por DMH. Forest Plot, (p<5).
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Tabela 2. Analise MANCOVA (p<0,05) dos niveis de triglicerideo e colesterol total antes da indugdo do cancer e apos

inducéo do cancer por DMH.

4. Discussao

Fonte: Autores em software estatistico Jamovi (versdo 1.6).

Indicadores p<0,05

Fase Cholesterol (mg/dL) 0.098
Triglyceride (mg/dL) <.001

Grupo Cholesterol (mg/dL) 0.196
Triglyceride (mg/dL) 0.020

Fase k Grupo  Cholesterol (mg/dL) 0.361
Triglyceride (mg/dL) 0.012

Fonte: Autores em software estatistico Jamovi (verséo 1.6).

Enterococcus faecium 137v — EF137v isolado de queijo de Coalho artesanal tradicionalmente produzido e consumido
no estado Pernambuco do nordeste brasileiro foi avaliado quanto as propriedades probidticas anteriormente por Calaca, et al.

(2020) e Santos, et al. (2020). Esta propriedade o torna um micro-organismo adequado para ser testado quanto as suas
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habilidades de controle de doencas. O presente estudo foi desenhado para investigar o papel protetor do EF137v para o cancer
colorretal, considerando sua capacidade de adesdo a parede do intestino e efeito no equilibrio da microbiota promovendo
controle populacional de micro-organismos associados a inflamagao crdnica e na carcinogénese (Raisch, et al., 2014; Khan, et
al., 2017; Geravand, et al., 2019).

Um fato pouco mencionado € a reducdo de peso durante o cancer colorretal. A composicdo microbiana intestinal é
fortemente influenciada pela dieta, em especial pela administragdo de probidticos e, por sua vez, influencia a funcdo do
intestino (Park & Bae, 2015). O seu comprometimento acarreta em desequilibrio metabdlico e, para Meyerhardt, et al. (2017)
uma questdo chave é entender se a perda de peso € um marcador do avanco do cancer ou se influencia o resultado da doenca.
Urbanska, et al. (2009) comentam que existe uma forte correlacdo entre dieta e ocorréncia do céncer e verificaram em seu
estudo que os animais que administraram Lactobacillus acidophilus, mantiveram seu peso corporal estavel no periodo de 17
dias quando comparado aos animais do grupo controle, reduzindo o processo inflamatério no intestino e evitando que
adenomas progridam. Para 0s ratos utilizados em nosso trabalho, nenhuma perda de peso significativa foi observada quando
utilizada Enterococcus faecium 137v isolada ou como adjuvante terapéutico da VCR. Nédo houve declinio na ingestdo de
alimentos fato que é geralmente associado a condigdes clinicas importantes como o cancer de intestino.

Kumar, et al. (2012) observaram que uso de Lactobacillus plantarum em animais tratados ocasionou aumento de
ganho de peso quando comparado aos animais ndo tratados. O aumento de peso, relatado pelos autores, pode estar atrelado a
uma maior absorgdo de conteddos alimentares, aproximadamente 10%. Asha & Gayathri (2012) utilizaram Lactobacillus
fermentum em animais induzidos ao cancer colorretal e observaram um aumento de 6 g do peso corporal. O valor prognéstico
da variacdo de peso relata algumas evidéncias de que o ganho ou perda de peso durante o cancer tém maior risco de
recorréncia e morte em comparacdo quando nao ha variacdo de peso (Thivat, et al., 2010). O nosso estudo se caracteriza por
uma varia¢cdo minima na massa corporea dos animais tratados seja com EF137V isolado ou 0 EF137v + VCR, com consumo
do probidtico antes e ap6s o crescimento do cancer (Figura 2). No entanto, ainda estdo disponiveis dados muito limitados sobre
a alteracdo do peso corporal ap6s a intervencdo sobre cancer colorretal e seu impacto no resultado terapéutico (Lee, et al.,
2015).

Em nosso estudo foi observado que mesmo os ratos com peso corporal padrdo, os niveis de triglicerideos dos animais
tratados GP, G4, G5, G6 e G7 foram significativamente aumentados ap6s inducdo do cancer quando comparados ao grupo ndo
tratado GN e G3 (Figura 8), enquanto que niveis de colesterol total - CT mantiveram-se estabilizados para todos os grupos. Tal
situacéo pode sugerir alteragdes do metabolismo devido a presenca de adenomas colorretais ou mesmo o estresse pela doenga.
Dentre as principais alteracdes metabdlicas induzidas pelo cancer colorretal, destacam-se a deplecdo dos depdsitos lipidicos, o
incremento da lipdlise e a reducdo da lipogénese e, em consequéncia, a hiperlipidemia. Esta, por sua vez, pode estar
relacionada 4 inibicdo da atividade enzimatica da lipase lipoprotéica plasmética (Fortes, et al., 2008). Para Yu, et al. (2019) o
cancer colorretal pode provocar aumento da permeabilidade intestinal que é acompanhada por inflamacédo e hiperlipidemia,
afetando o figado, consequentemente. No estudo de Wu, et al. (2017) o consumo de Lactobacillus tem efeitos benéficos na
estabilidade de CT, embora ndo haja altera¢es 6bvias nos niveis séricos de triglicerideos.

Curiosamente, a hiperlipidemia em animais com cancer colorretal apresenta caquexia associada (Yu, et al., 2019) e,
embora o0s ratos utilizados em nosso estudo tenham apresentado niveis elevados de triglicerideos apds o cancer assim como
aumento na motilidade intestinal, a caquexia ndo foi um fator preponderante. Alguns estudos com modelos de cancer colorretal
ndo relatam em seus experimentos a analise bioquimica para CT e triglicerideos em ratos com tumores coldnicos induzidos por
DMH (Asha & Gayathry, 2012; Kumar, et al., 2012; Desrouilléres, et al., 2015). O aumento dos niveis séricos em nosso estudo
podem ter relacdo, por exemplo, com a alteragéo causada pelo DMH nas enzimas hepaticas que esté relacionada ao figado, que

€ um 6rgdo importante no metabolismo da maioria dos carcindgenos. Varios carcindgenos ambientais foram relatados como
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causadores de estresse oxidativo hepatico durante a tumorigénese extra-hepatica (Jaskulski et al. 2020). Portanto, o
crescimento do tumor em si pode ndo causar hiperlipidemia, todavia, ndo esta claro qual evento é o principal responsavel pela
hiperlipidemia em ratos Wistar. Os estudos que se apresentam na literatura cientifica ainda s&o muito conflitantes.

Se o triglicerideo pode ser responsavel pelo desenvolvimento do cancer colorretal sugerido por fornecer combustivel
para a reoxigenacao das células tumorais, indicando um mecanismo de resisténcia ao longo de regimes de tratamento (Kristen,
et al., 2020), o fato de os grupos tratados com o probidtico EF137v isolado (G5 e G6) antes e apds a inducdo do cancer por
DMH torna-se intrigante, uma vez que mesmo com niveis alterados de triglicerideo, a ultrassonografia observou um retardo na
progressdo do tumor nesses animais, quando comparados ao grupo ndo tratado com EF137v (GP) e com 0S grupos que
utilizaram a EF137v como adjuvante ao tratamento com a VCR, para promover efeito sinérgico (G4 e G7), como mostra a
Figura 6.

De acordo com Asha e Gayathry (2012) ao administrar Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum ou VCR
houve uma diminuicéo na ocorréncia de focos de criptas aberrantes no colon, no entanto, ao combinar o tratamento, niveis de
inibicdo de 90% eram alcancados, o que comprova possivel efeito sinérgico, diferente do ocorrido em nossos experimentos.
Segundo Chen, et al. (2012) ao administrar por via oral Lactobacillus acidophilus foi possivel reduzir a progressao do cancer
colorretal e as lesGes em tecidos adjacentes. Levando a acreditar que o consumo prévio do L. acidophilus pode suprimir a
evolucdo tumoral, de acordo com o observado no grupo G5 em que a administracdo do EF137v antecedeu seis semanas a
inducéo do cancer. Para Kumar, et al. (2012), que utilizaram L. plantarum na diminuigdo do cancer colorretal, administrar
probidticos por um periodo longo é importante para alcancar melhores efeitos de inibicéo.

Talvez vocé deve estar se perguntando sobre o papel da ultrassonografia em nossas analises uma vez que foge ao
padrdo de estudos comumente relacionados ao acompanhamento do cancer de cdlonl em animais e em humanos. Uma das
principais raz8es € o0 modo de rastreamento do cancer de célon seguir um protocolo estabelecido em que recomenda-se, a partir
dos 50 anos de idade (para aqueles que ndo tem histérico familiar) e 40 anos de idade (para histérico deste tipo de cancer na
familia) os procedimentos de inicio de triagem pelo exame de colonoscopia, um exame invasivo, caro e que necessita de
sedacdo, cuja indicacéo deve ser baseada em sinais, sintomas e fatores de risco (Rex, et al., 2017; INCA, 2020). Especula-se,
no entanto, o0 aumento na ocorréncia de cancer de colon em jovens entre 18-30 anos de idade que se deve, em parte, ao viés de
deteccdo tardia (Swati, et al., 2020). Neste caso, o valor clinico do rastreamento é refletido em sua capacidade de prevenir a
morbidade, mortalidade e custo excessivo do tratamento do cancer, detectando lesGes significativas antes que se tornem
cancerosas e um cancer em estagio inicial antes de se espalhar além da parede intestinal (Simon, 2016).

Do ponto de vista tedrico, varias combinacfes de técnicas de imagem in vivo ndo invasivas podem ser usadas para
avaliar a evolucdo das caracteristicas do cancer, entre elas a ultrassonografia. As medi¢Bes de pardmetro Unico nédo refletem a
heterogeneidade tumoral, e uma andlise combinada de diferentes pardmetros seria esperada para fornecer informagdes
complementares para a previsdo da resposta do tumor, progndstico e caracteriza¢do bioldgica do cancer colorretal (Garcia-
Figueiras et al. 2018). A analise por ultrassonografia em nosso estudo, identificou parametros morfoldgicos de parede intestinal
diferenciados apo6s iniciacdo do cancer colorretal em ratos Wistar, colocando a ultrassonografia em sugestdo como um exame
adicional de facil acesso, pouco invasivo e barato para rastreamento do cancer em individuos jovens que podem submeter a

ultrassonografia abdominal aos exames de rotina semestrais ou anuais.

5. Concluséo
O EF137v mostrou-se forte candidato como agente de protecdo para individuos saudaveis que apresentam fatores
genéticos de promogdo ao cancer, bem como a prevencdo da doenca para varios perfis de individuos e aqueles diagnosticados

que buscam por adjuvantes capazes de atenuar os efeitos colaterais dos quimioterdpicos e o retardo na progressao do cancer
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colorretal, melhorando a sobrevida. Um grande diferencial do nosso estudo estd em adicionar a ultrassonografia abdominal
para o acompanhamento dos estudos experimentais com animais submetidos a inducdo de tumor, otimizando as andlises e
reduzindo o nimero de eutandsias necessarias para 0 acompanhamento, em tempo real, sobre o desenvolvimento da doenca,
sem a necessidade de anestésicos ou cirurgias, situagdo que reduz o estresse dos animais e qualifica os resultados dos
procedimentos adotados.

Estudos adicionais como avaliagdo histopatologica e imunohistoquimica de intestino e figado dos animais testados

estdo sendo realizados a fim de averiguar os efeitos do probiético de forma sistémica e integral.
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