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Resumo

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos, administrados em
guantidades adequadas, que conferem beneficios a saude do hospedeiro.
Dentre estes se destacam as bactérias acido lacticas (BALs), microorganismos
probioticos classificados como autéctones no trato gastrointestinal humano. As
BALs tém um amplo potencial de aplicacdo, abrangendo desde sua
incorporacdo como parte do processo de fermentacdo em produtos lacteos, tais
como queijo, iogurte, sorvetes e outros; até a sua utilizacdo como probidticos
na saude humana e animal. Considerando a amplitude de efeitos benéficos
atribuidos aos probioticos, cada vez mais se faz necessario avaliarmos também
possiveis riscos associados ao seu consumo. Neste sentido, o presente estudo
avaliou a atividade mutagénica e antimutagénica da linhagem LAC104 de
Lactobacillus paracasei proveniente de queijo artesanal nativo da Regido
Nordeste do estado do Rio Grande do Sul. Para tanto, foi utilizado o teste para
a Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somética (SMART) em Drosophila
melanogaster. Os resultados referentes a atividade mutagénica mostram que a
linhagem LAC 104, nas concentracdes de 104, 10°. 108 e 10%° células/mL, nédo



aumentou a frequéncia de danos genéticos quando comparada ao controle
negativo, o que permite caracteriza-la como destituida de atividade mutagénica
e recombinogénica no teste SMART. Os resultados da atividade
antimutagénica utilizando os protocolos de pré- e pos-tratamento, mostram que
houve efeito protetor em algumas concentracbes em ambos 0s sistemas de
tratamento com as bactérias vivas e mortas.. Ainda que os dados aqui
apresentados sejam preliminares demonstram que a linhagem LAC104 pode
ser capaz de modular os efeitos mutagénicos do agente alquilante EMS através
de diferentes mecanismos, como interferéncia nos sistemas de reparacdo do
DNA, atividade de enzimas de detoxificacdo ou interagdo direta com o
mutégeno. Estes dados reforcam as informacgfes prévias descritas na literatura
cientifica, que mostram a atividade protetora dos probibticos sobre danos
genéticos induzidos por agentes quimicos. a auséncia de atividade mutagénica.
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INTRODUCAO

Atualmente, as utilizacbes e aplicacbes propostas quanto ao uso de
bactérias acido lacticas (BALs) em diversos setores tém crescido notoriamente
devido a sua enorme importancia industrial (SANDERS et al.,, 2013).
Paralelamente a este aumento crescente, desenvolveu-se um quadro de
evolucdo comportamental por meio dos consumidores em busca de uma
alimentacdo benéfica a salde (Annunziata e Vecchio, 2013). Para tanto,
industrias agroalimentares integraram novos produtos, sobretudo lacticos, aos
quais sdo atribuidas qualidades probiéticas (ASHRAF; SHAH, 2011). Em
virtude dos diversos beneficios, deve-se ter em vista que cada propriedade é
cepa-dependente e, portanto, ndo ha uma linhagem capaz de prover todos os
beneficios propostos, assim como nem todas as linhagens da mesma espécie
proporcionam os mesmos efeitos, devendo ser confirmada por experimentos in
vitro, experimentos com animais e ensaios clinicos (SUSKOVIC et al., 2010).

Durante a ultima década, muitos estudos tém tentado determinar se
componentes da dieta podem ser usados com sucesso para quimioprevencao
do cancer. As BALs e seus produtos fermentados sdo capazes de conferir uma
variedade de beneficios nutricionais e terapéuticos importantes, como atividade

antimutagénica e antigenotoxica, tanto in vitro como in vivo, bem como



propriedades antitumorais (COMMANE et al., 2005). A partir deste contexto,
pode-se concluir que diversos estudos evidenciam os efeitos bioldgicos através
do uso de bactérias lacticas, ou seja, bactérias vivas que sobrevivem a
passagem pelo trato gastrointestinal apresentando beneficios a saude do
hospedeiro.

Considerando a amplitude de efeitos benéficos atribuidos aos
probiéticos, a sua manipulacéo e insercdo em produtos alimenticios, 0 aumento
no consumo humano de produtos lacteos contendo este grupo de
microrganismos e a indicacao de seu efeito protetor sobre o material genético,
cada vez mais se faz necessario avaliar a amplitude de sua acao
antimutagénica frente os diferentes danos genéticos e a seguranca de seu

consumao.

OBJETIVO

Avaliar a atividade mutagénica e antimutagénica da linhagem LAC104
de Lactobacillus paracasei, proveniente de queijo artesanal nativo da Regido
Nordeste do estado do Rio Grande do Sul, in vivo através do teste para a
Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somética (SMART) em Drosophila

melanogaster.

METODOLOGIA

O teste SMART foi aplicado de acordo com Andrade; Lehmann e Reguly
(2004). Para a avaliagdo da atividade mutagénica foi utilizado o cruzamento
padrdo com as linhagens designadas como flr® e mwh, originando larvas
portadoras de nivel basal de atividade metabdlica dependente de citocromo P-
450. Para maiores detalhes sobre o teste SMART ver Andrade, Lehmann e
Reguly (2004). As larvas coletadas a partir do cruzamento foram submetidas ao
tratamento crbnico em tubos plasticos contendo 1,5 g de meio instantaneo
onde foram adicionados 5 mL das solugfes de tratamento: controle negativo
(solucdo salina), controle positivo (uretano 20 mM) e quatro diferentes
concentracdes de BALs (10%°; 108; 108 e 10* células/mL).

Com o objetivo de avaliar a antigenotoxicidade das cepas de bactérias

acido lacticas, as larvas provenientes do cruzamento padréo foram submetidas



a dois protocolos de tratamento:

- Pré-tratamento: as larvas foram inicialmente submetidas ao tratamento com
controle negativo (solucao salina) e quatro diferentes concentragcdes de BALs
(10%9; 108; 10° e 10* céls/ml) por um periodo de 3 horas. Apds este periodo, foi
adicionado ao meio de tratamento 2 mL das seguintes solucdes: (i) agua
destilada e (ii) EMS 5 mM.

- Pdés-tratamento: as larvas foram inicialmente divididas em dois grupos para
serem submetidas ao tratamento agudo com o EMS (46 mM) e controle
negativo (dgua destilada) por um periodo de 3 h. Posteriormente, estas larvas
foram lavadas com agua e transferidas para o tratamento com: (i) solucéo
salina e (ii) quatro diferentes concentragbes de bactérias acido lacticas (104
106; 108 e 1019 céls/ml).

As asas das moscas adultas nascidas ap0s o tratamento foram
submetidas a montagem em laminas de vidro e analisadas em microscopio
optico com aumento de 400 vezes para a quantificagcdo de clones de células
mutantes gerados pelos tratamentos.

Para avaliar a atividade mutagénica, os dados obtidos no controle
positivo e nas diferentes concentraces de BAL foram comparados com o
controle negativo. Na avaliagdo da antimutagenicidade, os resultados obtidos
nos pré- e pos-tratamentos foram comparados a frequéncia de danos
observada nos tratamentos nos quais foi administrada apenas a genotoxina
(EMS). Por outro lado, os dados dos tratamentos apenas com as genotoxinas
foram comparados com o controle negativo. Em ambas avaliacfes foi utilizado
o teste binomial condicional de Kastembaum e Bowman, seguindo o

procedimento de decisbes multiplas de acordo com Frei e Wirgler (1988).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade Mutagénica

Os resultados referentes a atividade mutagénica obtidos no cruzamento

padrdao mostram que a linhagem LAC 104, tanto viva quanto morta, nao

aumentou a frequéncia de danos genéticos quando comparada ao controle



negativo, o que permite caracteriza-la como destituida de atividade mutagénica
e recombinogénica no teste SMART (Tabela 1).

A avaliagdo da atividade mutagénica de BALs ndo tem sido amplamente
estudada e, portanto, ha poucos relatos descritos na literatura cientifica. Neste
sentido, ndo foram observadas atividades mutagénica e clastogénica do
sobrenadante obtido de culturas de Bacillus mojavensis KJS-3, quando
avaliado através do teste de Ames em Salmonella typhimurium e do teste de
aberracbes cromossdmicas em células pulmonares de hamster Chinés (CHL),
na presenca e auséncia de ativacdo metabdlica (KIM et al.,, 2012).
Adicionalmente, os autores verificaram reducdo dose-dependente no numero
de revertentes de S. typhimurium quando comparado ao controle negativo,
indicando que compostos antimutagénicos foram produzidos durante o
processo de fermentacdo do meio de cultura pela cepa KJS-3 de B.
mojavensis.

A auséncia de atividade mutagénica da LAC 104 verificada neste estudo
esta de acordo com alguns resultados descritos na literatura cientifica com
outras bactérias probidticas. Neste sentido, Kim et al. (2012) ndo observaram
atividades mutagénica e clastogénica do sobrenadante obtido de culturas de
Bacillus mojavensis KJS-3, quando avaliado através do teste de Ames em
Salmonella typhimurium e do teste de aberracdes cromossdmicas em células
pulmonares de hamster Chinés (CHL), na presenca e auséncia de ativacao
metabdlica. Adicionalmente, Chiu et al. (2013) analisaram a atividade
mutagénica de uma mistura liofilizada contendo as bactérias probidticas
Lactobacillus rhamnosus LCR177, Bifidobacterium adolescentis BA286 e
Pediococcus acidilactici PA318. Neste estudo foram utilizados diferentes
bioensaios: teste de AMES em 5 linhagens de Salmonella typhimurium, o teste
de aberracdes cromossomicas em células de ovario de hamster Chinés CHO-
K1 e o teste de micronucleos em células do sangue periférico de camundongos
ICR. Os resultados obtidos mostraram que a mistura probidtica multi-espécies

ndo apresentou atividade mutagénica nas diferentes avalia¢des realizadas.



Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do
cruzamento padrdo (CP) apoOs exposicdo cronica de larvas de 3° estadio a quatro
concentracdes de cultura de Lactobacillus paracasei (LAC104) vivas e mortas.

Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico®

Manchas Manchas Total
N. de simples simples Manchas Total de manchas
Tratamentos mc();/;as pequenas grandes gémeas manchas mwhe
(1-2 céls)® (>2 céls)® m=5 m=2 (n)
m=2 m=5
Controle negativo 60 0,48(29) 0,07 (04) 0,02 (01) 0,57 (34) 34
Controle Positivo 60 3,38(203) + 0,58(35)+ 0,20 (12) + 4,17 (250)+ 249
Bactérias vivas
LAC104 10*céls/mL 60 0,62(37) - 0,07(04) - 0,03 (02) i 0,72 (43) - 43
LAC104 106 céls/mL 60 0,55(33) - 0,07(04) - 0,02 (01) - 0,63 (38) - 38
LAC104 108 céls/mL 60 0,52(31) - 0,07 (04) - 0,00 (00) - 0,58 (35) - 35
LAC104 10 céls/mL 60 0,45(27) - 0,12(07)i 0,07 (04) i 0,63 (38) - 38
Bactérias mortas
LAC104 10*céls/mL 60 0,32(19) - 0,13(08)i 0,02 (01) - 0,47 (28) - 28
LAC104 106 céls/mL 60 0,60(36) - 0,05(03)- 0,00 (00) - 0,65 (39) - 39
LAC104 108 céls/mL 60 0,52(31) - 0,10(06)i 0,00 (00) - 0,62 (37) - 36
LAC104 10 céls/mL 60 0,40(24) - 0,10(06)i 0,03 (02) i 0,53 (32) - 32

aDiagnoéstico estatistico através do teste binomial condicional: -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significAncia
a=B=0,05. PInclui manchas simples flr3 raras. °Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas.

Atividade Antimutagénica

Os resultados preliminares da atividade antimutagénica obtidos com a
linhagem LAC104 referem-se a modulagéo exercida sobre os danos induzidos
pelo mutageno EMS, utilizando os protocolos de pré- e pos-tratamento, que
estédo descritos nas Tabelas 2 e 3.

Considerando o total de manchas, foi observado efeito protetor da

linhagem viva estudada sobre os danos induzidos pelo EMS nas concentracdes



de 10* e 108 céls/mL no sistema de pré-tratamento. Resultados semelhantes
foram encontrados no pré-tratamento com as bactérias mortas. Houve reducéo
na frequéncia total de manchas nas concentragées de 104, 108 e 100 céls/mL
(Tabela 2).

Da mesma forma, quando avaliada no sistema de pds-tratamento,
observa-se que a LAC104 viva reduziu significativamente a frequéncia de
manchas gémeas em todas as concentragbes e do total de manchas nas
concentracdes de 10°%, 108 e 10 células/mL (Tabela 3). Os resultados
positivos na reducdo da frequéncia de manchas gémeas indicam que as
bactérias probidticas estejam atuando na promocao dos mecanismos de reparo
envolvidos na correcao de danos de origem recombinacional, uma vez que este
tipo de mancha é causado exclusivamente por este evento.

Neste sentido, a literatura cientifica apresenta alguns dados referentes a
atividade antimutagénica/antigenotdxica de probidticos, mostrando que, de
forma geral, estes microrganismos sé&o capazes de reduzir a atividade
mutagénica de diferentes agentes quimicos. Pool-Zobel et al. (1993)
demonstraram que a administragcdo de L. casei Shirota a ratos expostos ao
mutageno N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) reduziu a frequéncia de
danos no DNA de células da mucosa do eséfago, estbmago, duodeno e cdélon
quando avaliado através do teste cometa. Em estudo subsequente, utilizando
este mesmo bioensaio, em células da mucosa coldnica, foi confirmado o efeito
antigenotoxico de diferentes espécies de lactobacilos (L. acidophilus, L. gasseri
(P79), L. confusus (DSM 20196), Bifidobacterium breve e B. longum) em ratos
tratados com o carcinégeno de colon 1,2-dimetilhidrazina (DMH). Este efeito
protetor ndo foi observado no tratamento com Streptococcus thermophilus
NCIM 50038 e também quando as culturas de L. acidophilus foram submetidas
ao calor. Este dltimo resultado associa o efeito protetor a presenca de
organismos vivos (POOL-ZOBEL et al., 1996).

Villarini et al. (2008), investigando os efeitos antigenotdxicos através do
uso de linhagens de L.casei na dieta de ratos tratados com o carcinégeno de
colon 1,2-dimethilhidrazina hidrocloreto (DMH), evidenciaram claramente o0s
efeitos protetores no DNA pelo uso destes microrganismos, isolados a partir de

um produto lacteo comercialmente disponivel, através da versao alcalina do



teste cometa em células do figado e colon intestinal. (BALANSKY et al., 1999).

Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do
cruzamento padrédo (CP) apOs exposicdo cronica de larvas de 3° estadio ao pré-
tratamento com quatro concentracfes de cultura de Lactobacillus paracasei (LAC104)
vivas e mortas seguido do tratamento com EMS (5 mM)

Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico?

Tratamentos Manchas Total
N. de simples simm:snjr];lﬁdes Manchas manchas
m(zSN(;aS pequenas o2 ool gémeas Total de manchas mwhe
LAC104 (1-2 célsy e m=5 m=2 ()
(céls/ImL) (mM) m=2
Vivas
0 0 30 0,43(13) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,47 (14) 14
0 5 50  7,94(397) *  3,72(186) * 1,72 (86) * 13,38 (669) * 630
10 5 50  5,84(292) f+ 3,38(169) - 1,64 (82) - 10,86 (543) f+ 498
106 5 50 6,38(319) -  2,86(143) f+ 1,70 (85) - 10,94 (547) - 520
108 5 60 7,00(420) f+ 3,23(194) -  155(93) - 11,78 (707) f+ 672
1010 5 30  6,63(199) f+ 4,20(126) - 1,67 (50) - 12,50 (375) - 364
Mortas
0 0 30  0,43(13) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,47 (14) 14
0 5 50  7,94(397) * 3,72(186) * 1,72 (86)* 13,38 (669) * 630
10 5 50  7,86(393) -  3,62(181) - 1,90 (95) - 13,38 (669) f+ 627
106 5 60  6,88(413) f+  3,25(195) f+ 1,72 (103) - 11,85 (711) - 671
108 5 50  6,58(329) f+ 3,00(150) - 1,64 (82) f+ 11,22 (561) f+ 594
1010 5 30 6,27(188) f+  2,90(87) - 1,97 (59) - 11,13 (334) f+ 302

aDiagnostico estatistico através do teste binomial condicional: *, positivo quando comparado ao controle
negativo; -, negativo; f+, fraco positivo, quando comparado ao tratamento com EMS 5 mM. m, fator de
multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia
0a=B=0,05. Inclui manchas simples flr3 raras. “Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas.



Tabela 3: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do
cruzamento padrédo (CP) apoOs exposicao aguda de larvas de 3° estadio ao EMS (5
mM), seguida do pos-tratamento com quatro concentracdes de cultura de

Lactobacillus paracasei (LAC104) vivas

Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico?

Tratamentos
Manchas Manchas Total
ml\é.s((j:zs simples simples Manchas Total de mancrr]lcas
) pequenas grandes gémeas manchas mw
EMS 1-2 céls)P >2 céls)P _ _ n
LAC 104 ( ) ( ) m=5 m=2 ")
(mM) (céls./mL) m=2 m=5
0 0 30 0,63 (19) 0,20 (06) 0,10 (03) 0,93 (28) 28
46 0 30 1,47 (44) * 2,63(79) * 1,90 (57) * 6,00 (180) * 167
46 104 30 1,73(52) - 2,60(78) - 0,93 (28) + 5,27 (158) - 144
46 108 30 1,30(39) - 2,40(72) - 0,77 (23) + 4,47 (134) f+ 120
46 108 30 0,83(25) + 2,17 (65) - 0,87 (26) + 3,87 (116) f+ 103
46 1010 30 1,73(52) - 1,63(49) + 1,13 (34) + 4,50 (135) f+ 122

aDiagnostico estatistico através do teste binomial condicional: *, positivo quando comparado ao controle
negativo; -, negativo; i, inconclusivo; +, positivo, quando comparado ao tratamento com EMS 46 mM.
m, fator de multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de
significancia a=B=0,05. °Inclui manchas simples flr3 raras. °Considerando os clones mwh para as

manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Cepas de L. casei isoladas de queijos de ovelha italianos tradicionais
mostraram um alto potencial de reducdo de danos genéticos induzidos pelo
MNNG e 4-nitroquinoleina-1-6xido (4NQO) quando avaliadas in vitro através do
SOS Cromoteste em E. coli PQ37 (CALDINI et al, 2008; CORSETTI et al,
2008). Neste mesmo bioensaio, Raipulis et al. (2005) verificaram que diferentes
linhagens de Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium foram capazes de

reduzir a atividade genotoxica da furazolidona.

CONCLUSOES

Os dados aqui apresentados demonstram que a linhagem LAC 104 de
Lactobacillus paracasei com células viaveis e ndo viaveis ndo induz danos no
DNA guando avaliada através do cruzamento padrdo do teste SMART em D.

melanogaster.



No gue se refere a atividade antimutagénica, ainda que os dados aqui
apresentados sejam preliminares demonstram que a linhagem LAC 104 de
Lactobacillus paracasei é capaz de modular os efeitos mutagénicos do agente
alquilante EMS, nos protocolos de pré e pds-tratamento, entretanto sem
relacdo dose-efeito. Estes resultados reforcam as informacdes prévias
descritas na literatura cientifica, que mostram a seguranca do consumo de
probiéticos e sua atividade de protecdo sobre danos genéticos induzidos por

agentes quimicos.
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