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Resumo

Bactérias acido lacticas (BALS) sdo microorganismos probioticos autdctones no trato
gastrointestinal humano de pessoas saudaveis. Novas perspectivas de estudos relacionados a
estes organismos podem fornecer informacOes para o desenvolvimento de linhagens ndo
patogénicas e de interesse econdmico, uma vez que apresentam uma ampla atividade quimica
e probiotica. O presente estudo avaliou a atividade antimutagénica sobre os danos genéticos
induzidos pelo etilmetanossulfonato (EMS) da linhagem LAC104 de Lactobacillus paracasei.
Foi utilizado o teste para a Detec¢do de Mutacdo e Recombinagdo Somatica (SMART) em
células somaticas de Drosophila melanogaster em dois sistemas de tratamento, pré- e
cotratamento. Os resultados mostram que a bactéria apresentou atividade modulatoria sobre
0s danos induzidos pelo EMS apenas no protocolo de poés-tratamento, tendo reduzido de
forma estatisticamente significativa os danos induzidos por este mutageno. No pré-tratamento
ndo foram observadas alterac6es significativas na frequéncia de manchas gerada pelo EMS. A
reducdo na frequéncia de danos no pds-tratamento ocorreu nas bactérias ativas e inativas. Os
resultados positivos referentes a reducdo na frequéncia de manchas gémeas encontrados no
protocolo de pds-tratamento indicam que a linhagem probidtica possa atuar na promocéao dos
mecanismos de reparo envolvidos na correcdo de danos de origem recombinacional, uma vez
que este tipo de mancha é causado exclusivamente por este tipo de evento. Esta concluséo é
reforcada pelo fato do efeito protetor observado ter ocorrido apenas no pos-tratamento,
caracterizando uma possivel acdo sobre os mecanismos de reparacdo do DNA. Estes dados,
somados aos da literatura cientifica, confirmam a atividade protetora dos probioticos sobre
danos genéticos induzidos por agentes quimicos.
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INTRODUCAO

Bactérias 4cido lacticas (BALS) sdo consideradas 0s microrganismos probidticos mais
importantes sob o ponto de vista biotecnoldgico, pois apresentam um amplo potencial de
aplicacdo, abrangendo desde sua incorporacdo como parte do processo de fermentacdo em
produtos lacteos, tais como queijo, iogurte, sorvetes, sobremesas lacteas e outros, até a sua
utilizacdo como candidato probidtico na saide humana e animal (RANADHEERA et al.,
2010), em vista de sua atividade biol6gica sobre o hospedeiro (AHMADI et al., 2014).

Um numero consideravel de beneficios como resultado da ingestdo de probidticos,
incluindo a modificacdo da microbiota intestinal, reducéo do risco de disturbios intestinais,
prevencdo da colonizacdo de patdgenos, modulagdo do sistema imune, tanto no intestino
como a nivel sistémico, reducdo de reagdes inflamatorias, alivio de intoleréncia a lactose,
reducdo das alergias alimentares, prevengdo de doencas infecciosas, prevencdo de diarréia,
atividade anti-fungica, prevencdo e tratamento de doencas gastrointestinais, do trato
respiratério e urogenital e producdo de vitaminas do grupo B, como folato, riboflavina e
vitamina B12 (GARDINER et al., 2002, DE VRESE; SCHREZENMEIR, 2008, SALMINEN
et al., 2010, LEBLANC et al.,, 2011, REMUS et al., 2011, MEIJERINK et al., 2012,
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NAGPAL et al., 2012, REIS et al., 2012).

Desta forma, considerando a amplitude de efeitos benéficos atribuidos aos probioticos,
a sua manipulacéo e insercdo em produtos alimenticios, 0 aumento no consumo humano de
produtos lacteos contendo este grupo de microrganismos e a indicacdo de seu efeito protetor
sobre o material genético, se faz necessario avaliar a amplitude de sua acdo antimutagénica
frente os diferentes danos genéticos. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade antimutagénica da linhagem LAC104 de Lactobacillus paracasei,com ceélulas ativas
e inativas, proveniente de queijo artesanal nativo da Regido Nordeste do estado do Rio
Grande do Sul, in vivo, sobre os danos genéticos induzidos pelo etilmetanossulfonato (EMS)
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). Com
0 objetivo de avaliar a antigenotoxicidade das bactérias, as larvas provenientes do cruzamento
padrdo foram submetidas a dois protocolos de tratamento:
- Pré-tratamento: as larvas foram inicialmente submetidas ao tratamento com controle
negativo (solucdo salina) e quatro diferentes concentracdes de BALs (10'%; 10% 10° e 10*
céls/ml) ativas e inativas por um periodo de 3 horas. Apos este periodo, foi adicionado ao
meio de tratamento 2 mL das seguintes solucdes: (i) agua destilada e (ii) EMS 5 mM.
- Pés-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) solucédo salina e (ii) quatro diferentes concentragcdes de bactérias
4cido lacticas com células ativas e inativas (10*; 10°; 108 e 10% céls/ml).

As asas das moscas adultas nascidas apds o tratamento foram submetidas a montagem
em laminas de vidro e analisadas em microscépio dptico com aumento de 400 vezes para a
quantificacdo de clones de células mutantes gerados pelos tratamentos. 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. Para
tanto, foi utilizado o teste binomial condicional de Kastembaum e Bowman, seguindo o
procedimento de decisGes multiplas de acordo com Frei e Wirgler (1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De uma forma geral, a linhagem bacteriana apresentou atividade modulatoria apenas
sobre os danos induzidos pelo EMS no protocolo de pos-tratamento, reduzindo de forma
estatisticamente significativa os danos induzidos por este mutageno (Tabela 1).

No pré-tratamento ndo foram observadas alteracdes significativas na frequéncia total
de manchas gerada pelo EMS quando a bactéria foi utilizada (Tabela 2). A reducdo na
frequéncia de danos no pés-tratamento ocorreu em trés das quatro concentragdes utilizadas,
10%, 10® e 10% céls/mL nas bactérias ativas e nas concentracdes de 10° e 10 céls/mL nas
bactérias inativas.

Os resultados positivos referentes a reducdo na frequéncia de manchas gémeas
encontrados no protocolo de poés-tratamento em algumas concentragcdes indicam que a
linhagem probidtica atue na promogdo dos mecanismos de reparo envolvidos na correcdo de
danos de origem recombinacional, uma vez que este tipo de mancha € causado
exclusivamente por este tipo de evento. Esta conclusdo também é reforcada pelo fato de que o
efeito protetor observado ocorreu apenas no pos-tratamento, caracterizando uma possivel agdo
sobre os mecanismos de reparacdo do DNA.



Tabela 1: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr3 do cruzamento padrdo (CP)
apos exposicao aguda de larvas de 3° estadio ao EMS (46 mM), seguida do pds-tratamento com quatro
concentracdes de culturas ativas e inativas de Lactobacillus paracasei (Lac 104).

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

Tratamentos
N. de Ve Ve Total
moscas si?:g Ieis si?r?g Ieis Manchas mra:xﬁf °
(N pequenas grandes gémeas Total de_rnanchas (n)
EMS LAC 104 (12céls)®  (>2 céls)’ m=5 m=2
(mM)  (céls./mL) m=2 m=5
0 0 60 0,70(42) 0,15(09) 0,07 (04) 0,92 (55) 55
46 0 60 3,45(207)* 2,75(165) * 2,50 (150) * 8,70 (522) * 477
Ativas
46 10* 60 2,32(139)+ 3,20(192) - 1,17 (70) + 6,68 (401) + 344
46 10° 60 2,55(153)-  2,93(176) - 1,58 (95) - 7,07 (424) - 372
46 10° 60 1,83(110)+ 2,60(156) - 1,55 (93) + 5,98 (359) + 323
46 10" 60 2,43(146)-  2,63(158) - 1,65 (99) + 6,72 (403) + 343
Inativas
46 10* 60 2,92(175)-  3,37(202) + 1,78 (107) + 8,07 (484) - 416
46 10° 60 2,77(166)+ 3,65(219) + 1,88 (113) - 8,30 (498) - 409
46 10° 60 2,65(159)+ 3,02(181) - 1,55 (93) + 7,22 (433) + 371
46 10%° 60 2,60(156)+ 3,22(193) - 1,65 (99) + 7,47 (448) + 382
®Diagnostico estatistico: *, positivo quando comparado ao controle negativo através do teste binomial
condicional; -, negativo quando comparado ao tratamento com EMS 5 mM através do teste binomial

condicional e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wurgler, 1995); m, fator de multiplicacdo para a
avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=p=0,05. ®Inclui manchas simples
fIr raras. “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Tabela 2: Resultados obtidos no teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padréo (CP)
apos exposicao cronica de larvas de 3° estadio ao pré-tratamento com quatro concentragfes de cultura
de L. paracasei (LAC104) ativas e inativas seguido do tratamento com EMS (5 mM)

- - s - Y a
Tratamentos Manchas por individuo (no. de manchas) diag. estatistico

Total
N. de I\/I_anchas Manchas manchas
moscas simples simples grandes Manchas gémeas Total de manchas mwh®
LAC 104 EMS (N) pequenas (>2 céls)" m=5 m=2 (n)
(céls./mL) (mM) (1-2 céls) m=5
m=2
0 0 60 0,47 (28) 0,08 (05) 0,02 (01) 0,57 (34) 34
0 5 60 7,45(447) *  3,62(217) * 1,65 (99) * 12,72 (763) * 717
Ativas
10* 5 60 6,15(369) -  3,27(196) - 1,45 (87) - 10,87 (652) - 599
10° 5 60 6,65(399) - 2,85(171) - 1,65 (99) - 11,15 (669) - 637
10° 5 60 7,00(420) -  3,23(194) - 155 (93) - 11,78 (707) - 672
10" 5 60 6,90 (414) -  3,75(225) - 1,87 (112) - 12,52 (751) - 703
Inativas
10* 5 60 7,80(468) -  3,45(207) - 1,72 (103) - 12,97 (778) - 733
10° 5 60 6,88(413) -  3,25(195) - 1,72 (103) - 11,85 (711) - 871
10° 5 60 7,90(474) - 2,98(179) - 1,73 (104) - 12,62 (757) - 708
10" 5 60 7,88(473) -  3,07(184) - 1,48 (89) - 12,43 (746) - 705
*Diagndstico estatistico: *, positivo quando comparado ao controle negativo através do teste binomial
condicional; -, negativo quando comparado ao tratamento com EMS 5 mM através do teste binomial

condicional e teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wirgler, 1995); m, fator de multiplicacdo para a
avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=£=0,05. "Inclui manchas simples
fIr® raras. “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.



Neste sentido, a literatura cientifica apresenta alguns dados referentes a atividade
antimutagénica de probidticos, mostrando que, de forma geral, estes microrganismos sao
capazes de reduzir a atividade mutagénica de diferentes agentes quimicos. Pool-Zobel et al.
(1993) demonstraram que a administracdo de L. casei Shirota a ratos expostos ao mutageno
N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina reduziu a frequéncia de danos no DNA de células da
mucosa do esdfago, estbmago, duodeno e colon quando avaliado através do teste cometa. Em
estudo subsequente, utilizando este mesmo bioensaio, em células da mucosa colbnica, foi
confirmado o efeito antigenotoxico de diferentes espécies de lactobacilos em ratos tratados
com o carcindgeno de colon 1,2-dimetilhidrazina. 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 Gltimo resultado associa o efeito protetor a
presenca de organismos vivos (POOL-ZOBEL et al., 1996).

Estudos relacionados relatam que cepas de lactobacilos e bifidobactérias, bem como
cepas de E. coli Nissle 1917, mostraram atividade antimutagénica in vitro, provavelmente
devido a sua capacidade de metabolizar e inativar compostos mutagénicos (GEIER et al.,
2006, HSIEH;CHOU, 2006). Adicionalmente estudo conduzido por Vyas et al. (2015)
revelou reducdo in vivo da atividade genotdxica e mutagénica do N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina causado pela linhagem de células vivas de Lactobacillus rhamnosus.

Villarini et al. (2008), investigando os efeitos antigenotdxicos através do uso de
linhagens de Lactobacillus casei na dieta de ratos tratados com o carcindgeno de célon 1,2-
dimethylhydrazine hydrochloride (DMH), evidenciaram claramente os efeitos protetores no
DNA pelo uso destes microrganismos, isolados a partir de um produto lacteo comercialmente
disponivel, atravées da versao alcalina do teste cometa em células do figado e célon intestinal.

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui apresentados demonstram que a linhagem LAC 104 de L. paracasei é
capaz de modular os efeitos mutagénicos do agente alquilante EMS, no protocolo de poés-
tratamento, entretanto sem relacdo dose-efeito. Estes dados reforcam as informacGes prévias
descritas na literatura cientifica, que mostram a seguranca do consumo de probidticos e sua
atividade de protecédo sobre danos genéticos induzidos por agentes quimicos.
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