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RESUMO

As neoplasias malignas representam causa importante de morbimortalidade, no Brasil e em
diversos outros paises. ModificagcGes da composicdo da microbiota intestinal, denominadas
também disbiose, vém sendo associadas a risco de desenvolvimento de alguns tipos de
cancer, como € o caso de tumores do trato digestivo, de figado e de mama. O reconhecimento
desta associacao é bastante recente e ndo esta, ainda, bem definido se a relacdo entre estas
duas condicdes € de causalidade, ou mesmo os mecanismos envolvidos na associacao.
Entretanto, h& diversas hipoteses para explica-la, que se baseiam em consequéncias
estabelecidas da disbiose com potencial de influenciar a oncogénese. Entre as diversas
funcdes metabdlicas da microbiota intestinal, destaca-se a fermentacdo, que acontece no
colon. Dentre os produtos da fermentacéo, estdo os acidos graxos de cadeia curta (SCFA)
acetato, butirato e propionato, que exercem uma variedade de efeitos bioldgicos sistémicos
no hospedeiro. Entretanto, seus efeitos sobre a proliferacdo celular ainda ndo foram
explorados. Desta forma, este projeto buscou identificar o papel de produtos da microbiota
intestinal, os acidos graxos de cadeia curta e o acido biliar secundario, acido desoxicolico
(DCA), sobre a viabilidade de células neoplasicas de mama (MCF7), de figado (HepG2) e
de colo uterino (HeLa), a fim de explorar a relacdo entre a microbiota intestinal e a
oncogénese. Os resultados mostram que as células HelLa tratadas com propionato e butirato
na concentracio de 102M apresentaram reducdo significativa da viabilidade celular. As
células MCF7 tratadas com acetato na concentracdo de 10”'M, butirato na concentragdo 10°
2M, propionato nas concentracdes 10°M, 10°M e 10°M e DCA na concentracio 10°M,
também apresentaram reducdo significativa. Os resultados indicaram que o tratamento com
0s SCFA e com o DCA reduzem significativamente a viabilidade de células HeLa e MCF7.

Palavras-chave: Cancer. Microbiota intestinal. Disbiose. Acetato. Propionato. Butirato.
Acido desoxicdlico.



ABSTRACT

Cancer is an important cause of morbidity and mortality in Brazil and in several other
countries. Changes in the composition of the gut microbiota, also called dysbiosis, have been
associated with the risk of developing some types of cancer, such as digestive tract, liver and
breast tumors. The recognition of this association is quite recent and is not well defined if
the connection between these two conditions is causality, or even the mechanisms involved
in this association. However, there are several hypotheses to explain it, which are based on
established consequences of dysbiosis with the potential to influence oncogenesis. Among
the various metabolic functions of the gut microbiota, the fermentation stands out, which
takes place in the colon. Among the fermentation products are short-chain fatty acids
(SCFA) acetate, butyrate and propionate, which exert a variety of systemic biological effects
on the host. However, their effects on cell proliferation have not yet been explored. Thus,
this project sought to identify the role of gut microbiota products, short-chain fatty acids and
the secondary bile acid, deoxycholic acid (DCA), on the viability of neoplastic breast
(MCF7), liver (HepG2) and cervical (HeLa) cells, in order to explore the association between
the gut microbiota and oncogenesis. The results show that HelL a cells treated with propionate
and butyrate at 10°M concentration showed a significant reduction in cell viability. MCF7
cells treated with acetate at 10'M, butyrate at 10-2M, propionate at 10°M, 10°M e 103M
and DCA 10°M concentration, also showed a significant reduction. The results indicated
that treatment with SCFA and DCA significantly reduced the viability of HeLa and MCF7
cells.

Keywords: Cancer. Gut microbiota. Dysbiosis. Acetate. Propionate. Butyrate. Deoxycholic
acid.
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1

INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doenca cronica ndo transmissivel: neoplasias

Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) sdo caracterizadas por uma etiologia
incerta, de origem multifatorial e ndo infecciosa, de curso prolongado e com forte influéncia
de fatores de risco comportamentais, modificaveis ou ndo (GOULART, 2011; MALTA,
MERHY, 2010). Estas doencas instalam-se sem que o individuo perceba e podem demorar
anos para se manifestar. As lesfes causadas levam a complicacdes que sdo responsaveis pelo
adoecimento e 6bito da populacdo. Dentre as principais DCNT estdo os diversos tipos de
neoplasias, que constituem um problema de saude de grande magnitude e impacto na

sociedade (BRASIL, 2013; STEWART, WILD 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization - OMS), 0s
termos neoplasias, cancer e tumores malignos sdo comumente utilizados para definir um
mesmo grupo de doencas que tém como caracteristica o crescimento desordenado de células
com a capacidade de disseminar entre os tecidos e Orgdos adjacentes. Estas células se
dividem rapidamente, podendo ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacdo de tumores capazes de se propagar para outras regides do corpo (INCA, 2018;
WHO, 2018). As neoplasias sdo doengas genéticas cujo processo fisiopatoldgico tem inicio
com um dano a um gene ou a um grupo de genes de uma célula e progride quando todos 0s
mecanismos do complexo sistema imunolégico de reparagdo ou destruicdo celular falham

(BRASIL, 2008), 0 que requer um manejo estratégico no tratamento da doenga.

Dessa forma, as neoplasias estdo entre as doencas que mais desafiam os sistemas de
satde no Brasil e em diversos outros paises, sendo uma das principais causas de morbidade

e mortalidade mundialmente conhecida, com cerca de 14 milhdes de novos casos
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diagnosticados em 2012 (FERLAY et al., 2013; INCA, 2017) e responsavel por mais de 12%
de todas as causas de 6bito no mundo (BRASIL, 2006; WHO, 2002). Os tipos de cancer
mais incidentes sdo os de prostata (152 mil) em homens e mama (152 mil) em mulheres.
Entretanto, o cancer do colo do utero ainda contribui de forma importante para a carga da
doenca em mulheres, figurando como o segundo mais incidente e como a segunda causa de
morte por cancer em mulheres (FERLAY, 2015). Dados da Organizacdo Mundial da Satde
indicam que, 8,8 milhdes de pessoas morreram de cancer em 2015, a maioria em paises de
baixa e média renda (WHO, 2018). Trata-se de um aumento frente a média anual registrada
em 2012, quando a estimativa mundial mostrou que ocorreram 8,2 milhGes de &bitos

(FERLAY etal., 2013; INCA, 2017).

As neoplasias vém aumentando e hoje ocupam a segunda causa de morte mundial
(WHO, 2018). No Brasil, foram registrados 189.454 dbitos por cancer em 2013 (INCA,
2018). A estimativa para o0 ano de 2014, que foi validada também para o ano de 2015,
apontou para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo os
casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do céncer no pais
(BRASIL, 2014). Para o biénio 2016-2017, estimou-se a ocorréncia de mais de 596 mil casos
da doenca no pais (INCA, 2015). E para 2018-2019, a ocorréncia é de mais 600 mil casos,
para cada ano. Essas estimativas refletem o perfil de um pais que possui o cancer de mama
feminino entre os mais incidentes e ainda apresenta altas taxas de cancer do colo do Gtero

(INCA, 2017).

Em 2030, a carga global sera de 21,4 milhdes de casos novos e 13,2 milhdes de
mortes por cancer (BRASIL, 2014). A explicacdo para este crescimento esta na maior
exposicdo dos individuos a fatores de risco cancerigenos. A redefinicdo dos padroes de vida,
a partir da uniformizacéo das condicdes de trabalho, nutricdo e consumo desencadeados pelo

processo global de industrializacao, tém reflexos importantes no perfil epidemiologico das
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populacgdes. As alteracdes demogréaficas, com reducéo das taxas de mortalidade e natalidade,
indicam o prolongamento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional, levando
ao aumento da incidéncia de doencas crbénico-degenerativas, especialmente as
cardiovasculares e neoplasicas (BRASIL, 2006). Dessa forma, o cancer é considerado um
problema de salde publica, enfrentado pelo sistema de satde no Brasil e no mundo, em vista

de sua amplitude epidemiologica, social e econémica (INCA, 2012).

Os fatores primarios que sao responsaveis por desencadear o cancer ainda nao estao
bem elucidados, mas as neoplasias surgem devido as mutacfes genéticas espontaneas ou
induzidas por agentes patogénicos como metais, radiacdes, radicais livres de oxigénio,
inflamacGes crénicas e xenobioticos (tabaco, alcool, pesticidas, etc.), que promovem
desordem no ciclo celular, levando ao excesso da taxa de proliferacdo e deficiéncia nas taxas
de morte celular. Este processo culmina com a formacdo de agrupamentos de clones de
células neoplasicas, isto €, tumores malignos (FERRARI, TORRES, 2002). Estes tumores
tém a capacidade de invasdo e disseminacdo, 0 que resulta na producdo das metastases,
principal caracteristica do cancer. A metastase constitui o crescimento neoplasico
secundario, a distancia, sem continuidade com o foco primitivo e com ampla autonomia para
crescimento e propagacdo. Uma compreensao mais abrangente sobre a patogénese da
disseminacéo do cancer provavelmente resultard em mudancas significativas no tratamento,
visto gque estes tumores podem ser resistentes a terapia inicial e causar a morte do hospedeiro

(BRASIL, 2008; INCA, 2012).

Recentemente, modificacbes da composi¢do da microbiota intestinal, denominada
disbiose, vém sendo associadas ao risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer, tanto
do trato digestivo (ARTHUR et al., 2012; SCHWABE, JOBIN, 2013; WANG et al., 2014;
ZHAN et al., 2013) quanto de tumores extra-intestinais, como é o caso de tumores de figado

(DAPITO et al., 2012; YOSHIMOTO et al., 2013) e de mama (VELICER et al., 2004,
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XUAN et al., 2014). O reconhecimento desta associacao € bastante recente e ndo esté, ainda,
bem definido se a relacdo entre estas duas condigdes (disbiose e risco de cancer) é de
causalidade, ou mesmo 0s mecanismos envolvidos na associa¢do. Entretanto, ha diversas
hipdteses para explica-la, que se baseiam em consequéncias estabelecidas da disbiose com

potencial de influenciar a oncogénese.

1.2 Microbiota e disbiose

Os microrganismos sdo integrantes essenciais na construcdo da Terra e tém sido
fundamentais na evolucdo da vida muito antes do surgimento dos eucariotos. Estes
microrganismos vivem em todas as partes da biosfera e sdo bastante organizados. A
associagdo entre a comunidade microbiana e seu hospedeiro tem demonstrado uma forte
interacdo que vai além de uma simples relacao fisica, de forma que permite uma variedade
de beneficios fisiologicos. Os mamiferos e microrganismos vém coexistindo e evoluindo ha
milhares de anos vivendo em relacdo de simbiose. O corpo humano € colonizado por uma
comunidade altamente diversificada, incluindo bactérias, fungos e virus, em regides como a
pele, vagina, cavidade nasal, pulm&o, mas a maioria vive no trato gastrointestinal (AVILES-
JIMENE et al., 2017; BIK, 2009).

A nomenclatura “microbiota intestinal” refere-se aos microrganismos que residem
no intestino, sendo composta por espécies nativas que colonizam permanentemente o trato
gastrointestinal e por nimero variavel de microrganismos que o habitam temporariamente.
A microbiota intestinal humana compreende 10 a 100 trilhdes de microrganismos,
pertencentes principalmente aos géneros bacterianos Bacteroides, Bifidobacterium,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium e cocos gram positivos (QIN et al.,
2010). Existem sitios especificos para adesdo das bactérias @ mucosa do intestino e esta

adesdo é determinante para sua colonizacdo (BRANDT, SAMPAIO, MIUKI, 2006). Essas
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especies podem ser de dois tipos: as benéficas, como os lactobacilos e as bifidobactérias; e
as prejudiciais, como as do género Enterobacteriaceae e Clostridium ssp (VARAVALLO,
THOME, TESHIMA, 2008).

Além disso, a microbiota compreende 3 a 4 milhGes de genes, o que corresponde a
mais de 150 vezes o numero de genes do genoma humano (DAVE et al., 2012; LYNCH,
PEDERSEN, 2016; QIN et al., 2010). O genoma microbiano permite que a microbiota
realize varias atividades metabdlicas que ndo sdo codificadas pelo genoma humano e que,
portanto, podem ser benéficas para o hospedeiro (PASSOS, MORAES-FILHO, 2017).

A composicdo da microbiota intestinal varia dependendo da localizacdo no trato
gastrointestinal (Figura 1), do microambiente especifico e também entre individuos
(COSTELLO et al., 2009). Dentre os filos que dominam a microbiota intestinal em um
humano adulto, destacam-se 0s Gram-negativos Bacteroidetes e os Gram-positivos
Firmicutes, ambos compreendem cerca de 90% de todas as espécies de bactérias no intestino
e sdo importantes na homeostase energética do organismo, além de afetarem o sistema imune
e a resposta inflamatoria (QIN et al., 2012). Os filos presentes em menor porcentagem sdo
Proteobacteria e Actinobacteria, seguidos de Fusobacteria e Verrucomicrobia (DUCA,
LAM, 2014; MADIGAN et al., 2006). Embora estes organismos estejam presentes na
maioria dos individuos, ha sempre variagdes nas proporcOes existentes e nas espécies
presentes (MADIGAN et al., 2006).

Nas regides proximais do intestino delgado (10° bactérias/g) até o colon a
concentracédo de bactérias € aumentada cerca de oito vezes. A composicao da microbiota do
intestino delgado, particularmente do duodeno, é semelhante a do estbmago. Esta
semelhanca deve-se ao fato do duodeno ser a porgdo inicial do intestino onde chega o quimo,
proveniente do estdmago, e que tem caracteristicas &cidas. Neste local também existem

secrecOes biliares e pancreaticas que favorecem a acidez. Contudo, observa-se uma
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diminuicdo gradual da acidez do duodeno até ao ileo em funcéo da dilui¢do do acido, o que
facilita a colonizac&o bacteriana, atingindo 10** UFC (unidades formadoras de coldnias) /mL
no colon (DUENAS et al., 2015).

Figura 1 — Distribuicdo e composi¢do das espécies de bactérias no trato gastrointestinal.

Esofago 4z
10106 UFC/mL | | EStomage
Duodeno Streptococcus <10*UFC/mL
103-104 UFC/mL Prevotella Streptococcus
Streptococcus Veillonella Lactobacillus Jej uno
Lactobacillus Staphylococcus 103-105 UFC/mL
Staphylococcus Helicobacter pylori Streptococcus
Helicobacter pylori \ Lactobacillus
Veillonella Staphylococcus
Yeast Helicobacter pylori
Veillonella
Colon Yaat

1010-10"" UFC/mL

Bacteroides ileo

Bifidobacterium 107-108 UFC/mL

Clostridium Bifidobacterium

Ruminococcus Bacteroides

Peptostreptococcus Veillonella

Eubacterium Clostridium

Faecalibacterium Enterobacteriaceae

Streptococcus

UFC: unidade formadora ge coldnia.
Fonte: Adaptada de DUENAS, et al. (2015).

A microbiota intestinal tem muitas funcdes fisioldgicas importantes no intestino
humano, tais como metabolismo de nutrientes (fermentacdo dos carboidratos, supressdo da
inibicdo da lipoproteina lipase em adipdcitos, metabolismo de proteinas, sintese de vitamina
K e de componentes das vitaminas do complexo B e degradacdo dos polifenois),
metabolismo de xenobidticos e drogas, protecdo antimicrobiana, imunomodulacdo, bem
como manutengdo da estrutura e funcdo do trato gastrointestinal (JANDHYALA et al.,
2015).

Quando saudavel, a microbiota atua como uma barreira contra 0s microrganismos
invasores, potencializando os mecanismos de defesa do hospedeiro contra os agentes
patogénicos, melhorando a imunidade intestinal pela aderéncia a mucosa e estimulando as

respostas imunes locais. Alem disso, ela também compete por combustiveis intraluminais
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(nutrientes e locais de ligacdo), prevenindo o estabelecimento de patdégenos (ALMEIDA et
al., 2009; PASSOS, MORAES-FILHO, 2017).

Ao mesmo tempo, a microbiota benéfica contribui diretamente na digestdo de
nutrientes e captacdo de energia a partir dos alimentos, em especial pelo processo de
fermentagdo (DAVE et al., 2012; BLASER, 2014; ROBLES-ALONSO, GUARNER, 2013;
PASSOS, MORAES-FILHO, 2017). Os carboidratos sdo importante fonte de energia para
as células humanas e microbianas; e enzimas humanas ndo degradam carboidratos nédo
digeriveis, como celulose, xilanas, amido resistente e inulina. Esta energia é adquirida
especialmente através da fermentacdo destes carboidratos ndo absorviveis, que estimula a
producdo de &cidos graxos de cadeia curta (SCFA), principalmente acetato, propionato e
butirato (MIN, RHEE, 2015; PASSOS, MORAES-FILHO, 2017; SURANA, KASPER,
2012). Os tipos e quantidades de SCFA produzidos sdo determinados pela quantidade de
carboidrato que é consumido e pela composicdo da microbiota intestinal (TREMAROLI,
BACKHED, 2012).

A microbiota intestinal apresenta ainda, participacdo direta no metabolismo dos
acidos biliares do colesterol dietético. No intestino, os &cidos biliares primarios promovem
a absorcdo de vitaminas sollveis e lipossolUveis e se ligam a receptores celulares, que,
quando ativados, desencadeiam varios efeitos metabolicos protetores, como a resisténcia ao
ganho de peso e ao desenvolvimento de esteatose hepatica (GHAZALPOUR et al., 2016).

Cada individuo tem seu préprio padréo individual de distribuicdo e composicéo da
microbiota intestinal, sendo em parte determinado pelo genédtipo do hospedeiro e tambeém
pela colonizagdo inicial que ocorre imediatamente apdés o nascimento (SOMMER,
BACKHED, 2013). Diferentes fatores podem modificar e também causar mudancas
definitivas no padrdo da microbiota (Figura 2), dentre eles estdo o tipo de parto e

amamentacdo. Bokulich e colaboradores relacionam as cesarianas e formulas alimentares
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com os distarbios metabdlicos e imunologicos ao longo da vida, que, possivelmente, séo
consequéncias do desenvolvimento desordenado da microbiota (BOKULICH et al., 2016).

Além disso, modificacdes da dieta, doencas, estresse, envelhecimento, uso de
medicamentos como os antibioticos, estado imunolégico do hospedeiro e fatores ambientais
também podem modificar a microbiota intestinal. Estudos evidenciaram que os fatores
ambientais se mostraram significativo no desenvolvimento de doengas inflamatdrias. Uma
vez que a microbiota regula as respostas inflamatorias, a alteracdo dela influenciaria na
susceptibilidade a doengas. (AKIN, TOZUN, 2014; ALMEIDA et al., 2009; PASSOS,
MORAES-FILHO, 2017; ZITVOGEL et al., 2015).

Além disso, esses fatores também podem promover alterac6es na fisiologia intestinal
e consequentemente causar o desequilibrio da microbiota, caracterizado pelo aumento de
bactérias patogénicas sobre as bactérias benéficas, configurando uma situacdo de risco
(ALMEIDA et al., 2009). Sendo elas, o aparecimento de doencas, como diarreia associada
a antibioticos, sepse por translocacdo bacteriana, sindrome do intestino irritavel, doenca
inflamatdria intestinal, doenca celiaca, doencas autoimunes, diabetes, obesidade, neoplasias
intestinais e, recentemente, neoplasias extra-intestinais (HAWRELAK, MYERS, 2004;
LYNCH, PEDERSEN, 2016; PASSOS, MORAES-FILHO, 2017; ROBLES-ALONSO,
GUARNER, 2013). Este processo de modificacdo da composicdo ou funcdo da microbiota
intestinal ¢ denominado dishiose e pode alterar a sensibilidade visceral, a motilidade e a
permeabilidade intestinal, bem como alterar a resposta imune, promovendo assim um estado
pro-inflamatorio (PASSOS, MORAES-FILHO, 2017; ROBLES-ALONSO, GUARNER,

2013).
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Figura 2 — Possiveis fatores e efeitos/consequéncias da disbiose no hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de KRANICH, MASLOWSKI, MACKAY. (2011)

A associacdo entre dishiose e o desenvolvimento de certas doencas esta apenas
comecando a ser explorada. Em um estudo desenvolvido pelo “US Environmental Protection
Agency” avaliou-se o papel destas bactérias no desenvolvimento de neoplasias,
pesquisadores observaram que 0s agentes potencialmente carcinogénicos (corantes de
alimentos, aflatoxinas, pesticidas, nitritos) presentes em alimentos e em substancias
presentes no tabaco e drogas prescritas, eram bioativados por sistemas de enzimas das
bactérias intestinais. Estas bioativacdes, capazes de desenvolver neoplasias, s&éo promovidas
em uma velocidade maior nos sistemas gastrointestinais com populagdes microbianas
desequilibradas (HAWRELAK, MYERS, 2004; STEFE, ALVES, RIBEIRO, 2008). Dessa
forma, é possivel observar que a dishiose pode impactar na satde do ser humano tornando-
se fator de risco para doencgas graves como as neoplasias.

As hipoteses para explicar a associacdo entre dishiose e o risco de cancer sdo
baseadas nas consequéncias geradas pela disbiose com potencial de influenciar a
oncogénese. Neste contexto, destacam-se as doencas infecciosas, disfungcdo imunoldgica,
alteracbes metabdlicas, disfuncdo hematopoiética e inflamacdo cronica relacionadas a

disbiose (revisado em ZITVOGEL et al., 2015).
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1.3 Disbiose e neoplasias

Existe uma multiplicidade de fatores que influenciam o inicio da neoplasia e seu
curso subsequente. Fatores que ndo sdo considerados estritamente carcinogénicos podem, no
entanto, afetar o resultado final das neoplasias. Como tal, varios microrganismos participam
direta ou indiretamente no desenvolvimento de muitos tumores malignos. De acordo com as
estimativas, pelo menos 15% de todos os casos de cancer sdo atribuiveis a agentes
infecciosos (BIEDERMANN, ROGLER, 2015; LYNCH, PEDERSEN, 2016; ROBLES-
ALONSO, GUARNER, 2013). Pouco se sabe sobre a contribuicdo da microbiota intestinal
para 0 desenvolvimento de neoplasias. Os microrganismos entéricos podem promover a
oncogénese por meio de diferentes mecanismos: 1) inducdo da inflamacdo; 2) Aumento da
proliferacdo celular; 3) Producdo de substancias capazes de afetar a integridade do DNA e a
regulacdo imune (ABREU, PEEK, 2014; LYNCH, PEDERSEN, 2016; ZITVOGEL et al.,
2015; PASSOS, MORAES-FILHO, 2017).

Alteracbes experimentais da microbiota intestinal influenciam a incidéncia e a
progressdo de neoplasias extra-intestinais, incluindo carcinoma mamario e hepatocelular,
provavelmente por meio de circuitos inflamatorios e metabélicos (DAPITO et al., 2012,
YOSHIMOTO et al., 2013). Esses resultados sdo compativeis com o0s estudos
epidemioldgicos que revelam associacdo entre a disbiose, suas consequéncias ou
determinantes (em especial 0 uso excessivo de antibidticos) e uma maior incidéncia de
neoplasias extra-intestinais, incluindo carcinoma de mama (VELICER et al., 2004; XUAN
et al., 2014). Essas descobertas podem refletir a distribuicdo sistémica de bactérias e seus
subprodutos no decurso de respostas inflamatdrias que comprometem a integridade da
barreira intestinal (ZITVOGEL et al., 2015).

Além disso, ha indicios do papel da microbiota intestinal no metabolismo do

estrogeno dietético. A associacao entre o estrogénio e o desenvolvimento de cancer de mama
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ja foi mostrada (WOOLCOTT et al.,, 2010). Em pacientes tratados com ampicilina, a
excrecdo fecal de metabolitos de estrogénio aumenta, indicando que a reabsorcao na corrente
sanguinea € reduzida com a microbiota intestinal desequilibrada. Além disso, o0s
microrganismos fecais realizam reacdes de oxidacao e reducdo com o estrogénio e podem
mudar as concentracfes intestinais de estrona e estradiol, mostrando o envolvimento da
microbiota intestinal no metabolismo do estrogénio (SHEFLIN, WHITNEY, WEIR, 2014).

Em modelo animal, o estrogénio implantado leva a formacdo de cistos no tecido
mamario. Além disso, a presenca de anticorpos antiestrogénico (reducdo das concentracfes
de estrogénio) indica o inicio e crescimento de tumores mamarios em ratos e camundongos.
Especificamente, a hidroxilagdo 16a do estrogénio, uma reacdo mostrada ser realizada pela
microbiota intestinal esta associada ao aumento do risco de desenvolvimento do cancer de
mama (SHEFLIN, WHITNEY, WEIR, 2014). Considerando esses resultados, Hill e
colaboradores hipotetizaram uma ligacdo entre o desenvolvimento do cancer de mama e o
metabolismo do estrogénio pela microbiota intestinal (HILL, GODDARD, WILLIAMS,
1971).

Os virus também fazem parte da composicdo da microbiota intestinal e podem
influenciar o risco de cancer. Por exemplo, o DNA do Papilomavirus Humano (HPV) é
detectado em quase todos os canceres cervicais. Estudos indicam que os antigenos virais E6
e E7 contribuem para a malignidade do céancer cervical induzido por HPV. No entanto, o
estrogénio é necessario para o desenvolvimento de cancer cervical por infecgdo por HPV.
Em camundongos e ratos, 83% dos animais infectados com HPV desenvolvem céncer
cervical apés o tratamento com estrogénio. Este tratamento leva ao aumento da transcrigdo
de antigenos virais E6 e E7, contribuindo para a carcinogénese cervical. A medida que a
microbiota intestinal afeta os niveis circulantes de estrogénio, esses microrganismos podem

estar envolvidos no desenvolvimento de cancer cervical por infeccdo por HPV. Alteragdes
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no metabolismo bacteriano podem modular o risco de cancer e, muitas vezes, acompanhar a
disbiose da microbiota intestinal (SHEFLIN, WHITNEY, WEIR, 2014). Pensando nisso,
tem-se estudado formas de utilizar a microbiota na prevencdo da oncogénese, assim,

pesquisadores tém investigado o papel dos SCFA na protecédo contra as neoplasias.

1.4 Acidos graxos de cadeia curta: acetato, propionato e butirato

O organismo humano ndo possui as enzimas necessarias para degradar a maior parte
das fibras dietéticas, presentes em frutas, vegetais, legumes e cereais. Portanto, esses
carboidratos ndo digeriveis passam no trato gastrointestinal superior sem sofrer
modificacdes e sdo fermentados no intestino grosso pela microbiota anaerdbica. A
fermentacdo resulta em diversos grupos metabolitos dos quais os acidos graxos de cadeia
curta (SCFA) sdo o grupo principal (NICHOLSON et al., 2012).

Os trés filos Bacteroidetes (gram-negativos), Firmicutes (gram-positivos) e
Actinobacteria (gram-positivos) sdo 0s mais abundantes no intestino. O filo Bacteroidetes
produz principalmente acetato e propionato, enquanto o filo Firmicutes apresenta o butirato
como seu principal produto metabdlico (MACFARLANE, MACFARLANE, 2003). A
maioria das atividades bacterianas ocorrem no co6lon proximal, onde a disponibilidade de
substrato é mais alta. Para o cdlon distal, a disponibilidade de substratos diminui e a extracdo
de agua livre reduz a difusdo de substratos e produtos microbianos. Isso faz com que a parte
proximal do célon seja o principal local de fermentagdo. Particularmente, os carboidratos
ndo digeriveis sdo fermentados no colon proximal. Esta fermentacdo resulta em SCFA
juntamente com os gases CO2 e Hz (TOPPING, CLIFTON, 2001).

Os SCFA séo acidos organicos alifaticos saturados que consistem em um a seis
carbonos, dos quais o acetato (C2), o propionato (C3) e o butirato (C4) sé&o os mais

abundantes (95%) (COOK, SELLIN, 1998). As concentracfes de SCFA no célon variam em
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concentracdes de milimolar (mM) entre 20 mM até 150 mM, sdo liberados no célon proximal
em concentracdes muito altas (70-140 mM), enquanto suas concentra¢fes S40 menores no
colon distal (20-70 mM) e no ileo distal (20-40 mM) (TOPPING, CLIFTON, 2001; WONG
etal., 2006), no sangue essas concentracdes alcancam cerca de 50 micromolar (uM) (COOK,
SELLIN, 1998).

Os destinos metabdlicos dos SCFA sdo variaveis (Figura 3). No entanto, grande parte
da absorcdo é feita através da membrana celular dos colondcitos por difusdo passiva. O
butirato & metabolizado principalmente pelo epitélio do célon e regula varias funcBes dos
colondcitos. O propionato é metabolizado pelo figado e é um possivel precursor de
glicogénio podendo suprimir a sintese de colesterol. Ja o acetato, é metabolizado em varios
orgaos como figado, musculo, rim, coracdo, no cérebro e também no célon. Assim, apenas
0 acetato pode ser detectavel no sangue periférico. (CUMMINGS, MACFARLANE, 1991;

TAN et al., 2014; TREMAROLI, BACKHED, 2012).
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Figura 3 — Fermentagdo bacteriana no intestino - producao de acidos graxos de cadeia curta.
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Fonte: Adaptado de HOOPER, et al. (2002).

A producdo de SCFA pela microbiota intestinal tem vérios efeitos ja conhecidos:
diminuicdo do pH do célon protegendo este contra carcinogénese por meio da reducdo de
aminas toxicas, aumento da absorcdo de calcio e magnésio, aumento da absor¢do de ions
pela estimulacéo do transporte de eletrolitos no célon prevenindo a diarreia, e aumento do
fluxo sanguineo venoso porta-hepéatico e do célon, além da redugdo do crescimento de
bactérias patogénicas (COOK, SELLIN, 1998; TAZOE et al., 2008).

Os papéis fisioldgicos dos SCFA sdo amplos, pois além de possuir efeitos nos
enterocitos e na funcdo digestiva; eles desempenham fungdes importantes no sistema
imunoldgico sistémico e intestinal local. S0 conhecidos também, por suas funcdes anti-
inflamatorias, modulando a quimiotaxia celular imune, a liberacdo de espécies reativas de

oxigénio (ERO) e a liberacéo de citocinas (TAN et al., 2014).
25



Os SCFA, em particular o butirato, sdo promotores da salde e da integridade do
colon. Ele é o principal substrato metabdlico dos colondcitos, fornecendo pelo menos 60-
70% da energia necessaria para que essas células promovam a proliferacao, diferenciacéo e
funcdo, como por exemplo, a reducdo de danos oxidativos no DNA (ROSIGNOLI et al.,
2001; SUZUKI, YOSHIDA, HARA, 2008; VECCHIA et al., 1997). Os efeitos do butirato
estdo aparentemente associados com a protecdo no desenvolvimento do cancer do célon
(AUGENLICHT et al., 2002; VECCHIA et al., 1997; YU et al., 2011). Além disso, ele é
conhecido pelos seus efeitos antitumorigénicos e antiproliferativos devido a sua regulacéo
de genes que inibem a proliferacdo celular e induzem apoptose via inibicdo das histonas
desacetilases (HDAC) (CHANG et al., 2014; NAKAMURA et al., 2001; SEKHAVAT,
SUN, DAVIE, 2007; WAKABAYASHI et al., 2005).

Os acidos biliares sdo moléculas anfifilicas sintetizadas no figado a partir do
colesterol. Eles desempenham um papel importante na solubilidade do colesterol na bile e
no processo digestivo no intestino delgado através da formacédo de micelas (NAGENGAST,
GRUBBEN, VAN MUNSTER, 1995). Os acidos biliares secundarios, como o acido
desoxicolico (DCA), sdo produzidos como produtos do metabolismo microbiano dos acidos
biliares primarios gerados pelo hospedeiro. O DCA atua ligando ao receptor FXR (receptor
presente no figado e intestino) (WANG et al., 1999), sendo capaz de reduzir o crescimento
e a metastase do tumor hepatico e intestinal (DEUSCHLE et al., 2012; SHEFLIN,
WHITNEY, WEIR, 2014).

Tanto o acetato quanto o propionato, apesar de serem produzidos em maior
quantidade que o butirato, tém suas fun¢des menos documentadas e menos compreendidas.
O acetato € o SCFA mais abundante, sendo pouco metabolizado no célon por ser
rapidamente absorvido e transportado para o figado (COOK, SELLIN, 1998). Apds sua

absorcéo, cerca de 75% do acetato é captado e metabolizado no figado, onde pode ser
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utilizado por diversas vias: sintese de acidos graxos de cadeia longa, cetogénese, producao
de colesterol, glutamina e glutamato. O restante do acetato, que alcanca a circulacgéo, €
captado e oxidado por diversos tecidos como musculo e glandula mamaria (AKANJI,
HOCKADAY, 1990).

Por fim, apenas 10% do propionato absorvido permanece na corrente sanguinea apos
a passagem pelo figado. Neste 6rgéo, esse SCFA ¢é metabolizado, inibe a sintese de colesterol
e pode ser utilizado como substrato da gliconeogénese (WOLEVER, 1991). O propionato
pode ser formado no catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada e metionina, sendo
que sua concentracdo plasmatica pode estar aumentada em condi¢des nas quais hd aumento
da taxa de oxidacdo de aminoacidos (CUMMINGS, SAKATA, 1995).

Em resumo, além de constituirem fonte energética importante para diferentes células,
0s SCFA também modulam a expressao de genes (OGAWA et al., 2003; RANGANNA, et
al., 2003; WEBER, KERR, 2006) relacionados a resposta inflamatéria e diferenciacédo
celular (BOHMIG et al., 1999; MILLARD et al., 2002). Ao mesmo tempo, esses compostos
modulam diferentes aspectos da fisiologia gastrointestinal como a liberacdo de hormdnios
(SAMUEL et al., 2008) e absorcdo de eletrdlitos e agua (BINDER, MEHTA, 1989). Eles
modulam, também, processos sistémicos, como adipogénese/lipdlise (GE et al., 2008) e a
resposta imune/inflamatdria. Entretanto, seus efeitos sobre a proliferacdo celular ainda ndo
foram muito bem explorados. E possivel, assim, que os SCFA, absorvidos para a circulagio
sistémica, possam influenciar o ciclo celular, representando mecanismo adicional para
explicar a associagdo entre a microbiota intestinal e a oncogénese. Desta forma, este estudo
buscou identificar o papel de produtos da microbiota intestinal, os SCFA e o acido biliar
secundario, DCA, sobre a viabilidade de linhagens celulares tumorais de cancer de mama,
de colo uterino e figado, a fim de explorar a relacdo entre a microbiota intestinal e a

oncogeénese.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura de células

Células imortalizadas de céncer de colo uterino humano (HelLa) e células
imortalizadas de cancer de figado humano (HepG2) foram cultivadas em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium); e células imortalizadas de cancer de mama
humano (linhagem MCF7) foram cultivadas em meio de cultura RPMI (Roswell Park
Memorial Institute), ambos meios contendo 100 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de
estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB), em placas para cultura células de 150 mm,

e mantidas a 37°C e com 5% de CO..

2.2 Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios colorimétricos sdo muito utilizados para triagens iniciais de moléculas
bioativas, pois permitem quantificacdo facil e rapida da resposta celular. Nestes ensaios se
utilizam compostos que tém sua cor modificada ao serem metabolizados na célula, ou
tendem a se acumular nas células vivas. Em 1983, Mosmann desenvolveu um método
colorimétrico para determinar a proliferacdo celular e citotoxicidade em células
(MOSMANN, 1983) que, na atualidade, é umas das ferramentas mais utilizadas para a
determinacdo da viabilidade celular e crescimento celular (SCUDIERO et al., 1988). A
deteccdo da viabilidade celular é usualmente empregada para identificar a citotoxicidade de
uma molécula, sendo muito utilizado métodos colorimétricos como o sal de tetrazélio, por

exemplo o método do 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazélio, MTT (Figura 4).
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Figura 4 — Estrutura quimica de MTT.
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O MTT em solucdo aquosa apresenta coloracdo amarelada e, quando metabolizado
por acdo de desidrogenases mitocondriais e por agentes redutores produzidos, leva a
formacédo de cristais de formazan de coloragdo azul-violeta, que s&o insollveis em meio
aquoso. A grande maioria de aplicacdes celulares com sais de tetrazélio envolve ensaios em
placas de noventa e seis (96) pocos que, para determinacdo da viabilidade celular,
fundamenta-se no fato da quantidade de formazan formada ser diretamente proporcional &

viabilidade celular (MARSHALL, GOODWIN, HOLT, 1995; STOCKERT et al., 2012).

Para o ensaio de viabilidade celular, utilizou-se 0 método do MTT (SIGMA-
ALDRICH®), em placas de 96 pocos. Com excecdo dos pocos utilizados para o controle do
teste (Branco), todos os outros pog¢os das placas estavam com células (HeLa, 20.000 células
por poco; HepG2, 50.000 células por po¢o; MCF7, 5.000 células por pogo). As células foram
submetidas a diferentes tratamentos (veiculo e concentracBes crescentes de acetato,
propionato, butirato e DCA, incluindo 10° M, 108 M, 107" M, 10°M, 10°M, 10“M, 10°M
e 102 M). Cada pogo apresentava o volume final de 100 pL, sendo 99 pL de meio de cultura
e 1 pL do tratamento, conforme apresentado na Figura 5. Apds 24 horas de exposi¢ao aos
SCFA e DCA, o0 meio com os compostos foi aspirado e posteriormente foram adicionados
90 uL do meio de cultura e 10 uL (10%) de MTT (Sigma) na concentragdo de 5 mg/mL (em
solucéo salina tamponada com fosfato - PBS) a todos 0s pog¢os das placas, e as mesmas foram

incubadas por 4 horas a 37 °C e 5% de CO.. Para a dissolucéo do sal de formazan, o meio
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de cultura foi retirado ¢ 100 pL de solugdo reveladora de MTT (Dimetilsulfoxido - DMSO)
foram adicionados. As placas foram deixadas sob agitacdo por 15 minutos a temperatura

ambiente, para que ocorresse a homogeneizacdo dos cristais até sua solubilizacdo completa.

A guantidade de formazan formada foi medida por meio da leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 570 nm, em leitor de microplacas Beckman (espectrofotdmetro da
marca Shimadzu). Os experimentos foram realizados trés vezes e em triplicata e a

viabilidade celular foi determinada da seguinte forma:

(i) Do valor das absorbancias obtidos nas amostras contendo celulas (ndo tratadas, tratadas
com veiculo ou com os compostos), foi subtraido o valor da absorbancia obtido no branco

(apenas meio de cultura);

(ii) Foi calculado o valor médio da absorbancia de cada triplicata;

(iii) O valor médio da absorbancia nas triplicatas tratadas com veiculo ou compostos foi
dividido pelo valor médio da absorbancia na triplicata sem tratamento (apenas meio de
cultura). O resultado foi expresso em percentual de viabilidade celular em relacdo ao grupo

gue ndo recebeu tratamento, em que se considerou haver viabilidade celular de 100%.
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Figura 5 — Representacdo esquematica das placas de 96 pocos no ensaio de viabilidade
celular. Em amarelo, as células com o meio de cultura; em cinza, o pogo “Branco” com
apenas o meio de cultura. Em verde, o tratamento com concentracGes crescentes de acetato;
em rosa, tratamento com concentragdes crescentes de butirato; em azul, tratamento com
concentracdes crescentes de propionato; e em lilas, o tratamento com concentracdes
crescentes de DCA.
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A: Acetato, B: Butirato, P: Propionato, Céls: Células, D: Acido deoxicolico.

2.3 Analise estatistica

Os resultados do ensaio de viabilidade celular foram apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM) da viabilidade celular das células tratadas com os SCFA e DCA em
relacdo as ceélulas tratadas com veiculo (em termos percentuais). O teste estatistico
empregado foi a andlise de variancia One-Way ANOVA, seguida da comparagdo mdultipla
de Newman-Keuls. Todas as anélises foram realizadas por meio da utilizacdo do programa
GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows. O critério de significancia para todas as analises

foi o valor p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito dos SCFA sobre a viabilidade de células de cancer de colo uterino - HeLa
Investigou-se a viabilidade de células HelLa tratadas com concentracfes crescentes
de acetato, butirato e propionato para definir as concentragdes dos compostos que
comprometessem a viabilidade celular. Os resultados da viabilidade celular em resposta as
diferentes concentracdes dos compostos estudados estdo apresentados na Figura 6. Apos 24
horas de tratamento, nenhuma das concentracdes testadas de acetato comprometeu a
viabilidade celular. Entretanto, foi observada reducao significativa da viabilidade celular em
resposta & maior concentracio testada de propionato e butirato (102 M), para cerca de 80%

da viabilidade celular das células tratadas com veiculo (controle).

1201 1201
S T FY i S e W
T 5
E 804 E 804 *
) )
o o
o 60- o 60-
he] ke
@© ©
S 40- 2 407
3 3
s 20 S 20
O T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T 1
Veiculo.-10 -9 -8 -7 6 -5 -4 -3 -2 -1 0 Veiculo-10 -9 -8 -7 6 -5 -4 -3 -2 -1 0

log [acetato] M
1201

log [butirato] M

W

=
o
g

o}
e

N
e

Viabilidade celular (%
o)
<

no
<

C T T T T T T T T T T T 1
Veiculo-10-9 -8 -7 6 5 4 -3 -2 -1 0
log [propionato] M

Figura 6 — Efeito dos SCFA sobre a viabilidade de células HeLa. Células tratadas com veiculo ou
concentragdes crescentes de acetato, butirato e propionato. Viabilidade celular determinada como valor
percentual em relacdo ao grupo que ndo recebeu tratamento, considerado como viabilidade celular de
100%. Dados apresentados como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. "p < 0,05 vs veiculo. SCFA: 4cidos graxos de cadeia curta.
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3.2 Efeito dos SCFA sobre a viabilidade de células de cancer de figado - HepG2
Avaliou-se também a viabilidade de células HepG2 tratadas com concentracdes
crescentes de acetato, butirato e propionato para definir as concentragdes dos compostos que
comprometessem a viabilidade celular. Os resultados da viabilidade celular em resposta as
diferentes concentracdes dos compostos estudados estdo apresentados na Figura 7. Apos 24
horas de tratamento, nenhum dos SCFA testados modificou a viabilidade das células HepG2,

diferente do que foi observado na linhagem de células de cancer de colo uterino.
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Figura 7 — Efeito dos SCFA sobre a viabilidade de células HepG2. Células tratadas com veiculo ou
concentragBes crescentes de acetato, butirato e propionato. Viabilidade celular determinada como valor
percentual em relacdo ao grupo que ndo recebeu tratamento, considerado como viabilidade celular de 100%.
Dados apresentados como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata. “p < 0,05
vs veiculo. SCFA: acidos graxos de cadeia curta.
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3.3 Efeito dos SCFA e DCA sobre a viabilidade de células de cancer de mama - MCF7

Por fim, a viabilidade de células MCF7 foi investigada por meio do tratamento com
concentracdes crescentes de acetato, butirato, propionato e DCA para definir as
concentracdes dos compostos que comprometessem a viabilidade celular. Os resultados da
viabilidade celular em resposta as diferentes concentracdes dos compostos estudados estdo
apresentados na Figura 8. Apos 24 horas de tratamento, foi observada reducéo significativa
da viabilidade celular em resposta ao tratamento com acetato apenas na concentracdo de 10°
"M, butirato na maior concentracéo testada (10°M) e propionato nas concentracdes de 10°
M, 10°M e 103M. Neste Gltimo caso, a reducdo foi discreta, inferior a 20%, quando
comparada ao controle. Quanto ao DCA, observou-se uma reducdo acentuada da viabilidade

celular em resposta & maior concentragao testada (10-3M).
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Figura 8 — Efeito dos SCFA e DCA sobre a viabilidade de células MCF7. Células tratadas com veiculo ou
concentragdes crescentes de acetato, butirato, propionato e DCA. Viabilidade celular determinada como valor
percentual em relacdo ao grupo que ndo recebeu tratamento, considerado como viabilidade celular de 100%.
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4 DISCUSSAO

A microbiota intestinal beneficia-se do seu alto potencial metabdlico para gerar sua
prépria energia, principalmente fermentando carboidratos ndo digeriveis da dieta. Os
produtos finais da fermentacdo de carboidratos sdo gases e acidos organicos, incluindo

lactato e SCFA, como acetato, propionato e butirato.

O butirato, considerado membro mais importante da familia dos SCFA, atua como
uma fonte favordvel de energia para 0s colondcitos. Ele possui propriedades anti-
inflamatorias e antineoplasicas na mucosa intestinal, que ocorre através do metabolismo
celular, da homeostase da microbiota, de mecanismos antiproliferativos, e da regulagéo
imunomodulatéria e genética/epigenética (YANG e YU, 2018). O propionato é absorvido
principalmente pelo figado, enquanto que o acetato atinge os tecidos periféricos (BINDELS
et al., 2012), como a glandula mamaria. Esses dois Ultimos possuem propriedades anti-
inflamatoérias em mondcitos humanos e em modelos in vivo de colite (BINDELS et al., 2012;

COXetal., 2009; MASLOWSKI et al., 2009).

A microbiota também participa diretamente do metabolismo dos &cidos biliares do
colesterol dietético, como o DCA, que é parcialmente absorvido no célon e ingressa na
circulacdo entero-hepética, sendo assim conjugado no figado e secretado na bile
(NAGENGAST, GRUBBEN, VAN MUNSTER, 1995). Os &cidos biliares sdo compostos
anfifilicos que atuam como metabdlitos esteroides no funcionamento do colesterol, fatores
troficos para o epitélio intestinal, bem como detergentes para a absorcdo de colesterol e

vitaminas lipossoluveis (WU et al., 2003).

Dessa forma, nesse estudo procurou-se entender a relacdo entre a exposi¢do aos

produtos da microbiota intestinal e a possibilidade de reducdo da viabilidade de células
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neoplasicas por meio do ensaio com 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-tetrazélio, MTT.
Através desse ensaio colorimétrico avaliou-se a sobrevivéncia dessas células mediante a
presenca desses compostos. E os resultados refletiram os efeitos finais da viabilidade celular,
em gue observou a citotoxicidade dos metabolitos da microbiota e do DCA nas trés linhagens
celulares neoplasicas: do colo uterino (HeLa), figado (HepG2) e mama (MCF7) (Figuras 6,
7 e 8, respectivamente). Através do ensaio de MTT foi possivel observar a diminuicdo da
proliferacdo celular quando os SCFA e DCA foram usados nas linhagens celulares de estudo

(Figuras 6-8).

Assim, nesse presente estudo foi observado que o butirato diminuiu a viabilidade de
células HeLa e células MCF7 quando tratadas na maior concentracio de 10M (Figura 6 e
8, respectivamente). Ha estudos, envolvendo o butirato, que associam esse composto a
diminuicdo do desenvolvimento de células neoplasicas, como cancer colorretal, em
humanos. Ou et al. (2013) avaliaram as diferencas na composic¢ao da microbiota intestinal e
seus metabdlitos em afro-americanos com alto risco de desenvolver cancer colorretal e em
africanos rurais nativos com baixo risco de desenvolver esse tipo de cancer. Eles observaram
que a composicdo da microbiota é amplamente diferente nos africanos nativos, onde
encontraram niveis mais altos de SCFA, dentre esses uma quantidade maior de grupos
bacterianos produtores de butirato, mostrando-se consistente com o menor risco de
desenvolvimento de céncer colorretal (OU et al., 2013). Ainda nesse mesmo estudo,
pesquisadores realizaram a troca de dieta entre esses individuos durante duas semanas, em
que os africanos rurais foram alimentados com uma dieta rica em gordura e pobre em fibras,
enquanto os afro-americanos foram alimentados com uma dieta rica em fibras e pobre em
gorduras. Nesses Ultimos, observou-se o aumento da butirogénese e fermentacdo
sacarolitica, supressdo da sintese de &cidos biliares secundarios e proliferacdo de

colondcitos, enquanto que o aumento da produgdo de &cido biliar secundério e proliferagdo
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de colondcitos foram observados nos africanos nativos (O'KEEFE et al., 2015). Esses
estudos avaliaram o0 mecanismo do butirato e demonstraram que este metabdlito poderia
induzir a apoptose dos colondcitos, regular a expressdo génica através do bloqueio das
histonas desacetilases (HDAC) (STELIOU et al., 2012) e ativar a gliconeogénese por meio
do mecanismo dependente de adenosina 3", 5"- monofostato ciclico (AMPc) (DE VADDER
et al., 2014). Essas descobertas verificam ainda o papel protetor desse metabo6lito no

processo de desenvolvimento do cancer colorretal.

Essa atividade dos SCFA tem sido associada a disposicdo desses compostos de inibir
a HDAC, impedindo assim que ocorra a repressao da transcri¢do. Os inibidores das HDAC
provocam o acumulo de histonas acetiladas, aumentam o grau de diferenciacdo e, deste
modo, diminuem a proliferacdo celular através do blogueio do ciclo celular
(DOKMANOVIC, CLARKE, MARKS, 2007; GIANNINI, et al., 2012). O butirato é
considerado o inibidor mais poderoso, seu potencial citotoxico e dos demais inibidores das
HDAC em células tumorais do c6lon e em outros tipos de tumor ja foi descrito (GIANNINI,
et al., 2012; JOSEPH, et. al., 2004). O propionato demonstrou um perfil intermediario e o
acetato ndo influenciou na atividade da HDAC (AOYAMA, KOTANI, USAMI, 2010;
HINNEBUSCH et al., 2002). Observou-se nesse estudo que o propionato diminuiu a
viabilidade de células do cancer do colo uterino tratadas na concentracio 10°M (Figura 6),
e também diminui a viabilidade de células do céncer de mama em trés diferentes
concentragbes 10°, 10° e 10°M (Figura 8). O acetato, por sua vez, diminuiu
significativamente a viabilidade de células provenientes de cancer de mama na concentracdo

de 10"M (Figura 8).

Existem mecanismos intracelulares envolvidos na proliferacdo celular e na morte
celular, como a ativacdo das caspases 3 e 7; e diminuicdo da atividade da histona

desacetilase, que ja foram extensivamente avaliados por meio de ensaios in vitro
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(AOYAMA, KOTANI, USAMI, 2010; TANG et al., 2011). Dois receptores acoplados a
proteina G, o receptor de acidos graxos livres 3 (FFA3) e o receptor de &cidos graxos livres
2 (FFA2), também conhecidos como GPR41 e GPR43, respectivamente, foram identificados
como receptores para 0s SCFA. O propionato € considerado o agonista enddégeno mais
potente para ambos receptores, seguido do acetato. A expressdo do receptor FFA2 ocorre
principalmente em células imunes, mas também em adipdcitos, enterocitos e celulas
enddcrinas. O FFA3 exibe um padrdo de expressdo disseminado, como no baco, linfonodos,
medula Ossea, tecido adiposo e cdélon. Bindels e colaboradores descreveram que a
administracdo de carboidratos ndo digeriveis fermentaveis, como os frutanos do tipo inulina
(ITF), diminuem o tamanho do tumor em modelos animais com cancer de figado ou
mamario. In vitro, demonstraram que o efeito antiproliferativo do propionato ¢ parcialmente
dependente do nivel de AMPc e que a ativacdo do FFAZ2 altera a proliferacdo de células
neoplasicas. Estes dados apoiam a ideia do papel da microbiota intestinal no controle do

cancer sistémico (BINDELS et al., 2012).

Também foi avaliado nesse estudo, a viabilidade das células do cancer de mama na
presenca do DCA, pois foi demostrado a citotoxicidade dos acidos biliares em varias células
humanas normais e em algumas células malignas. Dessa forma, nesse estudo observou-se
que o DCA diminuiu significativamente a viabilidade de células MCF7 tratadas com a
concentragdo de 103M, sugerindo que ha mecanismos envolvidos na citotoxicidade dos

acidos biliares nessas células.

Wu e colaboradores afirmam que os acidos biliares podem estimular o crescimento
de células epiteliais do célon, mas ndo o de linhagens celulares de cancer de colon. Os acidos
biliares hidrofébicos, como o DCA, podem danificar as células lisando as membranas e
prejudicando a funcdo mitocondrial, bem como aumentando a geracdo de radicais reativos

de oxigénio, que podem causar a peroxidacdo lipidica da membrana e atacar os acidos
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nucléicos. Além disso, a citotoxicidade dos &cidos biliares é parcialmente dependente da
composicdo da membrana celular. Em razdo da variacdo dos componentes da membrana
celular (glicolipidios, receptores e proteinas de transporte) em diferentes linhagens celulares
dependendo da origem e diferenciacéo celular, as linhagens celulares podem também diferir
em relacdo a sua resposta aos acidos biliares (WU et al., 2003). Um outro efeito pode estar
associado a familia de enzimas dentro da membrana celular conhecida como proteinas
quinases. A proteina quinase C parece desempenhar um papel critico na promog¢éo do tumor
e na acdo dos fatores de crescimento. Nagengast e colaboradores afirmam que a
citotoxicidade do DCA pode ser gerada por inducdo de apoptose via sinalizacdo dependente

de proteina quinase C (NAGENGAST, GRUBBEN, VAN MUNSTER, 1995).

Ainda neste presente estudo, foi realizado o ensaio com os SCFA e células
neoplasicas de figado (Figura 7), em que o mesmo foi realizado por Bindels e colaboradores
que evidenciaram, por meio do ensaio de MTT, que os SCFA reduzem a viabilidade de
células BaF3 no figado, sendo esse efeito tanto maior quanto maior a concentracdo do
composto e o tempo de exposi¢do ao mesmo (24h-72h) (BINDELS et al., 2012). No entanto,
ndo foi observada essa reducdo na linhagem de células hepéticas utilizadas neste estudo
(HepG2) (Figura 7), sugerindo que a acdo dos SCFA possa ser especifica para determinada
linhagem de células hepéticas e também, que o tempo de exposicao aos compostos ndo tenha
sido suficiente para se observar a inibicdo significativa da proliferacdo celular. Nesta
pesquisa, observou-se que os SCFA e o DCA podem diminuir a viabilidade de linhagens
celulares HelLa e MCF7. Isso sugere que os produtos da microbiota intestinal podem ser
citotoxicos para o cancer de colo uterino e de mama. No entanto, a investigacao desse estudo

foi realizada in vitro, sendo necessaria mais pesquisas.

Nas ultimas décadas, tornou-se evidente que os SCFA podem desempenhar um papel

fundamental na prevencdo e tratamento da sindrome metabolica, distirbios intestinais e
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certos tipos de neoplasias (DEN et al., 2013). De fato, a presenca ou deficiéncia dos SCFA
podem afetar a patogénese de uma diversificada de doencas, incluindo alergias, asma, bem
como varios tipos de cancer, doencas autoimunes, doencas metabdlicas e doencas

neuroldgicas (TAN et al., 2014).

Rothschild e colaboradores investigaram a associacao entre a microbiota intestinal,
fatores ambientais e caracteristicas genéticas, e demonstraram que a estrutura da comunidade
intestinal da microbiota era predominantemente moldada por fatores ambientais, em vez de
ancestralidade genética ou polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) apresentados pelo
individuo. Além disso, apenas 1,9% da microbiota intestinal foi estimado como hereditario
e mais de 20% da variancia na diversidade pode ser inferida a partir de fatores ambientais

associados a dieta e estilo de vida (ROTHSCHILD et al., 2018).

Mesmo que 0s mecanismos por tras do papel benéfico dos SCFA sobre o cancer ndo
sejam totalmente compreendidos, é amplamente aceito que a ingestdo de fibras diminui o
risco de neoplasias. A analise de 25 estudos demonstrou que a ingestdo de cereais e graos
integrais foi associada com risco reduzido de cancer colorretal, apoiando o potencial papel

benéfico dos SCFA no cancer (AUNE et al., 2011; TAN et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, foi observado os efeitos dos SCFA, produzidos como resultado do
processo de fermentacdo bacteriana no colon a partir de componentes da dieta, e do DCA
sobre a viabilidade de linhagens neoplasicas de mama, de figado e de colo uterino. Com isso,
buscou-se sugerir 0s mecanismos envolvidos na associacdo entre a composicdo da
microbiota e o risco de desenvolvimento de cancer, na medida em que ha diversos estudos
gue sugerem esta associacdo, porém poucas investigacdes que explorem a relacdo de
causalidade ou mecanismos envolvidos. Os resultados assim obtidos ampliaram 0s
conhecimentos a respeito da associacao entre a microbiota intestinal e a oncogénese. Nesse
sentindo, conclui-se que em concentragdes especificas dos SCFA e DCA houve reducdo da
viabilidade de células neoplasicas de mama (MCF7) e de colo uterino (HeLa), sugerindo que
produtos da microbiota possam estar envolvidos na associacdo entre a microbiota intestinal

e a oncogeénese.
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