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Resumo

O cancer é uma doenca que afeta boa parte da populacdo mundial. Dentre eles, o
cancer de endométrio aflige a qualidade de vida de quem por ele é afetado. Por
consequéncia, diversos estudos s&o realizados a fim de entender a doencga e,
possivelmente, encontrar a cura.

A identificacdo de um efeito antiproliferativo do sobrenadante de Lactobacillus sp. em
células de cancer vem sendo estudado por diversos pesquisadores, chamando a
atencao para o potencial terapéutico deste tratamento.

Buscando investigar o efeito do Lactobacillus casei em células de linhagem de cancer
de corpo de utero, foi realizado um estudo preliminar sobre o efeito do sobrenadante
neste tipo de células carcinogénicas.

Para este estudo, utilizou-se de ensaios de viabilidade celular mitocondrial e de
membrana com o objetivo de verificar os efeitos do sobrenadante em células
cancerigenas, e, com isso, seu possivel efeito no crescimento e proliferacédo, podendo
apresentar um potencial efeito anticarcinogénico.

Os resultados mostraram que o sobrenadante de L. casei reduziu a viabilidade
mitocondrial e da membrana plasmatica, avaliadas quando em tratamento com
concentracfes acima de 75%, e mesmo em concentracdes mais baixas de até 10%.
Estes dados sédo promissores, possibilitando estudos mais aprofundados sobre os
efeitos que as substancias liberadas pelo metabolismo celular destas bactérias podem
exercer em células de cancer, contribuindo para o futuro desenvolvimento de farmacos

contra essa enfermidade.

Palavras chaves: L. casei, cancer de endométrio, sobrenadante livre de células,

cancer de corpo de utero.



Abstract

Cancer is a disease that affects a large part of the world's population. Among them,
endometrial cancer affects the quality of life of those affected by it. As a result, various
studies are being carried out in order to understand the disease and possibly find a
cure.

The identification of an antiproliferative effect of Lactobacillus sp. supernatant on
cancer cells has been studied by several researchers, drawing attention to the
therapeutic potential of this treatment.

In order to evaluate the effect of Lactobacillus casei on uterine body cancer cells, a
preliminary study was carried out on the effect of the supernatant on this type of
carcinogenic cell.

For this study, mitochondrial and membrane cell viability assays were used with the
aim of verifying the effects of the supernatant on cancer cells, and thus its possible
effect on growth and proliferation, potentially presenting an anticarcinogenic effect.
The results show that the supernatant of L. casei reduced the viability of both
structures, evaluated when treated with concentrations above 75%, and even at lower
concentrations of up to 10%. These data are promising, enabling further studies into
the effects that the substances released by the cellular metabolism of these bacteria
can have on cancer cells, contributing to the future development of drugs against this

disease.

Key words: L. casei, endometrial cancer, cell-free supernatant, uterine body cancer.
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Avaliacao dos efeitos do sobrenadante de Lactobacillus casei sobre a

proliferacéo celular de linhagens de cancer de endomeétrio

Introducao

Incidéncia

O cancer endometrial, mais especificamente o cancer de corpo de Utero, ocupa
a décima quinta posicdo, em relacao a incidéncia, resultando em mais 420.000 novos
casos em todo o mundo no ano de 2022 (BRAY et al, 2024).

No Brasil, é o sétimo cancer mais incidente em mulheres. O numero estimado
de novos casos para os anos de 2023 a 2025 é de mais de 7.800, tendo na regiao
Sudeste do pais o maior risco estimado, com 9,39 casos por 100 mil mulheres, e a
regiao Norte com o menor, 2,67 por 100 mil (INCA, 2023).

Cancer

O céancer de corpo de Utero pode ser classificado em dois tipos, de acordo com
0 padréao histolégico e desfecho clinico: o primeiro seria 0 dependente de estrogénio;
0 segundo, ndo dependente (WILD et al, 2020). O do tipo 1 é determinado por
adenocarcinomas dependentes de estrogénio, com receptores hormonais e de
morfologia endometrioide. E 0 mais comum dos casos de cancer de endométrio,
possuindo também um diagndstico precoce, na maioria dos casos, € com um
progndstico positivo (CREASMAN, 2009).

Enguanto o tipo 2 é caracterizado por uma morfologia ndo endometrioide, com
carcinomas indiferenciados, serosos e de células claras. Em sua maioria, ndo tem um
bom prognostico e ndo séo estrogénio dependentes, ndo possuindo receptores
hormonais (CREASMAN, 2009).

O desenvolvimento do céncer se divide em quatro estagios. O primeiro (I)
divide-se em dois subtipos: o IA e IB, onde ambos os subtipos estdo confinados a
regido endometrial e a diferenca entre eles € a extensao da invasdo do tumor em

relacdo ao miométrio (no subtipo IB o tumor ultrapassa a metade do miométrio e no



subtipo 1A ndo ultrapassa). O segundo estagio (ll) ocorre quando o tumor esta
ultrapassando o Utero, mas nao chega ao terco inferior da vagina ou a parede pélvica.

Os outros dois estagios restantes sdo mais avancados, sendo o |li
caracterizado por metastase do tumor para outras estruturas proximas como ovario
(IA), o terco inferior da vagina e a parede pélvica (11IB), ou ao atingir os linfonodos
pélvicos ou para-aorticos, de maneira isolada ou concomitante (l11C).

O quarto estagio (IV) é caracterizado pela ultrapassagem do carcinoma pela
pelve verdadeira ao atingir a mucosa da bexiga ou reto (IVA) ou, em casos mais
graves, a metastase atingir 6rgdos mais distantes (IVB) como é possivel observar na
figura 1 (SALVO, et al, 2020; SALEH et al, 2020), mostrando a importancia da

prevencao e da deteccdo precoce da doenca.

Figura 1. Estadiamento do cancer de endométrio

Metastase para o ovario (IlIA)

Estadiamento baseado na Federacéo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO)
Adaptado de Saleh et al. (2020).

Histologicamente é possivel verificar as diferencas entre o tecido saudavel e o
tecido carcinogénico devido as alteragbes que ocorrem nas células (Figura 2).As
células basais permanecem nas camadas mais profundas do tecido no lado A,

enquanto no lado B a estratificacdo caracteristica de tecido epiteliais ndo esta



presente. Ao invés disso, € possivel observar células indiferenciadas por todo o tecido,
diferente do que ocorre em tecidos saudaveis e células em mitose.

Figura 2. Regi&o de transi¢&o: carcinoma in situ
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Lado A : tecido epitelial saudavel do endométrio; Lado B: carcinoma
Adaptado de Anatpat- UNICAMP (2025).

Fatores de risco e prevencao

Além da predisposicdo genética, os principais fatores de risco sdo: a exposicéo
aumentada ao estrogénio endogeno em razéo de diversos fatores como obesidade,
menarca precoce, anovulacdo, menopausa tardia, nuliparidade, sindrome do ovario
policistico e também as sindromes metabdlicas, como hipertenséo, diabetes (WILD
et al, 2020; MACMAHON,1974).



A identificacdo de pacientes de alto risco € um ponto marcante para a deteccéo
precoce, tornando-se esse um importante método de prevencédo. Para isso, € preciso
considerar fatores clinicos e também o histérico de saude, como a avaliacdo de fatores
de risco, histérico familiar e exames clinicos ginecologicos (MACMAHON, 1974;
BARBER, 1981) .

Os processos de prevencéo, além da identificacdo de pacientes de alto risco,
sdo: (i) realizacbes de exames regulares, como o exame de Papanicolau, que
apresenta uma importancia imensa para a prevencéo e deteccdo (DUNNE; PARK,
2013); (ii) educacéo para promover estilo de vida mais saudavel, com o intuito de evitar
a exposicao a horménios fora de recomendacdes médicas; (iii) educacdo sexual, a
fim de diminuir o risco de infeccdo por HPV (principal fator de risco para o
desenvolvimento de varios tipos de cancer), devido ao fato da infeccdo ocorrer em
células epiteliais, o que induz a producao de proteinas que interferem no ciclo celular,
criando alteracdes que podem levar ao cancer (GUZICK, 1978; DUNNE; PARK, 2013).

Tratamentos

Os tratamentos para cancer de endométrio sédo trés: cirurgia, radioterapia e
guimioterapia.

A cirurgia envolve, geralmente, o procedimento de histerectomia total
abdominal com salpingo-ooforectomia bilateral, onde € retirado o Utero e 0s ovarios.

A radioterapia, por sua vez, tem uma fungdo como adjuvante, sendo utilizada
como auxilio para pacientes com fatores de alto risco de recidiva.

Por fim, a quimioterapia é recomendada em estagios mais avancados (1l , 1V),
mas muito ligada a efeitos adversos mais comuns e frequentes como enjéo, dores e
perda de cabelo. E, em alguns casos de tumores responsivos a hormonios, pode ser
feita uma terapia de modulacdo hormonal, onde séo utilizados medicamentos que
reduzem o crescimento de tumores por meio do bloqueio e reducdo da quantidade de
alguns hormonios no organismo (FEBRASGO; SBC, 2011) .

Os tratamentos convencionais possuem diversos efeitos adversos como:
nausea, vomitos, fadiga, leucopenia, entre outros (FEBRASGO; SBC, 2011). A
pesquisa de formas de tratamento alternativos é muito importante para buscar
aumentar a qualidade de vida e melhorar o tratamento da doenga, como por exemplo



0 uso de probidticos e/ou pos-bidticos.( TIPTIRI-KOURPETI et al, 2016; WASIAK, J.
et al, 2024)

Microbiota genital

O microbioma vaginal possui condi¢cdes Unicas as quais sao caracterizadas
pelas espécies microbianas presentes neste compartimento, essenciais para a
manutencao da homeostase e da saude.

A cavidade genital feminina n&o possui uma diversidade baixa estando
dominada, em sua maioria, por Lactobacillus sp. (GAJER et al, 2012; LANIEWSKI et
al, 2020). Uma carga microbiologica € observada em quantidade menor na porcéo
superior da cavidade (tubas uterinas e datero) (CHEN et al, 2017).

Srinivasan et al. (2010) descrevem a microbiota como altamente dinamica,
modificando-se por meio de fatores intrinsecos e extrinsecos, como agentes
predisponentes do hospedeiro e do estado fisioldgico, juntamente com o estilo de vida,
incluindo atividade sexual, dieta, uso de medicamentos (antibiéticos e contraceptivos),
tabagismo e estresse (NOYES et al, 2018 ; BROTMAN et al, 2014).

A microbiota vaginal interage também com outros microbiomas presentes no
corpo, como na troca e compartilhamento de integrantes de microbiomas genitais
durante o intercurso sexual. Como demonstrado em estudos (FORCEY et al, 2015;
RAVEL et al, 2011), ocorre uma interconexdo urogenital com bactérias comuns na
vagina, estando presentes na microbiota urinaria organismos como Lactobacillus sp.
e Gardnerella sp. (HILT et al, 2014). Segundo Buchta (2018), as bactérias prevalentes

na microbiota vaginal também colonizam o trato gastrointestinal e o reto.

Lactobacilos vaginais

Na maioria da populagdo feminina o microbioma vaginal é dominado por
espécies de Lactobacillus sp. (GAJER et al, 2012; BUCHTA, 2018). As espécies

prevalentes sdo: L. crispatus, L. iners, L. jensenii e L. gasseri 0s quais, por meio da



fermentacdo latica, sdo responsaveis pela acidificacdo do microambiente como
também pelo inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas (GONG et al, 2014).

Tal controle esta associado com o estado de saude. A perda desse dominio
leva a uma disbiose da regido e um aumento da diversidade no ambiente. Essa
diversidade aumentada possui fatores que auxiliam a criacdo de um ambiente propicio
para desenvolvimento de tumores, por conta de falhas imunologicas e genotoxicidade
(RAJAGOPALA et al, 2017).

O efeito dos Lactobacillus sp. sobre situa¢des de salude e doenca foi avaliado
em estudos que mostraram a a¢ao do sobrenadante destes microrganismos como um
inibidor na infeccdo do virus de imunodeficiéncia humana (HIV) e o virus herpes
simplex (HSV) (ZABIHOLLAHI et al, 2012). Os Lactobacillus sp. também vém
mostrando uma ac¢éo citotoxica em células de tumor cervical, mas ao verificar em
células cervicais normais néo foi observado este mesmo efeito citotoxico, o que sugere
um efeito dos sobrenadantes que age somente em células carcinogénicas
(MOTEVASELI et al, 2013).

Lactobacillus casei

O estudo de Sanders, Shane e Renstein (2016) avaliou os mecanismos de
promocédo da saude que vém abrindo-se para diversas aplicacbes em campos como
alimentos, medicina e biotecnologia. Alguns desses mecanismos séo a modulacéo do
sistema imune, producéo de substancias com acao antimicrobiana e espessamento
da barreira epitelial por meio da fixacdo (BERMUDEZ et al, 2012).

Um lactobacilo que esta sendo bem estudado para se verificar se possui alguns
destes efeitos € o Lactobacillus casei, devido ao seu grande potencial industrial,
comercial e sua aplicacdo na saude. Comumente usado comercialmente para
melhorar a textura e sabor de alimentos lacteos por meio da fermentacdo, pode
beneficiar a saide do consumidor com os metabdlitos bioativos liberados durante o
processo (DIETRICH; KOTTMANN; ALAVI, 2014).

No caso de L. caseli, estudos in vitro evidenciaram uma inibicdo na proliferacéo

celular, assim como uma acao apoptoética causando um efeito antitumoral em células



de cancer de célon e em células de cancer de figado (ESCAMILLA et al, 2012; HAN
et al, 2013; TIPTIRI-KOURPETI et al, 2016). Além destas linhagens celulares, Riaz
Rajoka (2018) estudou a acéo antiproliferativa do sobrenadante de L. casei em

linhagens de cancer de cérvix (células HelLa).

Po6s-bidticos

Descobertas recentes mostraram que ndo somente as bactérias probiéticas
vivas podem influenciar os processos fisiologicos e celulares, mas o0s pds-bibticos
(metabdlitos e macromoléculas) liberados por esses microrganismos também
possuem bioatividade (SABAHI et al, 2023; KUNISAWA, 2022). Scott, De Paepe e
Van de Wiele (2022) mostraram que os poés-bibticos estdo envolvidos em diversos
efeitos como imunomodulacéo e respostas anti-inflamatérias. Uma das vantagens dos
poOs-bibticos sobre os probidticos € a falta de necessidade de manutencéo da vida das
células bacterianas.

Com tais efeitos dos lactobacilos sendo analisados, o objetivo do presente
estudo foi avaliar como as substancias secretadas por essas bactérias poderiam
causar algum efeito anticarcinogénico e como a presenca do sobrenadante de um
lactobacilo ndo vaginal poderia agir sobre as células de linhagem de céancer de
endomeétrio, contribuindo para o conhecimento dos mecanismos de acao terapéuticos

gue estes microrganismos possam desempenhar.

Objetivos

Avaliar os efeitos do sobrenadante de Lactobacillus casei sobre a viabilidade

celular e proliferacéo de células de cancer de endométrio.

Objetivos especificos

- Obtencéo dos sobrenadantes de L. casei;



- Avaliar os efeitos do sobrenadante de L.casei na viabilidade mitocondrial em
células Ishikawa;
- Avaliar os efeitos do sobrenadante de L.casei na viabilidade da membrana

plasmatica em células Ishikawa.

Materiais e métodos

Obtencdo do sobrenadante de Lactobacillus

O sobrenadante de Lactobacillus sp. livre de células foi considerado o meio
onde as bactérias foram cultivadas, constituido por meio de cultura e metabdlitos
liberados pelos microrganismos. Portanto, no sobrenadante, estariam presentes 0s
pos-bidticos, encontrados como as substancias liberadas pelas células bacterianas.

A cepa da espécie de L. casei foi cedida pela profa. Dra. Yanna Karla de
Medeiros Nbébrega do laboratério de analises clinicas, microscopia, microbiologia e
imunologia da UnB. Os lactobacilos foram cultivados em tubo de centrifuga tipo falcon
com o meio de cultura de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) e mantidos na incubadora
com CO2 a 37°C, em condi¢des anaerdbias.

Apbs 48h, o tubo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 min para separar 0S
microorganismos do sobrenadante e esse ultimo foi recolhido. O sobrenadante foi
filtrado, primeiro em membrana de 0,22 um e depois em membrana de 0,20 uM para
obtencao de sobrenadante livre de células. O pH foi ajustado para aproximadamente

7 e foi armazenado em freezer a -20°C para uso nos experimentos seguintes.

Cultivo de células de cancer de endométrio (Ishikawa)

Foram utilizadas células de adenocarcinoma endometrial provenientes de uma
mulher japonesa de 39 anos, amplamente utlizadas em estudos de cancer
ginecoldgicos com uma morfologia epitelial e de crescimento aderente ao recipiente

utilizado.



Para o cultivo foi usado o meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Low Glucose, suplementado com soro fetal bovino (10%) e estreptomicina/penicilina
(10 pL), seguindo as orientacdes do banco de células do Rio de Janeiro (Ishikawa-
BCRJ, 2024). Elas foram mantidas em incubadora a 37°C e o meio foi trocado a cada
48h. O meio de cultura ja presente foi aspirado, a placa foi lavada com 10 mL de
Phosphate Buffer Saline (PBS) e depois foram adicionados 10 mL de DMEM .

Quando observada em microscopio uma confluéncia de cerca de 70% da placa,
as células passaram pelo processo de subcultivo: foram lavadas com 10 mL de
Phosphate Buffer Saline (PBS), depois foram utilizados 3 mL de Tripsina-EDTA por 5
minutos na incubadora o que as permitiu desaderir do fundo da placa.

Foram, entdo, transferidas para outro recipiente, centrifugadas a 2.000 rpm por
5 minutos e transferidas, em quantidade menor, para uma placa de Petri. Foi
adicionado meio DMEM e elas retornaram para a incubadora a 37°C seguindo as

orientacdes do Banco de células do Rio de Janeiro.

Ensaio de viabilidade com MTT

O ensaio com de brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazdlio (MTT)
€ um ensaio de viabilidade celular por meio do qual avalia-se a capacidade das
mitocéndrias viaveis converterem o MTT, de coloracdo amarela, em cristais de
formazan, de coloracdo roxa (Ensaios de Proliferacéo e Viabilidade Celular, 2025).

Em uma placa de 96 pocos foram plagueadas 20.000 células Ishikawa/poco,
gue foram mantidas na incubadora a 37°C por 24h. Apds este periodo, foi adicionado
0 tratamento com sobrenadante de lactobacilos. O tratamento foi realizado com
concentracdes de 100%, 75%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% e 5% (v/v) de sobrenadante
de L. casei. O controle utilizado foi o veiculo, ou seja, o meio de cultura (DMEM). Os
tratamentos foram preparados em microtubos de centrifuga tipo Eppendorfs com a
proporcdo de sobrenadante diluidos em DMEM de acordo com as porcentagens
acima. Depois, foram adicionados aos pog¢os com as células ja plaqueadas e
retornaram para a incubadora a 37°C por mais 24h. Para a leitura, foi utilizada uma

solucdo de 5 mg/mL MTT diluida em DMEM. 50 pL desta solucéo foram adicionados



em cada poco e em alguns pog¢os nao plaqueados para servirem como branco, e a
placa retornou para a incubadora por 4h.

Apos esse intervalo, os cristais foram solubilizados com 150 uL de isopropanol
acidificado e quantificados em um espectrofotometro no comprimento de onda de 570
nM. Este ensaio foi realizado trés vezes em triplicata.

Ensaio de viabilidade com Azul de Tripan

O ensaio de viabilidade com azul de tripan verifica a viabilidade das células por
meio da integridade da membrana celular. O corante evidencia a integridade desta
estrutura ao permea-la em células cuja membrana esta danificada consideradas,
entdo, ndo viaveis. Desta forma, ap6s o periodo de coramento de 4 minutos, €
realizada a contagem das células viaveis (ndo coradas) e nao viaveis (coradas)
(Ensaios de Proliferacéo e Viabilidade Celular, 2025).

Em uma placa de 48 pocos foram plaqueadas 5.000 células Ishikawa/poco, que
foram mantidas em estufa a 37°C por 24h. Em seguida, foi adicionado o tratamento
com sobrenadante de lactobacilos.

O tratamento utilizado possuia concentracfes de 75%, 40% e 10% (v/v) de
sobrenadante de L. casei. O controle utilizado foi o veiculo, ou seja, 0 meio de cultura
(DMEM). As concentracdes foram preparadas em Eppendorfs com a proporgcao de
sobrenadante e DMEM. Depois, foram adicionadas aos po¢os com as células ja
plaqueadas e regressaram para a incubadora a 37°C por 24h.

A Ultima etapa foi a de leitura, a qual, apds o periodo de tratamento, o contetddo
dos pocos foi transferido para microtubos de centrifuga. Inicialmente, os pogos foram
lavados com 200 pL de PBS 1x. Foram, entdo, adicionados 100 pL Tripsina-EDTA e
a placa foi levada para a incubadora por 2 min. Em seguida, foram acrescentados 100
pL de DMEM. Os pocos foram lavados, novamente com 200 pL de PBS 1x mais duas
vezes e todo o conteudo foi acrescentado aos microtubos. Eles foram, entdo, levados
para a centrifuga por 5 min a 2.000 rpm. Em seguida, o sobrenadante dos microtubos
foi descartado, os precipitados foram ressuspendidos em 200 pL de PBS 1x e

mantidos em ambiente com gelo até o coramento e contagem.



Em uma superficie preparada foram adicionados 2 pL de azul de tripan a 18 pL
do precipitado ressuspendido e deixados corar por 4 min. Apds o tempo determinado
foram adicionados 10 pL desta solucdo corada na camara de Neubauer para
contagem das células viaveis e ndo viaveis. Este experimento foi repetido trés vezes

em duplicata.

Estatistica

Os dados obtidos nos ensaios foram analisados por meio do programa
GraphPad Prism 5.

Foi realizado o teste One way ANOVA, que verifica a existéncia de uma
diferenca significativa entre as médias dos valores. Foram considerados

estatisticamente significativos os valores de corte p<0,05.

Resultados

Ensaio de viabilidade com MTT

Neste ensaio foi observado uma reducdo na viabilidade mitocondrial das
células em tratamento em relacéo as células de controle. Como mostrado na figura 3
no tratamento de 100% (v/v) ocorreu uma queda na viabilidade de 93,3% + 4,09%, em
relacdo ao controle. O efeito observado foi decrescente, juntamente com a
concentragéo do sobrenadante.

Na concentracdo de 50% (v/v) a viabilidade foi de 21,3% + 8,90% do controle,
e nas concentragdes de 40% (v/v) e 30% (v/v) foi observado que a viabilidade ficou
entre 50 e 55% do controle. O efeito foi significativo até o tratamento de 10% (v/v),
gue resultou em uma queda de 31,2% + 7,52% da viabilidade em relagc&o ao controle.

Estes resultados sugerem que o sobrenadante de L casei reduziu a viabilidade

da mitocondria de células Ishikawa em concentrac¢des iguais ou maiores de 10% (v/v).



Figura 3. Ensaio de Viabilidade com MTT
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Ensaio realizado em células Ishikawa. Tratamento com sobrenadante de L. casei em concentracdes de
100-5% (v/v) de DMEM Low. Dados representam média + desvio padrdo de trés experimentos em

triplicata. **p< 0,01. ***p<0,001 em relagé@o ao controle.

Ensaio de viabilidade com Azul de Tripan

Ao medir a proporcdo entre células mortas pelo niumero total de células
contabilizadas apdés o tratamento foi possivel observar que, no tratamento com
sobrenadante de concentracao 75% (v/v), a proporcéo de células mortas pelo total de
células correspondeu a 48,9% do total de células, enquanto o controle teve a medida
de 16,8% do total de células (Figura 4).

Os efeitos ndo foram significativos nas outras concentragdes utilizadas (40%
(viv) e 10% (v/v)), que tiveram medidas de 31,9% e 18,9% do total de células,

respectivamente (Figura 4).



Figura 4. Proporcdo de células mortas/total de células no ensaio azul de tripan.
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nE. Concentragédo dos tratamentos (viv)

Ensaio realizado em células Ishikawa. Tratamento com sobrenadante de L casei em concentracdes de
100-5% (v/v) de DMEM Low. Dados representam média + desvio padrdo de trés experimentos em

duplicatas. ***p<0,001 em relagéo a controle.

Esses dados sugerem que a integridade da membrana néo é tdo afetada em
concentracBes menores que 75% (v/v). Isso indica que os efeitos dos pos-bibticos
presentes no sobrenadante de L. casei provavelmente ndo devem atuar sobre a
membrana plasmatica de forma a reduzir sua viabilidade significativamente em

concentragdes menores ou iguais a 40% (v/v).

Discussao

A pesquisa do efeito de sobrenadantes em linhagens de células de cancer vem
abrindo a possibilidade para uma nova linha de tratamento de cancer e apresenta
resultados promissores no controle do crescimento e produz um efeito apoptético das
células.

No presente estudo foi observado que o sobrenadante de L casei teve um efeito

sobre a viabilidade das células de linhagem de cancer de endométrio (Ishikawa)



afetando tanto a viabilidade mitocondrial quanto a da membrana em concentragcdes
iguais ou acima de 75% (v/v). O sobrenadante possui efeito significativo na viabilidade
da mitocondria até a concentracdo de 10% (v/v).

No estudo de Montevaseli (2013), os resultados de células normais de cervical
(HNCF) foram préximos ao do controle, o que sugere que o efeitos citotoxico dos
sobrenadantes é seletivo para células tumorais, baseado nessa informacdo nao foi
utilizado células normais nos ensaios do presente com o objetivo.

E conhecido o efeito inibitério na atividade de proteinas como a MMP-9
afetando a proliferacdo de células de cancer de célon (ESCAMILLA; LANE; MAITIN,
2012). No estudo realizado por Tiptiri-Kourpeti et al. (2016) em modelos in vitro e in
vivo, juntamente da inibicdo do crescimento dos tumores, ocorreu uma resposta
positiva para a apoptose.

No trabalho de Kim et al. (2015), foi utilizado extrato de Lactobacillus casei e
nao foi notado a existéncia de efeito inibitério, o que afetaria o crescimento de
linhagens de células de cancer cervical (Caski, HeLa), assim como também nao
apresentou sinergia com os medicamentos utilizados para tratamento como paclitaxel,
cisplatina e doxorrubicina. Em contraponto com este presente estudo, em que houve
uma reducéo significativa da viabilidade das células Ishikawa que foram tratadas com
0 sobrenadante de L. casei livre de células.

Em Wang et al. (2018), por sua vez, foram usadas células de céancer cervical
(Caski) em ensaio com MTT, onde foi avaliado o efeito inibitério do sobrenadante livre
de células dos lactobacilos vaginais L. crispatus, L. jensenii e L.gasseri, sendo
observado um efeito inibitério concentracao dependente. Contudo, em concentracdes
abaixo de 20%, n&o foi observado efeito de inibicdo significativo, exceto pelo L.
crispatus. No presente estudo foi observado um efeito semelhante, porém com a
ocorréncia de efeito significativo até a concentracédo de 10% de sobrenadante. Ainda
no trabalho de Wang et al. (2018) foi relatado também que o efeito citotoxico foi
mantido ainda quando o pH foi ajustado para 6,5. O valor do pH pode ser considerado
um fator importante para a viabilidade celular, pois 0 meio MRS com 0s pés-bioticos
geralmente é mais acidificado. Em estudos preliminares realizados no presente grupo
de pesquisa foi observado que o pH promove uma diferenca nos resultados da
viabilidade, portanto, o pH dos tratamentos e do controle foram ajustados para

aproximadamente 7,0.



A atividade anticarcinogénica do estudo de Wang et al (2018) foi atribuida a
alguns mecanismos de acdo. Dentre eles, a regulacdo de ciclo celular, onde os
sobrenadantes induziram uma interrupcdo do ciclo, principalmente na fase S,
aumentando a quantidade de células nessa fase e diminuindo na fase G2/M devido a
uma reducédo na expressao de genes responsaveis pelo avango do ciclo celular, além
de um aumento na expressao de genes que possuem funcao de inibidores do ciclo,
como o gene que codifica a proteina p21. Este mecanismo de acao foi o mesmo
apresentado no estudo de Han et al. (2013), o que mostra um mecanismo de acao
comum entre os efeitos de diferentes espécies de Lactobacillus sp., o que reforca que
o0 estudo do ciclo celular € um ensaio que possa ser realizado futuramente na linhagem
de células utilizadas neste presente estudo, com o objetivo de avaliar os efeitos do
sobrenadante de L. casei nesta linhagem celular.

No estudo de Han et al. (2013), o L. casei apresentou efeito anticarcinogénico
em linhagens celulares de carcinoma de figado (Huh7) onde inibiu o crescimento
celular reduzindo a taxa de crescimento das células em 77%. O estudo sobre a
viabilidade e crescimento celular foi realizado com o método de azul de tripan em uma
guantidade de 100 pL de tratamento com extrato de L casei. Em comparagdo com o
presente estudo, que ndo obteve uma reducdo significativa na viabilidade em
concentracfes abaixo de 75% (v/v) pelo mesmo método de analise, a inibicdo da taxa
de crescimento foi mais efetiva em células de carcinoma de figado com base
unicamente no método.

Sobre 0os mecanismos de acdo estudados por Han et al. (2013), houve um
aumento na expressdo do mRNA de indutores de apoptose, como o receptor 1 do
fator de necrose tumoral-a (TNFR1) e DR3, e da expressdo das proteinas p21
responsaveis por inibir a atividade do complexo cinase dependente de ciclina CDK1 e
CDK2 os quais atuam inibindo o crescimento celular e aumentando a apoptose (HAN
et al, 2013).

Outra proteina que aumentou sua expressao na presenca de L.casei foi a p27,
gue atua como inibidora do complexo CDK e desempenha um papel na regulacdo do
ciclo celular e mecanismos de agéo relacionados ao potencial anticarcinogénico (HAN
et al, 2013).

O potencial anticancer do sobrenadante de cepas de L. casei e suainducédo a
apoptose também foi avaliado com a utilizac&o de linhagens de cancer cervical (HeLa)

em outros estudos da literatura. No estudo de Riaz Rajoka (2018) o pds-biético induziu



morte celular, e células HelLa tratadas com o sobrenadante e analisadas por citometria
de fluxo revelaram que as células tratadas, em sua maioria, apresentavam
caracteristicas de apoptose (RIAZ RAJOKA, 2018).

Ainda no estudo citado anteriormente, foi revelado que o L. casei possuia uma
atividade de ativacédo de caspases, enzimas que desempenham papel na apoptose
celular, levando a uma ativacado de caspase-3, caspase-8 e caspase-9, iniciando,
assim, tanto a via extrinseca ativada pelas caspases-8, que leva a morte celular por
meio das caspases efetoras, como a caspase-3, ou pela via intrinseca, onde a lesao
mitocondrial leva a liberacdo de citocromo ¢ que induz as caspases-9 a agirem como
mediadores, sinalizando para as efetoras e levando a fragmentacdo do nucleo. Tal
ativacao ocorre tanto em linhagens de células de carcinoma de figado (Huh7) quanto
de cérvix (Hela) (HAN et al, 2013; RIAZ RAJOKA, 2018).

A atividade das caspases estd muito relacionada com a fungédo mitocondrial,
principalmente na via intrinseca, o que chama a atencéo para o presente estudo, que
mostrou a viabilidade da mitocondria sendo afetada em concentracdes mais baixas
em relagdo com a da membrana plasmatica também estudada.

Estes dados sugerem, portanto, que existe a possibilidade do mecanismo de
acao ser 0 mesmo que o presente em outras linhagens celulares. Contudo ha a
necessidade de mais estudos para se ter uma melhor compreenséo acerca do efeito
antiproliferativo do sobrenadante, bem como para aprofundar os conhecimentos sobre
0S mecanismos de acdo que os induzem, com o intuito de estudar esta hipétese e
verificar quais seriam os mecanismos de acao ligados com o efeito visto no presente

estudo.

Conclusao

Os resultados dos ensaios, tanto de avaliagdo da viabilidade mitocondrial,
guanto da membrana, sugerem um efeito que reduz a viabilidade celular com o
tratamento de sobrenadante, afetando assim a funcionalidade dessas células e
consequentemente a capacidade de proliferacdo das mesmas.

O efeito de reducdo na viabilidade celular observado no presente estudo

mostrou que o sobrenadante livre de células de L. casei possui um potencial no



controle do crescimento de células tumorais in vitro, 0 que abre as portas para que
pesquisas aprofundem-se em estudos sobre o mecanismo de acao responsaveis por
esse efeito e também sobre a taxa de proliferacdo em outros parametros de analises,
para que se tenha um conhecimento mais completo sobre 0 que a presenca de pos-
biéticos pode induzir sobre células de cancer.

E de grande importancia que futuros estudos tanto de apoptose quanto do ciclo
celular sejam realizados para que se entenda sobre o mecanismo de acdo do
sobrenadante na linhagem celular utilizada no presente estudo.

Este foi um estudo inicial, podendo servir como fonte de consulta em pesquisas
futuras para avaliar e aprofundar de maneira mais completa os conhecimentos acerca
do efeito antiproliferativo do sobrenadante de L. casei. Por conseguinte possui
algumas limitagbes, como numeros de repeticAo e a necessidade de estudos
complementares para atingir uma melhor compreensao acerca do mecanismo de agao
e as implicacdes clinicas que este potencial tratamento pode possuir.

Tal efeito antiproliferativo visto nos dados deste estudo sugere um potencial
terapéutico anticarcinogénico no sobrenadante de L. casei, o que abriria
possibilidades novas e possiveis descobertas para a criacdo de novos farmacos ou

tratamentos que aumentariam a qualidade de vida dos pacientes.
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