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RESUMO

O crescimento da demanda por alimentos saudaveis estd estimulando a inovagdo
e o desenvolvimento de novos produtos na industria alimenticia. Os alimentos sauddveis
sdo chamados de alimentos funcionais, que sdo alimentos consumidos como parte de
uma dieta usual que produzem efeitos metabdlicos ou fisioldgicos, com capacidade de
reduzirem o risco de doengas cronico — degenerativas, além de suas fungdes nutricionais
basicas. Entre os alimentos funcionais, o presente estudo destaca os produtos derivados
da soja e os probidticos. As isoflavonas da soja parecem ser os componentes principais
no combate ao cancer, por apresentarem, atividade antioxidante, aumento da apoptose,
inibi¢do da angiogénese e modulagdo da resposta imune. O produto fermentado por
bactérias laticas, induz resposta imune inata e adaptativa. Os mecanismos pelos quais o
produto fermentado pode inibir o crescimento do tumor sdo diminui¢do da resposta
inflamatoria induzida pelo carcindgeno, aumento da IgA, aumento da apoptose celular e
aumento da taxa de TNF-o . Considerando o efeito benéfico dos fitoestrogénios da soja
em relagdo a inibicdo do cancer e considerando, também, o fato de que determinadas
bactérias laticas apresentam atividade anti-tumoral, parece-nos plenamente justificivel a
realizacdo do estudo para verificar se os alimentos: produto de soja ndo fermentado
(PSNF); “iogurte” de soja (IS) e “iogurte” de soja suplementado com isoflavonas (ISS),
e Racdo (R) exercem efeito no desenvolvimento do cancer de mama e verificar os niveis
das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-0, bem como a concentra¢do de 6xido
nitrico liberado por macréfagos, e IFN-y em cultura de células esplénicas, indugdo da
apoptose/necrose em macréfagos e angiogéneses no tumor. Todos os produtos
pesquisados apresentaram atividade no sistema imunolégico, mais foi o “iogurte” de
soja o mais eficiente para a contencdo do tumor, possivelmente devido a modulacdo
positiva do sistema imune frente a fermentacdo somada as propriedades da soja. Os
animais que consumiram o produto fermentado de soja (IS) apresentaram menor volume
tumoral, como se observa IS<PSNF<ISS<R. Os animais do grupo “iogurte” de soja
suplementado expressaram maior quantidade de NO, IL-1pB e maiores volumes tumorais
em relacdo aos grupos IS e PSNF. A suplementacio com isoflavonas parece ter exercido
atividade estrogénica e contribuido no inicio do desenvolvimento tumoral. O produto IS
induziu mais apoptose e menos necrose em macréfagos, quando comparados aos outros
grupos, o que pode ter contribuido para o controle do processo inflamatério. O “iogurte”
de soja foi o alimento mais eficiente para a contengdo do tumor, controlou os niveis de
NO, IL-1B, e IL-6, diminuindo o processo inflamatorio; elevou as concentragdes de IL-
12, IL-10, TNF-a e IFN-y; induziu mais apoptose € menos necrose em macréfagos e
inibiu a angiogénese. Os animais do grupo que consumiu “iogurte” de soja
suplementado expressaram maior quantidade de NO, IL-1p e IL-6, aumentaram a
angiogénese e o volume do tumor foi maior quando comparado ao grupo IS.

Palavras-chave: soja; isoflavonas; fermentados, citocinas, apoptose e cancer.
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ABSTRACT

The growing demand for healthy foods is encouraging the development of new
products by the food industry. Functional foods are normally part of a regular diet, but
besides their nutritional properties, they also elicit metabolic and physiologic responses
that may reduce the risk of chronic degenerative diseases. This study focuses on
probiotics and soy-derived products. Soy isoflavones seem to play the most important
role in the fight against cancer because, besides their anti-oxidant effects, they stimulate
apoptosis, inhibit angiogenesis and modulate the immune response. Probiotics may
inhibit tumor growth by diminishing the inflammatory response provoked by the
carcinogen and by increasing apoptosis and TNF-a and IgA levels. Considering the
beneficial effects of soy phytoestrogens on cancer and the fact that some lactic bacteria
have antitumor activity, is seems reasonable to carry out a study that analyzes whether
non-fermented soy product (PSNF), soy “yoghurt” (IS), soy “yoghurt” supplemented
with is flavones (ISS) and regular feed (R) have an effect on the development of breast
cancer by assessing: 1. levels of IL-1B, IL-6, IL-12, TNF- a and nitric oxide (NO)
produced by macrophages; 2. levels of IL-10 and IFN-y in spleen cell cultures; 3.
induction of apoptosis/necrosis in macrophages; and 4. tumor angiogenesis. All three
soy-based products had an effect on the immune system; however, soy “yoghurt” was
the most effective to prevent tumor growth possibly because of the positive modulation
of the immune system in response to fermentation combined with soy properties.
Animals fed with IS presented with smaller tumors, as shown by IS<PSNF<ISS<R.
Animals fed with ISS presented higher levels of NO, IL-1B e IL-6, and increased levels
of angiogenesis. Isoflavones presented estrogenic effects, stimulating the early steps of
tumor growth. Soy “yoghurt” was the most effective to suppress tumor growth; it
increased levels of IL-12, IL-10, TNF-o and IFN-y, inhibited angiogenesis and
controlled the levels of NO, IL-1p, e IL-6, reducing the inflammatory process.

Key words: soy; isoflavones; fermented, cytokines, apoptosis and cancer.



I. Introducao

Desde a década de 60 tem sido observada uma mudanga no padrdo alimentar da
populacdo brasileira: vem ocorrendo uma diminui¢io no consumo de cereais e
tubérculos e um aumento no consumo de lipidios e proteina de origem animal. O
predominio desta dieta, associada ao sedentarismo da vida moderna, estd relacionado
com o desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas, tais como cancer e doengas
do coracdo (MONTEIRO et al., 2000).

A dieta com alto consumo de vegetais, frutas, leguminosas, produto fermentado
e baixo consumo de gordura saturada e carne vermelha estd associada ao maior tempo
de vida livre de doencas (ADLERCREUTZ e MAZUR, 1997; KELLOFF et al., 2000;
ERIKSON e HUBBARD, 2000).

O crescimento da demanda por alimentos saudaveis estd estimulando a inovagéao
e o desenvolvimento de novos produtos na industria alimenticia (SAARELA et al.,
2000). Os alimentos saudaveis sdo chamados de alimentos funcionais e sdo definidos,
segundo a portaria (Port. MS n°® 398, de 30/04/1999) publicada pelo Ministério da
Satide, como sendo “os alimentos consumidos como parte de uma dieta usual, que
produzem efeitos metabdlicos ou fisioldgicos e/ou com capacidade de reduzirem o risco
de doencas cronico — degenerativas, além de suas fun¢des nutricionais basicas”.

Os alimentos funcionais apresentam substincias bioativas que sdo capazes de
modular a fisiologia do organismo, garantindo a manutencio da saide (ROSSI, 2001).

Entre os alimentos funcionais, o presente estudo destaca os alimentos derivados

da soja e os produtos fermentados.



1. Soja

O consumo de alimentos derivados da soja estd relacionado com a diminuicao de
50% dos riscos de cancer de mama, cancer de prdstata e doengas do coracdo
(MESSINA, 1999).

A soja vem sendo muito estudada devido ao seu potencial na prevengdo e no
tratamento de doencas cronicas, pois contém muitos componentes ativos, mas sao as
isoflavonas que estdo despertando maior interesse entre os cientistas, pois estudos
indicam que elas apresentam maior atividade fisiolégica em relagdo aos outros
componentes ativos (THAN, 1998; MESSINA, 1999).

A soja € rica em isoflavonas, encontrada principalmente nas formas glicosideos
(genistina e daidzina), em torno de 98%, e raramente nas formas agliconas (genisteina e
daidzeina) somente 2% (ANDERSON, 1995). As isoflavonas glicosideos (IFG) sdo
transformadas em isoflavonas agliconas (IFA) no intestino grosso, através da acdo das

bactérias da flora intestinal (IZUMI, 2000).
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Figura 1 - Isoflavonas: agliconas e glicosideos (Fonte: Barnes, 1998).



As isoflavonas s3o compostos polifendlicos, conhecidos por sua acgdo
antioxidante, devido ao hidrogénio, do grupo OH, ser facilmente removivel,
combinando com os radicais livres (RUIZ-LARRE, 1997). Os radicas livres sdo
responsaveis por danos as células e aos tecidos e estdo envolvidos no processo de
doencas como o cancer e doencas do coracdo (THAM,1998). Dietas ricas em
isoflavonas da soja t€m efeito quimiopreventivo; a natureza aromética do polifenol é
marcada por um potencial de ligagdo a composto oxidante, pro-inflamatério, tal como
peroxinitrito (ONO2-), produzido por neutréfilos e macréfagos; a genisteina pode se
ligar aos compostos oxidantes, produzidos no ambiente inflamatério e ao redor do
tumor (D"ALESSANDRO, 2003).

As isoflavonas tém estrutura quimica semelhante ao estrogénio endégeno, 17 B
estradiol (Figura 2), e ttém maior afinidade com os receptores de estrogénio, e 3; t€ém
atividade estrogénica fraca, da ordem de 107 a 10™* em relacdo ao estrogénio endégeno.
Tém acdo estrogénica, quando a taxa de estrogénio enddgeno estiver baixa, como na
menopausa, e podem ter acdo antiestrogénica quando a taxa de estrogénio estiver alta
(BARNES, 1998). A genisteina tem maior afinidade com o receptor de estrogénio B
(ERB), do que com o receptor de estrogénio o (REa), o REP estd envolvido com a

inibi¢do da proliferacdo celular, enquanto que, o REa induz a atividade estrogénica

(KUIPER, 1998; BENASSAYAG, 2002).

Estradiol

HO TN

Figura 2: Estradiol e Isoflavona equol, metabdlito da daidzeina (Fonte: Barnes, 1998).



Para obter esta modulacdo fisioldgica é necessario manter o nivel de isoflavonas
no sangue e este nivel tem de ser maior que a taxa do estrogénio endogeno (MESSINA,
1999).

As isoflavonas, genisteina, daidzeina e equol, parecem ser os componentes
principais da soja no combate ao cincer, por apresentarem: 1) atividade antioxidante; 2)
inibi¢do das enzimas, tirosina quinase e DNA topoisomerase II, envolvidas no controle
do crescimento celular; 3) aumento da sintese do hormonio sexual ligado a globulina
(SHBG) e com isso diminui¢do da quantidade de estrogénio ativo (THAM, 1998); 4)
afinidade com os receptores de estrogénio o e 3, que estdo distribuidos na mama, na
préstata, no ttero e no ovario (BARNES, 1998); 5) inibicdo da angiogénese (FOTSIS,
1993; YIHAI 2002); 6) aumento da apoptose (ZHOU et al., 1998). Tais propriedades
sdo relevantes na prevengdo e no tratamento do cancer.

Reconhecendo os beneficios da soja, o 6rgdo americano FDA (Food and Drugs
Administration) aprovou como “health claim” (alegacdo de sadde), o consumo de 25g
de proteina de soja por dia, juntamente com a diminuicdo da ingestdo de gordura
saturada e colesterol, para reduzir o risco de doencas do coracdo.. A populagdo oriental
apresenta menor incidéncia de cancer de mama quando comparada com a populacdo
ocidental. Estima-se que o consumo de soja, pelos orientais, seja de 20 a 50 g/dia,
enquanto que entre os ocidentais € de 1g/dia (MESSINA, 1999).

Mulheres japonesas t€ém de 29-30% menor quantidade de estrogénio no plasma
sanguineo e com isso apresentam o ciclo menstrual mais longo, de 32 dias, enquanto
que em mulheres ocidentais o ciclo menstrual é de 28 dias (SETCHELL, 1999) e o
prolongamento do ciclo menstrual diminui o risco de cAncer de mama (HENDERSON,

1991).



O estrogénio tende a promover a divisdao celular (mitose), particularmente em
tecidos sensiveis ao hormonio, como o da mama e do utero. O risco de cancer de mama

pode ser reduzido com a menor exposi¢do a este hormonio (KEY, 1988).

2. Produtos Fermentados

Ha milhares de anos se reconhece os efeitos benéficos dos produtos fermentados;
Abrado atribuiu sua fecundidade e longevidade a ingestdo de fermentado; no inicio do
ano de 1500, o rei da Franca Francis I atribuiu a cura da sua debilidade intestinal ao
consumo de leite fermentado (WATER et al, 1999). O interesse cientifico pelos
fermentados surgiu a partir da publicagio do livro de Eli Metchnikoff, “The
prolongation of life” (1921), no qual o autor associa um adequado estado de satide com
a implantacdo, no trato gastrintestinal, de determinadas bactérias lticas, provenientes
dos produtos fermentados; Metchnicoff propds que o dcido latico, produzido pelas
bactérias, proporcionaria um meio desfavordavel as bactérias patogénicas. Metchnikoff
experimentou em si mesmo e associou a sua saide a ingestdo regular de leite
fermentado com Lactobacillus bulgaricus.

Algumas bactérias laticas constituem uma subdivisdo do grupo conhecido por
bactérias probidticas que, consumidas em nimeros elevados, t€ém as propriedades de:
repor a microbiota intestinal (FERREIRA, 2003), aumentar a absorcdo de minerais,
aumentar a resposta imune e diminuir o colesterol sérico (GILLILAND, 1979;
MEYDANI e KIU HA, 2000).

Para poderem ser definidos como probidticos, os microorganismos devem

possuir as seguintes caracteristicas: 1) serem habitantes do trato intestinal do



hospedeiro; 2) resistirem as condi¢gdes adversas do trato intestinal; 3) exercerem efeito
benéfico ao hospedeiro; 4) estarem vidveis nos alimentos (GILLILAND, 1979).

Ericson e Hubbard (2000),revisaram a funcdo dos probidticos na
imunomodulac@o e concluiram que, os probidticos possuem influéncias favordveis nos
processos fisiologicos e patologicos do hospedeiro por seu efeito na microbiota
intestinal e podem agir na promog¢do da saide humana. Os probidticos modulam a
imunidade inata e adaptativa. Para os autores, a estimulacdo da imunidade adaptativa e
inata deve resultar na producdo de citocinas, e sua determinagdo é um importante
indicador da resposta imune.

Perdigon et al., em 1990, mostraram que a ativacdo de macréfagos e linfocitos de
camundongos foi muito maior nos animais que receberam produtos fermentados com
Lactobacillus casei e Lactobacillus acidophilus ou ambos, em comparagdo com 0S
animais que receberam o produto nio fermentado.

O consumo de leite fermentado com Lactobacillus helveticus, por camundongos
Balb/c, modulou a resposta imune celular, aumentando a fagocitose de macréfagos
(LEBLANC, J.G., 2002) e aumentou quantidade das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 e
diminuiu a IL-6, no soro dos animais (LEBLANC, A., 2005).

Segundo Perdigon et al. (2001), os mecanismos pelos quais os produtos
fermentados podem inibir o crescimento do tumor sdo devidos a uma diminuicdo da
resposta inflamatéria induzida pelo carcinégeno, aumento da apoptose das células
tumorais e aumento da taxa de TNF-o. .

Estudos epidemiolégicos t€m verificado que o consumo de alimento fermentado
esta relacionado com a diminui¢cdo de cancer. Assim LeMonique (1998) pesquisou, na

Francga, mulheres com céancer de mama e mulheres sauddveis, e encontraram associacio



positiva entre o consumo de gordura e o risco de cancer de mama e associa¢do negativa
entre o uso freqiiente de iogurte e risco da doenca.

Até o momento nio se t&m evidéncias diretas de que as bactérias laticas possam
inibir a carcinogénese em humanos, mas os estudos realizados em modelos
experimentais sugerem que elas podem influenciar os mecanismos ligados a
carcinogénese, diminuindo o pH do limen intestinal e ativando o sistema imunolégico
(WOLLOWSHI, 1999; MEYDANI, 2000). Para que estes efeitos benéficos ocorram &
necessdria uma adaptacdo do metabolismo corporal em conseqiiéncia do consumo diario

de iogurte (WATER et al., 1999).

3. Sistema Imune

O sistema imunoldgico € um notavel sistema de adaptagdo que evoluiu nos
vertebrados para protegé€-los de microorganismos patogénicos, sendo capaz de gerar
células e moléculas que podem eliminar agentes invasores e células alteradas
geneticamente. As células e moléculas do sistema imunoldgico agem em conjunto,
proporcionando uma rede primorosamente adaptavel (MEYDANI e KIU HA, 2000).

O sistema imune da mucosa intestinal é formado pelas placas de Peyer, lamina
propria e parede intestinal, enquanto que os linfonodos dispersos pelo organismo e o
baco representam o compartimento imune sist€mico. A parede intestinal contém
macréfagos e linfécitos (células T e B) em intimo contato com os alimentos no processo
de absor¢do (PESTKA,1993). Os macr6fagos migram do peritonio para os linfonodos,
aumentando a capacidade de responder a microrganismos invasores, como uma

conseqiiéncia da administracdo de bactérias laticas (BELLIGAN, 1996).



Os macrdfagos constituem a segunda maior populacdo celular do sistema imune,
sao ativados por uma série de estimulos e suas principais fung¢des sdo: a fagocitose de
particulas estranhas, a apresenta¢do de antigenos e produgdo de citocinas e compostos
intermediarios de nitrogénio (NO) e de oxigénio (H,0,), portanto os macréfagos
participam tanto da resposta imune inata quanto da adaptativa (JANEWAY, 1997).

Tanto a imunidade inata quanto a adaptativa possuem mecanismos que podem
participar da resisténcia tumoral. Na imunidade inata, os macréfagos ativados,
produzem as citocinas IL-1 (mediador da resposta inflamatéria), IL-12 (estimula a
producao de IFN-y pelas células T e NK), e TNF-a, que se liga aos receptores da célula
tumoral, ativando uma via de sinalizacdo que resulta em apoptose da célula tumoral
(ABBAS et al.,, 2003). O TNF-a, que € uma das mais importantes citocinas pro-
inflamatorias, atua no inicio da resposta imune regulando a cascata de citocinas durante
a resposta inflamatdria, estd envolvido em eventos locais e sistémicos
(MARKHATADZE, 1998). A maior fonte de TNF-ou provém de fagdcitos
mononucleares ativados. O IFN-y, produzido por células T e NK, aumenta a sintese de
TNF-o por macréfagos estimulados com LPS, atuando nos fagdcitos mononucleares,
para estimular a secre¢do de IL-1, que por sua vez possui atividade complementar ao
TNF-a (ABBAS et al., 2000).

A produgdo de IL-1 por fagdcitos mononucleares é induzida por produtos
bacterianos como o LPS e por outras citocinas como o TNF-o. Diferente do TNF-a., a
IL-1 também é produzida por muitos outros tipos celulares, como os neutréfilos, células
epiteliais (por exemplo, queratindcitos) e células endoteliais. Os efeitos bioldgicos da
IL-1 s@o similares aos do TNF-a e dependem da quantidade de citocina produzida

(ABBAS et al., 2000).



Pode-se perceber claramente que as citocinas participam de uma imensa rede
dentro do sistema imunoldgico, onde vado interagindo com certas células, que ao
liberarem outros mediadores ou citocinas, podem atuar sobre as primeiras células ou
mesmo em células diferentes.

Em trabalhos anteriores por nods realizados, foram avaliadas as propriedades
funcionais do produto fermentado de soja utilizando Enterococcus faecium e
Lactobacillus jugurti, como sendo hipocolesterolémico (ROSSI et al., 1999) e ndo
alergénico (CARLOS et al., 2000). Vendramini (2002) demonstrou que houve um
aumento dos niveis de IL-1, IL-6, IL-12, TNF-o e IFN-y liberados por macréfagos de
camundongos, que consumiram produto de soja fermentado e produto de soja ndo

fermentado.

4. Neoplasia

Neoplasia € definida como uma massa anormal de tecido cujo crescimento esta
desordenado, apresenta certo grau de autonomia e aumenta de tamanho, de forma mais
ou menos constante, em uma determinada extensdo sua autonomia ndo é completa e
depende criticamente do hospedeiro para sua nutrigdo e suprimento sanguineo
(KUMAR et al., 1994).

A angiogénese ou neovascularizacdo é um processo bioldgico em que novos
vasos sanguineos originam-se por brotamento ou germinacdo de vasos pré-existentes,
estd envolvida em processo fisiolégico como no ciclo reprodutivo e em processo
patolégico como crescimento de tumor e metastase (KUMAR, 1994).

As células tumorais liberam moléculas angiogénicas, tais como o fator de

crescimento vascular endotelial (VEGF), descoberto em 1989, que € responsavel pelo
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aumento da permeabilidade vascular, iniciando a angiogénese. Esse fator, juntamente
com a atividade do fator de crescimento dos fibrobastos (FGF), mantém a angiogénese
(KERBEL, 2000).

E evidente que para haver angiogénese se faz necessirio uma organizada
interacdo entre as células endoteliais e a matriz extracelular, portanto é importante
abordar a acfo das integrinas e as caderinas. As integrinas sdo necessdrias para a
remodelacdo vascular, intervindo na ades@o e migracdo das células endoteliais, se ligam
a componentes da matriz extracelular e sdo expressas por estas células quando elas estio
sujeitas as concentracdes significativas de FGF e VEGF. As caderinas, sdo proteinas
transmembranas, que promovem a interacdo das células com o meio extracelular,
estabilizando a organizagdo das células endoteliais no vaso, controlando a proliferacio e
com isso possibilitando sua sobrevivéncia (PAPETTI e HERMEN, 2002).

A supressdo da angiogénese anormal é uma estratégia terapéutica importante
no tratamento do cancer (YIHAI et al., 2002). Outra estratégia é a apoptose, um dos
principais processos de supressdo do cancer (LOWE, 2002). A apoptose ou morte
celular programada tem um papel importante para a evolugdo embriondria adequada,
bem como para a manutencdo da homeostasia em tecidos adultos, eliminando células
desnecessdrias ou lesadas sem a inducdo de um processo inflamatério (GREEN,

2003).

z

A apoptose € caracterizada por uma série de eventos morfoldgicos, como
reducdo do tamanho da célula, condensacdo nuclear, segregacdo da cromatina,
brotamento da membrana, fragmentacdo em corpos apoptéticos, seguida de rapida
fagocitose pelas células vizinhas (SARASTE, 2000). Apoptose e necrose sdo dois
processos de morte que podem ser distinguidos através de andlises bioquimicas e

morfoldgicas das células. A necrose ocorre quando a célula ndo é capaz de manter a
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homeostasia, produzindo estimulos e resposta inflamatéria devido a liberacdo de
componentes intracelulares. Esse processo € metabolicamente passivo e
caracterizado pelo intumescimento celular, digestdo aleatéria do DNA, caridlise e

perda da integridade da membrana, resultando em lise celular (SARASTE, 2000).

O aumento da apoptose e a diminuicdo da angiog€nese sdo estratégias
terapéuticas no combate as células cancerosas.

Considerando o efeito benéfico da soja em relagdo a inibicdo do cancer e
considerando, também, o fato de que determinadas bactérias laticas apresentam
atividade anti-tumorais, pretendemos verificar como os produtos: produto de soja nio
fermentado; “iogurte” de soja e “iogurte” de soja suplementado com isoflavonas, ambos

exercem efeito no desenvolvimento do cincer de mama.
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I1. Objetivos

Objetivo geral

Avaliar o efeito da ingestdo didria do produto de soja ndo fermentado, do
“iogurte” de soja fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus
helveticus ssp jugurti 416 com ou sem enriquecimento de isoflavonas, sobre o

desnvolvimento do tumor de mama murino.

Objetivos especificos

1) Acompanhar o desenvolvimento do tumor, verificando a influéncia da administracéo
de diferentes dietas;

2) Avaliar a estimulacdo das células macrofégicas, através da liberacdo 6xido nitrico
como mediador participante do processo imunolégico/cancerigeno;

3) Determinar a influéncia das citocinas IL-1f, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-o e IFN-y no
desenvolvimento neoplésico;

4) Avaliar pardmetros histoldgicos, como morfologia celular e arquitetura tecidual para
caracterizar a proliferacdo celular em tecidos tumorais e desenvolvimento de vasos
sanguineos no local do tumor;

5) Determinar as concentragdes de estradiol, no soro dos animais e verificar a influéncia
das dietas na concentracdo de estradiol;

6) Verificar a presencga de apoptose e necrose em macrofagos.
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II1. Materiais e Métodos

1. Dietas

O material foi constituido por amostras de “iogurte” de soja, fermentado com
Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 e
suplementado com isoflavonas, e amostra de produto de soja ndo fermentado. As dietas

foram preparadas semanalmente e mantidas sob refrigeracéo.

1. 2. Preparo e obtencio do produto de soja fermentado (“iogurte”)

Produzido a partir do “leite” de soja, de acordo com metodologia de Rossi
(2000), sendo utilizado os cultivos de Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus
helveticus ssp jugurti 416.

O produto fermentado foi resfriado gradualmente e transferido a temperatura de

refrigeracdo.

1. 3. Preparo e obtencao do produto de soja nao fermentado

O produto de soja ndo fermentado foi obtido utilizando-se a mesma metodologia
empregada na producdo do produto fermentado, excluindo-se apenas as etapas de
inoculacdo e fermentagdo. A acidificagdo do produto foi alcancada com a adi¢do direta
de 4cido latico em quantidade suficiente para que o pH atingisse o valor entre 4,3 - 4,5.

Finalmente, o produto foi mantido em refrigeragdo durante todo o periodo de utilizagao.
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1. 4. Suplementacio com isoflavonas

O produto suplementado foi obtido partindo-se do “iogurte” de soja acrescido de
1,125g de isoflavin® (Galena) por litro de iogurte.

Os produtos fermentados, suplementados e ndo suplementados foram submetidos
a uma contagem de células vidveis, empregando-se os meios especificos para cocos (M-
17 agar, Difco) e para bacilos (MRS agar, Difco). Foi realizada a contagem do nimero
de células viadveis de Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp
Jjugurti 416 no preparo de diferentes lotes do produto fermentado (Tabelas 1 e 2). Os
valores estdo dentro dos limites para que o produto seja considerado um probidtico

(GONZALES et al. 1990).

2. Animais

Fémeas de camundongo Balb/c, pesando entre 18-25g, procedentes do CEMIB
(Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica), UNICAMP, Sdo Paulo. Estes
animais foram mantidos em gaiolas em grupos de 5, com condi¢des estaveis de
ambiente (23 £ 2°C, 56 £ 2% de umidade relativa do ar) e ciclos de 12 horas com e sem
luz. Os animais receberam dgua e racdo (Purina) esterilizadas, ad libitum. Os animais
foram sacrificados em cadmara de CO, Todos os procedimentos realizados nesse
trabalho apresentaram parecer favordvel pelo Comité de Etica local (parecer n°

27/2003).

3. Grupos de estudo

Os animais foram distribuidos em grupos:
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Grupo Produto de Soja Ndo Fermentado (PSNF) — recebeu, por gavagem, ImL/dia do
produto de soja ndo fermentado e foram implantadas as células tumorais;
Grupo “logurte” de Soja (IS) — recebeu, por gavagem, 1mlL/dia o produto fermentado e
foram implantadas as células tumorais;
Grupo “logurte” de Soja Suplementado com isoflavonas (ISS) — recebeu, por gavagem,
ImL/dia o produto fermentado enriquecido com isoflavonas e foram implantadas as
células tumorais;
Grupo Racdo (R) — recebeu o mesmo tratamento estressivo, simulando a gavagem, e
foram implantadas as células tumorais;
Grupo Controle (C) - recebeu somente dgua e racdo e ndo foram implantadas as células
tumorais.

As fémeas de camundongos Balb/c dos grupos PSNF, IS, ISS receberam as
diferentes dietas por gavagem, 1 mL/dia, durante 10 dias, antes do implante de células

tumorais. As dietas continuaram até o sacrificio dos animais.

4. Implante de células tumorais

A linhagem tumoral de adenocarcinoma murino LM3, foi gentilmente cedida
pela Dra. Elisa Bal de Kier Joffé, do Instituto de Oncologia Angel H. Roffo — Buenos
Aires — Argentina. Esta linhagem celular foi obtida de subculturas primdrias de
adenocarcinoma murino de células mamdrias de fémeas de camundongo Balb/c. A
linhagem tumoral de adenocarcinoma murino LM3 foi mantida em cultura através de
repiques, trés vezes por semana, em meio MEM (Minimum Essential Médium, Gibco),
acrescentando-se 10% de soro fetal bovino inativado (Sigma). A suspensdo celular foi
ajustada a 5 x 10° células/mL e foram inoculados 250uL subcutaneamente no lado

direito do abdome.
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5. Determinacio da porcentagem de aparecimento dos tumores

O desenvolvimento do tumor foi verificado em 10+2 dias, apds a inoculacdo das
células tumorais, sendo, a partir desse momento, observado diariamente e anotado o
aparecimento do tumor, em cada animal pertencente aos diferentes grupos de estudo. As

dietas foram mantidas por mais duas semanas até o sacrificio dos animais.

6. Determinaciao do volume tumoral (ZHOU et al.,1998)

Ap6s o sacrificio, os tumores foram retirados e medidos em seu comprimento,
altura e largura utilizando paquimetro digital Mitutoyo Digimatic Caliper . O volume do
tumor foi calculado pela férmula:

cm? = 0,523 x comprimento (cm) x largura (cm) x altura (cm).

7. Obtencao do soro

Apds o sacrificio dos animais, o sangue do coracdo foi retirado rapidamente
através de puncdo cardiaca utilizando seringa de ImL. O conteddo foi dispensado em
tubo tipo “eppendorf’ de 1,5 mL; foi incubado por 20-30 minutos em estufa a 37°C, e
apos retragdo do codgulo o soro foi submetido a centrifugacdo por 10 minutos a 500g
em centrifuga refrigerada (Hettich Universal 32R Alemanha). O sobrenadante foi
retirado com micropipeta e dispensado em tubo tipo “eppendorf’ para a determinacio

de estradiol.

8. Obtencao das células do exsudato peritoneal
Os animais foram previamente estimulados pela inoculagio intraperitoneal de 3,0
mL de tioglicolato de so6dio (Difco Lab. Ltda) a 3,0%, trés dias antes de serem

eutanasiados através da cdmara de CO2. Estes animais tiveram a pele da regido
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abdominal retirada assepticamente em camara de fluxo laminar Classe 100 (Veco) e o
peritonio exposto. Posteriormente, foram inoculados 5,0 mL de solucdo salina
tamponada com sais de fosfato (PBS), pH 7,2 gelado na cavidade abdominal. O liquido
peritonial resultante foi coletado com seringa e agulha, transferido para um tubo cnico
estéril com capacidade de 15,0 mL (Corning, Inc.) e centrifugado a 400g durante 5 min
(Centrifuga Fanem) e o sedimento celular lavado trés vezes com 3,0 mL de PBS. Apds a
ultima lavagem as células foram ressuspensas em 1,0 mL de meio de cultura RPMI-
1640 (Sigma) contendo 2B-mercaptoetanol (Sigma) a 2x10°M, penicilina 100 U/mL
(Sigma), estreptomicina 100 U/mL (Sigma), L-glutamina 2mM (Sigma) e 5% de soro
fetal bovino (Cutilab), sendo o meio assim composto designado de RPMI-1640
Completo (RPMI-1640-C) para a contagem de células. O ntmero de células foi
determinado pela contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco,
Germany) e a suspensdo celular ajustada a concentracio de 5x10° células para

realizacdo dos testes propostos.

9. Culturas de macroéfagos

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas a concentracdo de 5 x
10° células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em placas de cultura de tecidos de
24 cavidades (Corning, Inc.). A cada cavidade foi adicionado 1,0 mL dessa suspensao
celular e as placas foram incubadas a 37°C por 60 min em estufa contendo tensdo
constante de 5% de CO, (Thermo Electron Hepa Class 100). Apds esta incubacdo, as
células ndo aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de cultura RPMI-1640-
C.

Aos macréfagos que ficaram aderidos a placa foi adicionado volume igual ao

inicial de RPMI-1640-C e LPS (lipopolissacarideos) a 10 pg/mL, como controle
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positivo ou somente RPMI-1640-C como controle de células. Estas placas foram
novamente incubadas a 37°C em estufa com tensdo constante de 5% de CO, (Thermo
Electron Hepa Class 100) por mais 24 h.

Apés esta incubagdo, os sobrenadantes obtidos das placas de culturas foram
centrifugados em centrifuga refrigerada (Hettich Universal 32R Alemanha) a 4°C,
durante 10 min a 7.800 g. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram coletados,
aliquotados e estocados em freezer a -80C até o momento da determinacio das

citocinas € NO.

10. Obtencao das células esplénicas

Os animais foram sacrificados na cimara de CO, e, em camara de fluxo laminar
Classe 100 (Veco), tiveram a pele da regido abdominal retirada e o peritdneo aberto
para a extragdo do bacgo, que foi realizado com auxilio de pinga de metal. O bago foi
pincado em placa de Petri estéril contendo 3,0mL de meio RPMI-1640-C (Sigma). O
conteudo da placa foi aspirado por seringa e agulha para obtencdo de suspensao celular
homogénea.

Apds este procedimento as células foram transferidas para tubo conico estéril
(Corning, Inc.) de 15,0 mL e centrifugadas em RPMI-1640-C trés vezes a 400 g por 5
min (Centrifuga Fanem). As células sedimentadas foram novamente ressuspensas em
1,0 mL de meio RPMI-1640-C e a contagem do nimero de células vidveis foi feita em
camara hemocitométrica de Neubauer (Boeco, Germany) através da técnica de exclusao
com Azul de Trypan a 0,04%. Apds a contagem, as suspensdes celulares foram

ajustadas a concentracao de 5x10° células/mL.
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11. Obtencao do sobrenadante das células esplénicas

A suspensdo celular contendo as células esplénicas foi ajustada a 5 x 10°
células/mL, obtidas como descrito no item anterior, distribuidas em placas de cultura de
tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc), 1,0 mL por cavidade e acrescentadas de 34ul do
estimulo (concanavalina A — ConA — na concentracio de 0,5 pg/mL) ou somente meio
de cultura nos controles de células. As placas foram incubadas a 37°C em estufa
contendo tensdo constante de 5% de CO, (Thermo Electron Hepa Class 100) por 24 h.
ApOs esta incubagdo, o sobrenadante foi recolhido e colocado em tubo tipo eppendorf e
centrifugados em centrifuga refrigerada Hettich Universal 32R (Alemanha) a 4°C
durante 10 min a 7.800 g. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram coletados,

aliquotados e estocados a —80°C para posterior dosagem de IFN-y e IL-10.

12. Determinacao da liberacao de 6xido nitrico (NO)

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acimulo de nitrito no
sobrenadante da cultura de células através da reac@o de diazotacdo com o reagente de
Griess [composto de 1g de sulfanilamida, (Merck), 0,1g de dicloro N(1-naftil)
etilenodiamina (Merck), 2,5 mL de 4cido ortofosférico (Mallinckrodt Chemical) e dgua
deionizada g.s.p 100 mL] conforme descrito por Green et al. (1982).

Aliquotas de 50 puL dos sobrenadantes das culturas de macréfagos, foram
transferidas para outra placa de cultura de células ndo estéri,l contendo 96 cavidades de
fundo planas (Corning, Inc.) e acrescidas de igual volume de reagente de Griess. Apds
10 min de incubagdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia foi
determinada com filtro de 540nm em espectrofotdmetro (Microplate Reader, Multiskan
Ascent, Labsystems). As concentragdes de NO liberado nos sobrenadantes das culturas

celulares foram calculadas a partir de uma curva padrio, previamente estabelecida, com
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concentragdes molares conhecidas de nitrito de s6dio e os valores foram expressos em

wmols de nitrito/5x10° células.

13. Determinacao de citocinas

As citocinas IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-o foram quantificadas nos sobrenadantes
das culturas de macrdfagos peritoneais, enquanto que o IFN-y e a IL-10 foram
quantificados nos sobrenadantes das culturas de células esplénicas, através do teste
imunoenzimatico ELISA de captura. Para isso foi utilizado o Kit DuoSet®, BD
Pharmingen de acordo com as instrugdes do fabricante.

As placas de 96 orificios (Corning Inc.) foram adsorvidas com anticorpo de
captura, monoclonal, anti-citocina de camundongo, na concentracdo adequada para cada
citocina em PBS, pH 7,2 (100 pl por cavidade) e incubadas “overnight” a temperatura
ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS, pH 7,2, contendo
0,05% de Tween-20 (PBS-T) e bloqueadas com 300 puL/cavidade de BSA a 1% em PBS
(PBS/BSA, com 5% de sacarose e 0,5% de azida sddica) a temperatura ambiente por 60
min. Apds a incubagdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T.

Ap6s a ultima lavagem foram adicionados a cada cavidade 100 pL do padrdo de
citocinas ou dos sobrenadantes das culturas de células a serem testados. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 120 min, e lavadas 3 vezes com PBS/T. Em
seguida, foram adicionados 100 pL/cavidade de anticorpo monoclonal (anticorpo anti-
citocina de camundongo) marcado com biotina, diluido a concentracdo adequada para
cada citocina em diluente de reagente (1%BSA, 0,05% de Tween 20 em PBS, pH 7,2-
7,4). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 120 min e lavadas 3 vezes
com PBS-T, sendo entdo adicionados 100 plL/cavidade do conjugado peroxidase-

estreptavidina diluido 1/200 em diluente de reagente e incubadas novamente a
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temperatura ambiente por 20 min. Apds este periodo de incubagdo, as placas foram
lavadas 3 vezes com PBS-T e em seguida adicionadas de 100 uL do substrato [10mM
de tampdo citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2 mM
de H,O, (Mallinckrodt Chemical)] a cada cavidade. A reacdo foi interrompida
adicionando-se 50 pL. de H,SO4 2N a cada cavidade. A absorbancia foi lida a 450nm
em espectrofotdmetro UV/Visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems), e
as concentragdes de cada citocina foram quantificadas utilizando-se uma curva padrdo
previamente estabelecida com quantidades conhecidas dos padrdes das citocinas. Os

resultados foram expressos em pg/mL.

14. Determinacio da angiogénese, através da reacdo de imunohistoquimica,
utilizando como marcador o fator Von Willebrand (ZHOU, 1998)

As laminas, com os cortes do tumor, foram desparafinizadas, re-hidratadas e
lavadas, em seguida foi realizada a recuperacio antigé€nica com a solucfo citrato pH 6,0
(DakoCytomation, BIOGEN), em banho-maria a 96°C por 30 minutos. Logo apds, as
laminas foram resfriadas por 20 minutos. Em seguida foi realizado bloqueio com
peroxidase (H,O;) 3%, trés banhos por 5 minutos. Logo apds foi aplicado anticorpo
primério Von Willebrand (DakoCytomation — cédigo: A 0082), diluido 1:50 em solucdo
de PBS e BSA 1%, e incubado, em uma cdmara timida, por 1 hora, em estufa a 37°C. As
laminas foram lavadas com PBS por 3 minutos. Os cortes foram cobertos com anticorpo
secunddrio (Kit LSAB+/HRP pronto para uso DakoCytomation — Cédigo — K 0690) e
incubados por 20 minutos em estufa a 37°C. As laminas foram lavadas com PBS por 3
minutos. Os cortes foram cobertos com estreptavidina (Kit LSAB+/HRP pronto para
uso DakoCytomation — Cédigo — K 0690) e incubados por 20 minutos em estufa a 37°C.

A revelagdo foi realizada com DAB diluido em PBS contendo 1 mL de dimetilsulf6xido
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e ImL de peréxido de hidrogénio, as laminas receberam banho desta solucdo por 5
minutos, em estufa a 37°C. As laminas foram lavadas em dgua corrente por 3 minutos.
Em seguida, as laminas foram coradas com hematoxilina de Carazzi por 1 minuto e
lavadas em 4gua corrente por 3 minutos e montadas.

Os vasos foram observados no microscépio 6ptico, aumento de 100X, e
contados, em trés campos de cada lamina. Foi calculada a média de vasos por corte do
tumor. Foram utilizadas 5 1dminas de cada grupo pesquisado.

Simultaneamente realizou-se um controle positivo, para avalia¢do da eficicia do
anticorpo primdrio, utilizando-se, para tanto, espécimes teciduais de amigdalas

humanas.

15. Analise histolégica dos tumores

Os tumores foram retirados, ap6s o sacrificio dos animais e fixados em formol
tamponado 10%, pH 7,2 por 48 horas. As pecas foram lavadas em 4gua corrente e
tramitadas, em seguida foram incluidas em parafina e cortadas (Sum), coradas em H/E e
montadas com Permount, para andlise microscépica.

Foram utilizadas 5 1dminas, de cada grupo pesquisado; em cada lamina foram

observados 10 campos, com aumento de 400x.

16. Determinacao da concentracio sérica de estradiol

A determinagd@o de estradiol foi realizada nos soros dos animais, dos diferentes
grupos de estudo, através de um imunoensaio competitivo utilizando aparelho Immulite
2000 (Diagnostic Products Corporation, DPC, Germany). A fase solida (esfera) foi

revestida com anticorpo policlonal de coelho anti-estradiol. Utilizou-se estradiol
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conjugado a fosfatase alcalina que competiu com o estradiol na amostra (soro) com
relacdo aos sitios de ligagdo do anticorpo presentes na esfera. A incubagdo foi de 30
minutos a 37° C. O excesso da amostra e do reagente enzima-estradiol foram removidos
através de centrifugacdo no préprio aparelho. A seguir, foi adicionado o substrato
quimioluminescente LUMIGEN PPD [4-metoxi-4(3-fosfatefenil-espiro-(1,2-dioxetano-
3,2’-andamantineo)] a esfera e o sinal proporcional a enzima ligada foi convertido pelo

préprio aparelho em pg/mL.

17. Deteccao de apoptose e necrose - TACS ™ Annexin V-Biotin

A apoptose foi quantificada através da deteccdo de anexina, em culturas de
macréfagos peritoneais, utilizando o Kit TACS ™ Annexin V-Biotin, R&D Systems.

Ap6s a aderéncia dos macréfagos obtidos, a partir dos animais, em laminula de
vidro por 1 hora, o meio de cultura (RPMI-C) foi removido e posteriormente foi
realizada lavagem com tampao PBS, pH 7,2. A seguir foram acrescentados 100 UL de
reagente de incubacdo de anexina (tampdo de ligacdo constituido de PBS e célcio;
iodeto de propidio; anexina V), por laminula testada. As células foram incubadas por
15 minutos a temperatura ambiente protegida da luz. O reagente de incubacdo foi
removido com PBS e as laminulas, contendo os macréfagos aderidos, foram submetidas
a lavagem com de tampdo de ligacdo. Em seguida, foram acrescentados 100 pL de
tampao contendo conjugado de estreptavidina, marcada com isotiocianato de
fluoresceina. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 15 min. protegidas
da luz. Apés esse procedimento, as células foram lavadas por mais 2 vezes, durante 2
min com tampdo de ligacdo. Foi adicionado um adjuvante de fluorescéncia (p-
fenilenodiamino) em cada laminula e a leitura foi feita imediatamente utilizando

microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60. As membranas das células em apoptose
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apresentam coloragdo verde e as células em necrose sdo vermelhas, devido a marcacdo
com iodeto de propidio. Foram contados 100 macréfagos por campo, em 5 laminas de

cada grupo pesquisado.

18. Anélise dos Resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por intermédio do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se andlise de varidncia (ANOVA) com
determinag¢do do nivel de significancia para p<0,05, e através de comparagdes multiplas
pelo teste de Tukey.

Todos os experimentos foram realizados usando cinco animais e cada
determinag¢do foi executada em triplicata. Os graficos foram confeccionados por

intermédio do programa estatistico ORIGIN 5.0.
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IV. Resultados

1. Desenvolvimento e volume dos tumores

Os animais foram acompanhados diariamente e foi observado o desenvolvimento do
tumor. As células de adenocarcinoma LM3,desenvolvem o tumor em 10 dias,
aproximadamente, portanto, apds o 5° dia da inoculacdo, o local, onde estas células
foram inoculadas, comecou a ser apalpado levemente, e quando se observou uma
pequena saliéncia foi marcado o dia (1° dia Figura 3) do aparecimento do tumor.

Os animais do grupo R (Ragdo) foram os primeiros a desenvolver o tumor, os
grupos PSNF (produto de soja ndo fermentado) e ISS (“logurte” de Soja Suplementado)
foram os seguintes. Nos animais do grupo IS (“logurte” de soja) o tumor demorou mais
a aparecer, como se pode observar na ilustracdo da Figura 3.

O volume dos tumores apresentou diferenca significativa (p<0,001) entre os grupos
PSNF, IS, ISS e R.

O volume tumoral, do grupo IS, foi consideravelmente menor, enquanto que o grupo
do ISS apresentou o dobro de volume em relacio ao grupo do PSNF (Figura 4).

Fazendo uma comparag@o com os quatro grupos verifica-se: IS < PSNF < ISS < R.
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Figura 3: Porcentagem de desenvolvimento do tumor, observado em dias. Os tumores comecam aparecer
ap6s dez dias da inoculagdo das células LM3, a partir deste dia (1°) foi anotado cada aparecimento do

tumor em animais dos grupos estudados. Esta observagao didria continuou até o sacrificio dos animais
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Figura 4: Média dos volumes dos tumores. Os tumores foram retirados, apds o sacrificio dos animais, e
medidos com um parquimetro. O volume dos tumores foram calculados através da férmula, cm? = 0,523
x comprimento (cm) x largura(cm) x altura(cm) . A média foi calculada através do volume de 5 animais
de cada grupo. Houve diferenca significativa (p<0,001) entre os grupos PSNF, IS, ISS e R.
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2. Determinacao da liberacao de NO

A determinacdo de NO foi realizada em sobrenadante de cultura de macréfagos
peritoneais de fémeas de camundongo Balb/c, os macréfagos foram cultivados em
presenca de LPS, controle positivo, e em meio RPMI-C, controle negativo.

Todos os animais produziram NO, quando comparados ao grupo controle (C).
Nos animais, que desenvolveram tumor (Figura 5A), o grupo ISSc+ foi o que produziu
maior quantidade e o grupo ISc+ produziu menor (Figura 5).

Os animais que ndo desenvolveram tumor (Figura 5B) apresentaram taxa de NO
préxima a dos animais que desenvolveram menor volume tumoral , grupos ISc+ e

PSNFc+ (Figura 4).
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Figura 5: Produgdo de NO por macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c. Os macréfagos dos
animais que desenvolveram tumor (A) e que ndo desenvolveram (B) foram cultivados em presenca de
LPS (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). Cada animal estudado foi avaliado em triplicata no momento
de execucio do teste. As concentracdes de nitrito foram obtidas através de uma curva padrdo previamente
estabelecida com concentragdes molares conhecidas de nitrito de s6dio (NaNO,) e os resultados expressos
em pmols de nitrito/5x10° células, como média + desvio padrdo de cinco animais por grupo de estudo.
Griéfico (A) diferenca significativa (p<0,001) entre os grupos PSNFc+, ISc+, ISSc+ e Rc+ . Gréfico (B)
diferenga significativa (p<0,001) entre Cc+, PSNFc+, ISc+, ISSc+ e diferenca nio significativa (p>0,05)

entre PSNFc+ e R c+.
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3. Determinacio da citocina IL-1

A determinagdo da IL-1f foi realizada em sobrenadante de cultura de
macrdfagos peritoneais de fémeas de camundongo Balb/c; os macréfagos foram
cultivados em presenca de LPS, controle positivo, e em meio RPMI-C, controle
negativo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 6, onde foram separados os
resultados dos animais que desenvolveram tumor (Figura 6A) daqueles que ndo
desenvolveram (Figura 6B).

Houve producdo desta citocina entre os grupos PSNFc+, ISc+, ISSc+ e Re+
(Figura 6A) e a diferenca foi significativa (p<0,001) entre eles, os grupos PSNFc+,
ISc+, ISSc+ produziram concentragdo maior em relagdo ao grupo Cc+, enquanto que o
grupo R+ produziu menor quantidade quando comparado ao Cc+, diferencga
significativa (p<0,001) entre C+ e R .

Os animais do grupo do ISSc+ apresentaram a maior taxa de IL-1 quando
comparado aos grupos PSNFc+, ISc+, ISSc+ , Rc+ e Ce+.

Nos grupos PSNFc+, ISc+ e ISSc+, que ndo desenvolveram tumor (Figura 6B),
nao houve diferenca significativa (p>0,05) na produgéo de IL-1p, e a concentra¢do desta
citocina, nestes grupos, foi um pouco mais elevada que a do grupo ISc+ (Figura 6A) que
desenvolveu menor quantidade de tumor.

Os animais do grupo da Rc+, que desenvolveram tumor, apresentaram as
menores taxas de IL-1B quando comparados com os animais dos grupos PSNFc+, ISc+,
ISSc+, enquanto que os animais que ndo desenvolveram tumor apresentaram

concentragcdo mais elevada quando comparada ao grupo R+ da Figura 6A .
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Figura 6: Concentragdo de IL-1P liberada nos sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c que desenvolveram tumor (A) e que ndo desenvolveram (B). As células foram
cultivados em presenga de LPS (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). As concentragdes de IL-1p foram
calculadas através de teste imunoenzimdtico (ELISA) utilizando uma reta padrdo previamente
estabelecida com concentragdes conhecidas de IL-1B. Os resultados foram expressos em pg/mL, como
média * desvio padrdo de 5 animais por grupo de estudo.Grafico (A) diferenca significativa (p<0,001)
entre os grupos PSNFc+, ISc+, ISSc+, Rc+ e Ce+. Grifico (B) diferenca ndo significativa (p>0,05) entre

PSNFc+, ISc+ e ISSc+ . Diferenca significativa (p<0,001) entre PSNFc+ e Rc+; ISc+ e Rc+; ISSc+ e
Rc+.
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4. Liberacao de TNF-a

O TNF-a foi determinado no sobrenadante das culturas de macréfagos; as
células foram cultivadas em presenga de LPS (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-).
Os resultados obtidos s@o apresentados na Figura 7, onde foram separados os resultados
dos animais que desenvolveram tumor daqueles que nao desenvolveram.

As taxas de TNF-a para os grupos PSNFc+ e ISc+, com tumor, ndo
apresentaram diferenga significativa (p>0,05) (Figura 7A). Os grupos do PSNFc+ e
ISSc+, sem tumor (Figura 7B), apresentaram concentracio de TNF-a préxima aos
grupos PSNFc+ e ISc+ , com tumor) que desenvolveram menor volume do tumor
(Figura 4).

Os animais do grupo ISc+, sem tumor,apresentaram a taxa mais elevada desta
citocina.

Os animais do grupo Rc+, com tumor, apresentaram menor concentragdo de
TNF-a, no entanto, os animais sem tumor, deste grupo, produziram mais desta citocina,

quando comparada com os sem tumor.
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Figura 7: Concentracdo de TNF-o liberada nos sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c que desenvolveram tumor (A) e que ndo desenvolveram (B).

As células foram cultivados em presenca de LPS (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). As
concentracdes de TNF-a foram calculadas através de teste imunoenzimdtico (ELISA) utilizando uma
curva padrdo previamente estabelecida com concentragdes conhecidas de TNF-a. Os resultados foram
expressos em pg/mL, como média * desvio padrdo de 5 animais por grupo de estudo. Grifico (A)
PSNFc+ e ISc+ diferenga ndo significativa (p>0,05) diferenca significativa (p<0,001) entre os grupos
ISSc+, Re+ e Ce+. Grifico (B) PSNFc+ e ISSc+ diferenga nao significativa (p>0,05) ISc+, Rc+ e Ce+
diferenca significativa (p<0,001) .
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5. Determinacio da liberacao de IL-6

A IL-6 foi determinada no sobrenadante das culturas de macréfagos; as células
foram cultivadas em presenca de LPS (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). Os
resultados obtidos estdo representados na Figura 8.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na liberacdo desta citocina para os
grupos PSNFc+ e ISc+ e foi significativa (p<0,001) os valores de IL-6 destes grupos
quando comparados aos grupos ISSc+ e Rc+. Os grupos PSNFc+ e ISc+ apresentaram
menor quantidade desta citocina quando comparada aos grupos ISSc+ e Rc+.

Os grupos ISSc+ e Rc+ apresentaram maior concentracdo de IL-6, e ndo foi
significativa (p>0,05) a diferenca desta interleucina para estes grupos.

Os grupos PSNFc+, ISc+, ISSc+ e Rc+ apresentaram diferenca significativa
(p<0,001) com o grupo Cc+.

Os grupos PSNFc- e ISc- apresentaram diferenga significativa (p<0,001),

enquanto que os grupos PSNFc-, ISSc- e Re- a diferenca nio foi significativa (p>0,05).
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Figura 8: Concentracdo de IL-6 liberada nos sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de

camundongos Balb/c que desenvolveram tumor. As células foram cultivados em presenga de LPS (c+) e

somente meio RPMI-1640C (c-). As concentragdes de IL-6 foram calculadas através de teste imunoenzimatico

(ELISA) utilizando uma curva padrdo previamente estabelecida com concentragdes conhecidas de IL-6. Os resultados

foram expressos em pg/mL,

como média * desvio padrdo de 5 animais por grupo de estudo. PSNFc+ e ISc+

diferenca ndo significativa (p>0,05); PSNFc+ e ISSc+ diferenga significativa (p<0,01); PSNFc+ e Rc+ diferenga

significativa (p<0,001); ISc+ e ISSc+ diferenca significativa (p<0,01); ISc+ e Rc+ diferenga significativa (p<0,01);

ISSc+ e Re+ diferenga ndo significativa (p>0,05).
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6. Determinacio da liberacio de IL-12

A IL-12 foi determinada no sobrenadante das culturas de macréfagos de
camundongo Balb/c, que desenvolveram tumor; as células foram cultivadas em
presenca de LPS (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). Os resultados obtidos estdo
representados na Figura 9.

Os grupos que apresentaram maior quantidade de IL-12 foram ISc+ e ISSc+,
diferenga ndo significativa (p>0,05) entre eles.

Os animais do grupo PSNFc+ produziram menor quantidade desta interleucina, e
a diferenca foi significativa (p<0,001), quando comparados com os grupos ISc+ e
ISSc+.

Os animais do grupo R néo apresentaram concentragdo de IL-12.
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Figura 9: Concentragdo de IL-12 liberada nos sobrenadantes de cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c que desenvolveram tumor. As células foram cultivados em presenca de LPS (c+) e
somente meio RPMI-1640C (c-). As concentracdes de IL-12 foram calculadas através de teste
imunoenzimdtico (ELISA) utilizando uma curva padrdo previamente estabelecida com concentracdes
conhecidas de IL-12. Os resultados foram expressos em pg/mL, como média + desvio padrdo de 5
animais por grupo de estudo. PSNFc+ e ISc+ diferenga significativa (p<0,001); PSNFc+ e ISSc+
diferenca significativa (p<0,001); ISc+ e ISSc+ diferenca ndo significativa (p>0,05). Diferenca
significativa (p<0,001) entre os grupos PSNFc+, ISc+, ISSc+, quando comparados ao grupo Rc+ e Cc+.

Diferenc¢a ndo significativa (p>0,05) entre Rc+ e Cc+.
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7. Determinacao da liberacao da IL-10

A IL-10 foi determinada nos sobrenadantes de cultura de linfécitos de baco de
camundongos Balb/c que desenvolveram tumor. As células foram cultivados em
presenca de conA (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). Os resultados obtidos estio
representados na Figura 10.

Os grupos que apresentaram maior quantidade de IL-10 foram PSNFc+ e [Sc+ e
ndo houve diferenca significativa (p>0,05).

Os animais do grupo ISSc+ produziram menor quantidade desta interleucina e a
diferenca foi significativa (p< 0,001) quando comparados aos grupos PSNFc+ e ISc+.

Os animais do grupo Rc+ apresentaram menor quantidade de IL-10 e a diferenca
foi significativa (p< 0,001) em relacdo aos grupos PSNFc+, ISc+ e ISSc+.

Ns grupos PSNFc-, ISc-, ISSc- a diferenca ndo foi significativa (p>0,05) para

esta citocina.
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Figura 10: Concentracdo de IL-10 liberada nos sobrenadantes de cultura de linfécitos de bago de
camundongos que desenvolveram tumor. As células foram cultivados em presenga de conA (c+) e
somente meio RPMI-1640C (c-). As concentracdes de IL-10 foram calculadas através de teste
imunoenzimdtico (ELISA) utilizando uma curva padrdo previamente estabelecida com concentra¢des
conhecidas de IL-10. Os resultados foram expressos em pg/mL, como média £ desvio padrdo de 5
animais por grupo de estudo. PSNFc+ e ISc+ diferenca ndo significativa (p>0,05); diferenca
significativa (p< 0,001) entre PSNFc+ e 1SSc+;); diferenca significativa (p<0,001) entre ISc+ e ISSc+;
diferenca significativa (p<0,001) entre PSNFc+, ISc+ e ISSc+ quando comparados ao grupo Rc+
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8. Determinacio da liberaciao de IFN-y

A IFN-y foi determinada nos sobrenadantes de cultura de linfécitos de baco de
camundongos Balb/c que desenvolveram tumor e que ndao desenvolveram. As células
foram cultivados em presenga de conA (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). Os
resultados obtidos estdo representados na Figura 11.

Os animais dos grupos ISc+ e ISSc+, que desenvolveram tumor, expressaram
maior quantidade de IFN-v, diferenca néo significativa (p>0,05).

Os animais do grupo PSNFc+, que desenvolveram tumor, apresentaram maior
quantidade de IFN-y quando comparado ao grupo Rc+, foi significativa a diferenca
(p<0,001).

Entre os animais que ndo apresentaram tumor o grupo IS expressou maior
quantidade desta interleucina e a diferenca foi significativa (p<0,001) entre PSNFc+,
ISc+, ISSc+ e Re+.

Os animais do grupo PSNFc+, que nao desenvolveu tumor, produziram maior
quantidade de IFN-y quando comparados aos animais , deste mesmo grupo, mas que
desenvolveram tumor. O inverso aconteceu com os animais do grupo ISS c+, os que ndo
desenvolveram tumor produziram menor quantidade desta citocina em relagdo aos
animais com tumor.

E possivel que a concentracio, de IFN-y, acima de 20 pg/mL seja mais eficiente

na contencao do tumor.
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Figura 11: Concentracdo de IFN-y liberada nos sobrenadantes de cultura de linfécitos de bago de
camundongos Balb/c que desenvolveram tumor (A) e que nido desenvolveram (B). As células foram
cultivados em presenca de conA (c+) e somente meio RPMI-1640C (c-). As concentragdes de IFN-y
foram calculadas através de teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando uma reta padrido previamente
estabelecida com concentragdes conhecidas de IFN-y. Os resultados foram expressos em pg/mL, como
média + desvio padrdo de 5 animais por grupo de estudo. Grifico (A) ISc+ e ISSc+ diferenca ndo
significativa (p>0,05); entre os grupos PSNFc+, Rc+ e Cc+ diferenga significativa (p<0,001); diferenca
significativa (p<0,001) entre PSNFc+ e ISc+; diferenca significativa (p<0,001) entre PSNFc+ e 1SSc+ .
Griéfico (B) diferenga significativa (p<0,001) entre os grupos PSNFc+, ISc+, ISSc+, Rc+ e Ce+.
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9. Desenvolvimento de vasos sanguineos no local do tumor.

Para a padronizacdo da técnica de imunohistoquimica foram utilizados
tecidos tumorais de adenocarcinoma LM3, desenvolvidos em fémeas Balb/c, e como
controle positivo foram utilizados amigdalas humanas (Figura 12).

As pegas dos tumores de adenocarcinoma LM3 dos animais dos grupos
PSNF, IS, ISS e R ndo foram lavados, em dgua corrente, por tempo suficiente, para
retirada do formol tamponado e este fato comprometeu a técnica, pois o formol fixa
pela formacdo de pontes aldeidicas entre as diferentes moléculas e tempo de fixagao
aumenta a formacdo de tais pontes que podem esconder o epitopo e
conseqiientemente dificultar o reconhecimento pelo anticorpo especifico. Devido a
este fato ndo conseguimos marcar os vasos sanguineos nos tumores dos grupos

analisados.
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Controle — (amigdala humana) Controle + (amigdala humana)

Adenocarcinoma LM3 Adenocarcinoma LM3

Figura 12: Padronizagdo da técnica de imunohistoquimica. Foram utilizados como controle positivo (C+)
e controle negativo (C —) tecido de amigdala humana, e tecido de adenocarcinoma murino LM3. Fotos

retiradas no microscopio 6tico, aumento de 200x ( amigdala) e 400x ( tecido de adenocarcinoma).
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10. Analise histolégica no local do tumor.

As laminas foram coradas com HE e observadas no microscopio Optico em
aumento de 400x, em conjunto com um patologista.

Andlise histopatoldgica do tumor, para os grupos:

Produto de soja ndo fermentado: As células neoplésicas sdo bem diferenciadas
exibindo pleomorfismo, hipercromatismo e aumento de nimero de nucléolos. Ha
presencga de mitoses tipicas e de células inflamatdrias, com predominancia de linfécitos.

“logurte” de Soja: As células neoplasicas sdo bem diferenciadas, ha presenca de
mitoses tipicas e células inflamatdrias, principalmente linfécitos.

“logurte” de Soja Suplementado: As células neopldsicas sdo anapldsicas e
pleomorficas, apresentam nucléolos proeminentes e exibem um padrdo de crescimento
de ilhas ou corddes. Ha presenca de mitoses tipicas e muitos vasos sanguineos
(angiogénese)

Ragdo: As células sdao anapldsicas e pleomorficas, apresentam aumento no
nimero e tamanho dos nucléolos, e padrdo de crescimento em ilhas ou corddes. H4
presencga de mitoses atipicas e grande quantidade de vasos sanguineos.

Os animais do grupo IS apresentaram menor taxa de mitose, no local do tumor.
Comparando os quatro grupos, em ordem crescente, do nimero de mitose por lamina,
observou-se: IS< PSNF< R< ISS (Figura 13). Houve diferenca significativa (p<0,001)
entre os grupos PSNF, IS, ISS e R.

Os grupos PSNF e IS apresentaram menor quantidade de vasos, no local do
tumor, com diferenca ndo significativa (p>0,05). Houve diferenga significativa
(p<0,001) entre os grupos PSNF e ISS, e também entre IS e ISS. O grupo do ISS

apresentou maior quantidade de vasos, quando comparado aos grupos PSNF e IS
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(Figuras 14 e 15). Houve diferenca significativa (p<0,01) entre os grupos ISS e R,

sendo o grupo R aquele que apresentou maior quantidade de vasos.
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Figura 13: Mitoses no tecido tumoral. As laminas, com as pecas do tumor, foram coradas em HE e
observadas no microscépio optico em aumento de 400x. As células em mitose foram contadas, em 10
campos visuais de cada lamina. Foram utilizadas 5 laminas de cada grupo pesquisado e calculada a média
de mitose, das l1aminas de cada grupo. Houve diferenca significativa (p<0,001) entre os grupos PSNF, IS,

ISSe R.
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ISS R

Figura 14: Desenvolvimento de vasos sanguineos em tecidos corados em HE. Os vasos sanguineos foram
observados no microscopio 6ptico, aumento de 400x e contados, em cada campo visual, de 5 1aminas em
cada grupo analisado. Foi calculada a média de vasos por grupos. Os grupos PSNF e IS apresentaram
diferenga ndo significativa (p>0,05); IS, ISS e R diferenca significativa (p<0,001); PSNF, ISS e R
diferenca significativa (p<0,001), ISS e R diferenca significativa (p< 0,01).
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Figura 15: Média vasos sanguineos no tumor. Os vasos sanguineos foram observados no microscépio
6ptico, aumento de 400x e contados, em cada campo visual, de 5 1dminas em cada grupo analisado. Foi
calculada a média de vasos por grupos. Os grupos PSNF e IS apresentaram diferenga ndo significativa
(p>0,05); IS, ISS e R diferenca significativa (p< 0,001); PSNF, ISS e R diferenga significativa (p< 0,001)
e ISS e R diferenca significativa (p< 0,01).
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11. Determinaciao de estradiol no soro

O estradiol foi determinado no soro dos animais, através do equipamento Immulite
(DPC Medlab), por metodologia quimioluminescente. Foram realizadas trés
determinagdes, em tempos diferentes: animais antes de consumir as dietas especiais;
animais consumindo as dietas € sem a implantacdo das células LM3; e animais com
tumor e consumindo as dietas. Os resultados estdo apresentados na Figuras 16.

Quando os animais ainda ndo estavam consumindo as dietas especiais (Figura 16
A), os resultados ndo foram significativos (p>0,05) entre os grupos C, PSNF, IS, ISS e
R.

Depois de 10 dias consumindo as dietas especiais, a concentragdo de estradiol ndo
aumentou tanto nos grupos PSNF, IS e ISS, quanto nos grupos R e C. Houve diferenca
ndo significativa (p>0,05) entre os grupos PSNF, IS e ISS. Comparando os grupos
PSNF, IS e ISS com os grupos C e R, a diferenca foi significativa (p<0,001), ndo houve
diferenca significativa entre os grupos C e R (Figura 14 B).

Na Figura 16 C, onde estdo apresentados os resultados da quantidade de estradiol,
no soro dos animais que desenvolveram tumor e continuaram com as dietas especiais;
os grupos das dietas especiais continuaram a manter as taxas mais baixas de estradiol,
diferenga nio significativa (p>0,05) entre PSNF, IS e ISS. Os grupos R e C mantiveram

a taxa de estradiol, mais elevada, quando comparado aos grupos PSNF, IS e ISS.
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Figura 16: Concentragdo de estradiol no soro dos animais. A. Estradiol - determinado no soro de
camundongos Balb/c sem dieta especial e sem tumor. Diferenca ndo significativa (p>0,05) entre os
grupos C, PSNF, IS e ISS analisados. B. Estradiol e dieta - foi determinado no soro de camundongos
Balb/c alimentados com dieta especial (PSNF, IS e ISS) e sem implantacdo das células LM3. PSNF, IS e
ISS diferenga ndo significativa (p>0,05); PSNF, IS e ISS diferenca significativa (p<0,001) com o grupo
R; PSNF, IS e ISS diferenca significativa (p<0,001) com o grupo C; C e R diferenca ndo significativa
(p>0,05). C. Estradiol, dieta e tumor - determinado no soro de camundongos Balb/c, alimentados com
dieta especial (PSNF, IS e ISS) e com tumor (PSNF, IS, ISS e R). PSNF, IS e ISS diferenca ndo
significativa (p>0,05); C e R diferenca ndo significativa (p>0,05). Entre os demais diferenca significativa

(p<0,001).
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12. Determinacio de apoptose e necrose em macrofagos

A necrose e apoptose foram quantificadas através da detec¢io da anexina em
culturas de macrdfagos peritoneais, utilizando o Kit TACS ™ Annexin V-Biotin, R&D
Systems. Foi utilizado microscépio de fluorescéncia Olympus BX 60. Aumento 1000X.
Os resultados apresentados estdo na Figura 17 e 18.

Os macréfagos em necrose ou apoptose foram contados em cada campo visual da
lamina analisada.

Foram utilizadas 5 laminas de cada animal dos grupos : PSNF, IS, ISS e R.

O grupo IS apresentou maior quantidade de macréfagos em apoptose quando
comparada aos grupos PSNF, ISS e R. Houve diferenca foi significativa (<0,001) entre
ISe PSNF; ISeISS;ISeR.

Os grupos PSNF e ISS a diferenca foi ndo significativa (p>0,05) entre as médias
de macréfagos em apoptose.

O grupo da ragdo apresentou menor nimero de macréfagos em apoptose.

O grupo IS apresentou menor necrose de macréfagos, com diferenca
significativa (<0,001), quando comparada com os grupos PSNF, ISS e R.

A diferenca ndo foi significativa (p>0,05) entre os grupos PSNF, ISS e R, na

quantidade de macréfagos em necrose.
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Figura 17: Apoptose e Necrose em macréfagos obtidos do exsudato peritonial. A necrose e apoptose
foram quantificadas através da detec¢do da anexina em culturas de macréfagos peritoneai,s utilizando o
Kit TACS ™ Annexin V-Biotin, R&D Systems. Apoptose — PSNF e ISS ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05). Os grupos IS e R, IS e ISS, IS e PSNF apresentaram diferenca significativa
(p<0,001).Necrose - PSNF, ISS e R diferenca nido significativa (>0,05). A diferenca foi significativa
(p<0,001) quando comparada com IS.
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Figura 18: Fotomicroscopia ética da necrose e apoptose em macréfagos. A necrose e apoptose foram
quantificadas através da detec¢do da anexina em culturas de macrdéfagos peritoneais utilizando o Kit
TACS ™ Annexin V-Biotin, R&D Systems. Aumento 1000X. As células foram contadas, 100 células em
cada campo, de 4 campos por lamina ; 5 1dminas, de cada grupo, foram analisadas.
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V. Discussao

A dieta tem sido considerada boa estratégia em satdde publica, visando a
manuten¢do e melhora da saide, prevenindo o aparecimento de doengas cronicas, tais
como desordens gastrintestinais, doencas cardiovasculares, cancer, osteoporose,
promovendo também um envelhecimento mais saudavel (SAARELA et al., 2000).

E de conhecimento da literatura que as isoflavonas da soja inibem o crescimento
celular devido a modulacdo do ciclo celular progressivo e da expressdo de genes
envolvidos na regulagdo do ciclo celular, metistase e angiogenese (HANDAYANI,
2006); a genisteina aumenta a atividade do linfécito T citotoxico e das células NK
(GUO, 2001). As isoflavonas sdo compostos difendlicos e ligam-se a compostos
nitrogenados, produzidos por macréfagos, controlando a resposta inflamatéria ao redor
do tumor (D’ALESSANDRO et al., 2003).

As bactérias ldticas, presentes no intestino humano e de outros animais,
contribuem para numerosas func¢des no trato digestivo, uma delas € a propriedade
imunoestimulatéria, incluindo ativacdo de macréfagos e linfécitos, e producdo de
anticorpos; tem sido proposto que a ingestdo dessas bactérias pode aumentar a
resisténcia as infeccdes, também apresentam potencial de prevenir o céncer
(PERDIGON,2001). O consumo de produtos fermentados reduz o risco de cincer de
mama. LeBlanc ( 2005) verificou que o leite fermentado com Lactobacillus helveticus
ativou as células do sistema imune, aumentou a apoptose das células do tumor
(adenocarcinoma), aumentou a producdo de TNF-a, e diminuiu a expressdo de Bcl-2
nas células mamadrias. Matar et al, (2001), observaram que esta cultura de lactobacilos
modula a resposta imune e ativa principalmente a resposta imune celular. Isolauri

(2000) e LeBlanc (2005) verificaram que os alimentos probidticos elevam a
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concentracdo de IL-10, no soro, indicando a possivel propriedade antiinflamatéria
destes lactobacilos.

Paiva (2005), em pesquisa realizada em nosso laboratdrio, avaliou a influéncia
dos alimentos leite de soja, “iogurte” de soja e “iogurte” de soja suplementado com
isoflavonas, no desenvolvimento do tumor de mama, e verificou que os animais que
consumiram o “iogurte” suplementado apresentaram volume tumoral inferior aos
animais do grupo “iogurte” de soja. Nesta pesquisa, os alimentos foram administrados a
noite, quando os animais estavam acordados, portanto pode ter sido influenciada pelo
ritmo bioldgico (claro/escuro) dos animais (NEVES et al., 2000) .

Em nosso estudo, os animais receberam os diferentes tratamentos durante 10
dias. Apo6s esse periodo, foram inoculadas as células LM3 e os animais foram
acompanhados diariamente, os animais continuaram com a dieta at¢é o momento do
sacrificio. O 1° tumor apareceu no grupo R e, a partir desse momento, foi anotado, nos
dias subseqiientes, todos os outros aparecimentos de tumores (Figura 3).

Nossos resultados mostram que o aparecimento do tumor foi tardio, no grupo IS,
pois somente foi perceptivel no 5° dia, mantendo-se constante do 7° ao 15° dia. No
grupo R, o nimero de animais com tumor aumentou significativamente, 42,8% no 2°
dia, alcancando 85,7% no final do experimento. Verificou-se também um niimero maior
de animais com tumor fazendo uso do ISS, sendo uma observacido importante a de que
os tumores neste grupo sempre surgiram antes dos tumores apresentados nos grupos
PSNF e IS. A partir do 10° dia os animais com tumor dos grupos PSNF e ISS
apresentaram o mesmo valor, chegando a 71,4%.

Comparando-se nossos resultados, os animais que consumiram o PSNF
conseguiram conter o desenvolvimento do tumor por mais tempo (até o 9° dia) em

relacdo ao grupo ISS e somente, a partir do 10° dia € que nestes dois grupos os tumores
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apareceram simultaneamente. Analisando nossos resultados, o “iogurte” de soja (IS)
parece ser o produto mais eficiente no combate ao adenocarcinoma murino, menos da
metade dos animais desse grupo, 42,8%, ndo desenvolveram tumor e o volume tumoral,,
nestes animais foi consideravelmente menor (Figura 4).

Jin e MacDonald (2002) observaram que camundongos, tratados com
isoflavonas, demoraram para desenvolver o tumor de mama, o periodo de laté€ncia foi
maior.

Alimento fermentado com Lactobacillus helveticus regrediu o tumor implantado
subcutaneamente em camundongo Balb/c, o efeito anti-tumoral foi devido a modulacdo
da resposta imune (Matar et al., 2001)

Tem sido documentada a reacdo tumoricida in vitro de macréfagos como um
mecanismo de defesa do hospedeiro para o controle e erradicacdo de doenga neoplasica.
Atualmente reconhece-se que macréfagos podem ser ativados e tornarem-se citotéxicos
para células tumorais, incluindo células resistentes a morte por outros componentes do
sistema de defesa do hospedeiro e drogas anti-cancer. Essa atividade dos macréfagos
sobre certas células tumorais pode ocorrer por meio de mecanismos dependentes da via
oxido nitrico. O 6xido nitrico possui uma variedade de atividades, podendo regular
numerosas funcdes fisioldgicas e apresentando um papel tumoricida. Atua diretamente
nas células tumorais, inibindo sua respiragdo celular e, indiretamente, provocando danos
ao DNA celular (Queiroz, 1999).

Por outro lado, Coussens e Werb, 2001, relacionam o maior desenvolvimento do
tumor a atividade de macréfagos, em consequéncia da exacerbagdo do processo
inflamatério no micro-ambiente do tumor. O NO tem sido envolvido em mecanismos

como a vasodilatacdo e inflamacéo, a expressdo de NO em tumores sélidos e em suas
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metastases, sugerem que este mediador bioldgico possa participar da sobrevivéncia do
tumor e de processos metastiticos (GAUTHIER, 2004).

Outro aspecto importante vem do fato de que o NO produzido pelos macréfagos
pode ser o mediador da producdo de mucina pelas células tumorais e, a mucina € uma
glicoproteina associada a membrana celular e estd expressa em maiores quantidades nas
células tumorais; este fato interfere na adesdo celular e protege a célula tumoral do
reconhecimento pelo sistema imune (WINK et al., 1998).

Analisando a producdo de NO na Figura 5, o grupo IS apresentou a menor
produgdo, tanto nos animais que tiveram tumor quanto naqueles que ndo apresentaram
(p<0,001, quando comparado com os grupos PSNF, ISS e R. Este fato pode ter
contribuido para o controle do processo inflamatdrio desencadeado pelas células
tumorais. O outro grupo que também apresentou menor produ¢do de NO foi o PSNF
com tumor, a diferenga foi significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo ISS.
Resultados de NO semelhantes a esse perfil foram observados anteriormente em nosso
laboratério (PAIVA, 2005).

Coussens € Werb, 2001, relacionam o maior desenvolvimento do tumor a
atividade de macréfagos, em consequéncia da exacerbacido do processo inflamatério no
micro-ambiente do tumor. O NO tem sido envolvido em mecanismos como a
vasodilatacdo e inflamacdo, a expressio de NO em tumores sdlidos e em suas
metastases, sugerem que este mediador bioldgico possa participar da sobrevivéncia do
tumor e de processos metastiticos (GAUTHIER, 2004).

Tanto a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa possuem mecanismos
anti-tumorais. Na imunidade inata os macréfagos ativados, produzem as citocinas IL-1

(mediador da resposta inflamatéria), IL-12 (estimula a producdo de IFN-y pelas células



58

T e NK), TNF-a que se liga aos receptores da célula tumoral ativando uma via de
sinalizacdo que resulta na apoptose da mesma (ABBAS, 2003) .

Analisando a producdo de IL-1p no grupo IS, observa-se que esse mediador ndo
foi tdo elevado (Figura 6). Uma concentracdo mediana (ao redor de 154 pg/mL) de IL-
1B poderia estar associada ao menor desenvolvimento do tumor, uma vez que esta
citocina pro-inflamatdria quando em grande quantidade inibe a atividade do gene p53,
responsavel pela transcricdo da proteina p53, que desencadeia o processo de apoptose
sendo este Ultimo evento relacionado com o controle da proliferacdo de células tumorais
(HUDSON,1999; COUSSENS, 2001). A quantidade dessa citocina foi baixa tanto no
grupo R como no grupo C, enquanto que no grupo ISS, com tumor, foi a mais elevada
concentragdo, e esses extremos poderiam estar contribuindo para o desenvolvimento do
tumor nesses grupos.

Altas taxas de IL-1p presente no microambiente do tumor de mama estdo
associadas com a invasdo do tumor (JIN et al., 1997); Pantschenko et al. (2003)
observaram que a presencga de IL-1 B, no local do tumor de mama, induz a sinalizacdo
da expressdo de IL-8, envolvida na proliferacdo do tumor, angiogénese e metéstase.

O grupo do PSNF também apresentou taxa menor de IL-1f, préxima a do grupo
IS, mostrando uma resposta intermedidria entre os animais que receberam o tratamento
com IS e aqueles sem tratamento com as dietas R e C. Esses resultados correlacionam-
se com o volume de tumor observado: ISSPSNF<ISS<R (Fig.4).

A baixa producio da IL-1B, observada no grupo R, pode ter contribuido para o
desenvolvimento do tumor, em consequéncia da menor resposta imunoldgica.

Os animais que ndo desenvolveram tumor apresentaram concentragdo de IL-1

entre 100 e 150 pg/mL.
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O TNF-o € uma das principais citocinas pro-inflamatérias e desempenha papel
central na inicia¢do e regulacdo da cascata de citocinas durante a resposta inflamatéria e
estd envolvido em eventos inflamatoérios locais e sistémicos. O TNF-o também tem
papel homeostatico, limitando a extensdo e duragdo da inflamacdo. (MAKHATADZE,
1998).

O TNF-a é responsavel pela destruicdo de células tumorais, através de agdo
citotéxica e inicia, pela via extrinsica, uma cascata de eventos que resulta em apoptose
destas células e substincias que estimulam a indu¢do de quantidades moderadas deste
mediador podem ter sua aplicacdo na resposta bioldgica ndo especifica (SELLER e
FISHER, 1999).

Na Figura 7, os animais do grupo IS, que ndo apresentaram tumor, produziram as
maiores taxas de TNF-a quando comparados aos grupos PSNF, ISS e R, uma indicacdo
da importancia desta citocina, para a contencio do tumor.

As associacdes entre as citocinas pré-inflamatérias, IL-1 e TNF-a, ativam
fatores de transcri¢do tal como o fator nuclear kB (NF- kB), este fator pertence a familia
Rel, de fatores de transcri¢do, e estd presente no citoplasma na forma inativa e é ativado
por estas citocinas, depois de ativado promove a expressdo de genes pro-inflamatdrios
(WHEELER, 2004).

Os animais do grupo ISS, que desenvolveram tumor, foram os que produziram
as maiores concentracdes de IL-1f e TNF-a, o que pode ter contribuido para o
comprometimento dos animais deste grupo.

Um fato interessante € o grupo R ter liberado a menor quantidade de TNF-a em
relacdo aos grupos PSNF, IS e ISS, e analisando-se os outros resultados aqui ja

apresentados, foi o grupo que também produziu menor quantidade de IL-1P, maior
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volume tumoral, confirmando a importancia concentragdes moderadas destas citocinas,
para a contencdo do tumor.

Desde os anos 80, é de conhecimento que a regulacdo das citocinas deve ser
firmemente controlada. Sabe-se, por exemplo, que o funcionamento do sistema
imunolégico é equilibrado pela atividade de mediadores pr6 e antiinflamatérios. A
atividade ndo regulada desses mediadores pode levar ao desenvolvimento de doencas
inflamatorias sérias. Nessa rede de citocinas, TNF-a e IL-1B estimulam a produgdo de
IL-6 (MANOLAGAS et al.,1994); o NO também estimula a expressio da IL-6
(RAYKOVA et al., 2003). A IL-6 é um exemplo tipico de citocina multifuncional, uma
vez que atua regulando a resposta imune, a hematopoiese, proteinas de fase aguda, entre
outras fungdes, indicando que a IL-6 desempenha papel central nos mecanismos

inflamatérios (KISHIMOTO, 1989).

Os niveis fisioldgicos de IL-6 sdo geralmente muito baixos, entretanto se elevam
rapidamente em resposta a vérios estimulos como infec¢des bacterianas ou virais, danos
tissulares induzidos pela inflamacéo e outros tipos de traumas. Embora a resposta 6tima
a infeccdo e lesdo pareca ser mediada somente em presenca da IL-6, sua importincia
relativa varia em cada caso, possivelmente como resultado da interagdo com outros

mediadores também liberados (KISHIMOTO, 1989).

Na Figura 8 foi significativa a diferenca da producdo de IL-6 para os grupos IS e
ISS, e ndo houve diferenca significativa entre IS e PSNF, e entre ISS e R. Os grupos
ISS e R foram os que liberaram maior quantidade desta citocina, que também ¢é
responsdvel por regular a expressdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
, conhecido como fator de permeabilidade vascular. Esse fator intervém na angiogénese,

permitindo que os fluidos e as proteinas do plasma, principalmente a fibrina, se
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extravasem, favorecendo a migra¢do das células endoteliais e orientando a formagéo dos
novos vasos sanguineos. (KERBEL, 2000).

A presenga de altas taxas de IL-6 no soro de pacientes com cincer de mama
geralmente indica um prognéstico ruim, pois estd associada a metastase, por facilitar a
angiogénese (BACHELOT et al.,, 2003; BENOY et al.,, 2002). A angiogénese ou
neovascularizacdo € um processo bioldgico, onde novos vasos sanguineos originam-se
por brotamento ou germinacdo de vasos pré-existentes. O suprimento sanguineo é um
fator importante para o crescimento do tumor. Existem evidéncias experimentais e
clinicas indicando que o tumor somente aumenta se for vascularizado (KUMAR et al.,
1994). A supressdo da angiogénese anormal é uma estratégia terap€utica importante
para o tratamento das desordens angiogénese dependentes (YIHAI et al., 2002).

Os grupos ISS e R foram os que apresentaram maior quantidade de vasos
(Figuras 14 e 15) no local do tumor. Os resultados estdo coerentes com a elevada
expressdo de IL-6 para estes grupos; correlacdo positiva também quando avaliamos a
influéncia do NO na ativacido da angiogénese, uma vez que esse mediador apresentou
uma liberacdo mais acentuada para estes dois grupos. Bachelot et al (2003) mediram a
concentracdo de IL-6 e o VEGF no plasma de 87 pacientes com cancer de mama com
metastase e em todos os pacientes foram detectados o fator de crescimento vascular
endotelias, sendo que 39% desses apresentaram elevados niveis de IL-6 no soro.

A inibi¢cdo da angiogénese pode ser promovida por vdrios fatores, dentre eles a
IL-12 tem sido utilizada na imunoterapia do cancer e regressao do tumor (DICKERSON
et al. 2004 e ZITVOGEL, 1995). A regressio do tumor em consequéncia da
administracdo de IL-12, é devido a sua capacidade de inibir a angiogénese, diminuindo
a expressdo dos fatores angiogé€nicos, tais como: VEGF e integrinas, proteinas

necessdrias para a remodelagéo vascular (ZITVOGEL,1995; GEE,1999).
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A IL-12 ¢ uma citocina heterodimérica composta pelas cadeias p35 (constitutiva)
e p40 (induzivel) que se encontram ligadas covalentemente e exercem um grande
nimero de efeitos pleiotrépico. Ela é produzida por macréfagos e, em menores
proporcdes, por linfocitos B. A IL-12 atua sobre células NK (natural killer) e T
induzindo a producdo de IFN-y (SGADARI,1996). Além disso, a IL-12 induz a
diferenciacdo de células CD4+ Thl e subseqiientemente o desenvolvimento da resposta
imune celular. Dessa forma, ela pode constituir uma importante ligacdo entre os
mecanismos da resisté€ncia inata e da imunidade adquirida (DICKERSON et al. 2004 ).

Na Figura 9, podemos observar que os grupos IS e ISS produziram maior
quantidade de IL-12 sem diferenca significativa entre eles, enquanto que o grupo PSNF
apresentou concentracdo menor deste mediador, sendo a diferenga significativa com
relacdo ao grupo IS e ISS. As dietas empregadas contribuiram para estimular a producio
desta citocina, pois o grupo R, que ndo consumiu dieta especial, ndo expressou IL-12.
Possivelmente, o maior comprometimento do grupo ISS ja verificado pelos outros
mediadores aqui estudados foi devido ao sinergismo entre as citocinas pré-inflamatdrias

e a expressdo acentuada de NO, com conseqiiente aumento da angiogénese.

Comparando-se os grupos ISS e R, a IL-12 pode ter ajudado na contencdo do
tumor no grupo suplementado, pois houve diferenca significativa entre estes grupos, no
que se refere a quantidade de vasos sanguineos observada no tecido tumoral (Figuras 14

e 15) e o volume tumoral (Figura 4).

A IL-12 tem sido vista como um indutor da secre¢do de IFN-y, promovendo o
crescimento e ativac@o das células T e NK (SGADARI,1996). O IFN-y é uma citocina

pleiotrépica com um potente efeito anti-tumoral, pois controla o crescimento celular,

aumenta a apoptose e diminui a angiogénese (DRANOFF, 2004).
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Na Figura 11 de liberagdo de IFN-v, os animais sem tumor do grupo IS foram os
que apresentaram maior concentracdo de IFN-y, enquanto nos animais com tumor os
grupos IS e ISS ndo apresentaram diferenca significativa, demonstrando a importancia
dessa citocina na contenc¢io do tumor, resultados esses que estdo de acordo com aqueles
de TNF-a (Figura 7) nos animais sem tumor. O grupo PSNF dos animais com e sem
tumor apresentou menores valores dessa citocina, e relembrando os resultados de IL-1J3,
podemos atribuir parte dos efeitos benéficos observados com PSNF (< volume tumoral,
< angiogénese) a concentra¢des moderadas de IL-1f, mas ndo a presenca de IFN-y,

embora o grupo PSNF tenha apresentado maior liberacdo deste do que o grupo R.

O sinergismo entre IFN-y e TNF-a € importante, pois aumenta a apoptose celular
via Fas ligante, ativando caspase 3 (LEE, 2002) e promovendo a desativagdo de
integrina o e P, proteinas expressas por células endoteliais angiogénicas e essenciais
para a proliferagdo de novos vasos, sendo necessdrias para a remodelagdo vascular,
intervindo na adesdo e migracdo das células endoteliais (LEJEUNE, 2002; DAVEL,
2004), resultados que também estdo de acordo com a producdo destas citocinas no
grupo IS sem tumor, e pode ter contido a formagdo de novos vasos (Figuras 14 e 15) e
a proliferacdo celular (Figura 13) nos tumores dos animais deste mesmo grupo.

A IL-10 é uma importante citocina imunoregulatdria e tem um papel central na
manuten¢do do balango da resposta imunoldgica, limitando a resposta pré-inflamatoria;
¢ produzida por diferentes tipos de células, incluindo células T e B, macréfagos e
mondcitos (MALEFYTet al, 1991).

Todos os grupos que consumiram dieta especial expressaram maior concentragao
de IL-10 quando comparados ao grupo R (Figura 10), os grupos PSNF e IS
apresentaram maior concentracio deste mediador em relagdo ao grupo ISS. Analisando-

se a liberag@o de IL-10 nos grupos PSNF e IS e as liberagdes de IL-1P (Figura 6), TNF-
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o (Figura 7) e IL-6 (Figura 8), a IL-10 parece ter controlado a producdo dessas
citocinas, confirmando dados prévios da literatura que demonstram a IL-10 inibindo a
produgdo de citocinas pré-inflamatérias (MALEFYTet al., 1991).

Analisando-se os resultados obtidos até o momento no presente trabalho,
podemos verificar que os animais do grupo ISS produziram menor quantidade de IL-10
e por outro lado apresentaram quantidades expressivas de IL-1p, IL-12, TNF-a, IFN-y e
NO quando comparados com o grupo IS, justificando o porqué do volume tumoral do
grupo ISS ser simplesmente o dobro quando comparado ao IS. A diferenca entre as
dietas dos grupos IS e ISS estd na suplementagdo com isoflavonas. As isoflavonas
estimulam o sistema imunoldgico, aumentam a atividade de linfécitos T, que liberam
IFN-y e ativam macréfagos (GUO, 2001), pode ser que esta ativacdo somada ao
estimulo do produto fermentado, que também ativam linfocitos T e macréfagos
(PERDIGON, 2001), tenha contribuido para a exacerbacdo da resposta imunoldgica..

As isoflavonas sdo compostos difendlicos e por isso sdo potentes
antiinflamatdrios, diminuem a angiogénese através da inibi¢do do fator de crescimento
vascular endotelial (LAMBERT et al, 2005); inibem o sinal de transdugdo da IL-1
(FLOREZ et al, 2005), tudo indica que tais propriedades ndo foram suficientes para
combater o processo inflamatério desenvolvido pelos animais do grupo ISS.

O que também pode ter contribuido para o aumento do tumor no grupo ISS foi o
fato das isoflavonas serem fitoestrogenos e apresentarem estrutura quimica semelhante
ao estrogénio enddgeno 17 estradiol, e terem afinidade com os receptores de
estrogénio o , atuando, dessa forma, como um estrogénio fraco (BARNES, 1998;
BARNES, 2004); por este grupo ter apresentado alta concentra¢do de IL-1P, pode ter

havido um aumento da quantidade de receptores de estrogénio @, e esta interleucina
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aumenta a transcri¢ao desses receptores ( ITO, 2002) e este fato pode ter favorecido a
acdo estrogénica das isoflavonas.

A dieta com suplementacdo de isoflavonas pode ter potencializado seu efeito
estrogénico favorecendo o desenvolvimento do tumor. Phillips et al. (1998), verificaram
que o consumo de 45mg/dia de genisteina (durante 14 dias), provocou um aumento do
nimero de células epiteliais da mama, aumento da fase S (Sintese) da mitose e um
pequeno aumento da expressdo de receptores de progesterona.

Pesquisadores como Kurzer, 2003 e Ziegler, 2004 n3o recomendam a
suplementa¢@o com isoflavonas, pela sua atividade estrogénica, principalmente a curto
prazo, podendo estimular a proliferagdo celular. O efeito protetor das isoflavonas é
observado em longo prazo, promovendo uma adaptagdo da glandula pituitaria,
diminuindo a expressdo dos receptores de estrogénio (ER-), receptor de progesterona e
do fator de crescimento epidérmico (PHILLIPS, 1998; LAMARTINIERE, 2002). O
risco de cincer de mama geralmente estd associado com a exposi¢do ao estrogénio e a
presenca de receptores de estrogénio e progesterona nas células cancerosas
(GREENWALD, 2004). Setchell et al. (2001) também ndo recomendam a
suplementag@o com isoflavonas por ser uma substancia purificada e hd necessidade de
mais estudos sobre a dosagem deste composto. Setchell et al. (2003), analisaram a
farmacocinética das isoflavonas, em 10 mulheres sauddveis, e verificaram que a
excrecdo das isoflavonas diminui com o aumento da ingestdo; e recomendam uma
modesta ingestdo de alimentos a base de soja, regularmente, para atingir uma
concentracdo de isoflavonas no plasma; a modesta ingestdo é melhor que produto
enriquecido com isoflavonas.

Young et al. (2004), observaram que os camundongos Balb/c sdo muito

influenciados por fitoesterois e quando consomem dieta suplementada com fitosterol
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aumenta o crescimento de células de adenocarcinoma MCF-7, com diminui¢io da taxa
de estradiol no plasma. Os autores recomendam um consumo de fitosterol, na dieta,
préximo ao recomendado para diminuir a taxa de colesterol, sendo que altas taxas de
fitosterol e dietas suplementadas podem aumentar o crescimento de cancer de mama,
dependente de estrogénio.

Quando analisamos a quantidade de estradiol nos soros dos animais na Figura
16B, os animais consumindo somente as dietas (sem implantagdo do tumor),
observamos que os grupos IS, PSNF e ISS apresentaram uma reducio deste hormonio
quando comparados aos grupos R e C. Esses resultados podem ser devido a adaptacao
do organismo destes animais ao consumo de isoflavonas, tal como observado pelos
fitoestrégenos da soja que influenciam potencialmente na regulagdo hormonal dos
camundongos Balb/c (YOUNG, 2004). Setchell et al., (2001) e Lamartiniere et al.
(2002) confirmam esses resultados quanto a necessidade da adaptacdo do organismo, e
Lamartinire (2000) atribui a protecdo, que as mulheres asiaticas t€m, contra o cancer de
mama, ao consumo de produtos de soja desde a infincia. Na Figura 16C, onde os
animais receberam as diferentes dietas e apresentaram tumor, os grupos PSNF, IS e ISS
permaneceram com valores menores de estradiol quando comparados com os grupos R
e C, demonstrando que, mesmo na presenga do tumor, a soja, provavelmente tenha
conseguido controlar o nivel de estradiol no soro.

A suplementa¢do com isoflavonas, ao que parece, foi decisiva no inicio do
desenvolvimento do tumor, podendo ter contribuido para a proliferagdo das células de
adenocarcinoma (LM3) no grupo ISS (Figura 13). No final do experimento tudo leva a
pensar que houve adaptacgéo, tanto que a partir do 10° dia do desenvolvimento do tumor

(Figura 3), totalizando aproximadamente 30 dias consumindo as dietas, podemos
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observar que o grupo ISS acompanhou o aparecimento do tumor do grupo PSNF, muito
embora o volume tumoral desse dltimo tenha sido menor (Figura 4).

Ao analisarmos a proliferagdo celular no tecido do tumor, o grupo que
apresentou maior numero de mitoses foi o ISS (Figura 13). Allred et al. (2001),
observou que as dietas com genistina (derivado da isoflavona glicosideo) e genesteina
(derivado da isoflavona aglicona) resultaram em um aumento da proliferacdo celular e
aumento do tumor de mama induzido por células MCF-7 em camundongos e, que a
remocdo das isoflavonas da dieta, regrediu o tumor. Young et al. (2001), também
observou que o aumento da concentracdo de genisteina no plasma foi suficiente para
estimular o crescimento do tumor e proliferacdo celular de células MCF-7, de cancer de
mama.

Rossi et al. (2004) determinaram a quantidade de isoflavonas totais nos produtos
PSNF e IS, e observaram que ndo houve diferenca significativa entre eles, uma vez que
as culturas de Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416
utilizadas no preparo do IS, ndo disponibilizam maior quantidade de isoflavonas
agliconas, pois estas bactérias ndao sdo produtoras da enzima [-glicosidase responsavel
pela transformacdo de isoflavonas glicosidicas em isoflavonas agliconas.

A concentracdo de isoflavonas no PSNF ¢ de 5,22+0,21 (mg/100g) e IS é de
5,24+0,11 (mg/100g). Os animais consumiram diariamente 1mL destes alimentos, que
continham aproximadamente 0,05 mg de isoflavonas totais. No produto suplementado
foi acrescido 1,125g de isoflavin e os animais do grupo ISS consumiram
aproximadamente um valor de 0,09 mg/dia de isoflavonas totais. A concentracio de
isoflavonas no grupo ISS, quase o dobro, do que foi consumido pelos animais dos

grupos IS e PSNF, pode ter influenciado na proliferagéo celular observada na Figura 13.
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A flora intestinal de camundongos disponibiliza grande quantidade de equol (GU,
2006).

A andlise histopatolégica, no local do tumor, demonstrou que os tumores
do grupo ISS apresentaram mitoses tipicas, um diferencial favordvel a este grupo,
quando comparado ao grupo da R que apresentou mitoses atipicas. Os tumores dos
grupos PSNF e IS apresentaram mitoses tipicas, com padrdo de células mais regular.
Além de tudo, no grupo IS houve predominio de linfécitos no local do tumor. Os
grupos ISS e R apresentaram células anaplésicas (células indiferenciadas), a presencga
destas células é uma indicagdo da malignidade do tumor. A intensa proliferacdo
favorece a formacdo de células anapldsicas. Os tumores, dos grupos ISS e R, mostraram
intensa proliferag@o fato que contribuiu para o desenvolvimento das células anaplasicas

A apoptose ou morte celular programada, necessdria para a manutengdo da
homeostasia em tecidos adultos e eliminacdo de células desnecessarias ou lesadas,
ndo leva a indugdo de um processo inflamatério (GREEN,2003). A necrose ocorre
quando a célula nio € capaz de manter a homeostasia, produzindo estimulos e
resposta inflamatéria devido a liberacdo de componentes intracelulares (SARASTE,

2000).

A andlise da apoptose e necrose dos macréfagos (Figura 17) foi importante para
comparar os dois tipos de morte celular e associar ao processo inflamatério. O grupo IS
apresentou maior nimero de apoptose e menor nimero de necrose e a diferenca foi
significativa quando comparada aos grupos PSNF, ISS e R, este fato pode ter
contribuido para controle do processo inflamatorio, caracterizado no grupo IS.

As dietas estudadas contribuiram para a conten¢do do tumor quando comparadas
com o grupo R que ndo consumiu dieta especial, mas o grupo que consumiu IS foi mais

eficiente no controle das citocinas pr6 e antiinflamatdrias; e isso se deve as culturas de
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L. helveticus e E. faecium juntamente com as propriedades da soja. O grupo PSNF
apresentou menor volume tumoral devido ao controle do processo inflamatério e este
fato se deve as propriedades da soja. A dieta com “iogurte” de soja suplementado com
isoflavonas exacerbou a resposta inflamatéria, portanto a suplementagdo contribuiu para
0 comprometimento deste grupo.

Em vista de todos esses resultados, conclui-se que a dieta com “iogurte” de soja
(IS) foi a mais eficiente no controle do desenvolvimento do adenocarcinoma de mama.
A dieta com ‘“iogurte” de soja suplementado com isoflavonas contribuiu para o

desenvolvimento do tumor.



70

VI. Conclusoes

1. As dietas influenciaram no desenvolvimento do tumor, a dieta de “iogurte”
de soja foi a mais eficiente para conter o tumor; a dieta do produto de soja
ndo fermentado proporcionou um menor volume tumoral, em relacdo a dieta
suplementada com isoflavonas; a dieta do “iogurte” de soja suplementado
contribuiu para o desenvolvimento do tumor;

2. Houve estimulo das células macréfagicas e a liberagdo de 6xido nitrico foi
importante no processo imunoldgico, mas sua producdo elevada contribuiu
no desenvolvimento do tumor;

3. As citocinas tiveram um papel importante no desenvolvimento do tumor, a
associacdo entre as citocinas IL-1f, TNF-o e IL-6 contribuiram para o
desenvolvimento do tumor; e IL-10, IFN-y, IL-12 e TNF-o foram
importantes para inibir o desenvolvimento do tumor;

4. Os tumores dos grupos IS e PSNF apresentaram menor proliferacdo celular e
os grupos ISS e R maior proliferacdo celular; as células dos tumores dos
grupos IS e PSNF sdo diferenciadas, enquanto que as células dos tumores dos
grupos ISS e R sdo anaplésicas; Os grupos IS e PSNF apresentaram menor
nimero de vasos no local do tumor, enquanto que, os grupos ISS e R
apresentaram maior nimero de vasos;

5. As dietas PSNF, IS e ISS diminuiram a concentracido de estradiol no soro dos
animais pesquisados;

6. Os macrofagos do grupo IS apresentaram mais apoptose e menos necrose em

relacdo aos grupos PSNF, ISS e R.
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Apéndice A

Tabela. 1- Namero de células viaveis de cocos e bacilos (ufc/ml), nos diferentes

lotes de produtos fermentados (‘iogurte”).

Lote de Processamento Cocos Bacilos Coloragdo de
Gram
1 11,9x 10° 12,6 x 108 +
2 17,7 x 10 19,0 x 10® +
3 15,8 x 10° 16,1 x 10° +
4 70,6 x 10’ 99,6 x 10’ +
5 16,0 x 10 18,5 x 10 +
6 18,0 x 10° 19,3 x 10 +
7 60,3 x 10’ 55,4 x 107 +
8 15,4 x 10 17,7 x 10 +

Os valores apresentados referem-se as médias de 3 determinagdes.

Tabela 2 - Numero de células viaveis de cocos e bacilos (ufc/ml), nos diferentes

lotes de produtos fermentados suplementados.

Lote de Processamento Cocos Bacilos Coloragdo de
Gram
1 16,8 x 10° 17,3x 10° +
2 72,0 x 10 10,9 x 10° +
3 71,0 x 107 86,0 x 10’ +
4 78,6 x 10’ 90,6 x 10’ +
5 18,3 x 10° 19,5 x 10° +
6 85,4 x 10 74,0 x 10 +
7 16,8 x 10° 15,1 x 10° +
8 17,0 x 10° 16,4 x 10° +

Os valores apresentados referem-se as médias de 3 determinagdes.



Tabela 3 — Desenvolvimento do tumor
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GRUPOS ESTUDADOS
DIAS Leite de soja "'Togurte'' de soja "Togurte'' de soja suplementado Racao

1 0 0 0 1

2 1 0 1 3

3 1 0 2 3

4 1 0 2 3

5 1 1 3 4

6 1 1 3 5

7 2 2 3 5

8 2 2 4 6

9 3 2 4 6
10 4 2 4 6
11 4 2 4 6
12 4 2 4 6
13 5 2 5 6
14 5 2 5 6
15 5 2 5 6
16 5 3 5 6
17 5 3 5 6
18 5 3 5 6




Tabela 4 — Volume do tumor (Zhou, 1998)

Grupos PSNF IS ISS R
0,002 0,002 0,03 0,08
0,002 0,001 0,03 0,04
0,004 0,002 0,04 0,04
0,003 0,001 0,03 0,03
0,003 0,002 0,030 0,050

Média 0,003 0,002 0,032 0,048

Tabela 5 — Média e desvio padrio dos valores de NO (5x10 Scélulas)
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Controle PSNF 1S ISS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ com
23402 50,6+02| 1,5+0,1 753+1,1]1,5%0,1 623+0,5(1,2+02 101,1%2,8(4,70,1 86,5+6,0 | tumor
Controle PSNF 1S ISS R
c- o+ c- c+ c- c+ c- C+ C- c+ sem
2,3+0,2 50,6+0,2 | 1,51 +0,1 834+0,8 |2,8+ 0,2 70,6+0,8|14+0,1 675+1,3 |{44+0,3 83,1 £0,6 | tumor
Tabela 6 — Média e desvio padrao de valores de IL-1f (pg/mL)
Controle PSNF 1S 1SS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ com
0 T7+7,7 0 109 £ 0,4 13,7413 1415+7,7| 23+0,5 403 £6,5 17,8 £0.5 70,3+9 | tumor
Controle PSNF 1S ISS
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ sem
0 77£7,7 0 168+6,8 15,3204 167+6,4 25,2+0,7 164,3+9,1 17,820,1 125+3,1 tumor
Tabela 7 — Média e desvio padrio de valores de TNF-a (pg/mL)
Controle PSNF 1S 1SS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ com
0 14+£0,3 0 742 +£28 0 76 £3 0 88,9+2.2 0 37,3+4,5 | tumor
Controle PSNF IS 1SS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ sem
0 14+0,3 0 75,6 £2,7 0 136,7 £2,7 0 77,3+1 0 57,8+3,6 | tumor




Tabela 8 — Média e desvio padrio de valores de IL-6 (pg/mL)
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Controle PSNF IS ISS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ com
18,542,1 104,162 | 647+1,7 125121 | 82,3+0,5  123+15 | 81,7+42 141208 75422 14313 | tumor
Tabela 9 — Média e desvio padrao de valores de IL-12 (pg/mL)
Controle PSNF IS ISS
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ com
0 0 0 3516,4 0 6678 0 71,648,3 0 0 tumor
Tabela 10 — Média e desvio padrao de valores de IL-10 (pg/mL)
Controle PSNF IS ISS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ com
0 0 43404 16+0,8 44404 153405 | 4604 1020,1 0 50,1 | tumor
Tabela 11 — Média e desvio padrao de valores de IFN-y (pg/mL)
Controle PSNF IS ISS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ com
24202 63209 | 6907 17,714 | 35204 45419 | 47:0,1 47871 | 3,620, 14314 |twmor
Controle PSNF IS ISS R
C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ C- C+ sem
24402 63309 | 6208 26,641 | 41404  577+14 | 48408 32447 | 38407 52408 | tumor

Tabela 12 — Média e desvio padrao de vasos sanguineos no tumor

PSNF

1S

ISS

R

1,620,5

1,2+0,4

6,2+0,7

8+0,6




Tabela 13 — Média e desvio padrao de valores de estradiol (pg/mL)

sem Controle PSNF IS 1SS R

dieta 21+0,8 22+1,6 20+0,5 20+0,5 20+0,5
com Controle PSNF 1S 1SS R

dieta 36,7+4,7 22,2+1,4 20+0 26,8+4,3 38,245,2
dieta e Controle PSNF IS 1SS R

tumor 40,245,8 25,2+5,8 24,8+6,1 22+1,5 35+4,4

Tabela 14 — Média e desvio padrao de mitoses no local do tumor

PSNF

IS

ISS

R

23,6+0,5

20,4+0,5

33+1,2

28,2+1,1

Tabela 15 — Média e desvio padrao de apoptose e necrose em macroéfagos

PSNF IS ISS R
Apoptose Necrose Apoptose Necrose Apoptose Necrose Apoptose Necrose
25+0,5 7+04 34+0,5 3+£05 24 +0,5 6+0,5 20+ 04 4,6+0,5
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