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RESUMO

De acordo com uma série de estudos cientificos, a ingestdo de probioticos apresenta diversos
beneficios para a saude, e as principais preparacfes probidticas atualmente disponiveis no
mercado pertencem ao grupo de bactérias designadas como éacido lacticas (BALS).
Considerando o aumento no consumo humano de produtos l&cteos contendo estes
microrganismos, cada vez mais se faz necessario avaliarmos a sua seguranca, especialmente
no que se refere a inducdo de danos ao material genético. Neste sentido, o presente estudo
avaliou a atividade toxico-genética da linhagem LAC 104 de Lactobacillus paracasei, isolada
de queijo artesanal nativo da Regido Nordeste do estado do Rio Grande do Sul, através do
teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo em células somaticas de Drosophila
melanogaster (SMART). Foram avaliadas quatro diferentes concentragdes (10, 10°. 10° e
10'° células/mL) da bactéria em dois cruzamentos distintos, padréo e aprimorado, que diferem
entre si na quantidade de enzimas de metabolizag&o do tipo citocromo P450. Os resultados
obtidos no cruzamento padrdo e aprimorado mostram que a linhagem LAC 104 ndo aumentou
a frequéncia total de manchas mutantes quando comparada ao controle negativo, 0 que
permite caracteriza-la como destituida de atividade mutagénica neste bioensaio. Entretanto,
no cruzamento aprimorado verificou-se aumento na frequéncia de manchas gémeas, que sao
geradas exclusivamente por eventos recombinacionais. Ainda que a atividade mutagénica da
linhagem LAC 104 n&o tenha sido previamente avaliada, a auséncia de inducdo de danos
genéticos, relacionados com mutacao génica ou cromossdmica, verificada neste estudo esta de
acordo com alguns resultados descritos na literatura cientifica com outras bactérias
probidticas.
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INTRODUCAO

Os probidticos sdo definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) como microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano
intestinal produzindo efeitos benéficos a salde do individuo (ANVISA, 2002). Dentre a vasta
gama de bactérias utilizadas como probidticos, os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium
sdo mais frequentemente empregados, uma vez que tém sido isolados de todas as porcoes do
trato gastrointestinal de humanos e preenchem as condi¢fes para um bom probiético.
Importantes atributos das cepas de probioticas sdo os fatores de colonizagdo, a capacidade de
acumular substancias inertes a fim de proteger suas enzimas contra a acao do calor, frio,
desidratacdo e exposicdo ao ambiente gastrointestinal (VASILJIEVIC E SHAH, 2008),
adesividade as células da mucosa intestinal, velocidade especifica de crescimento elevada e
capacidade de produzir substancias antimicrobianas contra bactérias patogénicas (LEBEER,
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VANDERLEYDEN, DE KEERSMAECKER, 2010). A atividade antagonistica é outro
requisito fundamental para a sobrevivéncia no intestino (SCHILLINGER et al., 2005).

Um ndmero consideravel de beneficios para a saude tem sido postulado como
resultado da ingestdo de probioticos, incluindo a modificacdo da microbiota intestinal, a
prevencdo da colonizacdo de patdgenos, a estimulacdo da imunidade do intestino, reducéo de
reagbes inflamatorias, alivio de intolerncia & lactose, reducdo das alergias alimentares
(AHMADOVA et al., 2013a,b; FORSBERG et al., 2013; LIU et al., 2013; RASK et al.,
2013), prevencdo e tratamento de doencas gastrointestinais, trato respiratério e urogenital
(NAGPAL et al., 2012) e producdo de vitaminas do grupo B, como folato, riboflavina e
vitamina B12 (LEBLANC et al., 2011).

Entre os possiveis mecanismos que explicam os beneficios acima citados esta a
competicdo dos probidticos com bactérias ou virus patogénicos por sitios de ligagdo sobre as
células epiteliais, impedindo possiveis infeccdes. Da mesma forma, os probidticos podem
também inibir o crescimento de bactérias patogénicas, produzindo &cidos organicos
(especialmente os acidos acético e lactico), peroxido de hidrogénio e outros compostos como
as bacteriocinas (ex.: nisina), e peptideos antifingicos (AHMADOVA et al., 2013a; CHAI et
al., 2013; SCHOSTER et al., 2013).

Considerando a amplitude de efeitos benéficos atribuidos aos probidticos, a sua
manipulacdo e insercdo em produtos alimenticios, 0 aumento no consumo humano de
produtos lacteos contendo este grupo de microrganismos, cada vez mais se faz necessario
avaliarmos a seguranca de seu consumo. Neste sentido o objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade mutagénica e recombinogénica da linhagem LAC 104 de Lactobacillus paracasei,
em células somaticas de Drosophila melanogaster através do teste para a Deteccdo de
Mutacdo e Recombinacdo Somaética (SMART), utilizando o0s cruzamentos padrdo e
aprimorado.

METODOLOGIA

A linhagem LAC 104 de Lactobacillus paracasei foi previamente isolada de queijo
tipo “Serrano” (DELAMARE et al., 2012) produzido na regido Nordeste do estado do Rio
Grande do Sul. Esta linhagem permaneceu armazenada no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do
Sul (UCS) sob coordenacdo do Dr. Sérgio Echeverrigaray Laguna. Neste laboratério foram
executados todos os procedimentos relacionados a preparacdo das culturas, que
posteriormente foram enviadas ao Laboratério de Toxicidade Genética — TOXIGEN da
ULBRA Canoas-RS, para a execucdo dos experimentos para avaliacdo da atividade
mutagénica. A linhagem bacteriana foi inicialmente incubada em meio MRS, a 37°C por 24h.
As células foram coletadas por centrifugacdo e, apo6s lavagem, foram ressuspendidas em
solucdo salina (NaCl 0,9%) para obter a concentracdo inicial de 10*° células/ml, a partir da
qual foram preparadas as demais concentragcdes. Os experimentos foram realizados com
bactérias ativas e bactérias inativadas pelo calor, uma vez que a comparacdo dos resultados
obtidos podera indicar se o efeito observado esta relacionado a viabilidade celular.

No teste SMART foi utilizado o cruzamento padrdo com as linhagens designadas
como flr* e mwh, originando larvas portadoras de nivel basal de atividade metabélica
dependente de citocromo P-450 (CYP450) e o cruzamento aprimorado, com as linhagens
mwh e ORR;fIr®, que gera larvas com elevada expressdo de enzimas CYP450. Para maiores
detalhes sobre o teste SMART ver Andrade, Lehmann e Reguly (2004). As larvas coletadas a
partir dos cruzamentos foram submetidas ao tratamento crénico em tubos plasticos contendo
1,5 g de meio instantaneo onde foram adicionados 5 mL das solugdes de tratamento: controle
negativo (solucdo salina), controle positivo (uretano 20 mM) e quatro diferentes
concentracdes de BALs (10™; 10% 10° e 10* células/mL).



Foram analisadas as asas das moscas observando-se 0s fenotipos das cerdas existentes
em microscopio optico com aumento de 400x. O tipo de mancha mutante observada nas asas
dos adultos permite a caracterizacdo de eventos genotoxicos distintos. Desta forma, as
manchas simples podem originar-se tanto por eventos mutacionais - incluindo mutac6es
pontuais e aberracbes cromossdmicas - como também por recombinacdo mitética. Ja as
manchas gémeas, que expressam concomitantemente os fenétipos flr* e mwh, sdo produtos
exclusivos de eventos recombinacionais.

Os dados obtidos no controle positivo e nas diferentes concentragdes de BAL foram
comparados com o controle negativo. Para tanto, foi utilizado o teste binomial condicional de
Kastembaum e Bowman, seguindo o procedimento de decisdes multiplas de acordo com Frei
e Wiirgler (1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos revelam que em ambos 0s cruzamentos, tanto a cultura de bactérias
ativas, como inativass, ndo aumentaram a frequéncia total de manchas quando comparadas ao
controle negativo em todas as concentracdes avaliadas, o que permite caracteriza-las como
destituidas de atividade mutagénica no teste SMART (Tabelas 1 e 2). Apesar da auséncia de
mutagenicidade, € importante destacar que a analise dos diferentes tipos de manchas mostra
que, no cruzamento aprimorado (Tabela 2), a bactéria viva, nas concentracdes de 10° e 10%°, e
morta, nas concentracdes de 10°, 10% e 10, aumentaram a frequéncia de manchas gémeas.
Considerando o fato de que a ocorréncia de manchas gémeas é o resultado exclusivo de
eventos recombinacionais, especificamente envolvendo a regido do cromossomo 3 entre 0
locus do gene flr® e o centromero, fica o alerta quanto a ocorréncia deste tipo de lesdo
associada ao consumo destes microrganismos.

A avaliacdo da atividade mutagénica de BALs ndo tem sido amplamente estudada e,
portanto, h& poucos relatos descritos na literatura cientifica. A auséncia de atividade
mutagénica da linhagem LAC104 de Lactobacillus paracasei verificada neste estudo esta de
acordo com alguns resultados descritos na literatura cientifica com outras bactérias
probidticas. Neste sentido, Kim et al. (2012) ndo observaram atividades mutagénica e
clastogénica do sobrenadante obtido de culturas de Bacillus mojavensis KJS-3, quando
avaliado através do teste de Ames em Salmonella typhimurium e do teste de aberracGes
cromossémicas em células pulmonares de hamster Chinés (CHL), na presenca e auséncia de
ativacdo metabolica. Adicionalmente, os autores verificaram reducdo dose-dependente no
namero de revertentes de S. typhimurium quando comparado ao controle negativo, indicando
gue compostos antimutagénicos foram produzidos durante o processo de fermentacdo do meio
de cultura pela cepa KJS-3 de B. mojavensis.

Chiu et al. (2013) analisaram a atividade mutagénica de uma mistura liofilizada
contendo as bactérias probidticas Lactobacillus rhamnosus LCR177, Bifidobacterium
adolescentis BA286 e Pediococcus acidilactici PA318. Neste estudo foram utilizados
diferentes bioensaios: teste de AMES em 5 linhagens de Salmonella typhimurium, o teste de
aberracbes cromossdmicas em células de ovario de hamster Chinés CHO-K1 e o teste de
micronucleos em células do sangue periférico de camundongos ICR. Os resultados obtidos
mostraram que a mistura probiotica multi-espécies ndo apresentou atividade mutagénica nas
diferentes avaliacOes realizadas.

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui apresentados demonstram que a linhagem LAC 104 de Lactobacillus
paracasei com células viaveis e ndo viaveis ndo induz danos no DNA, do tipo mutagdo génica
e cromossdmica, quando avaliada através do cruzamento padrdo e aprimorado do teste



SMART em D. melanogaster. Estes dados reforcam as informacdes prévias descritas na
literatura cientifica, que mostram a seguranga do consumo de probi6ticos.

Tabela 1: Resultados do teste SMART com a progénie mwh/flr® do cruzamento padréo apds exposicdo
cronica de larvas de 3° estadio as concentracOes de L. paracasei (LAC104) ativas e inativas.

N de Manchas por individuo (n° de manchas) diag. estatistico® Total

MSP® MSG* . ; manchas
Tratamentos TN 2oty 2oty M M mwhe

m=2 m=5 - ~ (n)
CN¢ 60 0,52(31) 0,12 (07) 0,02 (01) 0,65 (39) 39
CP® 60 3,38(203) + 0,58(35)+ 0,20 (12)+ 4,17 (250)+ 249
LAC 104 ativas
10" céls/mL 60 0,62(37) - 0,07 (04) - 0,03 (02) i 0,72 (43) - 43
10° céls/mL 60 0,55(33) - 0,07 (04)- 0,02 (01) - 0,63 (38) - 38
10° céls/mL 60 0,52(31) - 0,07 (04) - 0,00 (00) - 0,58 (35) - 35
10" céls/mL 60 0,45(27) - 0,12(07)- 0,07 (04)i 0,63 (38) - 38
LAC 104 inativas
10 céls/mL 60 0,32(19) - 0,13(08)i 0,02 (01) - 0,47 (28) - 28
10° céls/mL 60 0,60 (36) - 0,05(03)- 0,00 (00) - 0,65 (39) - 39
108 céls/mL 60 0,52(31) - 0,10(06)- 0,00 (00) - 062 (37) - 36
10" céls/mL 60 0,40(24) - 0,10(06)- 0,03 (02) i 0,53 (32) - 32

®Diagnostico estatistico através do teste binomial condicional: -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo
para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=p=0,05. "MSP: manchas
simples pequenas. Inclui manchas simples flr 3raras. “MSG: manchas simples grandes. ®“MG: manchas gémeas.
"TM: total de manchas. ¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
"CN: controle negativo, solugdo salina 0,9%. 'CP: Controle positivo, uretano 20 mM.

Tabela 2: Resultados do teste SMART com a progénie mwh/flr* do cruzamento aprimorado apés
exposicdo cronica de larvas de 3° estadio as concentragdes de L. paracasei (LAC104) ativas e inativas.

N de M&r;cﬁbas por indi\l\//ll'rélé)d(n0 de manchas) diag. estatistico® Tot?]l
manchas
Tratamentos m(()isas (1-2 céls)* (>2 céls)° nIYI_Gz nT'Y'fZ mwh®
m=2 m=5 - B (n)

CN" 60 1,43(86) 0,15(09) 0,05 (03) 1,63 (98) 97
CP' 60 29,18(1751) + 8,08(485) + 4,48 (269)+ 41,75 (2505) + 2460
LAC 104 ativas
10" céls/mL 60 1,22(73) - 0,08(05)- 0,07 (04) i 1,37 (82) - 81
10° céls/mL 60 1,20(72) - 0,20(12)i 0,05 (03) - 1,45(87) - 86
10° céls/mL 60 0,40(24) - 0,17(10)i 0,45 (27) + 1,02 (61) - 55
10" céls/mL 60 0,50(30) - 0,03(02)- 0,62 (37) + 1,15 (69) - 65
LAC 104 inativas
10 céls/mL 60 1,22(73) - 0,20(12)i 0,07 (04) i 1,48 (89) - 87
10° céls/mL 60 0,82(49) - 0,20(12)i 0,45 (27) + 1,47 (88) - 81
108 céls/mL 60 0,77 (46) - 0,12(07)- 0,48 (29) + 1,37 (82) - 77
10" céls/mL 60 0,73(44) - 0,08(05)- 055 (33) + 1,37 (82) - 78

®Diagno6stico estatistico através do teste binomial condicional: -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo
para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a=p=0,05. "MSP: manchas
simples pequenas. ‘Inclui manchas simples flr 3raras. “MSG: manchas simples grandes. ®“MG: manchas gémeas.
"TM: total de manchas. ¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
"CN: controle negativo, solugdo salina 0,9%. 'CP: Controle positivo, uretano 20 mM.
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