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1. INTRODUÇÃO
O  câncer é  uma  enfermidade  onde  ocorre  o  crescimento  desordenado

(maligno) das células, capazes de invadir os tecidos e órgãos, podendo espalhar-
se (metástase) para diferentes regiões do corpo. Existem diversas alternativas
para seu tratamento, como  quimioterapia, terapia hormonal,  cirurgia, transplante
de medula óssea, radioterapia e terapia-alvo (INCA, 2018). A ciclofosfamida (CF)
é  um  agente  alquilante  altamente  usado  para  o  tratamento  de  neoplasias
malignas (BURKARD et al., 2014 e HUANG et al., 2014), podendo também ser
utilizada como imunossupressor no transplante de órgãos (CETIK et al., 2015).
Entretanto,  sua utilização é limitada,  devido  a algumas reações adversas que
incluem supressão da medula óssea,  suscetibilidade a infecções, esterilidade e
amenorreia; bem como complicações cardiovasculares (FURTS et al., 2011)

Estudos relacionados ao uso de probióticos – microrganismos vivos capazes
de  melhorar  o  equilíbrio  microbiano  intestinal  produzindo  efeitos  benéficos  à
saúde do indivíduo (ANVISA, 2002) – tem mostrado dados promissores, como
eficácia na redução de colesterol em pacientes que consomem dietas ricas com o
mesmo,  uma  vez  que  probióticos  podem  desempenhar  papel  expressivo  no
sistema digestivo, imunológico e nas funções respiratórias (FAO, 2006), inclusive
em pacientes imunocomprometidos pelo uso de CF (SALVA et al., 2014). Pichia
pastoris, uma  levedura  utilizada  como  sistema  de  expressão  de  proteínas
recombinantes,  vem  se  destacando  ao  ser  avaliada  quanto  ao  seu  potencial
probiótico (GIL DE LOS SANTOS et al., 2012). Tem se destacado também, pela
sua capacidade de crescimento a partir de resíduos de baixo custo e meios de
cultura relativamente  simples,  possibilitando  sua  produção  em  larga  escala
industrial (CREGG, 2017). Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar o
efeito  da  suplementação  com  a  levedura  P.  pastoris sobre  parâmetros
bioquímicos em um modelo de imunossupressão induzida por quimioterapia com
CF em camundongos Swiss.

2. METODOLOGIA

A levedura P. pastoris (X-33), suspensa em glicerol à 80% e armazenada a
-20º C, foi cultivada em 1,4 L de caldo Yeast Malt (YM) e incubada por 72 h a
28°C sob agitação de 200 rpm em agitador orbital. Após o processo fermentativo,
as células foram recuperadas por centrifugação a 5000 g por 15 minutos a 4ºC e
o pellet celular foi lavado duas vezes com 300 mL de solução salina (NaCl 0,9%).
O cultivo foi concentrado a um volume de 300 mL em solução salina 0,9% estéril
e armazenado sob refrigeração durante todo o período do estudo. A concentração
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de P. pastoris (expressa em UFC/mL) foi determinada através de diluição seriada
decimal em solução salina 0,9% estéril  e contagens em placas contendo Agar
YM, após incubação das placas a 37ºC por 24 h.

A  duração do  experimento  foi  de  17 dias  e  utilizou-se  30 camundongos
Swiss machos,  com  28  dias  de  idade.  Os  camundongos  foram  divididos  em
quatro grupos: grupo tratado com ciclofosfamida (CF); grupo suplementado com
P.  pastoris (PP);  grupo  tratado  com  ciclofosfamida  e  suplementado  com  P.
pastoris (CF+PP); e grupo não tratado e não suplementado (C). Os animais do
grupo  PP  e  CF+PP foram suplementados  diariamente  por  gavagem  com 108

UFC/animal e, os grupos C e CF receberam solução salina diariamente a fim de
gerar o mesmo estresse nos animais. O protocolo de imunossupressão, segundo
Zuluaga et al. (2006), foi realizado nos grupos CF e CF+PP com duas doses de
quimioterápico: a primeira no dia 13 (150 mg/kg) e a segunda dose no dia 16 (100
mg/kg). E, finalmente no 17º dia, foi realizada a eutanásia, onde os camundongos
foram  anestesiados  com  isoflurano  e  submetidos  ao  procedimento  de
exsanguinação por punção cardíaca, seguindo os princípios éticos estabelecidos
pelo COBEA (DOU, 2016). Foi efetuada coleta de sangue e, devido a quantidade
limitada das amostras de sangue, foram realizadas somente análises bioquímicas
de  ureia,  glicose,  colesterol  total  e  triglicerídeos,  utilizando-se  kits  comercias
(Labtest®),  conforme o  protocolo  do  fabricante. As análises  estatísticas  foram
realizadas no programa Graphpad Prism 6.0 através dos testes: Two-way Anova
e Tukey, considerando-se o nível de significância de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
 
As médias e desvio padrão dos parâmetros bioquímicos, bem como seus

padrões de referência (SANTOS et al., 2016 e MATIDA et al., 2015), podem ser
observados na Tabela 1.

Tabela 1: Médias ± desvio padrão dos parâmetros bioquímicos por grupo, de camundongos
Swiss machos tratados com 250 mg/kg de ciclofosfamida (CF) e suplementados diariamente por
gavagem com 108 UFC/animal de P. pastoris (PP) e valores de referência (n=29).

Médias dos valores encontrados nos grupos 

(± desvio padrão) Valores de
referência

Parâmetros
Bioquímicos

Controle CF PP CF+PP

Ureia (mg/dL) 63,58±7,79 76,50±6,80αβ 64,23±4,66 69,65±4,54 20,0-65,0*
Colesterol Total

(mg/dL)
130,09±7,15 121,83±9,29 122,38±8,07 139,22±14,53α 80-150**

Triglicerídeos (mg/dL) 235,57±26,07 187,11±39,01α 207,43±40,13 188,44±17,48 70-150**
Glicose (mg/dL) 194,47±16,20 201,76±46,03 220,59±35,82 214,62±40,58 130-210**

α p<0,05  (Anova);  β C x CF p=0,0229 e PP x CF p=0,0428 (Tukey); * Matida et al. (2015); ** Santos et al.

(2016).

Em ambos os grupos imunossuprimidos, os valores de ureia, um marcador
da  função  renal,  apresentavam-se acima do  recomendado por  MATIDA et  al.
(2015). Além disso, foi observada diferença significativa nos valores de ureia entre
os  grupos  (CF,  p=0,0054,  Anova)  sendo  que  estes  foram  significativamente
maiores no grupo CF do que nos grupos C (p=0,0229,  Tukey) e PP (p=0,0428,
Tukey), demonstrando o efeito nocivo da CF sobre este parâmetro.  Névoa et al.
(2013) analisaram as características bioquímicas de leitões submetidos por 60
dias  a  dietas  com os  aditivos:  probiótico  S.  cerevisae (2000  ppm),  prebiótico
mananoligossacarídeo (extraído da parede celular de  S. cerevisae) (1000 ppm),
simbiótico  S.  cerevisae (2000  ppm)  +  mananoligossacarídeo  (1000  ppm)  e  o



antibiótico  avilamicina  (100  ppm),  e  não  encontraram diferenças  significativas
entre  os  grupos  para  nenhum dos  parâmetros  pesquisados  (ureia,  creatinina,
ALT,  AST,  colesterol  total  e  proteínas  plasmáticas).  Esses  dados  apoiam  o
evidenciado no presente estudo, onde não foi observada diferença significativa
nos  valores  plasmáticos  de  ureia  entre  os  grupos  CF  e  CF+PP,  ou  seja,  a
levedura não foi capaz de proteger os animais dos danos deletérios gerados pelo
medicamento. 

Com  relação  ao  perfil  lipídico,  os  valores  obtidos  para  colesterol  total
encontravam-se  dentro  da  normalidade  para  todos  os  grupos  avaliados.  Em
contraponto,  conforme  demonstrado  na  Tabela  1,  os  níveis  séricos  de
triglicerídeos e glicose estavam acima do proposto por  SANTOS et  al.  (2016)
principalmente nos grupos que receberam PP e CF. Entretanto, não foi observada
diferença significativa quanto aos níveis de glicose entre os grupos e, com relação
aos triglicerídeos, os níveis do grupo CF foram significativamente menores do que
os dos outros grupos. Já com relação aos níveis  séricos de colesterol total, foi
observado  que  houve  uma  interação  significativa  (p=0,0214,  Anova)  entre  o
tratamento com CF e a suplementação com o probiótico, onde  as médias dos
níveis dos animais do grupo CF+PP foram significativamente maiores do que as
do  grupo  tratado  com  CF (Tabela  1).  Em  seu  estudo,  Núñes  et  al.  (2014)
avaliaram os marcadores sanguíneos glicose, triglicerídeos, colesterol total, LDL e
HDL em camundongos BALB/c fêmeas que receberam por 60 dias 108 UFC/ml de
L. casei CRL 431 adicionadas à água, após a indução de obesidade por dieta
hiperlipídica  (5  dias).  Eles  constataram  que  os  níveis  de  glicose  nos
camundongos obesos não foram alterados pela suplementação com o probiótico,
assim como no presente estudo, sendo o grupo obeso que recebeu somente o
leite fermentado o único a apresentar redução significativa na concentração sérica
de glicose, em comparação aos demais grupos com obesidade induzida, porém,
os valores obtidos foram superiores aos encontrados no grupo controle.  

4. CONCLUSÕES

Os níveis de triglicerídeos foram significativamente menores e os níveis de
ureia foram significativamente maiores no grupo tratado com CF, demonstrando o
efeito deletério do fármaco sobre o parâmetro ureia. Entretanto, P. pastoris não foi
capaz  de  evitar  o  aumento  da  ureia  gerado  no modelo  de  imunossupressão
induzida  por  CF,  pois  não  foram  observadas  alterações  significativas  nos
parâmetros bioquímicos ureia, glicose e triglicerídeos entre os animais tratados
com CF suplementados ou não com a levedura. Já quanto aos níveis séricos de
colesterol  total,  as  médias  dos  níveis  dos  animais  do  grupo  CF+PP  foram
significativamente maiores do que as do grupo CF. Entretanto, não foi possível
determinar se esse aumento foi devido ao aumento do colesterol HDL ou LDL,
pois não foi realizada análise fracionada deste parâmetro.
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