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Resumo:

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro cancer com maior incidéncia no mundo. As
criptas aberrantes (CA) e os focos de criptas aberrantes (FCA) s&o consideradas
lesbes pré-neoplasicas. A quercetina € um antioxidante utilizado para minimizar
danos em nivel celular gerados por Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). O
objetivo desse estudo foi caracterizar o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas
na mucosa colbnica, por meio de métodos histopatolégicos (coloragdes de azul de
metileno (AZ) e HE), e analisar o tratamento com quercetina microencapsulada.
Foram induzidos 24 ratos com 1,2 — dimetilhidrazina (DMH), distribuido em 3 grupos
experimentais (Gl — grupo controle; Gll — grupo induzido com DMH; GIII — grupo
induzido com DMH e tratado com quercetina). Os resultados com AZ mostraram
gue, no grupo Gl ndo houve desenvolvimento de CA e FCA em nenhuma amostra
tecidual. No Gll e GIll, valores elevados na regido proximal e distal de CA e FCA,
foram observados em todos os animais. Na avaliacdo histopatolégica com HE,
observamos criptas hiperplasicas em ambas as regides (proximal e distal) nos trés
grupos experimentais. Lesdes displasicas foram observadas em todas as amostras
de tecido dos GIlI e Illl. Estatisticamente ndo observamos efeito significativo da
guercetina no controle da proliferacdo de CA por FCA, em ambas as regides
analisadas, ndo mostrando efeito quimioprotetor na dose utilizada. Além disto, no
Glll observamos uma formacao polipoide caracterizando uma displasia grave. Em
contrapartida, a avaliacdo dos FCA, por serem regibes com elevada atividade
proliferativa, confirmaram-se como Otimos biomarcadores para bioensaios de
compostos com provavel atividade antineoplasica.

Introducéo

O cancer colorretal (CCR) €é o terceiro cancer com maior incidéncia e o quarto com
0s mais elevados indices de mortalidade no mundo. No Brasil, o Instituto Nacional
do Cancer (INCA) estima que em 2020 ocorram cerca de 41 mil novos casos de
CCR, sendo 21 mil em homens e 20 mil em mulheres. Além disto, em 2018 a
mortalidade masculina foi de 8,2% dos portadores, e em mulheres, a taxa foi de
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9,3%. Bird (1987) descreveu o processo de carcinogénese colorretal em modelos
animais induzidos com carcindgenos quimicos. Os Focos de Criptas Aberrantes
(FCA) sugerem ser as primeiras lesdes intestinais no processo neoplasico, com
formacgbes hiperplasicas a displasicas. O 1,2-dimetilhidrazina (DMH) é utilizado em
modelos experimentais com animais, como droga indutora indireta, que promove
hipermetilacdo do DNA as células epiteliais colorretais. A quercetina apresenta um
grande potencial antioxidante, tendo suas propriedades atribuidas a diferentes
mecanismos, dentre eles, neutralizar espécimes reativas de oxigénio, permitindo o
equilibrio redox fisiolégico, minimizando danos oxidativos ao DNA e inibicdo da
proliferacdo celular (Aradjo et al., 2016). Neste sentido, esse trabalho objetivou
avaliar histopatologicamente o célon de ratos Wistar, induzidos com 1,2-
dimetilhidrazina e tratados com quercetina, na avaliacdo dos FCA e tumores
adenomatosos.

Materiais e métodos

A amostra era composta de 24 ratos adultos machos, da linhagem Wistar, durante
um periodo experimental de 112 dias, distribuidos em 3 grupos experimentais (Gl —
grupo controle; Gll — grupo induzido com DMH; GlII — grupo induzido com DMH e
tratado com quercetina). Os animais do grupo Gl receberam apenas diluente do
DMH (PBS). Os animais dos grupos Gll e GlII foram inoculados via intraperitoneal
com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) 40mg/Kg duas vezes por semana, durante as 2
semanas iniciais. A quercetina microencapsulada foi administrada somente no grupo
Glll na dosagem de 10mg/Kg por gavagem em cada animal diariamente durante
todo o tratamento experimental. Os animais sofreram eutanasia e foi coletado o
colon de todos os animais.

Os colons foram medidos e incluidos em solucéo fixadora de formalina tamponada a
10% por 12hs e armazenadas em etanol 70° até o processamento histoldgico. A
superficie mucosa foi corada com azul de metileno 1,0% dissolvido em PBS e
analisada ao microscopio de luz, com aumento de 40x, para quantificacdo das CA e
dos FCA. Posteriormente, os tecidos foram submetidos a banhos com graduacéo
alcodlica crescente, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os blocos de
parafina foram seccionados em microtomo semi-automatico em fragmentos de 4- 5
um de espessura, aderidos as laminas e corados com Hematoxilina e Eosina (HE)
para classificacdo das CA em hiperplasicas ou displasicas.

Os experimentos com os animais foram descritos em média + desvio padréo do n de
animais por grupo. Os dados obtidos do experimento foram analisados no programa
estatistico RStudio versdo 1.3.959 por teste de normalidade Shapiro-Wilk, Teste-t de
Welch para duas amostras independentes e variancia ANOVA de uma via (One
Way), seguida de Teste de Tukey para comparacdo das médias. O nivel de
significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao

As analises histologicas realizadas por meio da coloracdo com azul de metileno
estdo expressas na Tabela 01, pela média + desvio padrdo. Nos grupos Gl e GillI,
valores elevados na regido proximal e distal de CA e FCA foram observados em
todos os animais (Figura 1). A quantidade de CA na regido proximal do grupo GllI foi
bastante elevada, porém nao apresentou diferenca significativa em relacéo ao grupo
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II. Além disto, ndo foram encontrados FCA = 10 CA na regido proximal em
guantidade significante nesses grupos. Em contrapartida, FCA de 4-9 criptas se
mostraram altamente prevalentes em toda a por¢cdo distal do célon, além da
observacdo de focos com mais de 15 criptas nessa regidao. Os FCA com numero
elevado de criptas/foco, como observados nesse estudo, sdo supostamente uma
das primeiras manifestacdes teciduais a ocorrer no desenvolvimento do CCR
sugerindo que os FCA estdo no caminho que leva ao CCR, sendo um importante
biomarcador pré-tumoral (Wargovich et al., 2010).

Na avaliacdo histopatolégica pela coloracdo de HE, foram observadas criptas
hiperplasicas em ambas as regifes (proximal e distal) nos trés grupos experimentais,
sendo considerado o padrdo de normalidade. LesBes displasicas foram observadas
em todas as amostras de tecido dos grupos Il e lll. Além disso, foram observadas
placas de Peyer em cortes de intestinos distais, em alguns casos proliferativos,
difusos e invasores, juntamente com infiltrados linfocitarios e congestdo. Em uma
amostra do GIlIl foi observado uma formacéo polipoide adenomatosa mostrando
areas com displasia grave, com desarranjo arquitetdnico e morfologia nuclear atipica
(Figura 1). O consumo da quercetina se da em razao de que estudos apontam
efeitos contra o cancer devido suas propriedades quimioprotetoras (Russo et al.,
2017). No presente estudo, entretanto, ndo foram observadas mudancas
significativas que poderiam indicar um efeito quimioprotetor, nas doses utilizadas,
em relacao ao cancer colorretal.

Tabela 1. Quantificacdo das Criptas aberrantes (CA) e Focos de Criptas Aberrantes
(FCA), nas regides proximal e distal do célon, nos grupos experimentais de inducao
com DMH (1,2 dimetilhidrazina) e tratamento com quercetina.

Grupos CA FCA

Proximal Distal Proximal Distal

2-3 4-9 210 2-3 4-9 210
I 00+ 00 00+00 00+00 O00+00 00+00 O00+00 00x00 00=x00

I 31,625 13,625 49,125 19,125 0,125+ 42,375 62,75+ 8,25%*
+18,73 +14,34 +40,08  +18,3 0,35 +21,2 30,1 9,0

1 20,00+14,1 16,00+ 32,875 13,875 00+x00 45375 70,5+ 8,375+
9,8 +28,1 +15,2 +16,1 20,5 5,8

Selaiad v OGN W AUEENY 2
Figura 1. A: Mucosa colénica em vista topografica de FCétds pr
apresentam abertura luminal irregular e mais eaperssrelacéo as criptas adjacentes normais, aurderntox.
B: CA displasicas (seta azul), células com basofikitoplasmatica acentuada e elevada relagéo
nucleo/citoplasma com perda de polaridade celufavaios graus, estratificacdo nuclear e reducgmaoducao
de mucinas, aumento de 200x. C: Formagéo polip@ela verde) e Placas de Peyer hiperproliferatiifasa e
invasora (seta amarela), aumento de 40x.
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N&o foram observadas alteracdes significativas que poderiam indicar um efeito
guimioprotetor da quercetina, nas doses utilizadas, em relacdo ao cancer colorretal,
guando consideramos sua capacidade de controlar a multiplicidade de criptas/foco,
reduzindo a formacéo de FCA displasicos na mucosa colénica submetida a inducao
por carcin6genos. Porém, a avaliagdo dos FCA, por serem regides com elevada
atividade proliferativa, constituem-se como O6timos biomarcadores em bioensaios
para avaliagdo quimiopreventiva de compostos com provavel atividade
antineoplasica, a fim de controlar a multiplicidade de criptas/foco, exercendo assim
acao quimioprotetora.

Conclusodes
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