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Resumo:

O desenvolvimento de tumores na regido colorretal € marcado por
diferentes estagios. As criptas aberrantes (CA) e focos de criptas
aberrantes (FCA) sdo consideradas lesdes pré-neoplasicas, variando de
hiperplasia a diferentes graus de displasia no colon. Estas lesdes
geralmente apresentam alteragdes na producao de mucinas, permitindo um
maior entendimento do processo de carcinogénese do célon. Neste estudo,
objetivamos quantificar os niveis teciduais de mucinas acidas no colon e
correlacionar as alteracdes histopatologicas nos FCA e a producdo de
mucina nos grupos tratados com 6leo essencial (OE) de Zingiber officinale
na regido colorretal de ratos Wistar. O material bioldgico utilizado foi
proveniente de um experimento realizado anteriormente em noSso
laboratdrio, com 0s seguintes grupos experimentais: Gl (controle negativo);
Gll (controle de inducéo positivo); Gl (DMH + 6leo essencial); GIV (DMH +
5-Florouracil) e GV (0leo essencial). As técnicas histologicas utilizadas
foram hematoxilina-eosina (HE) e Alcian Blue (AB). A quantificacdo das
mucinas coradas com AB foi realizada pelo Célculo da Porcentagem total
de pixels (px), como segue: ((Média de px selecionados)/(Area total da
imagem em px))*100% onde observamos diferenca estatistica em ambas
regides, entre os Glll e GIV. Na coloracdo de HE, observamos FCA
hiperplasico e displasico apenas nos grupos Gll, Glll e GIV, em ambas as
porcdes do colon analisadas (proximal e distal). Desta maneira, a avaliagdo
de FCA e a quantificacdo de mucinas podem ser consideradas marcadores
morfolégicos precoces de tumores na regido colorretal.

Introducao

O cancer colorretal (CCR) € uma neoplasia maligna que se desenvolve no
intestino grosso e, segundo o INCA (2018), esta entre os mais importantes
problemas de saude global, sendo um dos tumores mais frequentes em
homens e mulheres. Na mucosa do intestino grosso, as células caliciformes
produtoras de mucina aumentam progressivamente em numero em direcéo
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aos segmentos distais e o reto. As sialomucinas, grupo de mucinas acidas;
podem ser identificadas com padrbes de expressdo quando utilizado
corantes, em especial o Alcian-blue. Anormalidades na distribuicdo no
epitélio intestinal vém sendo demonstradas em diversas afeccbes que
acometem o colon. Assim, é possivel determinar, de forma obijetiva,
parametros histolégicos para quantificar a producdo de mucinas na mucosa
colénica, com emprego da morfometria computadorizada (FARIA JR et al.,
2007). BIRD (1987) descreveu o processo de carcinogénese colorretal em
modelos animais induzidos com carcindgenos quimicos. Os Focos de
Criptas Aberrantes (FCA) sugerem serem as primeiras lesdes intestinais no
processo neoplasico, com formacgdes 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. O 6leo essencial de gengibre (OEG), extraido
dos rizomas do gengibre, é constituido principalmente de hidrocarbonetos,
tendo suas propriedades atribuidas a diferentes mecanismos, dentre eles,
neutralizar espécimes reativas de oxigénio, minimizando danos oxidativos ao
DNA e inibicdo da proliferagao celular (TOGAR et al., 2014). Neste sentido,
esse trabalho objetivou quantificacdo os niveis teciduais de mucinas acidas,
por morfometria computadorizada, para avaliar a possivel atividade
guimiopreventiva e/ou antitumoral do OEG.

Materiais e métodos

Este projeto consiste na analise de amostras do célon de ratos Wistar,
disponiveis em nossos laboratérios, induzidos com DMH (1,2-
dimetilhidrazina) e tratados com a droga comercial Fauldfluor® (LIBBS) e
com o OEG (Zingiber officinale). Os animais foram divididos em 05 grupos
experimentais, nomeados: Grupo | - Controle negativo = animais sem
inducado e sem tratamento; Grupo Il — Controle positivo inducdo = animais
com inducdo de DMH; Grupo Illl — Grupo tratamento experimental =
inducdo com DMH + tratamento com o OEG; Grupo IV — Grupo tratamento
padrdao = inducdo com DMH +5-FU; Grupo V — Controle tratamento
experimental = animais tratados somente OEG

Processamento histoldgico: Coloragéo de HE e AB:

As laminas foram desparafinadas em banhos sucessivos de xilol,
alcoolizadas em banhos sucessivos de alcool absoluto e hidratadas com
agua destilada. A seguir, incubadas em hematoxilina de Harris e em eosina.
Ou Alcian Blue (AB). Posteriormente, os cortes foram desidratados em
banhos sucessivos de alcool absoluto, diafanizadas em xilol, e montadas
com resina e laminula. Foram analisados em média 20 campos/corte sob
ampliacao de 200 vezes e, os FCA, foram classificados histologicamente em
hiperplasicos e displasicos. A expressao das mucinas acidas foi quantificada
com ampliacdo de 400x, por meio de processamento de imagens em um
campo focal com pelo menos quatro criptas colonicas completas e
contiguas. Realizaremos a captura das imagens ao longo de todo corte
histolégico, em um total de 15 fotos por corte histolégico, com uma camera
acoplada a um microscopio 6ptico (Opticam microscopy technology — Lopt
14003) e procedemos a analise de imagem com auxilio do software Image-
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Pro Plus. Por meio de histogramas coloridos no sistema software RGB
determinou a intensidade da cor em numero de pixels em cada campo
selecionado pelo Calculo da Porcentagem total de pixels (px), como segue:
((Média de px selecionados)/(Area total da imagem em px))*100 %.

Andlise Estatistica

Os experimentos foram descritos em média + desvio padrdo do niamero de
criptas e focos de criptas aberrantes por animal de cada grupo e analisados
por variancia Oneway ANOVA, seguida de Teste de Tukey para comparacao
das médias. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao

No presente estudo, observamos nos GllI, Glll e GIV uma grande quantidade
de criptas hiperplasicas e displasicas tanto na porcao proximal quanto na
regido distal. O grupo Il apresentou valores significativamente maiores de
FCA hiperplasicos e displasicos em relacdo aos grupos de tratamento
padrdo e experimentais (Figura 01). Estes resultados sugerem que o 6leo
essencial de gengibre teve eficacia no controle da expanséo clonal de CA
nos FCA. Existe evidéncia de que os FCA, especialmente os FCA
displasicos representam uma mudanca morfologica inicial na mucosa
colorretal, dentro do processo de carcinogénese, e foi amplamente aceita
como lesédo precursora do cancer do colon do ponto de vista morfolégico,
histologico, bioldgico e genético (CHENG & LAI, 2003).

Com relacdo a quantificacdo da producdo de mucinas, nossos resultados
mostraram que ndo houve diferencas estatisticas na distribuicdo de mucinas
acidas entre as regides proximais e distais e entre os Gll e Ill. Por outro lado,
em ambas as regides houve diferenca estatistica entre os Gll e IV e entre os
Glll e IV (Tabela 01). A reducédo na secrecdo de mucinas esta associada a
areas com displasia, indicando que as alteracdes observadas no padrédo de
mucinas pode ser um indicativo de um estado hiperproliferativo relacionado
a progressao tumoral (MA et al., 2002).

Tabela 01. Quantificacdo da producdo de mucinas acidas, coradas com
Alcian Blue, nas regifes proximais e distais do célon, nos grupos controles,
experimentais induzidos com 1,2 — dimetilhidrazina (DMH) e com tratamento
com 0Oleo essencial de gengibre.

Proximal (%) Distal (%)
Grupo | 2.903 + 1.61 3.382 +3.210
Grupo Il 2 3.068 +2.792° 2.955 + 1.805°
Grupo Il 2.742 +1.603°" 3.136 +1.580 °
Grupo IV ° 4.450 + 4.509° 4.241 +2.274°
Grupo V ° 2.397 £1.185 2.512 +1.382

% - porcentagem de Pixels marcados por mucinas acidas. Resultados expressos como média das
guantidades observadas nos animais do mesmo grupo * desvio padrao. abc Significancia por teste de
Trukey p<0,05.
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Figura 1. Quantificacdo de hiperplasias e displasias observadas pela técnica de HE, nas porcdes
proximais e distais dos animais de cada grupo. A média e desvio padrdo foram calculados com
base no nimero de animais de cada grupo. Resultados expressos como média das quantidades
observadas nos animais do mesmo grupo * desvio padrdo. * Significancia por teste de Turkey
p<0,05.

Conclusdes

O OEG tém bom potencial antioxidante, podendo modificar a carcinogénese
do colon em ratos, neste bioensaio de avaliagdo histopatoldgica
semiquantitativo. Além disto, o OEG teve eficacia significativa inibindo a
expanséo clonal de células que compde os FCA, reduzindo a formacao de
FCA displasicos, exercendo assim ac¢do quimioprotetora na mucosa colénica
submetida a inducdo por carcinégenos. Em relacdo a quantificacdo de
mucinas, concluimos que este parametro morfolégico é atil na via de
deteccéo precoce de tumores na carcinogenese colonica.
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