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Resumo:

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro cancer com maior incidéncia no
mundo. A reducdo da producdo de mucinas &acidas intestinais €
consideradabiomarcadores para experimentos de compostos com possivel
atividade antineoplasica.A quercetina € um antioxidante utilizado para
minimizar danos gerados por Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). O
Bifidobacterium animalismodula a microbiota intestinal exercendo funcéo
anti-inflamatéria e anticarcinogénica. O objetivo desse estudo foi avaliar por
morfometria computadorizadaa producdo de mucinas acidasem animais
tratados com quercetina e B. animalisutilizando a coloracédo de Alcian Blue
(AB).32 cdlons de ratos divididos em 4 grupos experimentais: Gl — grupo
controle; Gll — grupo induzido com DMH; Glll — grupo induzido com DMH e
tratado com quercetina; GIV — grupo induzido com DMH e tratado com
guercetina e B. animalis. Os resultados com AB mostraram que no Gl a
producdo de mucina foi menor, nas regides proximais e distais, em relacéo
ao GllI. Os grupos Glll e GIV apresentaram maior producdo de mucina, em
relagdo ao Gll, em ambas asregifes. Na regido proximal, o Glll apresentou
menor producdo de mucinaem relacdo ao GIV, mas na regiao distal,
apresentou maior producdo. Porém, ndo foram observados -efeitos
estatisticamente significativos do tratamento de quercetina e do B. animalis
na produgdo de mucina pela mucosa colbnica, em ambas as regides
analisadas, sugerindo que, na dosagem utilizada destes antioxidantes, nao
observamos efeito quimioprotetor. Além disso, no GlIl observou-se uma
formacéao polipoide com completa auséncia de producao de mucina.

Introducéao:

O cancer colorretal (CCR) tem se apresentado como um enorme problema
de saude publicapor vitimizar milhares de individuos ao redor do mundo. O
epitélio do cdlon e do reto é protegido e recoberto por uma camada de muco
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constituido por glicoproteinas, cuja maioria sdo as mucinas, proteinas de alto
peso molecular rica em carboidratos secretadas pelas células caliciformes
contidas nas criptas intestinais. Grupo de especial interesse, as mucinas
acidasmostraram relacdo entre sua reducdo na expressao tecidual e o
aumento do risco de desenvolvimento de CCR (VIEIRA-FREZ et al., 2020).
A coloragcdo com Alcian-Blue (AB) identifica um subgrupo especifico
demucinas, as sialomucinas, determinando um padrédo histoldégico que
possibilita a quantificacdo da producdo desse grupo na mucosa colbnica,
com auxilio da morfometria computadorizada. Tradicionalmente, estudos
utilizam-se do 1,2-Dimetilhidrazina (DMH) para a inducdo colorretal de
neoplasias. Essa substancia é um indutor indireto por promover a
hipermetilacio do DNA das células epiteliais colorretais. A quercetina
apresenta um grande potencial antioxidante, tendo suas propriedades
atribuidas a neutralizacdodo oxigénio reativo, afastando danos oxidativos ao
DNA e inibindo a proliferacdo celular (ARAUJOet al., 2016). O
Bifidobacterium animalisrelaciona-se a modulacdo da composicdo da
microbiota, do aprimoramento da barreira epitelial intestinal, além do
aumento no namero  de metabdlitos  anticarcinogénicos e
antioxidantes(MOLSKA; REGULA, 2019). Dessa forma, esse trabalho
buscou avaliar e quantificar a producéo de mucinas no célon de ratos Wistar,
por meio da morfometria computadorizada, a fim de avaliar a atividade
guimiopreventiva e/ou antitumoral da quercetina e do B. animalis.
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Materiais e métodos

A amostra era composta por 32 colons de ratos Wistar machos, proveniente
de um experimento prévio, onde os animais foram divididos em 4 grupos: Gl
— grupo controle (n = 8); GIlI — grupo induzido com DMH (40 mg/Kg via IP)
(n=8); Glll — grupo induzido com DMH e tratado com quercetina (10 mg/Kg
por gavagem) (n=8); GIV — grupo induzido com DMH e tratado com
guercetina e B. animalis (10 mg/Kg por gavagem) (n=8). Os tecidos foram
submetidos a banhos com graduacédo alcodlica crescente, diafanizados em
xilol e incluidos em parafina. Os blocos de parafina foram seccionados em
micrétomo semi-automatico em fragmentos de 4- 5 uym de espessura,
aderidos as laminas e corados comAB.Com auxilio de uma camera acoplada
a um microscopio optico (Opticammicroscopytechnology — Lopt 14003),
foram realizadas a captura de 10 imagens por corte histolégico, em uma
ampliacdo de 200x, as quais foram analisadas utilizando o software
ImagePro-Plus. Este software determinou a intensidade da cor em numero
de pixels em cada campo selecionado através do Calculo da Porcentagem
total de pixels, definido pela raz&o entre a média de pixels selecionados e a
area total da imagem em pixels. Os dados obtidos do experimento,
expressos como média + desvio padrao do n°® de animais por grupo, foram
analisados no programa estatistico BioEstat 5.0 por variancia ANOVA de
uma via (One Way), seguida de Teste de Tukey para comparagdo das
médias. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao
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Regides com auséncia ou escassez da producdo de mucina foram
observadas em ambas as regides, proximal e distal (Tabela 1). Em relacdo a
regido proximal, o Gll apresentou maior producdo de mucina, em relacao ao
Gl, sem diferenca estatistica (p>0,05). Os grupos Glll e GIV apresentaram
uma menor producdo de mucina, estatisticamente significante (p<0,05), em
relagdo ao Gll. Em comparacdo entre Glll e GIV, o grupo que recebeu
tratamento com quercetina apresentou menor producao de mucina(p<0,05).
Tem se estabelecido que focos de criptas com auséncia ou escassez da
producdo de mucina, como observados nesse estudo (figura 1), séo
supostamente uma das primeiras manifestacdes teciduais de transformacgao
neoplasica, que culminaria no CCR. Na regido colonica distal, GlI
apresentou maior producdo de mucina, em relacdo ao Gl (p>0,05). Glll e
GIV apresentaram uma producdo reduzida de mucina, em relacdo ao Gli
(p<0,05). Quando se comparou Glll e GIV entre si, o grupo tratado com
guercetina e B. animalis apresentou a menor producdo de mucinatecidual
(p<0,05). Em uma amostra do GlII foi observado uma formacgao polipoide
adenomatosa com areas de displasia grave, desarranjo arquitetdnico,
morfologia nuclear atipica e completa deplecdo de sialomucinas (figura 1).A
guercetina tem-se mostrado como inibidora da formacdo de tumores
colénicos e da proliferacdo de células do tumor, além de promover reacdes
anti-inflamatdrias que ajudariam na prevencdo do CCR (ARAUJO et al.,
2016). Entretanto, efeitos deletérios dose-dependente ja foram observados
em doses que se tornaram toxicas a mucosa intestinal de ratos saudaveis,
indicando uma atividade pro-oxidante (VIEIRA-FREZ et al.,, 2020). O B.
animalis jA& se apresentou como potencial probidtico no tratamento da
prevencao e tratamento do CCR, a depender da cepa bacteriana originaria
e, portanto, das propriedades que ela exibe (MOLSKA; REGULA, 2019). No
presente estudo nao foram observadas mudancas significativas que
poderiam indicar um efeito quimioprotetor, nas doses utilizadas de
guercetina e de B. animalis, em relacdo a prevencdo das lesdes pre-
neoplasicas para o CCR.Portanto, a andlise da producdo de mucina se
mostrou uma importante ferramenta biomarcadora tumoral (FEMIA et al.,
2004).

Tabela 1. Quantificacdo da producdo de mucinas &cidas, coradas com AB,
nas regibes proximais e distais do coOlon, nos grupos controles,
experimentais induzidos com DMH e com tratamento de quercetina e
Bifidobacterium animalis.

Proximal (%) Distal (%)
Gl 1,934 £ 0,829 2,017 £0,7695
Gll 2,579 +£1,5032 2,035 +1,2252
Gl 1,776 +1,518+ 1,457 £ 0,929+
GIV 1,945 + 1,239+ 1,287 £1,067°

% - porcentagens de Pixels marcados pormucina. Gl= grupo controle; * Gll= grupo experimental com indugéo por
DMH; Glll= grupo experimental com indugdo por DMH + Quercetina; GIV= grupo experimental com indugéo por
DMH + Quercetina + Bifidobacterium animalis.Resultados expressos como média das quantidades observadas nos
animais do mesmo grupo * desvio padréo.
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Figura 1. Mucosa coldnica corada com AB representando uma vista topografica.A. Padrao
normal da expresséo de mucinas acidas (objetiva 20x). B. Padréo reduzido da expresséao de
mucinas &cidas (objetiva 20x). C. Formagé&o polipoide (objetiva 4x).

Conclusodes

N&o foram observadas alteragbes significativas que poderiam indicar um
efeito quimioprotetor da quercetina e do B. animalis, nas doses utilizadas,
em relacdo ao cancer colorretal, quando consideramos a producdo de
mucina tecidual na mucosa colénica submetida a inducéo por carcinégenos.
Porém, a avaliacdo da producdo tecidual de mucinas constitui-se como
otimos biomarcadores em bioensaios para avaliacdo quimiopreventiva de
compostos com provavel atividade antineoplasica.
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