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Resumo:

A evolucdo do cancer colorretal (CCR) apresenta diversas etapas entre o
estado fisiolégico e a organizacdo tumoral. Focos de criptas aberrantes
(FCA) estdo presentes no processo de carcinogénese do célon em
diferentes graus de displasia, podendo levar a uma alteracédo da funcao das
células da mucosa e, consequentemente, afetar a expressédo de mucinas do
tecido. Os probidticos exercem funcgdes protetivas contra inflamacdes da
mucosa gastrointestinal por meio de uma relagéo de equilibrio com a flora,
evitando danos oxidativos que poderiam desencadear 0 processo
patogénico. O objetivo desse estudo foi avaliar por morfometria
computadorizada a producdo de mucinas acidas em animais tratados com
Bifidobacterium animalisutilizando a coloracédo de Alcian Blue (AB). Cdlons
de ratos divididos em 3 grupos experimentais: Gl — grupo controle; Gl —
induzido com 1,2-dimetilhidrazina (DMH); Glll —induzido com DMH e tratado
com B. animalis. Na regido proximal houve diferencas estatisticas
significantes entre todos os grupos em relacdo ao grupo controle, bem
como entre os GIll e lll na porgcdo distal. Os resultados mostraram
diferencas relevantes entre Gll e Ill em ambas as por¢cdes proximais e
distais. Assim, foi possivel avaliar a acdo do probiético no seu mecanismo
para prevenir danos a mucosa que poderiam dar inicio ao processo
carcinogénico e um possivel controle na evolugcdo para CCR, além de ser
observado a eficiéncia do método de quantificacdo de mucinas por
morfometria para identificacdo de lesGes precursores de tumor no célon.

Introducéao:

O cancer colorretal € um problema de saude evidente no mundo ocidental,
estimado como 32 cancer com maior incidéncia junto a altas taxas de
mortalidade (Moati et al., 2018). A regido do coOlon apresenta criptas
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constituidas por vérios tipos de células, dentre elas, células caliciformes
produtoras de muco que atuam fisiologicamente com um padrdo de
intensidade variado ao longo dos segmentos colonicos, podendo ser
utilizado o corante Alcian-blue para identificacdo de subgrupos especifico
destas mucinas, em especial as sialomucinas (Mohania, D; Kansal, V.K;
Kruzliak, P. 2014). Anormalidades nesse padrdo de distribuicdo das
mucinas estao presentes em diversas patologias que acometem o coélon,
entre elas doencas de caracter inflamatorio e o cancer colorretal (Martinez
et al., 2009). BIRD (1987) descreveu o0 processo de carcinogénese
colorretal em modelos animais induzidos com carcindbgenos quimicos. Os
Focos de Criptas Aberrantes (FCA) sugerem serem as primeiras lesfes
intestinais no processo neoplasico, com formacdes hiperplasicas a
displasicas. O 1,2-dimetilhidrazina (DMH) é o agente carcinogénico de
escolha para a inducao etapas iniciais da carcinogénese colorretal. Durante
este processo 0 estresse oxidativo estimula a proliferacdo e sobrevivéncia
de células cancerigenas promovendo fendtipos oncogénicos através da
ativacao de varios fatores de transcrigcdo nucleares. A atividade antioxidante
de probidticos tem sido demonstrada quando administrados em
guantidades adequadas, com possiveis efeitos benéficos na reducdo da
resposta inflamatéria e antioxidante sisttémico em terapia para o CCR.
(Anderson, S.W,; Bazzell, A.F; Dains, J.E, 2018). Nesse sentido, este
trabalho procurou quantificar os niveis teciduais de mucinas acidas através
da morfometria computadorizada para avaliar a acédo protetora da terapia
com probidticos em lesGes oxidativas e sua acdo quimiopreventiva para o
CCR.

Materiais e métodos:

Este projeto consiste na analise de amostras de tecido de intestino de ratos
Wistar, disponiveis em nosso laboratério, induzidos com DMHe tratados com
o probidtico Bifidobacterium animalis.Os animais foram organizados em
grupos experimentais conforme: Gl — grupo controle (n = 8); Gll — grupo
induzido com DMH (40 mg/Kg via Ip) (n=8); GlIl —grupo induzido com DMH e
tratado com B. animalis (10 mg/Kg por gavagem) (n=8).As laminas foram
desparafinadas em banhos sucessivos de xilol, alcoolizadas em banhos de
alcool absoluto e hidratadas com &gua destilada. A seguir, incubadas em
corante Alcian Blue (AB). Posteriormente, os cortes foram desidratados em
banhos sucessivos de &lcool absoluto, diafanizadas em xilol, e montadas
com resina e laminula. A expressao das mucinas acidas foi quantificada com
a captura de imagens ao longo de todo corte histol6gico, em um total de 10
fotos por corte histolégico, com uma camera acoplada a um microscépio
Optico (Opticam microscopy technology — Lopt 14003) e procedemos a
analise de imagem com auxilio do software Image-Pro Plus. Por meio de
histogramas coloridos no sistema software RGB determinou a intensidade da
cor em numero de pixels em cada campo selecionado peloCalculo da
Porcentagem total de pixels (px).Os experimentos foram descritos em média
+ desvio padrdo do numero de criptas e focos de criptas aberrantes por
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animal de cada grupo e analisados por variancia Oneway ANOVA, seguida

de Teste de Tukey para comparagdo das médias. O nivel de significAncia
adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao

No presente estudo foram comparadas as porcdes proximais e distais entre
Gl, Gl e GIll. Na regiao proximal houve diferencas estatisticas significantes
entre todos os grupos em relagéo ao grupo controle (Gl), bem como entre os
Gll e Ill na porcao distal (Tabela 01). Segundo Mohania et al., (2014) a
producdo de mucinas acidas € afetada progressivamente quanto ao tempo
de inducdo por DMH, enquanto que a acado terapéutica de probidticos
benéficos reduzem a ocorréncia de lesBes pré-neoplasicas induzidas de
maneira eficaz. Em nosso estudo observamos que o Gll apresentou elevado
percentual de mucinas em ambas as por¢cdes do colon, porém, nao
observamos o efeito protetor do probidtico B. animalis na dose utilizada.
Além disso, a literatura informa que, regibes do célon com escassez
deproducédo de mucina,podem ser possiveis locais precursores para o0 CCR,
de forma que lesGes mais avancadas teriam essa deplecdo de mucina mais
evidente (Martinez et al., 2009). Da mesma forma o grupo terapéutico Glli
apresentou reducgdo estatisticamente diferente em relagcdo ao Gll.No
presente estudo ndo foram observadas mudancas que poderiam indicar um
efeito quimioprotetor, nas doses utilizadas de B. animalis, em relacdo a
prevencao das lesbes pré-neoplasicas para o CCR. Porém, a analise da
producdo de mucina se mostrou uma importante ferramenta biomarcadora
tumoral (Martinez et al., 2009).

Tabela 01. Quantificacdo da producdo de mucinas acidas, nos grupos
experimentais induzidos com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) tratados com
Bifidobacterium Animalis.

Proximal (%) Distal (%)
Gl 1.823 +0.918a 1.902 +1.073
Gli 2.577 +1.552a 2.135 + 1.220b
Glll 2.161 +1.138a 1.834 +0.961°

% - porcentagens de Pixels marcados por Mucina. GI= grupo controle; °Gll= grupo experimental com DMH; GllI=
grupo experimental com DMH + Bifidobacterium animalis.Resultados expressos como média + desvio padrdo.ab
Diferencga estatistica significante (P < 0.05 por teste de Tukey One-Way ANOVA).

Figura 1. Mucosa colbnica corada com AB representando
uma vista topogréfica.A. Padrdo normal da expresséo de
mucinas acidas (objetiva 20x). B. Padrédo reduzido da
expressdo de mucinas acidas (objetiva 20x).
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O uso de probidticos atua de medida preventiva para os danos oxidativos na
mucosa colonica que podem progredir para o CCR, como descrito em
estudos controlados similares. Neste estudo, ndo encontramos uma acgao
semelhante de prevencdo as lesdes pré-neoplasicas. Acreditamos que
provavelmente outros mecanismos afetem o equilibrio da flora
gastrointestinal e sua relacdo com a mucosa colbnica. Quanto a
guantificacdo de mucinas por morfometria computadorizada, concluimos que
€ possivel avaliar de forma objetiva o grau de producdo de mucinas acidas
ao longo do célon e que essa metodologia é util para a identificacdo de
pontos precoces da carcinogénese coldnica.
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