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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar as alteracées morfoldégicas no figado de ratos
Wistar induzidos a Carcinogénese Colorretal (CCR) pela administracdo de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) tratados com quercetina microencapsulada (10mg/kg) e
Bifidobacterium animalis (5X107UFC), para isso foi utilizado 40 ratos adultos onde
foram divididos em 5 grupos com 8 ratos cada, sendo eles: Controle (C),
Carcinogénese Colorretal (CR, 4 injecbes de DMH 40 mg/kg, por 2 semanas ),
Carcinogénese Colorretal Quercetina (CQ), Carcinogénese Colorretal Probidtico
(CP), Carcinogénese Colorretal Quercetina Probidtico (CQP). Ap6s o periodo
experimental de 20 semanas, 0s animais foram eutanasiados e os figados
coletados, corados pela técnica de coloragdo hematoxilina-eosina (HE) e foram
realizadas analises da medida das areas celular, nuclear e citoplasmatica, onde foi
detectada uma hiperplasia nos hepatdcitos no lobo esquerdo dos animais doentes e
a quercetina microencapsulada potencializou esse efeito, enquanto que o probidtico
apresentou efeito positivo sobre a carcinogénese colorretal induzido pelo DMH.

INTRODUCAO

O céncer colorretal (CCR) se desenvolve por alteracdes em polipos pré-cancerosos
benignos, que sdo caracterizados pelo crescimento anormal de células da mucosa
intestinal. Em roedores € induzido pela administracdo de 1,2-dimetilhidrazina (DMH),
gue é um agente pré-carcindégeno, metabolizado no figado. Sua utilizacdo acarreta
na producdo de radicais livres, que sao responsaveis por causar danos oxidativos ao
DNA das células do célon e do figado. (CAETANO et al., 2020). O estresse oxidativo
€ um desequilibrio entre compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante. Um exemplo de antioxidante € a quercetina, no qual possui varias vias
metabdlicas que interagem para tratar o cancer (HA-NA et al., 2007). Além dos
antioxidantes, outra classe de compostos é utilizada como inibidor de reacdes
oxidativas por agentes alquilantes, sédo elas os probiéticos, como a Bifidobacterium,
suas cepas possuem efeitos protetores e preventivos na composi¢cao da microbiota
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colénica e podem ter impacto na regulacdo epigenética do CCR (LEE, Y., KANG, C.,
2022). Sendo assim, torna-se interessante um estudo que avalie a interacdo desses
compostos em modelo animal de cancer, como o CCR e os possiveis efeitos na
arquitetura morfolégica hepéatica.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos descritos neste estudo foram aprovados mediante
certificado n® 1126010419, pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Foram
utilizados 40 ratos adultos machos, da linhagem Wistar, divididos em 5 grupos (n=8):
Controle (C), Carcinogénese Colorretal (CR), Carcinogénese Colorretal Quercetina
(CRQ, 10 mg/Kg, v.0.), Carcinogénese Colorretal Probiético (CRP, 5x10'UFC, v.0.),
Carcinogénese Colorretal Quercetina e Probidtico (CRQP). A inducdo da
carcinogénese colorretal foi realizada com 4 inje¢cdes de DMH (40 mg/kg, ip) por 2
semanas. ApO0s o periodo experimental de 20 semanas, os animais foram
eutanasiados e os figados coletados, fixados e incluidos em parafina para rotina
histolégica de HE usando cortes semi seriados de 5 ym de espessura. Foram
obtidas imagens por microscopia Optica, para a mensuracdo das areas (um?)
celulares e do nucleo dos hepatdcitos, aléem da area citoplasmatica, determinada
pela diferenca entre os valores da area celular e nuclear. Por fim os resultados foram
submetidos ao delineamento em blocos com pos-teste de Fisher.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 01 apresenta os dados da avaliagdo morfométrica dos hepatécitos do lobo
esquerdo nos diferentes grupos avaliados. Foi detectado um aumento significativo
(p<0,0001) em todas as areas analisadas nos grupos CR, bem como dos grupos
CQ, CQP e CP, em relagédo ao grupo C. Também € possivel observar um aumento
(p<0,0001) em todas as areas analisadas nos grupos CQ e CQP em relacéo ao CR,
em contrapartida nota-se uma reducao (p<0,0001) do grupo CP em relacéo ao CR.
A tabela 02 apresenta os dados da avaliacdo morfométrica dos hepatdcitos do lobo
direito nos diferentes grupos avaliados. Observou-se um aumento significativo
(p<0,0001) apenas na area do nucleo no grupo CR em relagdo ao grupo C. Houve
aumento (p<0,0001) de todas as areas analisadas dos grupos CQ e CQP em
relacdo ao grupo C, porém houve reducéo (p<0,0001) na area do corpo celular e do
citoplasma do grupo CP em relacdo ao grupo C. Observa-se um aumento
(p<0,0001) em todas as areas analisadas nos grupos CQ e CQP em relacdo ao
grupo CR, em contrapartida, foi observada uma reducdo desses parametros no
grupo CP em relacao ao grupo CR.

Tabela 1: Média + EPM (n = 8/ grupo) das areas (um?) celular, nuclear e
citoplasmatica dos hepatocitos do lobo esquerdo, nos seguintes grupos: controle (C),
cancer colorretal (CR), cancer colorretal administrado com quercetina (CQ), cancer
colorretal administrado com quercetina e probidtico (CQP), cancer colorretal
administrado com probiético (CP).
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LE

C

CR

cQ

CcQP

CP

Area do corpo celular (um ?)

159.27 +0,74°

187.35+1,46°

258.62 +2,10°

200.07 + 1,51°

171.16 +0,91°

Area do niicleo (um ?)

40.31+£0,19°

44.68 +0,40°

54.25 +0,42°

47.11 +0,36°

41.47 £0,30°

Area do citoplasma (um %)

118.95+0,71°

142.66 + 1,24°

204.36 +1,91°

152.96 + 1,34¢

129.68 + 0,83°

Médias seguidas por letras diferentes (a, b, ¢, d, €) na mesma linha, sédo significativamente diferentes (p<0,0001) no pés-teste
de Fisher.

Tabela 2: Média + EPM (n = 8/ grupo) das areas (um?) celular, nuclear e
citoplasmatica dos hepatdcitos do lobo direito, nos seguintes grupos: controle (C),
cancer colorretal (CR), cancer colorretal administrado com quercetina (CQ), cancer
colorretal administrado com quercetina e probiético (CQP), cancer colorretal
administrado com probidtico (CP).

LD C CR cQ cQP CcP
Area do corpo celular (um %) | 179.92+1,15% | 183.48+154° | 24549+186° | 212.10+1,68° | 160.15+0,85°
Area do ndcleo (um ?) 42.85+0,28° | 47.44+044° | 5487+041° | 51.51+046° | 42.50+0,24°

Area do citoplasma (um 2 | 137.06+104% | 136.03+129° | 190.62+1,68" | 160.59 +1,45° | 117.64+0,79"

Médias seguidas por letras diferentes (a, b, c, d) na mesma linha, sdo significativamente diferentes (p<0,0001) no pos-teste de
Fisher.

O CCR induzido pelo DMH, no modelo experimental utilizado, ocasionou uma
hipertrofia de hepatdcitos no lobo esquerdo, enquanto que no lobo direito foi
detectado apenas um aumento na area nuclear. A hiperplasia observada indica uma
maior atividade celular que pode estar relacionada a diferentes fendmenos, como
sintese, proliferacdo celular ou apoptose. Em um estudo realizado com ratos wistar
utilizando DMH (40mg/kg, administrados por via subcutanea 4 injecoes em 2
semanas) na inducdo do CCR foi observado alteracdes de curto prazo (24h apos a
tltima administracéo), como indices aumentados de proliferacdo celular, apoptose e
focos Unicos positivos para a enzima pré-neoplasica glutationa S-transferase
hepética (GST). Por outro lado, em médio prazo (22 semanas), 0 modelo levou a um
elevado namero de focos de criptas aberrantes coldnicas pré-neoplasicas, mas
poucos focos pré-neoplasicos positivos para glutationa S-transferase hepatica (GST-
P) (CAETANO et al, 2020). Os fendbmenos observados pelos autores, tanto a curto e
meédio prazo, poderiam estar relacionados a uma possivel hiperplasia hepatica
observada em nosso estudo.

Ainda, no estudo de curto prazo, foi observado um aumento nos niveis de
hidroperoxido lipidico (LOOH) e diminuicdo da atividade da catalase, glutationa
peroxidase (GSH-Px) e superoxido dismutase (SOD) no figado dos ratos,
demonstrando o envolvimento do estresse oxidativo nos danos hepaticos gerados
pelo DMH, por isso em nosso estudo empregamos uma substancia com atividade
antioxidante, o flavonéide quercetina (CAETANO et al, 2020). No presente estudo a
administracdo da quercetina provocou uma hipertrofia hepatica mais acentuada do
gue o grupo doente.

Em um estudo que avaliou efeito da quercetina em figado de ratos administrados
com DMH, em diferentes concentragbes (0,2 e 2% em sua forma livre) identificou
gue 24h apds a ultima administracdo de DMH a suplementagcédo com quercetina (0,2
e 2%) foi capaz de diminuir a formacgéo de 8-hidroxiguanina (8-OH-Gua) que estava
aumentada no figado dos animais doentes, sem, no entanto prevenir a evolucéo da
carcinogénese colorretal em animais que foram sacrificados 12 semanas apos
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inducdo do CCR. Mostrando que a quercetina pode ter efeitos contraditorios nesse
modelo. (HA-NA et al, 2007).

Por outro lado, o uso de probi6tico preveniu a hipertrofia hepatica em animais
doentes. Em um estudo que avalia o estresse oxidativo em hepatocitos de
camundongos, observou-se que os probidticos Lactobacillus lactis e Bifidobacterium
bifidum exercem um efeito antioxidante e sao eficazes na melhoria do estresse
oxidativo (LEE, Y., KANG, C., 2022). Confirmando os resultados encontrados,
indicando que o probidtico utilizado, Bifidobacterium animalis, possui acédo protetora
e preventiva sobre os impactos causados pela carcinogénese colorretal. Por fim,
observa-se que a utilizacdo da quercetina mais o probiotico prevaleceram os efeitos
da quercetina.

CONCLUSOES

Conclui-se que a inducdo da carcinogénese colorretal por DMH impactou somente o
lobo esquerdo levando a uma hiperplasia dos hepatdcitos, o antioxidante utilizado,
guercetina, em sua forma microencapsulada, exacerbou a hiperplasia causada pelo
DMH, enquanto que o probidtico apresentou efeitos positivos, tendo acao preventiva
na hiperplasia de células hepaticas de ratos quimicamente induzidos a
carcinogénese colorretal.
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