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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a morfometria de varicosidades VIPérgicas na
mucosa intestinal de ratos Wistar submetidos a carcinogénse administrados com
guercetina microencapsulada e Bifidobacterium animalis. Foram utilizados 30 ratos
machos (50 dias) distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=5): Controle (C),
Cancer Colorretal (CR), Cancer Colorretal administrado com quercetina
microencapsulada (CQ), Cancer Colorretal administrado com probidtico (CP) e
Céancer Colorretal administrado com quercetina microencapsulada e probidtico. A
carcinogénese foi induzida por 1,2-dimetil-hidrazina (DMH). A administragdo com
guercetina microencapsulada (10 mg/kg/dia) e o probiotico Bifidobacterium animalis

subtipo lactis (5x107 UFC/dia) foram realizadas por gavagem. Houve um aumento
na morfometria das varicosidades VIPérgicas nos grupos CQ e CQP em
comparacao com o CR. O grupo CP preveniu 0 aumento em comparac¢ao com o CR.
O desenvolvimento da carcinogénese no colon refletiu no sistema nervoso entérico
do ileo, aumentando a neurotransmissao VIPérgica.

INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia que acomete o intestino grosso, célon
elou reto. O desenvolvimento da carcinogénese acarreta efeitos deletérios como a
inflamagédo e o estresse oxidativo os quais promovem alteragbes na mucosa
intestinal, como neuro degeneracdo do Sistema Nervoso Entérico (SNE), que € uma
rede de neurdnios e células glias entéricas responsaveis pelo funcionamento do
trato gastrointestinal (FURNESS, 2012).

Os neurdnios entéricos controlam diversas fun¢gdes na mucosa intestinal, por meio
da liberacdo de neuropeptideos. Um exemplo, é o peptideo intestinal vasoativo
(VIP), relacionado com o controle da integridade da barreira epitelial estimulando a
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contracdo das células musculares lisas, secre¢des pancreaticas e fluxo sanguineo
gastrointestinal (COLTURATO; DA SILVA; ARAUJO, 2002).

As substancias com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias como a
guercetina e o probiotico Bifidobacterium animalis, atenuam os efeitos deletérios da
inflamacgéo e estresse oxidativo, gerado pela carcinogénese no SNE e na mucosa
intestinal. O objetivo do projeto foi avaliar a morfometria de varicosidades VIPérgicas

na mucosa intestinal de ratos Wistar submetidos a carcinogénese tratados com
guercetina microencapsulada e Bifidobacterium animalis.

MATERIAIS E METODOS
Obtenc¢éo dos grupos e eutanasia

Foram utilizados 30 ratos machos Wistar com 50 dias de idade, aleatoriamente dis-
tribuidos em 5 grupos (n=5): Controle (C), Cancer Colorretal (CR), Cancer Colorretal
administrado com quercetina microencapsulada (CQ), Cancer Colorretal administra-
do com probiodtico (CP) e Cancer Colorretal administrado com quercetina microen-
capsulada e probiotico (CQP). A inducdo da carcinogénese colorretal foi realizada
com injecdo intraperitoneal de 1,2-dimetilhidrazina (DMH) 40mg/Kg duas vezes por
semana durante 2 semanas. A administragao da quercetina microencapsulada foi na
dosagem de 10 mg/kg/dia por gavagem. A administracdo do probiotico Bifidobacte-
rium animalis subtipo lactis, ocorreu por meio de gavagem de uma solucdo contendo
5x107 UFC/dia. Ambas as administracdes tiveram inicio apos a inducéao da carcino-
génese com DMH.

ApoOs o periodo experimental de 16 semanas 0s animais foram eutanasiados. Pron-
tamente a celiotomia, foram retirados os segmentos intestinais (ileo) e destinados a
técnica de imuno-histoquimica. Todos os procedimentos realizados estdo de acordo
com os principios éticos e sob aprovacdo da Comissédo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Maringa, protocolo n° 1126010419.

Processamento da amostra e imuno-histoquimica

O ileo foi aberto ao longo da borda mesentérica, cuidadosamente lavado com PBS
(0,1 M, pH 7,4) e fixado em Zamboni por 18h a 4°C. Seguido de lavagem em PBS,
crioprotecao, inclusdo em O.C.T e armazenado a -80 C°. Cortes histologicos de 10
pum foram seccionados utilizando criostato, e aderidos a laminas histologicas. Os
cortes histologicos passaram por processo de imuno-histoquimica utilizando anticor-
po primario (rabbit anti-VIP) e secundario (Alexa fluor 488 - Donkey anti-rabbit).

Analise

A andlise da area (um2) de 300 varicosidades por animal foram mensuradas utili-
zando imagens capturadas da mucosa ileal com objetiva de 40X. Para a analise foi
utilizado o software de analise de imagens Image-Pro Plus versédo 4.5.0.29. Os re-
sultados foram expressos como média + desvio padrao da média. Os dados foram
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submetidos a analise estatistica de delineamento em blocos, seguido de Teste de
Fisher, utilizando-se o software Statistica 8.0. O nivel de significAncia adotado foi de
5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1. Morfometria de varicosidades VIP-IR na mucosa do ileo. a) Fotomicrografia evidenciando
varicosidades VIP-IR na mucosa do ileo. b) Morfometria de varicosidades VIP-IR (um?). Barra da
escala 25u (C) Controle; (CR) Carcinogénese colorretal; (CQ) Carcinogénese colorretal suplementado
com quercetina; (CP) Carcinogénese colorretal suplementado com probidtico e (CQP) Carcinogénese
colorretal suplementado com quecertina e probiotico. Valores expressos com média = desvio padrao
da média. * p<0,05 quando comparado ao C; #p < 0,05 quando comparado ao CR. n= 6 animais por

grupo.

Os animais com carcinogénese colorretal apresentaram um aumento de 4,5% na
morfometria de varicosidades VIP-IR quando comparado ao grupo C (CR vs C;
p<0,001; Figura 1). A suplementacdo com a quecertina promoveu um aumento de
5,2% em comparagdo com o grupo doente (CR vs CQ; p<0,001; Figura 1). A
suplementacdo com probidtico Bifidobacterium animalis isolado preveniu o aumento
da morfometria em comparagao com o grupo CR, demonstrando reducao de 3% (CR
vs CP; p=0,01; Figura 1). Ambas as suplementacdes, grupo CQP, induziu um
aumento de 5% comparado ao grupo doente (CQP vs CR; p<0,001; Figura 1).

O aumento na morfometria de varicosidades VIP-IR sugere um aumento da
expressdo deste peptideo na mucosa intestinal. Ja foi evidenciado que a
suplementacdo com quercetina induz indiretamente a neuroplasticidade em
neurénios VIPérgicos (MARTINS-PERLES et al., 2020), A suplementacdo com o
probidtico Bifidobacterium animalis preveniu o aumento delas apresentando efeitos
contrarios a quercetina. A ingestdo de probidtico exerce beneficios para a saude
melhorando a barreira intestinal (KHALEEL; KHALAF, 2023). O maior consumo de
produtos lacteos, contendo Bifidobacterium, estdo relacionados a uma menor
incidéncia de CCR, uma vez que reduz os danos ao DNA induzidos por
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carcinégenos quimicos na mucosa colbnica de ratos, como no caso do carcinégeno
DMH (RAFTLER,2003.)

CONCLUSOES

O desenvolvimento da carcinogénese no célon refletiu no sisterma nervoso entérico
do ileo, aumentando a neurotransmissao VIPérgica. A administracdo com quercetina
microencapulsada e Bifidobacterium animalis também exerceram efeitos
neuromoduladores de VIP no ileo frente a carcinogénese colorretal.
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