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RESUMO

O cancer colorretal € uma neoplasia com grande incidéncia mundial. O objetivo
deste trabalho foi analisar a densidade de macréfagos CD68 imunorreativos na
mucosa do ileo de ratos Wistar quimicamente induzidos ao céancer colorretal
administrados com quercetina microencapsulada e Bifidobacterium animalis. Foram
utilizados 25 ratos machos (50 dias) distribuidos aleatoriamente em cinco grupos
(n=5): Controle (C), Cancer Colorretal (CR), Cancer Colorretal administrado com
guercetina microencapsulada (CQ), Cancer Colorretal administrado com probiético
(CP) e Cancer Colorretal administrado com quercetina microencapsulada e
probiético (CQP). A carcinogénese foi induzida por 1,2-dimetil-hidrazina (DMH). A
administracdo com quercetina microencapsulada (10 mg/kg/dia) e o probidtico
Bifidobacterium animalis subtipo lactis (5x10° UFC/dia) foram realizadas por
gavagem. O periodo total de experimento foi de 16 semanas. Observamos aumento
na densidade de macréfagos nos animais doentes, atenuado com a administracao
com quercetina microencapsulada evidenciando sua propriedade anti-inflamatoria.
Nesse parametro, o probidtico de forma isolada ndo demonstrou nenhum efeito
significativo.

INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) abrange os tumores que iniciam no coélon e reto, e
encontra-se na terceira posicao entre os mais incidentes do mundo. No Brasil, 0
namero de novos casos para o triénio de 2023-2025, é de = 47 mil casos de
CCR/ano (INCA, 2023). O CCR desenvolve-se a partir de alteracdes no epitélio
colénico com consequente proliferacdo anormal de células e formacéo de polipos,
gue se projetam em dire¢cdo a luz intestinal, podendo progredir a adenomas ou
adenocarcinomas. O surgimento do CCR esté ligado principalmente ao estilo de vida
(sedentarismo, dieta, tabagismo e alcoolismo), obesidade e envelhecimento. Em
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modelos animais, o0 CCR é frequentemente induzido pelo 1,2-dimetil-hidrazina
(DMH) que promove hipermetilacdo do DNA das células epiteliais colonicas.

O estresse oxidativo e inflamacao estao envolvidos na origem e progressdo do CCR.
A quercetina € um flavonoide presente em muitos vegetais e frutas. Este composto,
apresenta propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes, anticarcinogénicas e
antimicrobianas. A suplementacdo com probioticos representam uma nova opc¢ao de
tratamento e prevencdo do CCR. A interacdo dos probiéticos com a microbiota
intestinal auxilia na resposta imune e inflamatéria, inibicdo da formacéo de células
tumorais e conversao de substancias pré-carcinogénicas.

A mucosa intestinal, especialmente do ileo, conta com a presenca de inumeras
células do sistema imune, formando uma barreira de protecdo entre o0 organismo e o
ambiente externo. Os macrofagos, sédo células imunes presentes na lamina propria
da mucosa intestinal. Sado fagoécitos mononucleares importantes nas respostas
imunes inatas e adaptativas, liberam quimiocinas e citocinas que podem atrair e
ativar outras células imunes para o local da infeccdo, intensificando a resposta
inflamatoria. Em situacdes patoldgicas os macréfagos atuam na regeneragdo e
manutencao do epitélio e promovem o recrutamento e a ativacao de neutrofilos para
0 intestino.

MATERIAIS E METODOS

Obtenc¢éo dos grupos e eutanasia

Foram utilizados 25 ratos machos Wistar com 50 dias de idade, aleatoriamente
distribuidos em 5 grupos (n=5): Controle (C), Céancer Colorretal (CR), Cancer
Colorretal administrado com quercetina microencapsulada (CQ), Cancer Colorretal
administrado com probiético (CP) e Céancer Colorretal administrado com quercetina
microencapsulada e probiético (CQP). A indugdo da carcinogénese colorretal foi feita
com injecao intraperitoneal de 1,2-dimetilhidrazina (DMH), 40mg/Kg, duas vezes por
semana durante 2 semanas. A administracdo da quercetina microencapsulada 10
mg/kg/dia foi realizada por gavagem. A administracdo do probiético Bifidobacterium
animalis subtipo lactis, ocorreu por meio de gavagem de uma solucdo contendo
5x10° UFC/dia. Ambas as administracdes tiveram inicio depois da inducdo da
carcinogénese com DMH. Apds o periodo experimental de 16 semanas 0s animais
foram eutanasiados. Logo apdés a celiotomia, foram retirados os segmentos
intestinais (ileo) e destinados a técnica de imuno-histoquimica. Todos o0s
procedimentos realizados estdo de acordo com 0s principios éticos e sob aprovacao
da Comissdo 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,
crioprotecéo, inclusdo em O.C.T e armazenado a -80 C°. Cortes histoldgicos de 10
pm foram seccionados utilizando criostato, e aderidos a laminas histologicas. Os
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cortes histolégicos passaram por processo de imuno-histoquimica utilizando
anticorpo anti-CD68 para identificacdo de macrofagos na mucosa.

Andlise

A contagem de macréfagos CD68-IR foi realizada na regido da lamina prépria de 30
vilos por animal, em imagens capturadas com objetiva de 10X. A analise foi
realizada utilizando o software de analise de imagens Image-Pro Plus versao
4.5.0.29. Resultados foram expressos como meédia = erro padrao da média. Os
dados foram submetidos a analise estatistica de delineamento em blocos, seguido
de Teste de Fisher, utilizando o software Statistica 8.0. O nivel de significAncia
adotado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na densidade de macréfagos CD68-IR observa-se um aumento de 108% dessas
células no grupo doente (CR vs C; p < 0,0001; Figura 1). A administracdo de
guercetina microencapsulada reduziu significativamente o recrutamento de células
imunes CD68-IR: 32% no grupo CQ e 11% no grupo CQP (vs CR; p < 0,01).
Enquanto que a administracdo do probidtico Bifidobacterium animalis de forma
isolada (grupo CP) néo apresentou diferenca significativa em relacdo com grupo CR
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(p=0,29).

Figura 1. Numero de células CD68-IR por vilo. (C) Controle, (CR) Cancer Colorretal, (CQ) Cancer
Colorretal administrado com quercetina microencapsulada, (CP) Cancer Colorretal administrado com
probiético e (CQP) Cancer Colorretal administrado com quercetina microencapsulada e probidtico.
Valores expressos com média + erro padrdo da média. p < 0,05 quando comparado ao grupo C;
”p < 0,05 quando comparado ao grupo CR. n=5 animais por grupo.

Neste estudo observamos um provavel quadro inflamatorio e estresse oxidativo
sistémico gerado pela instalagdo do processo de carcinogénese. O aumento
expressivo de macrofagos nos animais doentes (grupo CR) ja era esperado,
considerando que durante a  carcinogénese héa liberacdo de mediadores
inflamatorios e citocinas que contribuem na ativacdo e migracdo dos macréfagos.
Pesquisas associando os macrofagos com o CCR expdem o efeito dessas células
na associagao e progressao do tumor (HE et al., 2009).

O aumento demonstra uma possivel resposta a inflamacéo e ao estresse oxidativo
na tentativa de manutencdo da homeostase e protecdo da mucosa dos efeitos
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deletérios dos mesmos. Por outro lado, a ativacdo dos macrofagos pode gerar
espécies reativas de O, e N, impulsionando a inflamacéo instalada e prejudicando a
mucosa intestinal (PIECHOTA et al., 2014). Outrossim, a infiltracdo dos macréfagos
pode lesar a barreira intestinal, afetando a permeabilidade e a protecdo contra os
antigenos (SANCHEZ et al., 2014). Doencas inflamatérias, como a doenca de
Crohn, estdo solidificadas quanto aos danos na barreira intestinal devido aos
radicais livres e inflamacao, pela ativacdo excessiva dos macrofagos (PIECHOTA et
al., 2014).

Papel anti-inflamatério e imuno regulador da quercetina refletiu na diminuicédo
populacional dos macrofagos nos animais tratados, executando um papel na
diminuicdo de expressdo de genes de citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a e
interleucina (IL-6), consequentemente ha uma diminuicdo na atividade quimiotatica
sob os macréfagos (SATO et al., 2020).

CONCLUSOES

O desenvolvimento da carcinogénese colorretal no colon refletiu no ileo,
aumentando a densidade de macrofagos na mucosa. A suplementacdo da
guercetina microencapsulada reduziu expressivamente 0 recrutamento dessas
células imunes, evidenciando sua propriedade anti-inflamatoria. O probiotico de
forma isolada, neste estudo, ndo demostrou efeitos significativos.
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