
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

FACULDADE DE MEDICINA 

DEPARTAMENTO DE CIRURGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS MÉDICO-CIRÚRGICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

MÁRCIO ALENCAR BARREIRA 

 

 

QUIMIOPREVENÇÃO DE LESÕES PRECURSORAS DO CÂNCER COLORRETAL 

APÓS SUPLEMENTAÇÃO DE PTEROSTILBENE E PROBIÓTICO EM MODELO 

EXPERIMENTAL DE CARCINOGÊNESE INTESTINAL COM 1,2-DIMETIL-

HIDRAZINA 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA - CE 

2023 



MÁRCIO ALENCAR BARREIRA 

 

 

 

 

 

 

 

QUIMIOPREVENÇÃO DE LESÕES PRECURSORAS DO CÂNCER COLORRETAL 

APÓS SUPLEMENTAÇÃO DE PTEROSTILBENE E PROBIÓTICO EM MODELO 

EXPERIMENTAL DE CARCINOGÊNESE INTESTINAL COM 1,2-DIMETIL-

HIDRAZINA 

 

 

 

Tese submetida à Coordenação do 

Programa de Doutorado em Ciências 

Médico-Cirúrgicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade Federal do 

Ceará, como requisito parcial para a 

obtenção do Grau de Doutor. Área de 

concentração: comportamento biocelular 

em neoplasias. 

Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitão 

de Vasconcelos. 

Co-Orientador: Prof. Dr. Márcio Wilker 

Soares Campelo. 

 

 

 

 

 

FORTALEZA - CE 

2023 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 



MÁRCIO ALENCAR BARREIRA 

 

QUIMIOPREVENÇÃO DE LESÕES PRECURSORAS DO CÂNCER COLORRETAL 

APÓS SUPLEMENTAÇÃO DE PTEROSTILBENE E PROBIÓTICO EM MODELO 

EXPERIMENTAL DE CARCINOGÊNESE INTESTINAL COM 1,2-DIMETIL-

HIDRAZINA 

 

Tese submetida à Coordenação do Programa 
de Doutorado em Ciências Médico-Cirúrgicas da 
Faculdade de Medicina da Universidade Federal 
do Ceará, como requisito parcial para a 
obtenção do Grau de Doutor.  

 

Aprovada em: 30/08/2023 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

_______________________________________________ 

Prof. Dr. Paulo Roberto Leitão de Vasconcelos 

Universidade Federal do Ceará 

 

_______________________________________________ 

Prof. Dr. Márcio Wilker Soares Campelo 

Universidade Federal do Ceará 

 

_______________________________________________ 

Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oriá 

Universidade Federal do Ceará 

 

_______________________________________________ 

Profa. Dra. Ana Paula Bomfim Soares Campelo. 

Centro Universitário Christus 

 

_______________________________________________ 

Prof. Dr. Federico Vicente Pallardó 

Universidade de Valência 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, esposa e filhos que são minhas fontes 

de inspiração, apoio e me fazem uma pessoa mais 

forte e melhor. 

A todos os pesquisadores que estudam meios de 

prevenir ou retardar o aparecimento da neoplasia de 

colón. 



AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a Deus por me guiar, iluminar e dar tranquilidade para seguir em 

frente com os meus objetivos e não desanimar com as dificuldades. Agradeço a Deus 

por ter conduzido meus passos até mais uma vitória e ter colocado as pessoas certas 

no meu caminho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Meu agradecimento e minha homenagem carinhosa ao meu orientador Prof. 

Dr. Paulo Roberto Leitão de Vasconcelos por acreditar no projeto que originou minha 

tese de doutorado e por contribuir com valiosas sugestões. A sua larga experiência 

em pesquisa cientifica contribuiu para a tomada de decisões que influenciaram no 

desfecho da pesquisa. Agradeço por sua confiança, cumplicidade, paciência, apoio e 

responsabilidade direta na construção desta tese.   

Meu agradecimento e minha homenagem carinhosa ao Prof. Dr. Márcio Wilker 

Soares Campelo por acreditar na linha de pesquisa que originou minha tese de 

doutorado, incentivando o meu egresso no programa de doutorado em Ciências 

Médico-Cirúrgicas e disponibilizando meios para que o projeto fosse executado. 

Agradeço a participação de seus alunos de graduação em medicina e o seu empenho 

para que várias etapas do experimento fossem realizadas no Centro Universitário 

Christhus. Agradeço por sua confiança, cumplicidade e apoio. 

Meu agradecimento e minha homenagem carinhosa a amiga Dra. Conceição 

da Silva Martins (Josy), por sua disponibilidade em me ajudar e pelos pertinentes 

conselhos dados sempre que a procurei. Obrigado pela paciência na escuta, pelas 

conversas e experiências compartilhadas, pelos incentivos e pelos momentos 

passados juntos. Uma pessoa de extrema importância em todas as etapas da análise 

das amostras coletadas no experimento proposto. Agradeço a Deus por colocá-la no 

meu caminho. 

Meu agradecimento a Profa. Dra. Antoniella Souza Gomes Duarte pelo apoio, 

disponibilidade e dedicação na análise das lâminas histológicas. Agradeço, também, 

pela parceria e valiosas sugestões. 

Meu agradecimento ao Prof. Dr. Said Gonçalves da Cruz Fonseca pelo 

desenvolvimento e controle de qualidade de uma ração para animais de laboratório 

enriquecida com Pteriostilbene. Agradeço a sua participação, dedicação, apoio e 

disponibilidade. 

Meu agradecimento ao Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oriá pela participação, apoio 

e valiosas sugestões. A sua contribuição nas revisões do artigo foi importante para o 

sucesso da publicação.  

Meu agradecimento a Profa. Dra. Ana Paula Bomfim Soares Campelo e ao 

Prof. Dr. Federico Vicente Pallardó pelo apoio e valiosas sugestões que contribuíram 

para o aprimoramento da tese. 



Meu agradecimento a aluna de Doutorado do Departamento de Morfologia da 

Universidade Federal do Ceará Maria Lucianny Lima Barbosa, por sua participação 

nas análises de amostras que contribuíram para os resultados desta pesquisa. 

Agradeço sua amizade, competência e disponibilidade.  

Meu agradecimento aos membros da banca examinadora, pela disponibilidade 

e brilhantes considerações que guiaram a confecção final deste trabalho.  

Meu agradecimento ao Prof. Dr. José Lima de Carvalho Rocha e Prof. Dr. 

Marcos Kubrusly pelo apoio da estrutura e funcionários do Centro Universitário 

Christhus. Agradeço a confiança e por incentivar a pesquisa cientifica.  

Meu agradecimento aos acadêmicos de medicina Ana Beatriz Aragão de 

Vasconcelos, Érica Uchoa Holanda, Raphaela Ribeiro Queiroz, Vitória Jannyne 

Guimarães de Sousa Araújo, Luiz Eduardo e Victor Hugo. Meu agradecimento ao 

acadêmico de Biomedicina Gabriel Maia Diniz. Os esforços destas pessoas foram 

fundamentais para que os meus objetivos fossem alcançados. Agradeço o apoio, 

dedicação e empenho durante a fase experimental da pesquisa.     

Meu agradecimento aos funcionários do Biotério do Centro Universitário 

Christhus pelo empenho, dedicação e apoio durante o período que ocorreu a parte 

experimental da pesquisa. Agradeço ao supervisor do biotério Emanuel Braz da Silva, 

ao auxiliar de biotério José Ailton Bráz dos Anjos, a Veterinária Larissa Leão Ferrer 

de Sousa e a Coordenadora Gabriela Fernandes Oliveira Marques.  

Meu agradecimento aos funcionários e alunos do Departamento de Morfologia 

da Universidade Federal do Ceará pelo apoio durante o período que ocorreram as 

análises desta pesquisa. Em especial aos técnicos Junior e Flavia que estavam 

sempre presentes e dispostos a ajudar quando requisitados. 

Meu agradecimento aos meus pais, Gentil Barreira de Aguiar e Maria Izeuda 

Victor de Alencar Barreira, por todo apoio, amor e motivação.  

Meu agradecimento a minha esposa, Nadia Fortaleza Chaves Pedrosa 

Barreira, por todo apoio, amor, paciência e motivação. 

Aos meus filhos, Márcio Alencar Barreira Filho e Maria Fortaleza Barreira, 

minhas fontes de inspiração.    

Finalmente, faço questão de agradecer de coração a todas as pessoas que 

torceram ou intercederam por mim, mesmo que de forma anônima ou discreta. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eu tentei 99 vezes e falhei, mas na centésima 

tentativa eu conseguir, nunca desista de seus 

objetivos mesmo que esses pareçam impossíveis, a 

próxima tentativa pode ser a vitoriosa 

Albert Einstein  



RESUMO 
 

BARREIRA, M. A. Quimioprevenção de lesões precursoras do câncer colorretal 
após suplementação de pterostilbene e probiótico em modelo experimental de 
carcinogênese intestinal com 1,2-dimetil-hidrazina. 2023. Tese (Doutorado em 
Ciências Médico-Cirúrgicas) - Faculdade de Medicina, Universidade Federal do 
Ceará, Fortaleza, 2023. 
 
Introdução: A alimentação é o fator ambiental mais relacionado com o 
desenvolvimento do Câncer Coloretal (CCR) não hereditário. A composição da 
microbiota intestinal, a inflamação intestinal prolongada e o estresse oxidativo são 
fatores relacionados ao surgimento do CCR. O Pteriostilbene (PS) possui ação 
antioxidante, anti-inflamatória e antitumoral. A suplementação de Probiótico (PRO) 
com Lactobacillus e Bifidobacterium é benéfica para a saúde intestinal. O papel da 
microbiota na metabolização do PS deve ser explorado e a combinação de 
substâncias pode potencializar a quimioprevenção do CCR. Objetivo: Avaliar o efeito 
da suplementação de PS e / ou PRO no desenvolvimento de lesões precursoras do 
CCR em ratos wistar após a indução do CCR com 1,2-DMH. Método: Sessenta ratos 
Wistar machos foram divididos, igualmente, em cinco grupos: Sham, 1,2-DMH, 1,2-
DMH + PS, 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO. O PRO (5 × 107 / mL) foi 
oferecido na água e o PS (300 ppm) na dieta ad libitum. 1,2-DMH (20 mg /kg /semana) 
foi administrado por 15 semanas consecutivas. Na 25ª semana foi realizada 
proctocolectomia total. Metade das amostras foram utilizadas para avaliação de focos 
aberrantes de criptas e expressão das proteínas Ki67, β-catenina, Wnt3a, p53, NF-
kB, iNOS, IL1-β e TNF-α. Na outra metade foi avaliado o stress oxidativo (EO) por 
meio dos níveis de GSH e MDA. A análise estatística foi realizada utilizando o software 
GraphPad Prism. Os dados paramétricos foram avaliados pelo teste de variância One-
Way ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey e os dados não 
paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de 
comparações múltiplas de Dunns. O nível de significância adotado foi de 0,05. 
Resultados: 1,2-DMH aumenta os focos aberrantes de criptas, expressão das 
proteínas e EO em relação ao SHAM (p<0.05). 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + 
PRO reduzem scores histopatológicos, expressão das proteínas (Ki67, β-catenina, 
Wnt3a, p53, NF-kB, iNOS, IL1-β e TNF-α) e EO (MDA) (p<0.05). 1,2-DMH + PS + 
PRO eleva, também, os níveis de GSH (p<0.05). 1,2-DMH + PS reduz a expressão 
das proteínas p53, Ki67, IL1-β e TNF-α (p<0.05), mas sem diminuir os focos de criptas 
aberrantes e melhorar o EO. Conclusão: A suplementação de PRO e PS + PRO são 
as melhores estratégias de intervenção para atenuar vários parâmetros da 
carcinogênese intestinal e lesões precursoras do CCR. 
  
Palavras-chave: câncer colorretal; focos de criptas aberrantes; probióticos; 
microbiota intestinal; carcinogênese. 

 
 
 
 
 

 
 

 



ABSTRACT 
 
BARREIRA, M. A. Chemoprevention of colorectal cancer precursory lesions after 
pterostilbene and probiotics supplementation in an experimental model of 
intestinal carcinogenesis with 1,2-dimethyl-hydrazine. 2023. Thesis (Doctor 
Degree of Medical-Surgical Sciences) - Faculty of Medicine, Federal University of 
Ceará, Fortaleza, 2023. 
 
Introduction: Introduction. Food is the environmental factor most related to the 
development of non-hereditary Colorectal Cancer (CRC). The composition of the 
intestinal microbiota, prolonged intestinal inflammation and oxidative stress are factors 
related to the appearance of CRC. Pteriostilbene (PS) has antioxidant, anti-
inflammatory and antitumor action. Probiotic (PRO) supplementation with Lactobacillus 
and Bifidobacterium is beneficial for intestinal health. The role of the microbiota in PS 
metabolization should be explored and the combination of substances can potentiate 
CRC chemoprevention. Objective: To evaluate the effect of PS and/or PRO 
supplementation on the development of CRC precursor lesions in wistar rats after CRC 
induction with 1,2-DMH. Methods: Sixty male Wistar rats were equally divided into five 
groups: Sham, 1,2-DMH, 1,2-DMH + PS, 1,2-DMH + PRO and 1,2-DMH + PS + PRO. 
PRO (5 × 107 / mL) was offered in water and PS (300 ppm) in the ad libitum diet. 1,2-
DMH (20 mg/kg/week) was administered for 15 consecutive weeks. At the 25th week, 
a proctocolectomy was performed. Half of the samples were used to evaluate 
histopathological scores (inflammation score, aberrant foci of crypts, macroscopic 
lesions) and expression of Ki67, β-catenin, Wnt3a, p53, NF-kB, iNOS, IL1-β and TNF-
α proteins. In the other half, oxidative stress (OS) was evaluated through levels of GSH 
and MDA. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. 
Parametric data were evaluated by One-Way ANOVA test of variance followed by 
Tukey's multiple comparisons test and non-parametric data were analyzed by Kruskal-
Wallis test followed by Dunns' multiple comparisons test. The significance level 
adopted was 0.05. Results: 1,2-DMH increases histopathological scores, protein 
expression and OS relative to SHAM (p<0.05). 1,2-DMH + PRO and 1,2-DMH + PS + 
PRO reduce histopathological scores, protein expression (Ki67, β-catenin, Wnt3a, 
p53, NF-kB, iNOS, IL1-β and TNF-α) and OS (MDA) (p<0.05). 1,2-DMH + PS + PRO 
also increases GSH levels (p<0.05). 1,2-DMH + PS reduces p53, Ki67, IL1-β and TNF-
α protein expression (p<0.05), but without improvement in histopathological scores and 
OS. Conclusions: PRO and PS + PRO supplementation are the best intervention 
strategies to attenuate several parameters of intestinal carcinogenesis and CRC 
precursor lesions. 
 
Keywords: colorectal cancer; aberrant crypt foci; probiotics; intestinal microbiota; 
carcinogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em todo o mundo, estima-se que 19,3 milhões novos casos de câncer e quase 

10 milhões de mortes por câncer ocorreram em 2020. O câncer de mama se tornou a 

neoplasia mais diagnosticada (excluindo neoplasia de pele) com estimativa de 2,3 

milhões de novos casos (11,7%), seguido pelo câncer de pulmão (2,2 milhões / 11,4%) 

e câncer colorretal (CCR) (1,9 milhões / 10,0%). O câncer de pulmão permaneceu a 

principal causa de morte por câncer, com uma estimativa de 1,8 milhão de mortes 

(18%), seguido por CCR (0,92 milhões / 9,4%), fígado (0,83 milhões / 8,3%), estômago 

(0,77 milhões / 7,7%) e mama (0,68 milhões / 6,9%) (SUNG et al., 2021). Nos homens, 

o CCR representa a terceira neoplasia com maior incidência (atrás da neoplasia de 

pulmão e próstata) e a quarta neoplasia com maior mortalidade (atrás da neoplasia 

de pulmão, fígado e estômago). Nas mulheres, o CCR representa a segunda 

neoplasia com maior incidência (atrás da neoplasia de mama) e a terceira neoplasia 

com maior mortalidade (atrás de mama e pulmão) (BRAY et al., 2018).  

No ano de 2040, o mundo deverá ter 28,4 milhões de pessoas com câncer e 

um aumento de 47% em relação a 2020. Em geral, a incidência e mortalidade por 

câncer está crescendo rapidamente em todo o mundo. Existe uma variação de 

aproximadamente nove vezes nas taxas de incidência de CCR por regiões do mundo, 

com maior incidência na Europa, Austrália, Nova Zelândia e América do Norte (SUNG 

et al., 2021). As neoplasias malignas serão a maior causa de morbimortalidade 

ultrapassando, inclusive, as doenças cardiovasculares. Embora a incidência do câncer 

ainda seja maior nos países mais ricos, a mortalidade é proporcionalmente maior 

naqueles menos desenvolvidos. No Brasil, praticamente todos os canceres 

apresentam taxas de mortalidade crescentes, com exceção dos cânceres de 

estômago e de colo do útero que estão com taxas declinantes na maior parte do país, 

porém ainda elevadas em relação a outras nações (SOARES; MENDES; SAMPAIO, 

2021). 

Para o Brasil, são esperados 704 mil casos novos de câncer para o triênio 2023-

2025. Excetuando o câncer de pele não melanoma, ocorrerão 483 mil casos novos. O 

câncer de mama feminina e o de próstata foram os mais incidentes com 73 mil e 71 

mil casos novos, respectivamente. Em seguida, CCR (45 mil), pulmão (32 mil), 

estômago (21 mil) e o câncer do colo do útero (17 mil). A análise por gênero mostra 

que o câncer de próstata é o mais frequente entre os homens (30,0%), seguido do 
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CCR (9,2%), traqueia, brônquio e pulmão (7,5%), estômago (5,6%) e cavidade oral 

(4,6%). O câncer de mama feminina é o que mais acomete as mulheres (30,1%) e o 

CCR é o segundo mais frequente (9,7%) (SANTOS et al., 2023). 

A incidência de CCR em pessoas com menos de 50 anos aumentou 

acentuadamente nos Estados Unidos (CHERNYAVSKIY et al., 2019; LOOMANS-

KROPP; UMAR, 2019) e na Europa (VUIK et al., 2019), sendo encontrado em 2% de 

todos os casos. Apesar de uma baixa porcentagem, representa a quarta causa mais 

comum de morte provocada por câncer em adultos jovens (TRICOLI et al., 2016). A 

maioria dos casos ocorre em países desenvolvidos e tem uma relação com o estilo de 

vida e dieta ocidental (FERLAY et al., 2015). A incidência de câncer aumenta 

significativamente devido à sobreposição de algumas vias moleculares entre o câncer 

e o envelhecimento, o qual pode ser modificado por hábitos alimentares. Alguns 

componentes nutricionais podem ser eficazes na prevenção do CCR (KOCABAS; 

SANLIER, 2021). 

Estudos clínicos mostraram que a metade da população irá desenvolver pelo 

menos um pólipo adenomatoso em sua vida e 2-3% deles vão evoluir para um CCR 

(LEOZ et al., 2015). Pólipos adenomatosos ou adenomas são considerados os 

principais precursores para o CCR que ocorre através de uma série gradual de 

mudanças histológicas que é chamada sequência "adenoma-carcinoma". A mutação 

do gene supressor de tumor APC é um evento crítico relacionado ao início da 

sequência "adenoma-carcinoma" (BOSMAN; YAN, 2014; LIU et al., 2013). Os 

adenocarcinomas espontâneos e associados à colite apresentam uma sequência de 

eventos moleculares diferente (ULLMAN; ITZKOWITZ, 2011) que será detalhada 

adiante. 

O CCR é a segunda neoplasia com maior número de mortes potencialmente 

evitáveis, perdendo para a neoplasia de pulmão. Nos Estados Unidos, cerca de 42,0% 

das neoplasias diagnosticadas e 45,1% das mortes relacionadas ao câncer foram 

devido a fatores modificáveis. Estes dados ressaltam o vasto potencial para reduzir a 

morbidade e mortalidade do câncer através da implementação de medidas 

preventivas (ISLAMI et al., 2018). A valorização da prevenção primária destinada a 

reduzir os fatores de risco do CCR pode ser uma estratégia importante (HOSSAIN et 

al., 2022). Todas as técnicas de triagem do CCR são custo-efetivas e devem ser 

adotadas (KHALILI et al., 2020), sendo a colonoscopia uma das principais ferramentas 

na prevenção do CCR (CARR et al., 2020). A colonoscopia tem papel no rastreio, 
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diagnóstico, tratamento e acompanhamento de pacientes com suspeita ou 

confirmação de CCR. Embora a colonoscopia supere outros testes não invasivos na 

detecção do CCR, é um exame invasivo e de maior custo (HSU; CHIU, 2022). A longo 

prazo, reduções significativas na mortalidade por CCR podem ser alcançados se 

essas medidas forem implementadas de forma eficaz e com altas taxas de adesão 

(HOSSAIN et al., 2022). 

O rastreio deve iniciar aos 45 anos, pois a detecção precoce do CCR pode 

reduzir significativamente as taxas de mortalidade e melhorar a qualidade de vida. 

Infelizmente não há um rastreio desse tipo de câncer que seja oferecido pelo Sistema 

Único de Saúde e por isso o diagnóstico precoce não ocorre com a frequência 

esperada. É necessário que sejam desenvolvidas formas de rastreio deste câncer, 

assim como as realizadas no câncer de mama e de próstata, visto que o CCR pode 

ser agressivo e possuir altas taxas de mortalidade (MOTA et al., 2021). A adesão ao 

rastreio é fator determinante de sucesso para atingir os objetivos de redução do 

número de mortes por CCR. É importante incentivar o diagnóstico precoce e o rastreio 

do CCR como formas de tratamento oportuno, prevenindo os estágios mais graves da 

doença. Os avanços tecnológicos e científicos contribuem para a construção de 

medidas preventivas e terapêuticas cada vez mais eficazes (FELISBERTO et al., 

2021; SCANDIUZZI; CAMARGO; ELIAS, 2019). 

A progressão de uma lesão precursora para o CCR é um processo de várias 

etapas, acompanhado por alterações em vários genes supressores que resultam em 

anormalidades na regulação celular e tem uma história natural de 10 a 15 anos. O 

período de 10 a 15 anos desse processo oferece uma oportunidade para prevenção 

primária e secundária (WINAWER, 1999). Uma vantagem da prevenção primária 

sobre a atual estratégia de prevenção secundária de colonoscopia de rotina é o 

potencial de intervir precocemente na sequência carcinogênica para reduzir o risco de 

CCR, permitindo exames de vigilância menos frequentes e uma redução no número 

de cânceres invasivos. 

Há um século, acreditava-se que a dieta não exercia influência primária sobre 

a ocorrência de câncer, pois pessoas com diferentes hábitos alimentares 

desenvolviam neoplasias (MORTON, 1917). No ano de 1968, um estudo 

epidemiológico mostrou associação entre a dieta ocidental e o desenvolvimento do 

CCR. Acreditava-se que a ingesta maior de gordura poderia alterar a microbiota 

intestinal (MI) e predispor ao desenvolvimento do CCR (WYNDER; SHIGEMATSU, 
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1967). Alguns anos após, foi reforçada a teoria que correlacionava a dieta e a flora 

bacteriana intestinal com o desenvolvimento do CCR (HILL, 1974). Atualmente, sabe-

se que a inflamação crônica do intestino grosso relacionada a dieta eleva o risco de 

CCR (BYRD et al., 2020). Assim, alimentos naturais com propriedades 

antitumorigênicas são utilizados na investigação de novas substâncias com potencial 

de prevenir o aparecimento do CCR (GANESAN; JAYACHANDRAN; XU, 2020). 

A alimentação é o fator ambiental que apresenta maior relação com o 

desenvolvimento do CCR não hereditário (ARAUJO; GONÇALVES; MARTEL, 2011). 

É estimado que milhares de mortes por câncer podem ser prevenidas através de 

modificações dietéticas (TEIXEIRA et al., 2014; VANO; RODRIGUES; SCHNEIDER, 

2009) e até 75% dos casos de CCR estão associados com a alimentação (CHEN et 

al., 2012). Logo, uma dieta saudável pode modificar alvos moleculares e influenciar 

na prevenção do CCR (CHEN et al., 2012; RAJAMANICKAM; AGARWAL, 2008). Por 

isso, deve-se evitar uma alimentação com baixa ingestão de fibras, frutas, vegetais, 

minerais e vitaminas. A dieta não deve ter quantidades excessivas de calorias, lipídios 

e carne vermelha. A ingestão de álcool, hábito de fumar, sedentarismo e obesidade 

são outros fatores diretamente relacionados ao desenvolvimento do CCR (DERRY et 

al., 2013).  

Os fatores ambientais possuem uma grande relação com o risco de câncer e 

as mudanças no estilo de vida desempenham um papel muito importante na 

prevenção de vários tipos de câncer (TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2015). A 

prevenção do câncer pode ser mais efetiva e menos onerosa porque o câncer está 

intimamente associado aos fatores relacionados ao estilo de vida. Cerca de 30% a 

40% das neoplasias poderiam ser prevenidas por uma dieta saudável, atividade física 

regular e mantendo peso corporal adequado. No geral, um consumo elevado de 

vegetais e frutas (> 400 g / dia) poderia prevenir pelo menos 20% de todos os casos 

de câncer (AMIN et al., 2009). Evidências epidemiológicas indicam que dietas ricas 

em frutas e vegetais promovem a saúde e atenuam ou atrasam o aparecimento de 

muitas doenças (CROZIER; DEL RIO; CLIFF, 2010; CVOROVIC et al., 2010). Sabe-

se que a incorporação de 3 a 5 porções diárias de frutas ou vegetais com folhas verdes 

dentro da dieta podem ser considerados uma boa escolha para promover a saúde 

(KYSELOVA, 2011). 

A nutrição é um componente ambiental de extrema importância no 

desenvolvimento de todos os organismos vivos, poís existe uma associação entre a 
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nutrição de uma pessoa e seus genes. De acordo com pesquisas in vitro e in vivo, os 

componentes bioativos da dieta têm uma influência substancial na prevenção e terapia 

do câncer. É vital explorar os efeitos positivos dos suplementos alimentares para a 

saúde. Ensaios clínicos e pesquisas têm evidenciado que a alternância dos hábitos 

alimentares é potencialmente uma das principais abordagens para reduzir o risco de 

câncer em um indivíduo (SRIVASTAVA et al., 2022). Logo, a alimentação possui um 

papel essencial na prevenção do CCR e a introdução de nutrientes com conteúdo 

antioxidante pode reduzir o risco de CCR (DUSAK; ATASOY; DEMIR, 2022). Muitos 

estudos epidemiológicos têm mostrado a relação entre adesão à dieta mediterrânea 

e baixa incidência de CCR (MAHMOD et al., 2022). 

Apesar dos avanços significativos nas medidas de prevenção do CCR através 

do rastreio e vigilância baseados na detecção precoce e remoção de pólipos 

(ZAUBER et al., 2012), existe uma necessidade de uma estratégia alternativa de 

prevenção do CCR. A quimioprevenção (QP) é uma opção que poderia minimizar a 

necessidade de investigações endoscópicas invasivas e a neoplasia de intervalo (WU; 

PATTERSON; HAWK, 2011). É uma abordagem importante para diminuir a morbidade 

e a mortalidade do CCR através do uso de substâncias naturais ou sintéticas que 

possam reverter os processos de iniciação, promoção e progressão do câncer 

(TANAKA, 2012b). Evidências clínicas mostraram que a utilização de fitoquímicos na 

QP é de baixo custo, aplicável, aceitável e uma abordagem acessível para o controle 

e manejo do câncer (HUANG; CAI; ZHANG, 2009; LUK et al., 2007; 

PRATHEESHKUMAR et al., 2012). 

O desenvolvimento de drogas contra o câncer é um processo caro e demorado 

que pode gerar medicações sem eficácia e com efeitos colaterais importantes. Os 

fitoquímicos podem fazer parte ou substituir drogas contra o câncer, com baixo custo 

e poucos efeitos colaterais. Os fitoquímicos, encontrados em alimentos, são capazes 

de reverter uma regulação epigenética adversa, equilibrar respostas dos tecidos a 

inflamação e modificar a MI. Diferentes fitoquímicos podem desempenhar um papel 

melhorador em diferentes ou múltiplos estágios durante o desenvolvimento do câncer. 

Assim, alguns fitoquímicos estão sendo utilizados sozinhos ou combinados como 

estratégias eficazes e inovadoras na prevenção do câncer. Contudo, o efeito dos 

fitoquímicos na progressão do câncer deve ser melhor definido, já que o 

desenvolvimento do câncer é um processo complicado e há vários fatores envolvidos 

(KOH; HO; PAN, 2020).   
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Os compostos fenólicos encontrados em frutas e verduras contribuem na 

prevenção do CCR. Assim, o estudo de dietas ricas em polifenóis na prevenção de 

neoplasias vem ganhando maior notoriedade. Os polifenóis podem modular a MI e os 

micróbios intestinais catabolizam polifenóis para liberar metabólitos que muitas vezes 

são mais ativos e melhor absorvidos do que os compostos fenólicos originais. No 

futuro, entenderemos melhor o papel imunomodulador de polifenóis dietéticos e seus 

metabólitos na prevenção do CCR. Além disso, expandiremos o conhecimento sobre 

o papel da microbiota intestinal no metabolismo dos polifenóis e seu impacto adicional 

na prevenção do CCR (CUEVA et al., 2020). 

Existe uma forte associação entre a dieta, micróbios intestinais e carcinogênese 

intestinal. Uma dieta pode causar o aumento da inflamação, estresse oxidativo (EO) 

e danos ao Ácido desoxirribonucléico. Essas alterações podem levar à disbiose e, 

consequentemente, o desenvolvimento do CCR. Assim, intervenção dietética e 

modulação da MI podem desempenhar um papel vital na redução do risco de CCR. 

Investigações sobre o efeito da disbiose microbiana no desenvolvimento do CCR é 

um assunto de extrema  importância (LOKE et al., 2020). 

A MI é capaz de modular respostas imunes e inflamatórias relacionadas ao 

câncer. Estudos recentes mostraram a administração de diversas cepas de 

probióticos em múltiplas combinações, concentrações e posologia na modulação da 

MI e prevenção do câncer. Portanto, a manipulação da MI através da administração 

de probiótico (PRO) é uma abordagem válida e emergente na prevenção do CCR. 

Investigações sobre a utilização de PRO são, ainda, necessárias para definir 

protocolos e estabelecer abordagens inovadoras. Futuramente, a ingestão regular de 

PRO poderá aparecer como uma estratégia alternativa na prevenção do câncer 

(PANEBIANCO; LATIANO; PAZIENZA, 2020).   

Evidências recentes sugerem que a dieta tem um impacto importante no risco 

de desenvolvimento de CCR. A ingestão de dietas ricas em polifenóis e PRO são 

mecanismos com grande potencial na redução do risco de desenvolvimento do CCR. 

Portanto, uma modulação personalizada do padrão do microbioma intestinal pela dieta 

pode ser uma abordagem promissora para prevenir o desenvolvimento do CCR 

(SÁNCHEZ-ALCOHOLADO et al., 2020). 

 

1.1  MODELOS PARA INDUÇÃO EXPERIMENTAL DO CCR 
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Os modelos animais de indução da carcinogênese intestinal (CI) podem ser 

utilizados para testar estratégias de prevenção e tratamento. Outras formas de 

pesquisar e desenvolver hipóteses são através do uso do material oriundo de biópsias 

humanas, xenotransplante de tumores e modelos de cultura celular in vitro. Porém, 

essas abordagens têm várias limitações. Primeiro, os tumores de colón têm uma 

complexidade mutacional que limita o entendimento do impacto de mutações 

individuais. Em segundo lugar, as linhas celulares do CCR podem crescer na ausência 

de microambientes normais que são críticos para a homeostase do tecido colônico 

normal. Terceiros, os tumores humanos se desenvolvem após longos períodos e são 

geralmente identificados após a terceira década de vida. Assim, eventos biológicos 

que regulam inicialmente o câncer e promovem o crescimento tumoral são difíceis de 

estudar devido à incontrolável genética e diversidade de ambientes. Finalmente, as 

complicações éticas limitam as intervenções que podem ser aplicadas a populações 

de pacientes (JOHNSON; FLEET, 2013). 

Animais são utilizados para avaliar biomarcadores, efeitos colaterais, 

posologia, vias de administração e eficácia de potenciais agentes quimiopreventivos 

para o CCR. Os dados obtidos podem ser utilizados para programar ensaios clínicos 

quando utilizado um modelo de carcinogênese animal validado, pois existe uma 

correlação com os resultados de pesquisas realizadas em humanos (STEELE; 

LUBET, 2010). Várias características são importantes para manter o potencial 

translacional dos estudos realizados em modelos animais. O câncer que se 

desenvolve no modelo animal deve ser limitado ao intestino grosso de modo que os 

investigadores possam estudar o desenvolvimento da doença sem os efeitos 

confundidores da doença em outros tecidos. O estudo histológico e as características 

moleculares das lesões colorretais devem ser semelhantes às observadas no tecido 

humano. Os modelos devem capturar as interações celulares complexas que são 

relevantes para o CCR em humanos (JOHNSON; FLEET, 2013). Finalmente, o 

modelo deve ser capaz de produzir uma carga tumoral consistente em mais de 60% 

dos animais que desenvolverão a neoplasia e um período inferior a 6 meses deve ser 

suficiente (STEELE; LUBET, 2010). 

Os modelos de carcinogênese utilizando roedores são rápidos, reprodutíveis e 

exibem uma sequência de adenoma para carcinoma semelhante à encontrada em 

seres humanos (MACHADO et al., 2016). Os modelos animais que podem induzir o 

CCR se enquadram em três grandes categorias: câncer intestinal espontâneo em 
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várias espécies de animais, cânceres induzidos quimicamente ou pelo ambiente em 

roedores e os induzidos por manipulação genética de ratos (JOHNSON; FLEET, 

2013).  

Nos últimos 40 anos, cientistas estudaram a CI induzida experimentalmente em 

roedores, a fim de elucidar a etiologia e os mecanismos envolvidos. A Histopatologia 

comparativa revelou muitas semelhanças entre o CCR em roedores e humanos. A 

patologia molecular comparativa também mostrou semelhanças genéticas. 

Recentemente, modelos experimentais utilizando ratos geneticamente modificados e 

indução de processos inflamatórios no colón são utilizados para investigar 

medicações com efeito na QP do CCR (WARD; TREUTING, 2014).  

A mutação no gene APC é um passo inicial na maioria das neoplasias de colón. 

Os modelos de carcinogênese utilizando roedores com mutações APC foram 

utilizados pela primeira vez há mais de 2 décadas. Um estudo com mais de 45 tipos 

de roedores com esta mutação permitiu uma maior compreensão do papel do gene 

APC no desenvolvimento, diferenciação e homeostase de células epiteliais intestinais 

(ZEINELDIN; NEUFELD, 2013). Assim, os modelos de carcinogênese colorretal 

(MCC) em roedores com presença de mutações no APC foram desenvolvidos e 

amplamente utilizados. No entanto, diferentemente dos humanos a maioria dos 

ratinhos desenvolve tumores, predominantemente, no intestino delgado e com uma 

menor frequência no colón (LI et al., 2022; WASHINGTON et al., 2013; ZEINELDIN; 

NEUFELD, 2013). A tumorigênese no intestino delgado humano é rara. Por isso, é 

importante desenvolver animais transgênicos com tumorigênese específica do colón. 

Isso permitiria um entendimento mais preciso da tumorigênese do cólon em humanos, 

facilitando ainda mais a avaliação do impacto de medicamentos e outros tratamentos 

em pacientes com CCR (LI et al., 2022).  

Na fase tardia do CCR humano ocorrem frequentemente metástases que levam 

a alta mortalidade e recorrência. Torna-se, portanto, urgente compreender o 

mecanismo da metástase, desenvolvendo assim tratamentos contra metástases para 

benefícios clínicos. Atualmente, o modelo animal mais comum que reproduz 

metástase de CCR ocorre por transplante ou injeção ortotópica de células do CCR. 

Embora as metástases sejam desenvolvidas nestes modelos, não é possível 

representar com precisão a metástase real que ocorre em humanos devido à falta de 

múltiplos componentes como as células imunes do microambiente tumoral. Usando 
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modelos de camundongos avanços científicos foram feitos na compreensão da 

patogênese dessa doença complexa (LI et al., 2022). 

O rato PIRC, com genes APC mutados, desenvolvem tumores do cólon 

espontaneamente, imitando a polipose adenomatosa familiar e o CCR esporádico 

(FEMIA et al., 2015). Os ratos Min / + tem uma mutação no codon 850 do gene 

supressor tumoral APC. Esta mutação é observada, também, no gene APC humano 

e leva a formação de várias lesões neoplásicas espontâneas no intestino dos ratos 

(FODDE; SMITS, 2001; VAN ES; GILES; CLEVERS, 2001). O rato Min / + 

convencional, criado com um fundo genético C57BL / 6J, é amplamente utilizado 

devido a predisposição dos mesmos a polipose adenomatosa familiar. No entanto, é 

um modelo questionável devido a grande maioria dos tumores surgirem no intestino 

delgado e, apenas, uma pequena fração dos tumores evoluírem para carcinomas 

invasivos (TAKETO; EDELMANN, 2009). Os ratinhos A / J Min / + são tipicamente 

mais susceptíveis ao CCR induzido por carcinógeno do que os ratinhos Min / + C57BL 

/ 6J. Eles não mostram aumento nas lesões do intestino delgado, apresentam o 

desenvolvimento de lesões colônicas benignas que progridem para carcinoma ao 

longo do tempo e mostraram ativação da via de sinalização Wnt. Assim, o ratinho A / 

J Min / + pode ser um modelo relevante para a iniciação, promoção e progressão do 

CCR (MENGHINI et al., 2017; SØDRING; GUNNES; PAULSEN, 2016). Os ratos 

SAMP1 / YitFc (SAMP), também, apresentam um aumento na tumorigênese colônica 

(MENGHINI et al., 2017). O uso de ratos Wistar não geneticamente modificados, 

também, podem ser utilizados no estudo na CI (BURLAMAQUI et al., 2012; JUCÁ et 

al., 2014; RODRIGUES et al., 2002) e por não possuírem uma predisposição a 

formação de neoplasia de colón necessitam de um maior tempo de exposição ao 

carcinógeno. 

A doença inflamatória intestinal é um importante fator na progressão da 

carcinogênese associada à colite (CAC). O dextrano sulfato de sódio (DSS) é um 

agente com efeitos tóxicos diretos sobre o epitélio intestinal, podendo ser administrado 

na água potável de ratos em vários ciclos para criar um estado inflamatório crônico. O 

desenvolvimento tumoral é acelerado se administrado num ambiente pró-

carcinogênico. Estes incluem ratos com mutações genéticas nas vias de 

tumorigénese, bem como ratinhos pré-tratados com agentes genotóxicos 

azoximetano (AOM) e 1,2-dimetil-hidrazina (1.2-DMH) (THAKER et al., 2012). O 

composto DMH e o seu metabólito AOM, são os dois carcinógenos mais comumente 
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usados para induzir e promover o CCR em ratos e camundongos (BISSAHOYO et al., 

2005). Embora o modelo de carcinogênese que utiliza os agentes 1,2-DMH ou AOM 

não represente a complexidade da doença humana e não substitua os estudos com o 

material humano, pode ser uma utilizado para estudar eventos moleculares do CCR e 

para desenvolver e avaliar uma variedade de novos agentes quimiopreventivos para 

o câncer ou estratégias terapêuticas emergentes que são difíceis de abordar em 

humanos. Deve-se reconhecer que os modelos animais refletem apenas certos 

elementos da fisiopatologia e que a qualidade da resposta depende fortemente da 

qualidade e especificidade da questão experimental (PERSE; CERAR, 2011). 

A combinação de DSS com AOM como um modelo para câncer associado à 

colite ganhou popularidade por sua reprodutibilidade, potência e usabilidade. Embora 

eles tenham um mecanismo compartilhado, o carcinógeno AOM é mais potente e 

estável em solução do que DMH (WARD; TREUTING, 2014). Enquanto, o 

desenvolvimento tumoral em outros modelos requer vários meses, os ratos que 

receberam uma única injeção via intraperitoneal de AOM (10 mg / kg de peso corporal) 

e subsequentemente foram tratados com DSS, na água potável, desenvolvem 

tumores em aproximadamente 7 a 10 semanas (NEUFERT; BECKER; NEURATH, 

2007; TANAKA, 2012a). O DSS (2 a 5%) é utilizado para induzir colite em ratos devido 

à sua simplicidade, rapidez, reprodutibilidade e capacidade de causar alterações 

semelhantes às observadas no colón de humanos (CHASSAING et al., 2014).  

Um experimento mostrou que uma única injeção intraperitoneal de AOM (10 

mg / kg), seguida pela exposição oral durante 1 semana de DSS na água potável (2%) 

teve um importante efeito na carcinogênese do cólon de ratos.  Este modelo de CAC 

mostrou após 20 semanas uma alta incidência de adenocarcinomas no colón (100%) 

e adenomas (32%), além de alto número de neoplasias múltiplas em um mesmo 

animal. A investigação por imunohistoquimica (IHQ) das neoplasias e displasias 

mostrou que todas as lesões foram positivas para β-catenina, ciclo-oxigenase-2 (COX-

2) e induced Nitric Oxide Sinthase (iNOS) (TANAKA et al., 2003). 

O AOM dissolvido em NaCl a 0,9% pode ser aplicado por via subcutânea 

durante duas semanas consecutivas a uma dose de 15 mg / kg / semana como opção 

na indução da CAC em ratos da linhagem Wistar não modificados geneticamente. O 

aparecimento de focos de criptas aberrantes (FCA) está relacionado ao maior tempo 

de acompanhamento entre a exposição ao carcinógeno e a eutanásia. Um estudo 

acompanhou dois grupos de ratos Wistar machos com 10 semanas de idade e peso 
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aproximado de 200 gramas após a indução da CI com 2 aplicações consecutivas de 

AOM. Um grupo sofreu eutanásia com 15 semanas e o outro com 35 semanas. As 

lesões colonicas pré-neoplásicas e cancerosas foram identificadas em ambos os 

grupos, porém o número de lesões foi significativamente maior (P <0,05) no grupo que 

foi acompanhado por mais tempo (REFAAT et al., 2016). Outro estudo mostrou que a 

indução da CAC em ratos machos (16 semanas de idade), da linhagem Wistar, foi 

efetiva para a formação de múltiplos FCA após duas aplicações intraperitoneais 

consecutivas de AOM a uma dose de 15 mg / kg / semana e eutanásia após 15 

semanas da primeira aplicação do carcinógeno (BURLAMAQUI et al., 2010, 2012). 

Uma limitação do uso dos principais agentes genotóxicos (DMH / AOM) é que 

existe a necessidade de uma ativação metabólica para se tornarem um carcinógeno 

ativo. Este processo ocorre no fígado com a participação de várias enzimas. Caso o 

agente quimiopreventivo interfira com o metabolismo do DMH / AOM pode modificar 

a carcinogênese e afetar os resultados. Já foi demonstrado que o dissulfiram afeta 

significativamente a carcinogênese do cólon, porque bloqueia o metabolismo da AOM 

devido à sua atividade inibitória sobre a CYP2E1. Verificou-se, também, que a 

administração simultânea de DMH / AOM e álcool inibe a carcinogênese do cólon, 

provavelmente devido à supressão da ativação do DMH / AOM no fígado. Em 

contraste com os humanos, as metastases para o fígado e pulmão são muito raras 

nos ratos com protocolo de indução da CI que utilizam DMH / AOM. Os tumores que 

são capazes de metástase são quase exclusivamente mucinosos e carcinomas de 

células de anel de sinete do cólon proximal (PERSE; CERAR, 2011). Um estudo 

avaliou alterações hepáticas após a indução da carcinogênese colorretal de ratos da 

linhagem Wistar com AOM e observou-se que lesões hepáticas pré-neoplásicas e 

neoplásicas aparecem e evoluem na proporção do tempo e dose de exposição ao 

AOM (BURLAMAQUI et al., 2013). Uma limitação da DMH é a falta de especificidade 

para a indução de neoplasias no colón, já que pode induzir tumores hepáticos 

(MACHADO et al., 2016).  

A DMH é o carcinógeno mais antigo e mais usado para induzir tumores em 

ratos (GOIS JÚNIOR et al., 2012). Ele induz mutações no DNA que estão relacionadas 

ao desenvolvimento do CCR (NEWELL; HEDDLE, 2004). A captação de DMH é três 

vezes maior no colón comparadas com o intestino delgado. O efeito carcinogênico 

pode ser obtido após uma única injeção ou através de múltiplas injeções com 

intervalos semanais (GOIS JÚNIOR et al., 2012). A maioria dos estudos, com ratos 
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não modificados geneticamente, preconiza aplicações de DMH com doses semanais 

que variam de 15-25 mg/ kg por um período de 15 a 20 semanas. No entanto, existem 

estudos com uma única aplicação e uso de doses que variam de 7,5 mg/ kg até 40 

mg/ kg (PERSE; CERAR, 2005). Um dos modelos mais utilizados induzem a CI em 

ratos machos da linhagem Wistar através de aplicações subcutâneas de 1,2-DMH (20 

mg / kg / semana) durante 15 semanas consecutivas (ARUL et al., 2012; EL-

KHADRAGY et al., 2018; KUMAR; SINGH; SINHA, 2010; PATYAR et al., 2017; 

SMERDU; PERSE, 2017). Um modelo experimental com ratos wistar machos 

pesando de 200 a 250 gramas, utilizou a aplicação IM de 1,2-DMH na dose de 40 

mg/kg/semana por sete semanas consecutivas e observou o desenvolvimento de 

lesões pré-neoplásicas e remodelação da microbiota intestinal (SILVA-REIS et al., 

2022). As aplicações são mais comumente realizadas por via subcutânea, mas pode 

ser utilizada a via intraperitoneal (PERSE; CERAR, 2005).  

Ocorre o aparecimento de FCA após a indução do CCR com duas injeções 

intraperitoneais de DMH (40mg / kg / semana) em ratos Wistar, sendo observado as 

criptas aberrantes com 6 e 12 semanas da primeira injeção (GOIS JÚNIOR et al., 

2012). Um estudo induziu o CCR com duas injeções subcutâneas de DMH (40mg / kg 

/ semana) em vinte ratos Wistar machos com 6 semanas de idade que foram divididos 

em dois grupos e sacrificados após 4 semanas (Grupo A) e 30 semanas (Grupo B). 

No Grupo A, 91,5% dos FCA eram formados por 1 a 2 criptas e 8,5% tinham 3 ou mais 

criptas. No Grupo B, 46,9% tinham 3 ou mais criptas. Assim, o número de criptas 

aberrantes por foco aumentou no grupo acompanhado por maior tempo (30 semanas). 

Observou-se, ainda, um aumento no número de FCA e neoplasias bem diferenciadas 

(n=9) no Grupo B. Logo, os FCAs tiveram correlação com o desenvolvimento de 

neoplasias a médio prazo (30 semanas) (RODRIGUES et al., 2002). Os 

adenocarcinomas tubulares bem diferenciados são mais comuns e costumam 

apresentar um crescimento polipoide (NAKAGAMA; NAKANISHI; OCHIAI, 2005).  

Logo, um protocolo para se estudar a carcinogênese química do cólon depende 

de diversas variáveis, tais como: animal (espécie, linhagem, sexo e idade), 

carcinógeno (tipo, dose, e via de administração) e duração do experimento. Levando 

em consideração os custos, optou-se pela utilização de um protocolo de indução da 

CI com 1,2-DMH.  

1.2 LESÕES HISTOPATOLÓGICAS PRECURSORAS DO CCR 
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O conceito de prevenção do câncer é retardar, regredir ou eliminar lesões pré-

cancerosas. Para estudar a prevenção de neoplasias do colón por alimentos é 

necessário entender as alterações histopatológicas do colón causadas por um agente 

cancerígeno. O estudo dos estágios pré-cancerígenos no cólon é possível por 

identificação e quantificação de FCA. Os FCAs são usados extensivamente para 

identificar moduladores da carcinogênese do cólon. Essas informações fornecem uma 

melhor compreensão da patogênese do CCR e contribuem para o desenvolvimento 

de diferentes estratégias preventivas para o CCR em indivíduos com alto risco e para 

a população em geral. As características e o número de FCA quantificam o risco de 

desenvolver o CCR.  Portanto, o estudo dos FCA pode fornecer uma avaliação 

quantitativa do desenvolvimento gradual do CCR (BIRD; GOOD, 2000). 

Bird foi o primeiro a identificar e descrever os FCA na mucosa colorretal de 

roedores expostos à ação de substâncias carcinogênicas, além de reconhecê-los 

como lesão precoce e precursora do CCR (BIRD, 1987). Posteriormente, o FCA foi 

reconhecido e identificado em humanos (PRETLOW et al., 1991) e desde então, 

muitos estudos, mostram o seu potencial como biomarcador biológico confiável de 

lesões pré-neoplásicas e cancerosas no intestino grosso (MORI et al., 2004; 

WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). Kinzler e Vogelstein (1996) colocam o FCA 

como a mudança morfológica mais antiga no caminho para o CCR. Os FCA são 

induzidos por carcinógenos específicos do colón (MCLELLAN; BIRD, 1988; 

MCLELLAN; MEDLINE; BIRD, 1991), que representam uma relação dose-dependente 

(MCLELLAN; MEDLINE; BIRD, 1991) e não se desenvolvem após o tratamento com 

substâncias cancerígenas que não induzem tumores no cólon (MCLELLAN; BIRD, 

1988). 

Estas lesões demonstram semelhanças histológicas aos adenomas e 

adenocarcinomas do cólon. Compartilham defeitos moleculares fundamentais com 

pelo menos alguns tumores do cólon (WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). 

Evidências mostram que alterações genéticas e epigenéticas podem ser encontradas 

nos FCA e no CCR, contribuindo para o progresso no conhecimento de caminhos 

moleculares relacionados a CI. A associação de FCA com CCR em estudos da esfera 

molecular é muito mais homogênea do que em estudos morfológicos (LOPEZ-

CERON; PELLISE, 2011). 

Os FCA são histologicamente heterogêneos e englobam um espectro de lesões 

das quais apenas um subconjunto está associado com displasia (BOUZOURENE et 
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al., 1999). O número de FCA, também, pode ser utilizado como um preditor da 

probabilidade de recorrência de adenoma colorretal após polipectomia (UCHIYAMA 

et al., 2012). Em comparação com as criptas normais, os FCA são caracterizados por 

sua coloração mais escura (devido ao aumento nuclear e depleção de mucina), maior 

tamanho, formato elíptico, revestimento epitelial mais espesso e maior zona 

percriptômica (BIRD; GOOD, 2000). A displasia nestes focos pode ser caracterizada 

por células hipercromáticas, núcleos alongados, estratificação nuclear e depleção de 

mucina (OGATA et al., 2010).  

São fatores de risco para a multiplicidade de FCA são: sexo masculino, 

envelhecimento (NORLIDA; PHANG, 2010; STEVENS; SWEDE; ROSENBERG, 

2007), história familiar de CCR (STEVENS; SWEDE; ROSENBERG, 2007) hábito de 

fumar e uso de álcool (SAKAI et al., 2011). São indicadores de FCA de alto risco a 

presença de multiplicidade de criptas aberrantes, alto número de FCA, alta densidade 

de FCA, a identificação de focos com depleção de mucina e a localização no colón 

distal (GUPTA et al., 2016).  

Alguns autores sugerem que a tradicional sequência adenoma-carcinoma na 

progressão tumoral do intestino grosso pode ser estendida para a sequência FCA-

adenoma-carcinoma (HURLSTONE; CROSS, 2005). Os Adenomas podem ser 

precursores do CCR. Embora todos os adenomas tenham capacidade para evoluir 

para uma doença maligna, a maioria permanece como uma lesão não invasiva. A 

cancerização dos adenomas colorretais requer a invasão neoplásica da submucosa 

(RISIO, 2010). Os adenomas clássicos são divididos em tubulares, vilosos e 

tubulovilosos. Outras lesões precursoras colorretais são o pólipo hiperplásico, 

adenoma serrilhado séssil e adenoma serrilhado tradicional (HAUMAIER; 

STERLACCI; VIETH, 2017). 

Na avaliação histológica, a mucosa colônica e retal possui uma lâmina própria 

com glândulas tubulares revestidas por epitélio cilíndrico (do tipo absorvente) e células 

caliciformes. A arquitetura glandular varia nas diferentes partes do cólon 

(LINDSTROM; ROSENGREN; FORK, 1979). As alterações histológicas antecedem 

os tumores macroscópicos nas placas linfóides de ratos tratados com DMH.  As 

glândulas atípicas são caracterizadas pela ausência de muco citoplasmático, núcleos 

de células hipercromáticas, estratificação celular e aumento do número de figuras 

mitóticas. Os ratos que recebem uma única dose de DMH costumam ter agregados 

linfóides mais espessos do que os animais presentes nos grupos controle. O 
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adenocarcinoma microinvasivo do cólon parece ser um achado comum em ratos 

tratados com dose única de DMH. No entanto, essas lesões permanecem não 

detectadas no exame macroscópico. Assim, o exame macroscópico do cólon de ratos 

tratados com DMH é um método não confiável para determinar o número de 

adenocarcinomas, pois estas lesões podem ocorrer na ausência de tumores 

macroscopicamente detectáveis (RUBIO et al., 1986).  

 

1.3 PTEROSTILBENE (PS) 

 

Stilbenes são fitoquímicos presentes em uvas, bagas amendoim e vinho tinto 

(RIMANDO et al., 2004). O PS (trans-3,5-dimetoxi-4'-hidroxiestilbeno) e o resveratrol 

fazem parte dos stilbenes. A diferença estrutural entre os dois é que o PS contém um 

grupo hidroxila e dois grupos metoxi, enquanto o resveratrol possui três grupos 

hidroxila. A presença de grupos metoxi no PS aumenta a sua absorção oral, melhora 

a estabilidade metabólica, leva a uma maior lipofilicidade e maior potencial de 

absorção celular (ESTRELA et al., 2013; LIU et al., 2020). A diferença na estrutura 

molecular é responsável pelo PS ter uma maior biodisponibilidade que o resveratrol, 

pois apresenta um metabolismo e excreção mais lentos (CHAO et al., 2010). O PS 

administrado por via oral mostra biodisponibilidade de 95%, enquanto o resveratrol 

tem apenas 20% de biodisponibilidade (ESTRELA et al., 2013). A meia-vida de PS é 

sete vezes maior do que a do resveratrol, 105 min versus 14 min (REMSBERG et al., 

2008).  Logo, o PS tem uma melhor farmacocinética do que o resveratrol (OH; GAO; 

SHAHIDI, 2021). Nem todos os efeitos benéficos do PS são encontrados com o 

resveratrol, e aqueles que são encontrados em comum são geralmente maiores com 

o PS (DUKE, 2022). O PS é uma substância que pode ser rapidamente absorvida e 

amplamente distribuída nos tecidos. Tornou-se popular devido a sua função 

antitumoral, antioxidante e anti-inflamatória (LIU et al., 2020).  

Embora o PS tenha o potencial de melhorar a saúde humana, a maioria dos 

estudos mostra efeitos benéficos com doses que excedem em muito os níveis que 

podem ser esperados em uma dieta. Uma dieta equilibrada com PS (amendoins, uvas 

e mirtilos) não é capaz de fornecer altos níveis deste composto, mas a engenharia 

genética é capaz de produzir compostos sintéticos com altos níveis de PS para 

suplementar à dieta (DUKE, 2022). Ruiz et al. (2009), publicaram um estudo no qual 

avaliaram a toxicidade do PS em camundongos saudáveis após a ingestão de doses 
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elevadas (30, 300 e 3000 mg / kg / dia) durante 28 dias. Essas doses não causaram 

mortalidade durante o período experimental e o exame histopatológico e avaliação 

bioquímica não mostraram alterações clinicamente importantes. Outro estudo avaliou 

a segurança da administração oral do PS em humanos durante 6 a 8 semanas e 

constatou a segurança desta substância na dosagem até 250 mg / dia (RICHE et al., 

2013). A suplementação a longo prazo (90 mg/Kg/dia durante 30 semanas) com PS  

não apresenta toxicidade em estudos experimentais (PARRASIA et al., 2022). O PS 

em grandes doses é farmacologicamente seguro (não induz danos ao fígado e rim) 

(OBRADOR et al., 2021; ZHANG et al., 2021). A dose de consumo diário de PS de 10 

a 30 mg / kg apresenta efeito antioxidante e anti-inflamatório (GAO, 2018) sem 

toxicidade orgânica ou sistêmica (PRIEGO et al., 2008). 

A administração do PS pode ser por via oral, intravenosa ou tópica. O 

importante é atingir concentrações efetivas em tumores por longos períodos para 

tentar aumentar a sua eficácia contra o câncer (OBRADOR et al., 2021). Pensando 

no uso prolongado, a ingestão oral é a via preferida para a autoaplicação do 

consumidor. A administração oral é indolor, econômica, reduz o risco de transmissão 

de doenças e permite um cronograma flexível. A bioeficácia do PS é atenuada quando 

consumido por via oral devido à sua fraca solubilidade aquosa (PENG, 2018). Logo, a 

solubilidade aquosa foi identificada como uma barreira à sua biodisponibilidade oral 

(BETHUNE; SCHULTHEISS; HENCK, 2011; YEO; HO; LIN, 2013), sendo a 

manipulação da dose uma estratégia prática para melhorar a biodisponibilidade e 

exposição sistêmica do PS. Em doses baixas a eliminação do PS é mais rápida, porém 

quando a dose aumenta parece ocorrer uma saturação parcial ou total das enzimas 

relacionadas com o metabolismo e, consequentemente, uma redução na capacidade 

de eliminação do PS do organismo. Isto foi observado quando a dose de PS passou 

de 2,5 mg / kg para 25 mg / kg por injeção intravenosa (YEO; HO; LIN, 2013). O PS 

possui uma maior absorção quando aplicado (22,5 mg / kg) em ratos Wistar por via 

venosa do que por via oral (menos 35% de biodisponibilidade). A administração 

prolongada de níveis baixos de PS por via oral pode imitar a ingestão obtida através 

da dieta (AZZOLINI et al., 2014). A sua mensuração é 2 a 25 vezes maior nos tecidos 

do que no sangue, com maiores concentrações no fígado e menores concentrações 

no músculo esquelético e testículo. A concentração no colón não foi aferida pelo 

estudo. A alta concentração do PS nos tecidos pode ter relação com a sua alta 
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lipoficidade e explicar efeitos relacionados a regulação de processos epigenéticos 

(AZZOLINI et al., 2014).  

A atividade antioxidante do PS está relacionada a uma atividade 

anticancerígena para neoplasias de mama, cólon, próstata (MCCORMACK; 

MCFADDEN, 2012; TSAI; HO; CHEN, 2017), esôfago, estômago, fígado 

(MCCORMACK; MCFADDEN, 2012) e pâncreas (MANNAL, 2010; MCCORMACK; 

MCFADDEN, 2012). O PS é um regulador epigenético potente que pode causar 

potenciais benefícios que incluem mudanças na metilação do DNA, modificações de 

histonas (acetilação, metilação e fosforilação) e na expressão de microRNAs (LEE et 

al., 2018). O PS tem grande potencial como medicamento antitumoral para o 

tratamento do CCR (ZHANG et al., 2021). Embora existam alguns estudos detalhando 

o efeito quimiopreventivo do resveratrol, muito pouco se sabe sobre o mecanismo de 

ação do PS. Os dados existentes indicam que o PS é uma grande promessa no campo 

da QP para o CCR através da ingestão de agentes dietéticos.  

 

1.4 MICROBIOTA E O DESENVOLVIMENTO DO CCR 

 

O intestino tem uma diversa microbiota composta por milhares de bactérias 

provenientes de até 15.000 espécies diferentes (FRANK et al., 2007). Embora a 

microbiota possa variar entre o ceco e cólon distal, as amostras fecais de todo o 

intestino grosso compartilham uma microbiota comum (GU et al., 2013). A MI é um 

“órgão microbiano”, sensível a fatores ambientais, dietéticos e do hospedeiro. A MI 

está ligada a fisiopatologia do câncer (SALEHI et al., 2020). Cerca de 16% das 

neoplasias parecem ter como um dos fatores causais a presença de micróbios e as 

neoplasias do trato gastrointestinal são claramente relacionados a presença de algum 

tipo de micróbio (MARTEL et al., 2012). 

O microbioma pode iniciar e / ou promover o CCR em todos os estádios da 

tumorigênese atuando como um indutor de danos ao DNA e causando instabilidade 

cromossômica, regulando o crescimento e a morte celular, gerando alterações 

epigenéticas e modulando as respostas imunes do hospedeiro (WANG; YANG; 

HUYCKE, 2017). O microbioma pode alterar  a sua homeostase pela resposta imune 

e metabólitos tóxicos das bactérias intestinais (SI et al., 2021). Outras investigações 

mostraram que as transformações que ocorrem na fase aguda da doença inflamatória 
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intestinal podem levar ao CCR e serem consequência de uma MI desequilibrada 

(ABREU; PEEK JÚNIOR, 2014). 

O perfil microbiano encontrado em uma pessoa com um intestino saudável é 

importante para a manutenção da saúde, metabolismo dos nutrientes, metabolismo 

de drogas e regulação adequada do sistema imunológico (DUTTON; TURNBAUGH, 

2012; XU et al., 2013). Alguns micróbios benéficos influenciam positivamente a 

comunicação entre o sistema imunológico e a microbiota, podendo influenciar na 

prevenção da inflamação e no aparecimento do CCR (AMBALAM et al., 2016).  A 

grande maioria das bactérias do intestino grosso é benéfica e não esta relacionada ao 

maior risco de CCR, pois exclue potenciais patógenos e ajuda a promover a saúde 

(THAISS et al., 2016). A redução de bactérias protetoras é uma das formas possíveis 

pelas quais a CI pode ser facilitada (SOBHANI et al., 2013).  

A MI é complexa, sendo as maiores frações compostas por bactérias Gram-

positivas do filo Firmicutes e bactérias Gram-negativas do filo Bacteroidetes. Outros 

filos importantes são a Proteobacteria (Gram-negativas) e Actinobactérias (Gram-

positivas) (HANSEN, 2015). A análise da MI nos pacientes com CCR indica uma 

mudança notável nas concentrações e cepas de bactérias encontradas no colón. 

Algumas cepas de bactérias foram associadas com a patogênese do câncer, como 

Streptococcus bovis, Bacteroides, Clostridium e Helicobacter pylori e algumas cepas 

que incluem Lactobacillus (L) acidophilus e Bifidobacterium (B) longum inibiram o 

desenvolvimento do CCR induzido por carcinogênio (ZHU et al., 2013).  

A MI de ratos e camundongos varia de acordo com o ambiente que vivem, 

estado de saúde, alimentação, uso de medicações e raça (TOMAS; LANGELLA; 

CHERBUY, 2012). Entre os fatores ambientais, a dieta parece ter o maior impacto na 

formação da microbiota. Os animais reúnem e mantêm uma comunidade microbiana 

intestinal diversa, porém específica do hospedeiro. O ceco e o cólon cultivam as 

comunidades mais densas e diversas de todos os habitats do corpo (DONALDSOM; 

LEE; MAZMANIAN, 2016). Kasai et al. (2016) mostraram que a MI de pacientes 

saudáveis e com câncer são diferentes e influenciadas pela dieta e o ambiente. A dieta 

exerce uma grande influência sobre a MI através de alterações na sua composição e 

funcionalidade (SEIDEL, 2017; SONNENBURG; BÄCKHED, 2016) que apresenta, 

evidente, relação com a proteção ou predisposição ao CCR (SCHWABE; JOBIN, 

2013; SEIDEL, 2017).  A composição da MI de ratos Wistar submetidos a IC com 1,2-

DMH é diferente da microbiota de ratos sem CI induzida. Os Bacteroidetes são o filo 
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predominante na MI de ambos os grupos, seguido pelos Firmicutes. Existe uma maior 

abundância relativa de Firmicutes, Proteobacteria e Actinobactérias no lúmen 

intestinal de ratos com CCR, com menos Bacteroidetes e Lactobacillus (ZHU et al., 

2014).  

A MI está envolvida nas transformações metabólicas dos componentes da dieta 

em oncometabólitos e metabólitos supressores de tumor que, por sua vez, afetam o 

desenvolvimento do CCR. O CCR possui uma maior relação com as bactérias 

Escherichia coli, E. faecalis, F. nucleatum e Streptococcus gallolyticus 

(CHATTOPADHYAY et al., 2021). Pacientes com CCR parecem ter uma porcentagem 

maior de gênero Prevotella e uma proporção menor de Megamonas e Ruminococcus 

(BERBERT et al., 2022). Assim, intervenções dietéticas podem ser adequadas para 

modular o crescimento da microbiota benéfica no intestino (CHATTOPADHYAY et al., 

2021). 

As bactérias comensais do intestino tem um papel fundamental na manutenção 

da homeostase intestinal. A desregulação da homeostase intestinal ou disbiose leva 

à perda da diversidade microbiana, crescimento excessivo de patobiontes e 

translocação de bactérias (SILVA et al., 2015). As bactérias intestinais têm a 

capacidade de metabolizar alimentos em metabólitos mais ativos e melhor absorvidos 

(DEL RIO et al., 2013; ESPÍN; GONZÁLEZ-SARRÍAS; TOMÁS-BARBERÁN, 2017). 

Evidências sugerem que frutas e seus derivados são capazes de aumentar o 

crescimento de bactérias benéficas ao colón, como Bifidobacterium e Lactobacillus 

(BIALONSKA et al., 2009; NEYRINCK et al., 2013; VENDRAME et al., 2011). Um 

estudo experimental com indução de colite em animais mostrou que o aumento de 

lesões colônicas eram inversamente associadas a presença de Lactobacillus 

(RITCHIE et al., 2015).  

 

1.5 A MODULAÇÃO DA MI PELA SUPLEMENTAÇÃO DE PRO NO 

DESENVOLVIMENTO DO CCR 

 

Uma alimentação saudável e o uso de PRO para regular a microflora pode 

reduzir o risco de CCR (SI et al., 2021). Vários eventos (por exemplo, dieta e 

inflamação) podem afetar a composição da MI, levando à formação de uma microbiota 

disbiótica que pode impactar na saúde do hospedeiro. O CCR tem sido associada com 

o estabelecimento de uma microbiota disbiótica. Consequentemente, existe um 
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interesse crescente em aproveitar o poder da modulação da composição da MI 

através do uso de PRO para a prevenção e tratamento do CCR (ZHU et al., 2011). Os 

PROs são compostos por microrganismos vivos que podem apresentar potenciais 

efeitos anticancerígenos através da alteração da microbiota nativa do intestino 

(GAYATHRI; ASHA; DEVARAJA, 2011). Eles têm um efeito benéfico sobre a saúde, 

exibindo efeitos quantitativos e qualitativos na microflora e modificação do sistema 

imunológico (HOFFMANN; KLENIEWSKA; PAWLICZAK, 2021). Estudos 

demonstraram que o consumo regular de PRO pode impedir o desenvolvimento do 

CCR (REIS et al., 2017) e fornecer sinalização para ativar respostas imunes 

adequadas (SILVA, 2015).  

Existem pelo menos duas desvantagens no uso terapêutico de PROs: 

biodisponibilidade e biossegurança (BAKSHI et al., 2021). Existem poucos relatórios 

demonstrando efeitos adversos da suplementação oral de PRO (REIS et al., 2017). 

Os PROs com lactobacilos e bifidobactérias têm um longo histórico de segurança. 

Existem relatos de baixas taxas de eventos adversos que estão relacionados, 

principalmente, a PROs com outras cepas bacterianas (SHANAHAN, 2012). Casos 

bem documentados de sepse presumida ou comprovada relacionada com lactobacilos 

e bifidobactérias foram relatados (CONEM et al., 2009; OHISHI et al., 2010). Embora 

tenha sido manifestada preocupação com o risco de suplementação probiótica em 

grupos vulneráveis, como os imunossuprimidos ou aqueles com uma barreira mucosa 

anormal, o registro até o momento é encorajador (SANDERS et al., 2010; WAGNER; 

BALISH, 1998; HEDIN; WHELAN; LINDSAY, 2007). De acordo com Gianotti et al. 

(1993), os principais fatores que determinam a ocorrência e a gravidade das infecções 

associadas à translocação microbiana são a carga bacteriana e a capacidade das 

defesas do hospedeiro para matar os organismos invasores. 

As bactérias podem ser usadas como agentes anticancerígenos, mas os 

esforços para utilizar bactérias patogênicas atenuadas leva ao risco de toxicidade ou 

infecção. As bactérias produtoras do ácido lático são seguras e muitas vezes 

conferem benefícios à saúde, podendo ser utilizadas juntamente com drogas 

anticancerígenas (CHUNG et al., 2021). As bactérias probióticas do gênero 

Lactobacillus e Bifidobacterium parecem melhorar a ação dos medicamentos 

quimioterápicos através da redução da proliferação de células cancerosas, indução 

de apoptose e diminuição das Fusobacterias. Além disso, reduzem os efeitos 
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colaterais (mucosite e diarreia) da quimioterapia, imunoterapia e radioterapia pela 

inibição de citocinas pró-inflamatórias (BADGELEY et al., 2021). 

A suplementação de Lactobacillus e Bifidobacterium no microbioma intestinal 

de camundongos saudáveis leva ao aumento no número de Actinobacteriota, 

Bacteroidota, Verrucomicrobia e Proteobacteria, todas com potencial efeito positivo 

na saúde. No grupo de camundongos que foi alimentado com bactérias lácticas houve 

uma redução na concentração de Nocardioides, Helicobacter e Mucispirillum, que 

estão envolvidos em processos inflamatórios. Para o grupo de camundongos que foi 

alimentado com bifidobacterias, observou-se uma diminuição no número de membros 

do gênero Tyzzerella e Akkermansia. Foi demonstrado que os PROs que são 

baseados em membros de da família Lactobacillaceae têm um efeito mais positivo na 

MI do que os PROs que são à base de bifidobactérias (GRYAZNOVA et al., 2022). O 

L. acidophilus possui maior estabilidade que o B. bifidum na microflora intestinal de 

camundongos a longo prazo (5 meses) (KHAVARI-DANESHVAR, 2017).  

Os PROs demonstraram eficácia contra vários tipos de câncer (a depender da 

cepa, dosagem e duração do tratamento) devido aos seus papéis na antioxidação, 

imunomodulação, indução de apoptose, antimutagenicidade, controle da expressão 

de oncogenes, indução de autofagia, inibição de quinase, reativação de supressor 

tumoral e prevenção de metástases (SANKARAPANDIAN et al., 2022). Existe uma 

ampla variedade de mecanismos possíveis pelos quais os PROs podem desempenhar 

um papel na prevenção do CCR. A ação anticancerígena dos PROs no colón envolve 

efeitos diretos sobre a mucosa intestinal, intraluminais e sistêmicos. Os efeitos 

intraluminais incluem a exclusão competitiva da flora intestinal patogênica, alteração 

da atividade enzimática da microflora intestinal, redução da carcinogênese secundária 

a ácidos biliares, ligação de agentes cancerígenos e mutagênicos e aumento da 

produção de ácidos graxos de cadeia curta. A redução do dano ao DNA, melhora das 

funções da barreira colônica e supressão da formação de FCA são efeitos diretos na 

mucosa intestinal para a prevenção do CCR. As evidências existentes, também, 

mostram um efeito imunomodulador dos PROs na prevenção do CCR, particularmente 

na capacidade de modular a inflamação intestinal (CHONG, 2014). 

A suplementação com PROs é capaz de elevar a produção de mucina (eleva o 

nível de MUC-2), de melhorar a permeabilidade intestinal (redução do pH e aumento 

dos ácidos graxos de cadeia curta e ácidos orgânicos), de causar a degradação de 

carcinógenos, de alterar a atividade de enzimas (β-glucosidase, β-glucuronidase, 
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nitrato redutase, azoredutase e 7-α-desidroxilase), de estimular a produção de 

compostos anticarcinogênicos (ácidos graxos de cadeia curta e ácidos linoléicos 

conjugados), aumentar a defesa antimicrobiana, ocasionar uma modulação 

imunológica (↓ IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-1β e COX-2). Também melhora a capacidade 

antioxidante, reduz o índice mitótico de colonócitos, aumenta o nível de butirato, reduz 

a expressão de bcl-2 e aumenta os níveis de TNF-α e caspase-3. O impacto benéfico 

da suplementação de PROs depende da cepa utilizada, dosagem, duração da 

intervenção, fisiologia do hospedeiro e associação com outros suplementos 

alimentares (SIVAMARUTHI; KESIKA; CHAIYASUT, 2020). Existem uma ampla 

variabilidade nas respostas de doenças intestinais aos PROs que podem estar 

associadas com a genética do hospedeiro e fatores ambientais (YAN; POLK, 2020). 

Logo, nem todos os PROs tem ação na proteção contra o desenvolvimento do CCR 

(SIVAMARUTHI; KESIKA; CHAIYASUT, 2020).  

Segundo Faghfoori et al. (2015), os PRO tem ação através de alguns 

mecanismos celulares e moleculares, tais como, influenciar na composição e 

homeostase da MI, competir com bactérias patogênicas, produção de compostos 

ativos contra células cancerosas do cólon humano como ácidos graxos de cadeia 

curta, inativação de compostos cancerígenos, melhora da função barreira intestinal, 

ligação as substâncias mutagênicas para a sua eliminação do corpo, redução dos 

efeitos nocivos dos ácidos biliares, modulação das respostas imunes, função 

antioxidante, apoptose e efeitos anti-proliferativos. Porém, cada grupo de bactérias 

exercem seus efeitos de forma individualizada. Para Fong, Li e Yu (2020), a 

contribuição dos PROs na prevenção do CCR é atribuída a capacidade de inibir a 

colonização por bactérias patogênicas, modulação da imunidade intestinal e 

fortalecimento da barreira intestinal. Recentemente, três vias celulares foram 

postuladas para a compreensão dos efeitos dos PROs na saúde intestinal. Os PROs 

inibem primeiramente os efeitos bacterianos patogênicos, gerando produtos químicos 

bactericidas e competindo pela adesão epitelial intestinal com patógenos e toxinas. 

Em segundo lugar, os PROs modulam as respostas imunes aumentando a imunidade 

inata e regulação das vias de inflamação causadas pelo patógeno. Finalmente, 

regulam homeostase epitelial intestinal através de múltiplas vias de sinalização, 

estimulando sobrevivência das células epiteliais intestinais, função de barreira e 

proteção (LAND et al., 2005). 
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Os PRO podem apresentar atividade antioxidante e reduzir os danos causados 

pela oxidação. Contudo, os mecanismos pelos quais os PROs apresentam uma ação 

antioxidante precisa ser mais bem esclarecido. Alguns PROs podem agir produzindo 

metabolitos antioxidantes, aumentando os níveis de metabolitos antioxidantes, 

modulando a MI e regulando vias de sinalização e atividades de algumas enzimas 

produtoras de Reactive Oxygen Species (ROS) (WANG et al., 2017). Evidências 

mostram que PROs específicos são valiosos na prevenção e tratamento do câncer 

através do aumento da produção de citocinas (IL-2 e IL-12), antioxidantes e fatores 

anti-angiogênicos. Além disso, diminuiem o dano do DNA, inflamação, tamanho do 

tumor, proteínas relacionadas ao câncer e enzimas pró-cancerígenas (DASARI et al., 

2017).  

Os PROs mais estudados na prevenção do CCR possuem em sua composição 

cepas dos gêneros Lactobacilos e Bifidobactérias (CHONG, 2014). As bactérias 

probióticas, geralmente, compreendem bactérias produtoras de ácido láctico dos 

gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium e estão amplamente disponíveis, por 

exemplo, em iogurtes e outros alimentos funcionais, como queijos, leites fermentados 

e não fermentados (UCCELLO et al., 2012). Dentre as bactérias pertencentes ao 

gênero Bifidobacterium, destacam-se B. bifidum e B. lactis. Dentre as bactérias láticas 

pertencentes ao gênero Lactobacillus, destaca-se o L. acidophilus (SAARELA et al., 

2000). Lactobacillus é uma das cepas mais utilizadas devido às suas promissoras 

aplicações, embora ocupe uma proporção pequena da MI. Fatores que influenciam na 

concentração de Lactobacillus são a genética, sexo, idade, doença (menor 

concentração no CCR), peso, dieta, medicamentos, stress e hipóxia (HUANG et al., 

2022).  

A terapia probiótica com B. animalis subsp. lactis BB-12® é descrita em mais 

de 300 publicações científicas, sendo considerada a cepa das Bifidobactérias mais 

documentada. Possui excelente tolerância a acidez gástrica e à bile, fortes 

propriedades de aderência à mucosa intestinal, capacidade de inibir patógenos, 

aumentar a função de barreira e possui interações imunológicas importantes 

(JUNGERSEN, 2014). A B. animalis ssp. lactis é uma cepa intestinal com alta 

resiliência ao stress, tornando-a atraente para a utilização pela indústria de alimentos 

(CELIK; SULLIVAN, 2013). A sua presença é relacionada a uma MI saudável 

(JUNGERSEN, 2014). 
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Para que os PROs exerçam seu melhor efeito, a sua viabilidade deve ser 

mantida durante a fabricação, armazenamento e passagem através dos ambientes 

gastrointestinais adversos encontrados no estômago e intestino delgado (YING et al., 

2010). Uma das formas de armazenamento e conservação dos PROs é através do 

encapsulamento (SAARELA et al., 2000). A ação sinérgica dos PROs e substâncias 

prebióticas estabelecem uma interação que pode ser favorecida por uma adaptação 

do PRO ao substrato prebiótico (HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002). Um prebiótico 

é um ingrediente fermentado seletivo encontrado na dieta que resulta em alterações 

específicas na composição e / ou atividade da MI conferindo benefícios à saúde do 

hospedeiro (GIBSON et al., 2010). Prebióticos, que são nutrientes que podem ajudar 

a manter a homeostase da MI e mitigar a disbiose, podem ser benéficos na prevenção 

da inflamação e CCR. Esses nutrientes podem dificultar os efeitos da disbiose, 

incentivando o crescimento de bactérias benéficas, imunidade anti-inflamatória, 

manutenção da barreira epitelial intestinal, mecanismos pró-apoptóticos e outros 

mecanismos celulares (MAHDAVI; LAFOREST-LAPOINTE; MASSÉ, 2021). Dentre os 

prebióticos, têm-se os frutooligossacarídeos (FOS) que são carboidratos complexos 

resistentes à ação hidrolítica da enzima salivar e intestinal. O FOS é formado a partir 

da hidrólise da inulina e contribui para o aumento da concentração das bífidobactérias 

no cólon (GIBSON; ROBERFROID, 1995). 

Desta forma, estudos in vivo podem contribuir para a incorporação de 

suplementação dietética com capacidade de reduzir a incidência do CCR. A 

combinação de substâncias deve ser estimulada visando uma potencialização do 

efeito esperado através da ação em diferentes alvos. Não existem relatos de 

pesquisas realizadas com intuito de avaliar o efeito da associação de altas doses de 

PS e PRO com Lactobacillus e Bifidobacterias na QP do CCR induzido 

experimentalmente com 1,2-DMH.    
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2 HIPÓTESE 

 

H0: A suplementação de PS e / ou PRO em um modelo experimental de 

indução da carcinogênese intestinal não reduz o desenvolvimento de lesões 

precursoras do CCR. 

H1: A suplementação de PS e / ou PRO em um modelo experimental de 

indução da carcinogênese intestinal reduz o desenvolvimento de lesões precursoras 

do CCR. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A composição da MI e a inflamação crônica são dois fatores relacionados ao 

aparecimento do CCR que podem ser modificados através da dieta. Estudos prévios 

mostraram atividade anti-inflamatória, antioxidante e segurança do PS e de PROs 

selecionados. No entanto, as evidências disponíveis são insuficientes para justificar a 

suplementação crônica e simultânea destas substâncias para uma população com alto 

risco de CCR.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da suplementação de PS e / ou PRO no desenvolvimento de 

lesões precursoras do CCR em ratos wistar após a indução do CCR com 1,2-DMH. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

✓ Mostrar a efetividade do modelo de indução do CCR com quinze aplicações 

subcutâneas de 1,2-DMH (20mg/kg/semana). 

✓ Analisar as alterações histopatológicas (score histológico de inflamação, 

formação de FCA e presença de lesões macroscópicas) encontradas no colón após 

protocolo de indução do CCR com 1,2-DMH e suplementação de PS e / ou PRO na 

dieta. 

✓ Verificar a expressão das proteínas relacionadas a inflamação (NF-kB, 

iNOS, IL-1 e TNF-alfa) e ao desenvolvimento do CCR (Wnt3a, B-catenina, Ki-67 e 

P53) no segmento distal do colón de ratos suplementados com PS e / ou PRO que 

tiveram o CCR induzido com 1,2-DMH. 

✓ Quantificar o EO no segmento distal do colón de ratos suplementados com 

PS e / ou PRO através da aferição dos níveis de glutationa reduzida (GSH) e 

malondialdeído (MDH) no tecido congelado. 
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5 MÉTODO 

 

5.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O estudo foi de caráter experimental, interinstitucional e com o uso de animais 

vivos. A pesquisa foi realizada após avaliação do Comitê de Ética de Pesquisas em 

Animais do Centro Universitário Christus sob o número de protocolo 031 / 2018 (Anexo 

A) e de acordo com as Normas Internacionais para Pesquisa Biomédica em Animais 

(Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciências Médicas, 1990). A Lei 

Federal nº. 6.638 que estabelece normas para prática didático-científica da vivisseção 

de animais, de 8 de maio de 1979 foi respeitada. 

As condições do alojamento até o bem-estar geral dos animais, foram 

controladas pela direção do biotério e os procedimentos foram baseados nos 

princípios dos 3Rs (Replacement, Reduction, Refinement). Os animais foram 

manipulados de acordo com os princípios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA). Todos os esforços foram realizados no sentido 

de reduzir o número de animais utilizados. 

 

5.2 AMBIENTE DA PESQUISA 

 

Os experimentos ocorreram no Biotério do Centro Universitário Christhus e as 

amostras coletadas foram analisadas no Núcleo de Estudos em Microscopia e 

processamento de imagem da Universidade Federal do Ceará (UFC). Os animais 

foram mantidos em grupos de quatro por gaiola de polipropileno com tampa de arame 

galvanizado com zinco, forradas com maravalhas. Permaneceram alojados em 

condições adequadas de temperatura (média de 25º C), ventilação e iluminação, 

umidade do ar em torno de 50 % e a claridade e escuridão alternando a cada 12 horas. 

Receberam água e ração ad libitum. 

 

5.3 PERÍODO DO ESTUDO 

 

A parte experimental da pesquisa foi realizada no período de março de 2019 a 

março de 2020. 
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5.4 AMOSTRA 

 

A amostra foi formada por sessenta ratos machos da linhagem Wistar (Rattus 

norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia) provenientes do Biotério Central do Centro 

Universitário Christhus. Peso corporal médio dos animais em cada grupo foi de 80±10 

gramas e a idade variando entre 3 e 5 semanas. Os animais que apresentaram 

qualquer sinal de doença ou morreram foram excluídos do estudo e substituídos. 

 

5.5 PREPARACÃO DA DIETA COM PRO E PS 

 

Uma capsula de um complexo PRO (GNC, EUA) contém 50 bilhões de unidade 

de formação de colônias (UFC) acrescido de 150mg de FOS (Figura 1). Na sua 

composição possui as seguintes bactérias: L. acidophilus (CUL 60), L. acidophilus 

(CUL 21), B. bifidum (CUL 20) e B. animalis subsp. Lactis (CUL 34). Uma capsula de 

PRO foi diluída em água potável com intuito de alcançar uma solução com 

concentração de 5 x 107 UFC / ml. Um rato adulto ingere aproximadamente 20 ml (1 

x 109 UFC) de água diariamente. A solução foi oferecida ad libitum e trocada 3 vezes 

por semana. 

 

Figura 1 - Complexo PRO suplementado no experimento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Cápsulas de 150 mg de PS (Mental Refreshment; EUA) (Figura 2) foram 

utilizadas para produzir uma dieta com 300 partes por milhão (p.p.m) de PS ou 3 mg 

de PS / 10g de dieta. O peso molecular do PS foi de 256,3 g/mol e a concentração na 

https://scholar.google.com.br/scholar_url?url=https://obgyn.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1447-0756.2010.01504.x&hl=pt-BR&sa=X&ei=sUbOZPWWD5LYygSro70Y&scisig=AFWwaea32Jdvckn_EfDdKYAyazXE&oi=scholarr
https://scholar.google.com.br/scholar_url?url=https://obgyn.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1447-0756.2010.01504.x&hl=pt-BR&sa=X&ei=sUbOZPWWD5LYygSro70Y&scisig=AFWwaea32Jdvckn_EfDdKYAyazXE&oi=scholarr
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dieta é de 1,17 mmol/kg. Um rato de 200g consome em média 10 a 20 g da dieta com 

3 a 6 mg de PS / dia ou 15 a 30 mg de PS / Kg/ dia. Foram realizados testes para 

verificar a presença de PS na dieta e no fígado dos ratos que ingeriram a substância 

na ração durante 25 semanas. Essa análise foi realizada por cromatografia líquida de 

alta eficiência (Apêndice A).  

 

Figura 2 - Apresentação farmacêutica do PS em capsulas 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A ração padrão utilizada para adição de PS foi a NUVILAB CR-1 irradiada 

(QUINTIA; BRA) e a produção da ração ocorreu no laboratório de Farmacotécnica da 

UFC sob a responsabilidade do Prof Said Gonçalves da Cruz Fonseca. Para a 

produção de 4000 gramas de ração com 300 p.p.m de PS foi seguido o processo 

descrito a seguir. Inicialmente, foram separadas 4000 gramas de ração e 08 cápsulas 

de PS. As cápsulas foram individualmente pesadas cheias e vazias em balança 

analítica de alta precisão (Precisa 205 A SCS) (Figura 3A) e os dados obtidos 

utilizados para o cálculo do peso médio do conteúdo das cápsulas e respectivo desvio 

padrão. A ração empregada na nutrição animal foi reduzida a fragmentos grosseiros 

no moinho de cereais e depois triturada a pó fino através de moinho de rotor tipo 

ciclone (TE-651\2 TECNAL; BRA) a 1450 rpm com uso de malha circular de 0,5 mm 

de diâmetro (Figura 3B), obtendo o pó fino da ração (Figura 3C). Foi preparado um 

concentrado de ração pulverizada contendo PS a partir da mistura de 26 g de pó 

proveniente das cápsulas contendo PS com 974 g do pó oriundo da ração, de modo 

que para cada 4000 g de ração produzida foram utilizados 200 g dessa mistura 

concentrada. Foi preparada uma mistura líquida aquosa com função aglutinante, 

através da dispersão de 20 g de carmelose sódica em água destilada em quantidade 

suficiente para se obter 1 litro (Figura 3D). Para o preparo da ração contendo PS, 3800 

g da ração pulverizada foram misturadas com 200 g do concentrado anteriormente 
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preparado e à mistura foi acrescentada, sob ação da batedeira planetária, quantidade 

suficiente da solução aglutinante de carmelose sódica a 2% (Figura 3E). Atingida a 

consistência adequada para a extrusão, a massa foi submetida à passagem pelo 

equipamento de extrusão (Figura 3F e 3G), sendo os pellets obtidos cortados em 

pedaços, distribuídos em bandejas (Figura 3H) e submetidos a secagem em estufa 

com circulação de ar a 50ºC (Figura 3I). 

 

Figura 3 - Processo de produção da ração com PS 

Fonte: Autoria própria. 
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5.6 DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO 

 

Os animais foram identificados, pesados e distribuídos aleatoriamente em 5 

grupos de 12 ratos que foram separados em grupos de quatro por gaiola. O grupo 

Sham não teve a carcinogênese colorretal induzida, enquanto os grupos 1,2-DMH, 

1,2-DMH + PS, 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO tiveram a carcinogênese 

induzida. 

O carcinógeno 1,2-DMH (D161802; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi 

diluído em NaCl 0,9% (Ph 6,5) para obter uma dose de 20 mg/kg de peso corporal do 

animal. O grupo controle recebeu a dose equivalente de NaCl 0,9% sem adicionar o 

carcinógeno. O carcinógeno foi administrado por via subcutânea (Figura 4), uma vez 

por semana, pelo período de 15 semanas consecutivas (EL-KHADRAGY et al., 2018; 

PATYAR et al., 2017; SMERDU; PERSE, 2017). A aplicação ocorreu nos flancos, 

modificando os locais de aplicação para evitar lesões cutâneas. 

 

Figura 4 - Aplicação subcutânea do carcinogêno 1,2-DMH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Seguindo a divisão dos grupos, as soluções com PRO (na água) e / ou PS (na 

dieta) foram administrados ad libitum a partir do primeiro dia da pesquisa até a 

eutanásia que ocorreu no final da 25ª semana do experimento. Na Figura 5 observa-

se o desenho experimental da pesquisa.  
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Figura 5 - Desenho experimental 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

5.7 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO E PREPARO DE AMOSTRAS 

 

Os animais permaneceram recebendo ração e água Ad libitum até o início do 

ato operatório. Foram anestesiados, pela via intraperitoneal, com Cloridrato de 

cetamina a 10% (80mg/kg/peso) para indução e manutenção da anestesia geral e 

Cloridrato de Xilazina a 2% (10mg/kg/peso) para relaxamento muscular e analgesia. 

Em seguida, os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre prancha de 

madeira e imobilizados pela fixação dos membros anteriores e caudais. Quando 

necessário uma maior sedação e relaxamento do animal, ¼ da dose anestésica inicial 

foi aplicada. Após os animais serem considerados anestesiados e apresentarem 

ausência de sensibilidade dolorosa, foram submetidos à laparotomia xifo-pubiana para 

exposição da cavidade peritoneal. Posteriormente, foi realizada a proctocolectomia 

total e hepatectomia não anatômica do lobo direito do fígado. O colón ressecado teve 

1 cm distal descartado. Posteriormente, os animais sobreviventes foram sacrificados 

por choque hipovolêmico após secção da aorta abdominal. A confirmação da 

eutanásia aconteceu pela verificação de ausência de movimentos respiratórios 

(apneia) e batimentos cardíacos (assistolia). A carcaça foi descartada em local 

apropriado.  

O produto das proctocolectomias foi aberto longitudinalmente na borda 

antimesentérica para lavagem intestinal e estendido com a mucosa para cima. Após 

identificação de lesões macroscópicas e divisão do colón em três segmentos iguais 

(porção proximal, média e distal), os espécimes foram armazenados aleatoriamente 
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em solução de formalina tamponada a 10% (n =30) e em freezer a -80°C (n = 30). As 

amostras separadas para análise histológicas foram submetidas as etapas de fixação, 

desidratação, clareamento, inclusão na parafina e posteriormente à coloração com 

hematoxilina e eosina (H&E). Em seguida, foram confeccionadas, também, lâminas 

histológicas coradas com azul de metileno (AM) na concentração de 0,1% (BIRD, 

1987). Nas amostras congeladas, os segmentos distais do cólon foram usados para 

medir o EO. 

 

5.8 VARIÁVEIS ANALISADAS 

 

5.8.1 Macroscopia 

 

A presença de lesões macroscópicas (LM) na mucosa do colón foi identificada 

e os resultados foram apresentados como número absoluto por grupo. As 

características das lesões não foram levadas em consideração e lesões polipoides 

receberam a mesma pontuação que lesões ulceradas e/ou infiltrativas. 

 

5.8.2 Microscopia 

 

O intestino foi dividido em três partes iguais (distal, médio e proximal). A 

mucosa cólica foi avaliada com microscópio óptico com ampliação na objetiva de 20x 

e 40X.  Para avaliar as lâminas coradas com H&E foram analisados todos os 

segmentos do intestino utilizando os critérios de MacPherson e Pfeiffer (1978): 

0, achados histológicos normais; 

1, encurtamento das vilosidades, perda da arquitetura das criptas, infiltração 

esparsa de células inflamatórias, vacuolização e edema (<25%); 

2, encurtamento das vilosidades, necrose de cripta, extensa infiltração de 

células inflamatórias, vacuolização e edema (25% a 50%); 

3, encurtamento das vilosidades, necrose de cripta, intensa infiltração de 

células inflamatórias, vacuolização e edema (>50%). 

Para avaliar as lâminas coradas com AM foram fotografadas, aleatoriamente, 

10 campos por segmento de intestino (distal, médio e proximal) no aumento de 400x. 

As criptas foram analisadas no corte transversal e os fatores analisados foram: o 

número de FCA e a localização no colón (distal, médio e proximal) (BRAGA et al., 
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2019). Foram considerados FCA quando as criptas apresentavam pelo menos dois 

critérios: um tamanho de cripta aumentado, uma camada epitelial mais espessa, 

coloração mais intensa (devido ao aumento nuclear e depleção de mucina) (BIRD, 

1987), aumento da zona pericripta, formato elíptico (BIRD; GOOD, 2000) e redução 

de células caliciformes maior que 50% (representa uma mudança epitelial importante 

da cripta) (ERBEN et al., 2014). As FCA não foram classificadas como hiperplásicas 

e displásicas. 

 

5.8.3 Imunohistoquímica pela Técnica de Tissue Microarray (TMA) 

 

Seis fragmentos cilíndricos do cólon distal foram coletados de cada rato a partir 

de blocos de parafina. O material foi coletado com agulha de 2 mm de diâmetro (Quick-

Ray UNITMA®, Seongnam-si, República da Coreia) para oferecer boa amostragem, 

facilitar a construção do bloco receptor e evitar danos ao bloco doador. Em seguida, 

o material foi incluso em três blocos de parafina com 70 poços. Nos mesmos blocos, 

foram incluídos tecidos de colón com câncer ou não para servir como controle positivo 

para reações de IHQ. Seções sequenciais de 3 μm de espessura do bloco de Tissue 

microarray foram depositadas em lâminas de vidro silanizadas para coloração 

convencional de H&E e reações de IHQ. 

As IHQ para as proteinas Ki67, β-catenina, Wnt3a, p53, NF-kB, iNOS, IL1-β e 

TNF-α foram realizadas utilizando o método de estreptavidina-biotina-peroxidase 

(HSU; RAINE, 1981; HSU; RAINE; FANGER, 1981). Nesta técnica as lâminas foram 

desparafinizadas, hidratados em xilol e álcool e imersas em tampão retrieval solution 

de ph ácido ou básico. Em seguida, a recuperação antigênica ocorreu por 30 

minutos a 95ºC em meio automatizado (PT-LINK). Após o resfriamento, foram feitas 

lavagens com solução wash buffer (DAKO), intercaladas com o bloqueio da 

peroxidase endógena com solução de H2O2 a 3% (20 minutos). Os cortes foram 

incubados por 1h com anticorpo primário de cabra anti-KI67 ab15580 (Abcam, 

1:200), anti-beta-catenina ab32572 (Abcam, 1:200), Wnt3a PAS37320 (Invitrogen, 

1:500), P53 IS616 (Flex, Dako), anti-NFKB p65 ab16502 (Abcam, 1:200), anti-

iNOS ab283655 (Abcam, 1:200), anti-IL1-β ab283818 (Abcam, 1:100) e TNF-α 

ab307164 (Abcam, 1:100) diluído em diluente de anticorpo. Após a lavagem em 

solução wash buffer, a incubação com polímero HRP (DAKO) por 30 minutos. 

Novamente os cortes foram lavados com wash buffer e seguiu-se a coloração com o 
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cromógeno 3,3’diaminobenzidine-peróxido (SCOPSI; LARSSON, 1986) e contra-

coloração com hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratação das 

amostras e montagem das lâminas. Controles negativos foram processados 

simultaneamente como descrito acima e incubados apenas com soro diluente. 

As imagens foram capturadas por meio de um microscópio de luz acoplado a 

uma câmera com sistema de aquisição LAZ 3,5 (Leica DM1000, Wetzlar, Alemanha). 

Foram fotografados 10 campos por corte histológico (objetiva de 40x), procurando 

selecionar as áreas com maior marcação em cada animal (áreas quentes). Para a 

contagem de células positivas marcadas por cada campo utilizou-se o programa 

Adobe Photoshop 8.0 a fim de obter a área total do tecido e área 

imunomarcada. Foram consideradas células positivas marcadas com coloração 

marrom no citoplasma para iNOS, NF-kB, IL1-β, TNF-α e Wnt3a e dentro do núcleo 

para Ki67 e ambos para P53 e β-catenina. Foi considerada a marcação mais evidente 

da proteína, evitando o background. Em seguida para mensurar a porcentagem (%) 

de área marcada, efetuou-se o seguinte cálculo: Área marcada (%) = Área 

imunomarcada (pixels) x 100 / Área total (pixels) (BREY et al., 2003; COSTA et al., 

2019). 

 

5.8.4 Estresse oxidativo  

 

Amostras do segmento distal do intestino grosso foram descongeladas e 

homogeneizadas em EDTA (0,02 M) frio ou KCL (0,15 M) para preparar uma 

suspensão homogeneizada a 10% e estimar os níveis de GSH e MDA (produtos do 

EO). Os níveis de GSH no tecido foram estimados pelo método de Sedlak (SEDLAK; 

LINDSAY, 1968), com pequenas modificações. Alíquotas de 100 μL de tecido 

homogeneizado foram misturados com 80 μL de água destilada e 20 μL de ácido 

tricloroacético (50%, p/v) e centrifugado por 4500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante 

(100 μL) foi misturado com 200 μL de tampão TRIS (0,4 M, Ph 8,9) e 10 μL de 5,5'-

ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB, Sigma-Aldrich, EUA). A absorbância de GSH 

foi lida em 412 nm, utilizando um reagente de controle (sem o homogenato). A 

concentração foi expressa em mg /g de tecido (RAMOS et al., 2020). 

Para determinar o nível de MDA nos tecidos foi utilizado o ensaio do ácido 2-

tiobarbitúrico que monitora o nível de POL em amostras biológicas (DOMIJAN et al., 

2015; OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). Alíquotas de 125 μL de tecido homogeneizado 
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foram misturados com 750 μL de H3PO4 a 1% e 250 μL de ácido 2-tiobarbitúrico a 

0,6% e incubado por 1 hora em banho a 100o C. Em seguida, a solução foi resfriada 

em gelo por 20 minutos e foi adicionado 1 ml de n-butanol. A mistura foi centrifugada 

(2000 rpm, 15 min a 4oC) e foi adicionado 100 μL de sobrenadante em placas de 96 

poços para leitura da absorbância a 535 nm, utilizando um reagente de controle (sem 

o homogenato). A concentração de MDA foi expressa em nmol/mg de tecido. 

 

5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística dos dados foi realizada por meio do software GraphPad 

Prism, versão 6.0. Para a avaliação da normalidade utilizou-se o teste Shapiro-Wilk. 

Os dados paramétricos foram avaliados pelo teste de análise de variância 

ANOVA One-Way seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey e os dados 

não paramétricos foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de 

comparações múltiplas de Dunns. O nível de significância adotado foi de 0,05 (α = 

5%) e níveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados 

significantes. Todos os resultados quantitativos foram expressos como média ± erro 

padrão da média (EPM), exceto os dados dos scores histopatológicos e o número de 

FCA foram apresentados como mediana, mínimo e máximo.   
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6 RESULTADOS 

 

Foram estudados 60 ratos wistar e analisados os seguintes parâmetros: LM, 

escore de inflamação histopatológica, número e localização dos FCAs, EO e 

expressão de proteínas relacionadas a inflamação e ao desenvolvimento do CCR.   

Na Figura 6, observam-se imagens representativas do intestino grosso (Figura 

6A e 6D) e secções de colón coradas com H&E (Figura 6B e 6E) e AM (Figura 6C e 

6F). Observa-se imagens do grupo SHAM (Figura 6A-6C) e imagens do grupo 1,2-

DMH (Figura 6D-6F). Na figura 6A, o intestino grosso está repleto de fezes e sem 

tumorações visíveis na análise macroscópica, enquanto a figura 6D mostra uma 

tumoração no 1/3 médio do intestino grosso e na ampliação da lesão observa-se uma 

tumoração que possui sinais de ulceração na mucosa. O grupo SHAM apresenta o 

colón com criptas sem alterações morfológicas, células caliciformes e enterócitos 

preservados. O grupo 1,2-DMH apresenta nas imagens do colón a presença de 

multiplicidade de FCA com coloração mais intensa devido à depleção de mucina, 

infiltrado de células inflamatórias e marcante redução das células caliciformes. 

 

Figura 6 - Produto de proctocolectomia total e seções de cólon coradas com H&E e 

AM de ratos dos grupos SHAM e 1,2-DMH 

As figuras 6B e 6E foram ampliadas com objetiva de 20× (barra de escala 100 μm) e corte 
longitudinal. As figuras 6C e 6F estavam com ampliação da objetiva de 40× (barra de escala 50 
μm) e corte transversal. Seta preta — LM com aparência de tumoração ulcerada. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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A Figura 7 mostra as imagens representativas das secções do cólon coradas 

com H&E e AM. No grupo Sham (Figuras 7A-7D) foram observadas criptas normais, 

mostrando células caliciformes e enterócitos preservados e ausência de infiltrado 

inflamatório patológico e edema na mucosa, submucosa e camada muscular. No 

grupo 1,2-DMH (Figuras 7E-7H), observa-se uma perda acentuada da arquitetura 

tecidual, redução das células caliciformes, aumento da infiltração de células 

inflamatórias, alargamento da zona pericripta e criptas altamente coradas. 

 

Figura 7 - Micrografia de seções de cólon coradas com H&E e AM 

 

As figuras 7A, 7C, 7E e 7G foram ampliadas com a objetiva de 20× (barra de escala 100 
μm) e corte longitudinal. As figuras 7B, 7D, 7F e 7H estavam com ampliação da objetiva 
de 40× (barra de escala 50 μm) e corte transversal. Seta preta — presença de infiltrado 
de células inflamatórias. Seta vermelha — presença de multiplicidade de FCA. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

A Figura 8 mostra as imagens representativas das secções do cólon de todos 

os grupos do experimento nas colorações de H&E e AM. Observa-se por microscopia 

a histopatologia normal do colón e alterações observadas após a indução da CI com 

1,2-DMH. No grupo 1,2-DMH, visualiza-se uma perda acentuada da arquitetura 
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tecidual e redução das células caliciformes. Além disso, nota-se um aumento da 

infiltração de células inflamatórias, alargamento da zona pericriptosa e criptas 

altamente coradas. O grupo 1,2-DMH + PS não apresenta melhorias significativas nos 

escores histopatológicos. Os grupos PRO (1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO) 

apresentaram células caliciformes mais preservadas e redução de células 

inflamatórias. No entanto, FCAs também são observados nos grupos suplementados 

com PRO. 

 

Figura 8 - Histopatologia dos grupos experimentais 

 

As figuras 8A–8E e 8K–8O são ampliadas com a objetiva de 20× (barra de escala 100 μm) e corte 
longitudinal. As figuras 8F–8J e 8P–8T estão com ampliação da objetiva de 40× (barra de escala 
50 μm) e corte transversal. Seta preta — a presença de um agregado de ACF com coloração mais 
intensa devido ao alargamento nuclear e depleção de mucina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

Na Tabela 1, podemos visualizar o número de lesões ou tumorações 

visualizadas no espécime cirúrgico. O Grupo 1,2-DMH apresenta aumento de lesões 

macroscópicas em relação ao grupo SHAM, mas os grupos que fizeram 

suplementação de PS e/ou PRO não mostram uma redução significante nas LM. 
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Tabela 1 - Número de tumorações macroscópicas encontradas no espécime cirúrgico 

 Grupos Experimentais 

 SHAM 1,2-DMH 
1,2-DMH + 

PS 
1,2-DMH + 

PRO 
1,2-DMH + 
PS + PRO 

      
Número de 
tumorações no 
cólon 

0,0 (0-0) 2,0 (0-2)# 1 (0-2) 1 (0-2) 0,5 (0-2) 

Os valores foram expressos em como mediana, mínimo e máximo, onde # p<0,05 vs Sham. Os dados 
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Duuns.  

 
Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

Observa-se o aspecto de lesões macroscópicas identificadas após a 

proctocolectomia total (Figuras 9A e 9B). O Grupo 1,2-DMH apresenta aumento de 

lesões macroscópicas em relação ao grupo SHAM e os grupos que fizeram 

suplementação de PS e/ou PRO não mostram redução nas lesões macroscópicas 

(Figura 9C). 

 

Figura 9 - Aspecto e quantidade de lesões macroscópicas identificadas no colón 

A figura 9A mostra uma LM com aparência polipoide e a figura 9B uma LM com aparência 
ulcerada. Na figura 9C observa-se o número de LM identificadas no espécime cirúrgico. Os 
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Duuns, onde # 
p<0,05 vs SHAM. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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A Tabela 2 mostra a média de FCA identificados por campo nos três segmentos 

do intestino grosso. Nos segmentos médio e distal do intestino grosso, o grupo 1,2-

DMH mostrou uma elevada média de FCA por campo em relação ao grupo SHAM. No 

segmento distal do cólon, foi observada uma redução no número de FCA por campo 

no grupo 1,2-DMH + PRO, enquanto no segmento medial do cólon a redução dos FCA 

por campo foi observada nos grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO. O 

grupo 1,2-DMH + PS não foi capaz de reduzir número de FCA por campo em relação 

ao grupo 1,2-DMH. As substâncias utilizadas não apresentam capacidade de reduzir 

o número de FCA por campo no segmento proximal do cólon. 

 

Tabela 2 - Número de FCA / campo nos segmentos do cólon 

Segmentos 
intestinais 

Grupos Experimentais 

SHAM 1,2-DMH 
1,2-DMH + 

PS 
1,2-DMH + 

PRO 
1,2-DMH + 
PS + PRO 

Proximal 0,0 (0-0,1) 1,8 (0,5-3,0) 0,5 (0-2) 0,5 (0-2) 0,5 (0-1) 
Médio 0,0 (0-1) 1,9 (1,4-3,0)# 1,0 (0- 2,8) 0,126 (0-1,4)* 0,25 (0-1)* 
Distal 1,1 (0,3-2) 4,3 (3-6) # 2,25 (1-5) 2,0 (0,5-3,33)* 3,0 (1-5) 

Os valores foram expressos em como mediana, mínimo e máximo, onde # p<0,05 vs SHAM e * 
p<0,05 vs 1,2-DMH. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste 
de Duuns.  

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

No grupo 1,2-DMH, o segmento distal do intestino grosso apresenta maior 

número de FCA por campo em relação aos outros dois segmentos (Figura 10). Por 

isso, procurou-se investigar esta região com mais detalhes através da dosagem de 

marcadores relacionados ao EO, inflamação e desenvolvimento do CCR. 
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Figura 10 - Número de FCA por campo nos segmentos do colón de ratos do grupo 

1,2-DMH 

 

Os dados foram expressos como valor mediano, mínimo e máximo, onde * p<0,05 e **p<0,01 vs 
grupo 1,2-DMH. Foi utilizado o teste t com pós teste Mann-Whitney para estes dados, considerando o 
valor de p<(0,05). 
 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

O grupo 1,2-DMH apresenta score inflamatório maior que o grupo SHAM. Nos 

segmentos médio e distal do cólon, a redução do score inflamatório foi evidente nos 

grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO. A redução do escore inflamatório foi 

mais intensa no segmento distal do cólon. O grupo 1,2-DMH + PS não é capaz de 

reduzir o score inflamatório, em nenhum segmento colônico, em relação ao grupo 1,2-

DMH. As substâncias utilizadas não são capazes de reduzir os scores inflamatórios 

no segmento proximal do cólon (Tabela 3). 

 
Tabela 3 - Score histopatológico de inflamação nos segmentos do colón 

Segmentos 
intestinais 

Grupos Experimentais 

SHAM 1,2-DMH 
1,2-DMH + 

PS 
1,2-DMH + 

PRO 
1,2-DMH + PS 

+ PRO 

Proximal 1 (0-1) 3 (1-3) # 2 (1-3) 2 (1-3) 2 (1-2) 

Médio 0 (0-1) 2 (1-3) # 2 (0-2) 1 (1-2)* 1 (0-2)* 

Distal 0 (0-1) 3 (2-3) # 2 (1-3) 1 (1-2)** 2 (1-2)** 

Os scores foram expressos como valor mediano, mínimo e máximo, onde # p<0,05 vs SHAM e * p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 vs grupo 1,2-DMH. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido 
pelo pós-teste de Duuns. 
 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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A concentração tecidual de MDA é maior no grupo 1,2-DMH em comparação 

com o grupo SHAM. A suplementação de PRO e PS + PRO reduz significativamente 

a concentração tecidual de MDA no segmento distal do colón (Figura 11A). A 

concentração tecidual de GSH é significativamente menor no grupo 1,2-DMH, um 

efeito que é melhorado pela suplementação composta de PS + PRO (Figura 11B). 

 
Figura 11 - Análise do dano oxidativo pela mensuração da concentração de MDA e 

GSH no segmento distal do cólon 

Concentrações teciduais de MDA (Figura 11A) e GSH (Figura 11B) no segmento distal do 
cólon. Os valores foram apresentados como média ± EPM. # p<0,05 vs Sham e * p<0,05 
vs grupo 1,2-DMH. Para a análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido 
de Teste de Tukey. 

 
Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

A imunomarcação das proteínas iNOS, NF-kB, TNF-α e IL1β está presente em 

todos os grupos do experimento (Figura 12A). Existe diferença significante entre o 

grupo 1,2-DMH e o grupo Sham em relação à expressão das proteínas iNOS, NF-kB, 

TNF-α e IL1β. A imunomarcação de iNOS, TNF-α e IL-1β nos grupos de tratamento 

não é diferente do grupo Sham. A imunoexpressão das proteínas iNOS e NF-kB é 

reduzida nos grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relação ao grupo 

1,2-DMH. O grupo 1,2-DMH + PS não é capaz de alterar significativamente a 

expressão das proteínas iNOS e NF-kB em relação ao grupo 1,2-DMH (Figuras 12B 

e 12C). A imunoexpressão das proteínas TNF-α e IL1β é reduzida nos grupos 1,2-
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DMH + PS, 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relação ao grupo 1,2-DMH 

(Figuras 12D e 12E). 

Figura 12 - Imunoexpressão das proteínas iNOS, NF-kB, TNF-α e IL1β no segmento 

distal do cólon 

 

 
Na figura 12A observa-se a histologia representativa da imunomarcação de iNOS, NF-kB, TNF-α e 
IL1β nos grupos experimentais. Os gráficos 12B a 12E representam a média ± SEM da porcentagem 
da área imunopositiva para iNOS, NF-kB, TNF-α e IL1β em relação à área total. # p < 0,05 vs. Sham 
e * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. grupo 1,2-DMH. Nas figuras 12B e 12D, os dados foram 
analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. Nas figuras 12C e 
12E, os dados foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 
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A imunomarcação das proteínas Ki67, P53, β-catenina e Wnt-3a é mais 

evidente nas criptas intestinais e presentes em todos os grupos do experimento 

(Figura 13A). Existe uma diferença estatisticamente significante entre o grupo 1,2-

DMH e o grupo Sham em relação à expressão das proteínas Ki67, P53, β-catenina e 

Wnt-3a. A imunoexpressão das proteínas Ki67 e P53 é reduzida nos grupos 1,2-DMH 

+ PS, 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relação ao grupo 1,2-DMH (Figuras 

5B e 5C). A imunoexpressão das proteínas β-catenina e Wnt-3a é reduzida nos grupos 

1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relação ao grupo 1, 2-DMH. O grupo 1,2-

DMH + PS não é capaz de alterar significativamente a expressão das proteínas β-

catenina e Wnt-3a em relação ao grupo 1,2-DMH (Figuras 5D e 5E). 
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Figura 13 - Imunoexpressão das proteínas Ki67, P53, β-catenina e Wnt-3a no 

segmento distal do cólon 

 

 

Na figura 13A observa-se a histologia representativa da imunomarcação das proteínas Ki67, P53, β-
catenina e Wnt-3a nos grupos experimentais. Os gráficos 13B a 13E representam a média ± SEM da 
porcentagem da área imunopositiva para Ki67, P53, β-catenina e Wnt-3a em relação à área total. # p 
< 0,05 vs. Sham e * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. grupo 1,2-DMH. Nas figuras 13B e 13C, os 
dados foram analisados usando o teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. Nas figuras 
13D e 13E, os dados foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2023). 

 

.  
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7 DISCUSSÃO 

 

A carcinogênese é um processo de três etapas: iniciação, promoção e 

progressão. Este processo envolve uma série de alterações que podem ser evitadas 

ou atenuadas com o uso de alimentos (SHU et al., 2010). São mecanismos pelos 

quais substâncias naturais podem ter ação contra o câncer: efeito anti-inflamatório, 

atividade antioxidante, modulação de diferentes enzimas, inibição da proliferação 

celular, indução de genes supressores de tumor, indução da parada do ciclo celular, 

apoptose, inibição das vias de transdução de sinal, efeito anti-angiogênico, inibição 

da adesão, migração e invasão celular (CIRMI et al., 2016; RAVISHANKAR et al., 

2013). Alguns desses mecanismos foram explorados para analisar o efeito da 

suplementação de PS e / ou PRO na prevenção primária do CCR. 

FCAs são lesões precursoras do CCR que possuem mutações genéticas 

críticas para a formação e progressão do tumor. Ao estudar essas lesões pode ser 

possível aprender mais sobre as causas da carcinogênese do cólon (CHENG; LAI, 

2003). A prevalência e o número médio de FCAs aumentam significativamente com o 

estágio da sequência adenoma-carcinoma. Os FCAs podem ser úteis como um 

biomarcador substituto confiável para a CI (SAKAI et al., 2011). O número de FCA é 

um fator preditivo da incidência de adenomas colorretais e CCR (ANDERSON et al., 

2012; TAKAHASHI et al., 2012). Um trabalho com 861 pessoas submetidas à 

colonoscopia de alta resolução com cromoscopia foi realizado para investigar a 

associação dos FCA e a CI. Os indivíduos foram separados em três grupos: pessoas 

com colonoscopia normal (383), com achados de adenoma (372) e com diagnóstico 

de CCR (106). Encontrou-se uma prevalência de FCA de 64%, 88% e 95% e um 

número médio de FCA de 3.6, 6.2 e 10.1 para pessoas com colonoscopia normal, com 

achados de adenoma e com diagnóstico de CCR. Desta forma, pode-se constatar que 

o número médio de FCA aumentou significativamente com o estágio da sequência de 

adenoma-carcinoma, colaborando para o seu uso como biomarcador do CCR (SAKAI 

et al., 2011). Alguns estudos revelaram associações significativas entre o número de 

FCA e a presença sincrônica de adenoma e CCR (TAKAYAMA et al., 1998; RUDOLPH 

et al., 2005). O presente estudo confirmou um número maior de FCAs e LM no grupo 

que teve o CCR induzido com 1,2-DMH em relação ao grupo Sham. A suplementação 

de PRO e PS + PRO reduziu o número de FCAs. Não ocorreu redução no número de 

LM com a suplementação de PS e /ou PRO. 
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A incidência de FCA é maior no segmento distal do cólon (BURLAMAQUI et al., 

2010). Um estudo utilizou 2 aplicações de AOM (15 mg/kg/semana) para a indução 

do CCR e após um acompanhamento de 16 semanas foram quantificados os FCAs. 

O número de FCA foi maior no colón distal (43.17 ± 16.46) em relação ao proximal 

(2.33 ± 3.83) e médio (23.83 ± 18.00) (BRAGA et al., 2019). Os resultados deste 

estudo, também, mostram uma diferença significante entre o número de FCAs no 

colón distal e proximal. A relação entre o número de FCA entre o colón distal e médio 

foi menos acentuada, mas significante. Os protocolos experimentais e diferentes 

espécies de animais podem interferir na distribuição dos FCAs (CARTER et al., 1994; 

TUDEK; BIRD; BRUCE, 1989). Como esperado, os dados indicam que o maior 

número de FCAs está localizado no segmento distal do cólon. Dessa forma, as 

análises foram realizadas no segmento distal do colón. 

O escore de inflamação histopatológica de MacPherson e Pfeiffer tem sido 

usado em pesquisas experimentais para quantificar a intensidade do processo 

inflamatório agudo do cólon (MACPHERSON; PFEIFFER, 1978). Curiosamente, 

observa-se uma associação entre o número de FCA e a intensidade do processo 

inflamatório. Os resultados indicam que tanto a suplementação de PRO quanto a 

suplementação combinada de PRO e PS melhoram o escore inflamatório. O aumento 

do estresse inflamatório estimula o crescimento de células adenomatosas (PIERRE et 

al., 2015) e evidências crescentes sugerem que aproximadamente 25% das 

neoplasias tenham sido associadas à infecção crônica e à inflamação (HUSSAIN; 

HARRIS, 2007). As neoplasias relacionadas com a inflamação se desenvolvem na 

maioria dos órgãos (Exemplos: estômago, fígado, pâncreas bexiga, colón) (KANDA; 

OSAKI; OKADA, 2017) e os pacientes com evolução crônica da doença inflamatória 

intestinal apresentam um risco aumentado de CCR (PEYRIN-BIROULET et al., 2012). 

A inflamação prolongada é associada a um EO intenso e produção de ROS que 

provocam danos oxidativos e nitração de bases de DNA, aumentando o risco de 

mutações de DNA e, consequentemente, o aparecimento de neoplasias (ACHITEI et 

al., 2013; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014). O EO no DNA de células da 

mucosa cólica representa um dos fenômenos iniciais da carcinogênese colorretal. 

Ocorrem com maior intensidade após a flexura esplênica do colón e nos estádios mais 

precoces da classificação de Dukes (RIBEIRO et al., 2007). Os produtos resultantes 

da peroxidação lipídica (POL) são parâmetros importantes para o monitoramento do 

dano causado por ROS em lipídeos (VASCONCELOS et al., 2007). 
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Dos muitos alvos biológicos do EO, os lipídios são a classe de biomoléculas 

mais envolvida. A oxidação lipídica dá origem a uma série de produtos secundários. 

O MDA é o principal e mais estudado produto da PL. O MDA é considerado uma 

molécula tóxica e que eleva o risco de mutação (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 

2005). É o indicador mais popular de dano oxidativo em células e tecidos (TSIKAS, 

2017). Em pesquisas, a dosagem do MDA tem sido utilizada como um biomarcador 

do EO e a sua elevação está relacionada ao desenvolvimento de neoplasias (DEL 

RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). O CCR é associado ao aumento do dano 

oxidativo a proteínas e lipídios. Alguns marcadores do EO podem ser potenciais 

indicadores do avanço do CCR. A concentração tecidual de MDA é significativamente 

maior no CCR do que em controles saudáveis (AGHAMOHAMMAD et al., 2022; 

GOPČEVIĆ et al., 2013; SALEHI; HOSSEINI; KAZEMI, 2022; SHAKIB KHOOB; 

HOSSEINI; KAZEMI, 2022; SINGH et al., 2014; ZINCZUK et al., 2019). Os níveis de 

MDA parecem ter relação com a profundidade de invasão tumoral e a presença de 

metástase linfonodal (ZINCZUK et al., 2019). A concentração  de MDA e óxido nítrico 

(ON) total estão elevados no colón de ratos submetidos a IC com 1,2-DMH (HASSAN 

et al., 2021). 

O GSH é um importante antioxidante não-enzimático, solúvel e altamente 

abundante em todos os compartimentos celulares do corpo (BIRBEN et al., 2012). O 

GSH é fundamental para o funcionamento de vários processos biológicos importantes 

e possui papel central na defesa das células contra o EO (HUBER; ALMEIDA; 

FÁTIMA, 2008). A concentração de GSH tecidual é significativamente menor no CCR 

do que nos controles saudáveis (ZINCZUK et al., 2019). 

Neste estudo a concentração tecidual de GSH no colón está reduzida e a 

concentração tecidual de MDA está elevada no colón distal dos animais submetidos a 

indução do CCR com 1,2-DMH. A suplementação combinada de PRO + PS reduz a 

concentração de MDA e eleva a concentração de GSH. A suplementação isolada de 

PRO reduz a concentração de MDA, mas sem alteração na concentração de GSH. O 

microbioma intestinal pode ser uma fonte de EO e levar o dano genotóxico para as 

células epiteliais do cólon (STONE et al., 2014). A cerpa B. lactis A6 parece atenuar o 

EO através da redução nos níveis de MDA e elevação nos níveis de GSH nos tecidos 

colônicos. Além disso, pode atenuar a resposta inflamatória intestinal através da 

regulação negativa de TNF-α, IL-1β e IL-6 nos tecidos colônicos (WANG et al., 2022). 
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TNF-α e IL-1β são duas citocinas pró-inflamatórias relacionadas à patogênese 

do CRC (BOUSSEROUEL et al., 2010) e níveis altos sustentados dessas citocinas 

podem preceder o aparecimento de lesões precursoras do CCR (KAUNTZ et al., 

2012). Entre os parâmetros mais utilizados para avaliar um modelo experimental de 

indução da CI associada a colite estão os níveis de TNF-α, IL-1, Ki-67 e avaliação 

histológica da inflamação (MODESTO et al., 2022). TNF-α e IL-1 promovem processos 

inflamatórios e tumorigênicos através do estímulo a via NF-kB / COX-2, ocasionando 

proliferação celular, angiogênese e inibindo a apoptose no CCR (TORRES-

MARAVILLA et al., 2021). O desenvolvimento do CCR associado a colite tem sido 

relacionado a superprodução de várias citocinas, tais como TNF-α, IFNy, IL-1, IL-6 e 

IL-10 (LANDSKRON et al., 2014). Entre as citocinas pró-inflamatórias que promovem 

o desenvolvimento tumoral, o TNF-α e a IL6 desempenham um papel importante na 

iniciação, promoção e progressão das neoplasias (GRIVENNIKOV; KARIN, 2011). Em 

um modelo de indução de CI com 1,2-DMH e DSS, observou-se uma elevação na 

expressão de TNF-α e IL-6 (GUO; GAO, 2022). Níveis séricos elevados de TNF-α e 

IL6 mostram uma relação com maior risco de adenomas colorretais em homens (KIM 

et al., 2008) e a supressão da sinalização do TNF-α mostrou redução no número e 

tamanho de pólipos em um modelo animal (GOUNARIS et al., 2008). Os resultados 

mostram que a suplementação de PS e / ou PRO reduz a imunomarcação de TNF-α 

e IL-1β no tecido do colón a níveis próximos ao observado no grupo Sham. A via TNF- 

α / NF-kB ativada acima de um limiar pode levar ao desenvolvimento de neoplasias 

(OSHIMA, H.; OSHIMA, M., 2012). 

O microambiente inflamatório exibe uma sinalização ativa da via NF-kB 

(QUANTE et al., 2013) e a ativação crônica do NF-kB está associado ao aumento da 

sobrevivência de células tumorais. Genes regulados pelo fator de transcrição NF-kB 

estão relacionados com a mediação da inflamação, transformação celular, 

sobrevivência de células tumorais, proliferação, invasão, angiogênese e metástase 

(PRASAD et al., 2010). A regulação da via NF-kB tem um importante papel na 

carcinogênese pelo fato de sua supressão inibir o crescimento de células tumorais 

(CHATURVEDI et al., 2011).  

O motivo do NF-kB ser constitutivamente e persistentemente ativo em células 

cancerígenas não é totalmente compreendido, mas múltiplos mecanismos têm sido 

descritos. A ativação desta via de sinalização pode ocorrer através de uma agente 

específico (vírus, proteínas, bactérias e citocinas), intermediários de sinalização 
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(receptores mutantes, superexpressão de quinases, oncoproteínas mutantes, histona 

desacetilase e iNOS) e cross talk entre NF-kB e outros fatores de transcrição (STAT3, 

β-catenina, p53). Logo, é pouco provável que se consiga uma supressão eficaz da via 

NF-kB através da ação em um gene mutado ou uma via isolada (CHATURVEDI et al., 

2011). 

A regulação cruzada entre as vias de sinalização Wnt e NF-kB é importante 

para a regulação de um conjunto diversificado de genes e vias ativas relacionadas 

com a inflamação crônica e tumorigênese (DU; GELLER, 2016; JRIDI et al., 2021; 

KUMAR; AGNIHOTRI, 2021; MA; HOTTIGER, 2016). A sinalização Wnt / β-catenina 

exerce efeito antiinflamatório ou pró-inflamatório através da ação na inibição ou 

ativação da via NF-kB. Da mesma forma, a via NF-kB regula positiva ou 

negativamente a sinalização da via Wnt / β-catenina. Dependendo do contexto celular 

ou do tecido pode ser observado uma regulação cruzada positiva ou negativa. A 

sinalização de NF-kB regula diretamente a via Wnt / β-catenina através da 

interferência na formação do complexo transcricional β-catenina / Fator de Células T 

/ p300. (MA; HOTTIGER, 2016). A β-catenina e o NF-κB podem ativar a expressão do 

iNOS através de uma regulação cruzada entre estas duas vias (DU; GELLER, 2016). 

O ON derivado da iNOS regula as funções endoteliais da β-catenina, provoca a 

nitração da β-catenina endotelial, influencia a associação com as proteínas TCF e 

induz a translocação para o núcleo (GONZALEZ et al., 2012). O grupo 1,2-DMH eleva 

a expressão das proteínas iNOS, NF-κB, Wnt e β-catenina que parecem ter relação 

com um ambiente inflamatório crônico e processo de carcinogênese do colón. 

As mutações no gene APC são as mais prevalentes alterações genéticas 

encontradas no CCR (POWELL et al., 1992) e ocorrem precocemente durante a 

tumorigênese do CCR (KINZLER; VOGELSTEIN, 1996). Grande parte dos tumores 

de cólon se desenvolve por causa de mutações no APC que levam a sinalização 

aberrante da via Wnt / β-catenina e, posteriormente, instabilidade cromossômica 

(HADJIHANNAS et al., 2006). Alterações na via de sinalização APC / Wnt resulta no 

aumento da expressão do complexo Fator de Células T / β-catenina que é considerado 

um evento precoce no desenvolvimento de adenomas do cólon humano (SOUAZÉ et 

al., 2006). 

Wnt3a, um dos membros da família Wnt, está envolvida na tumorigênese, 

proliferação e diferenciação celular. O acúmulo de evidências sugere que Wnt3a 

promove a progressão do CCR através da via de sinalização Wnt canônica (HE et al., 
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2015). A via de sinalização Wnt é desregulada em 93% de todos os CCR em humanos 

(CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012) e por isso é um alvo atraente na 

prevenção do CCR. Estudos clínicos estão focando na ação de substâncias na 

supressão da sinalização de Wnt3a em neoplasias. No entanto, as funções de 

sinalização de Wnt3a na progressão do câncer é complexa e são necessários mais 

estudos para determinar os mecanismos relacionados a função tumorigênica de 

Wnt3a no CCR (PASHIRZAD et al., 2019). Um estudo analisou os níveis da expressão 

de Wnt3a em 203 amostras de CCR humano. A superexpressão da proteína Wnt3a 

foi relacionada a diferenciação histológica (P = 0,004), estágio clínico (P = 0,008), 

presença de metástase e recorrência (P = 0,036) (QI et al., 2014). 

A estimulação da via Wnt / β-catenina é observada na fase inicial da 

carcinogênese do colón e regula funções celulares importantes que incluem o 

crescimento celular, diferenciação e desenvolvimento de células tronco estaminais 

(CLEVERS; LOH; NUSSE, 2014; PAI et al., 2017). Foi evidenciado que a inibição da 

β-catenina reduz o crescimento tumoral através de alterações no ciclo celular, 

diferenciação de algumas células e redução do crescimento de xenoenxertos de CCR 

cultivados em camundongos (SCHOLER-DAHIREL et al., 2011). Existem muitas 

substâncias que estão tendo sua ação na via Wnt / β-catenina estudada com intuito 

de prevenir ou tratar o CCR (SEBIO; KAHN; LENZ, 2014).  

Ocorre um aumento da expressão da β-catenina citoplasmática e nuclear no 

decorrer da evolução da CI, sendo a β-catenina nuclear mais relacionada ao 

desenvolvimento do CCR (WONG et al., 2004).  A expressão nuclear da β-catenina 

no CCR é extremamente variável na literatura. Ogata et al. (2010) mostraram uma 

relação de 81%. Embora a expressão da β-catenina citoplasmática e nuclear possa 

estar presente em FCAs hiperplásicos (MI et al., 2009), frequentemente está 

associada a FCAs displásicos e aumenta proporcionalmente ao grau de displasia 

(HAO et al., 2001). A expressão da β-catenina nuclear e citoplasmática é um marcador 

útil para lesões precursoras do CCR (YAMADA et al., 2001). O estudo mostrou 

imunomarcação de β-catenina citoplasmática e nuclear em criptas colônicas normais 

e FCAs. A expressão precoce da β-catenina no colón pode representar uma tendencia 

ao desenvolvimento do CCR que pode ser confirmar após uma investigação mais 

detalhada (URIHATA et al., 2002). 

Um estudo com 163 amostras de Adenocarcinoma de colón mostrou uma 

imunorreatividade da β-catenina em 161 casos (98,8%). Foi observado acúmulo de β-
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catenina nuclear em 131 casos (80,3%) e os tumores mais agressivos apresentavam 

um nível menor de β-catenina (WANITSUWAN et al., 2008). A expressão da β-

catenina nuclear foi estudada em 240 espécimes de colón que foram divididas 

igualmente em quatro grupo (carcinoma, adenoma, pólipo e colón normal). Pacientes 

com CCR e alto nível de β-catenina nuclear tiveram uma maior incidência de 

metástase linfonodal e menor sobrevida global (WONG et al., 2003). Foi verificada em 

44 ressecções de colón com neoplasia a presença da expressão nuclear de β-

catenina em 54% dos casos. Um fato que precisa ser melhor estudado é a expressão 

heterogênea da β-catenina no colón de pacientes com CCR (BRABLETZ et al., 1998). 

A imunomarcação do P53 pode ocorrer no citoplasma e no núcleo da célula e 

está relacionada à tumorigênese do CCR e a um pior prognóstico (JANSSON; 

GENTILE; SUN, 2001). O aumento da expressão colônica de P53 é um evento 

precoce no processo de desenvolvimento do CCR, podendo ocorrer em displasia 

negativa ou de baixo grau. A mutação de um único alelo do P53 leva ao crescimento 

tumoral, com expansão clonal de células tumorais e interrupção de mecanismos de 

reparo do DNA celular (BRENTNALL et al., 1994). É reconhecido que tais mutações 

podem ocorrer na ausência de quaisquer alterações morfológicas (HUMPHRIES; 

WRIGHT et al., 2008).  

O Ki-67 é uma proteína nuclear que tem sido utilizada como um marcador de 

proliferação para células tumorais (SOBECKI et al., 2017) e pode servir como um 

biomarcador prognóstico para o CCR. A superexpressão de Ki67 indica um estado 

celular de alta atividade proliferativa que parece estar relacionado ao CCR (MELLING 

et al., 2016) e a perda da expressão do Ki-67 pode refletir a inibição da proliferação 

celular (SOBECKI et al., 2017). Foi avaliada a expressão da proteína Ki-67 em tecidos 

oriundos de 200 pacientes com CCR e 200 pacientes com neoplasia benigna ou 

doença inflamatória do colón. O aumento do Ki-67 foi relacionado a um estadiamento 

mais avançado, tumores mais indiferenciados, menor sobrevida livre de doença e 

sobrevida global. Assim, a expressão de Ki-67 pode ser considerada altamente 

sensível (86,5%) e específica (82,9%) para a ocorrência do CCR e associada com um 

comportamento biológico mais invasivo do CCR (LI et al., 2016). 

A Figura 14 mostra de maneira esquemática a relação entre a expressão de 

proteínas inflamatórias e relacionadas ao processo tumorigênico no colón distal de 

ratos e o desenvolvimento de lesões precursoras do CCR.  
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Figura 14 – Relação entre a expressão de proteínas inflamatórias e tumorigênicas 

no colón e o desenvolvimento de FCA 

Fonte: Autoria própria. 

 

O arranjo em matriz de amostras teciduais ou TMA é uma técnica que agrupa 

muitas amostras teciduais em um único bloco de parafina, permitindo o estudo de 

expressão de marcadores moleculares em larga escala com grande aproveitamento 

do material arquivado, do tempo e dos custos (ANDRADE et al., 2007). Está técnica 

foi descrita, pela primeira vez, em 1998 (KONONEN et al., 1998). Uma preocupação 

desta técnica era a representação da lesão, considerando a pequena amostra 

estudada. Porém, a fidelidade dos resultados em relação ao uso dos cortes 

convencionais já foi evidenciada (ANDRADE et al., 2007). Existem inúmeros artigos 

que avaliam marcadores do CCR através da análise por IHQ do tecido do colón pela 

técnica TMA (COHEN et al., 2008; MELINCOVICI et al., 2016; OGATA et al., 2010). 

A suplementação de PS em dose baixa (40 p.p.m) durante 45 semanas foi 

capaz de inibir a tumorigênese do colón por meio da regulação da via de sinalização 

Wnt / β –catenina, inibição da expressão de D1, redução na expressão de enzimas 

inflamatórias (iNOS e COX-2) e das citocinas pró-inflamatórias TNF-α (51%), IL-1β 

(47,7%) e IL-4 (64,2%) (PAUL et al., 2010). Corroborando com os resultados 

encontrados neste estudo, o PS reduziu a expressão de citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-1β. No entanto, os resultados não mostraram uma redução da expressão 

de Wnt3a e β-catenina. Essa discrepância pode ser devido a diferentes períodos de 

suplementação de PS entre os estudos. Outra pesquisa mostrou que a suplementação 
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de PS (40 p.p.m.) durante 8 semanas causou supressão dos FCA e reduziu a 

expressão de iNOS (SUH et al., 2007). Chiou et al. (2010) mostraram redução dos 

FCAs, supressão na sinalização da via Wnt / β-catenina e redução na expressão de 

ciclina D1 após suplementação de PS (50 ou 250 p.p.m) por 6 ou 23 semanas. A QP 

foi mais efetiva nos animais que receberam suplementação de PS em maior 

concentração e por mais tempo. Neste estudo a suplementação de PS ocorreu na 

concentração de 300 p.p.m e não reduziu significativamente o número de FCAs. Os 

estudos previamente relatados tiveram a CI induzida com 2 injeções de AOM (15mg / 

kg) (CHIOU et al., 2010; PAUL et al., 2010; SUH et al., 2007), enquanto este estudo 

utilizou quinze aplicações consecutivas de 1,2-DMH (20mg / kg). Sabe-se que as 

alterações relacionadas a carcinogênese ficam mais evidentes à medida que a dose 

do carcinógeno e o número de aplicações aumentam (NEWELL; HEDDLE, 2004). Um 

estudo comparou a indução do CCR em ratos Wistar com AOM (aplicação subcutânea 

20 mg / kg / semana por 2 semanas consecutivas e eutanásia após 2 semanas) e 

DMH (Aplicação subcutânea 65 mg / kg / semana por 5 semanas consecutivas e 

eutanásia após 10 semanas) e mostrou uma maior eficiência e menor custo (50 vezes 

mais barato) na utilização de DMH em relação ao AOM (JUCÁ et al., 2014).  

O PS mostrou efeito modulador da MI e anti-inflamatório em uma pesquisa 

experimental com colite induzida com DSS. O PS atenuou a gravidade da colite 

através da redução de IL-2, IL-4 e IL-6 e alterou a composição da MI para um perfil 

mais saudável, aumentando a concentração de Bifidobacterium e reduzindo a 

concentração de bactérias maléficas para o intestino (LI et al., 2021). Hsu et al. (2013) 

mostraram que o PS possui ação anti-inflamatória através da inibição da produção 

das citocinas IL-6 e TNF-α e redução da expressão gênica de COX-2 e iNOS. O PS, 

também, inibe o CCR através da redução da regulação da via NF-kB / p65 que está 

implicada na proliferação celular descontrolada e inflamação colônica (CHIOU et al., 

2011).  Neste estudo o PS não reduziu significativamente a expressão de iNOS e NF-

kB. 

O PS possui ação superior ao reverastrol na atenuação do EO intestinal através 

da redução da produção de ROS, regulação do estado redox mitocondrial e inibição 

da apoptose em modelos in vivo e in vitro (CHEN et al., 2021). O PS possui uma 

importante capacidade de eliminar radicais livres (superóxido, hidroxila e peróxido de 

hidrogênio), reduzir a inflamação do colón ao suprimir a ativação de células 

dendríticas e promover o desenvolvimento de células T regulatórias (YASHIRO et al., 
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2020). Ele é capaz de proteger bio-moléculas (lipídios, proteínas e DNA) dentro de 

uma célula contra o EO (ACHARYA; GHASKADBI, 2013). Várias linhas celulares 

tratadas com PS mostraram expressão aumentada de glutationa total, glutationa 

peroxidase, glutationa redutase e superóxido dismutase (MCCORMACK; 

MCFADDEN, 2012).  

O papel da MI na metabolização do PS não deve ser ignorado e merece ser 

estudado. Sabe-se que o pinostilbeno é o principal metabólito do PS no cólon do rato 

e suspeita-se que a microbiota possa atuar no metabolismo desta substância (WANG; 

SANG, 2018). O consumo oral de PS possui extensa biotransformação no trato 

gastrointestinal. O PS sofre desmetilação, hidroxilação e conjugação no intestino 

delgado. A desconjugação dos metabólitos do PS ocorre no colón, podendo deixá-los 

biologicamente mais ativos do que os conjugados. Uma investigação sobre a 

influência de cepas bacterianas nas reações de desmetilação e desconjugação do PS 

pode contribuir para o melhor entendimento da farmacocinética desta substância 

(SUN et al., 2022). Os achados benéficos com PS podem estar principalmente ligados 

ao pinostilbene (WANG; SANG, 2018). A suplementação de PS + PRO pode favorecer 

uma composição da microbiota que facilita a metabolização do PS e acentua seus 

efeitos anti-inflamatórios e anticancerígenos que podem não ser vistos na 

suplementação isolada de PS. 

Nos últimos anos, o número de estudos relacionados às propriedades 

antioxidantes dos PROs aumentou significativamente. As cepas mais utilizadas são 

os Lactobacillus e as Bifidobacterium que secretam enzimas com função antioxidante, 

produzem metabólitos com atividade antioxidante (butirato, GSH e folato), estimulam 

o sistema imunológico, levam a uma redução de lipídios pós-prandial que estão 

envolvidos no dano oxidativo, possuem uma ação como quelante de metais, regulam 

a MI, estimulam a expressão Nrf2 e liberam exopolissacarídeo que tem um papel 

importante na redução do EO (HOFFMANN; KLENIEWSKA; PAWLICZAK, 2021). 

Liboredo et al. (2013) mostraram ser possível administrar PRO na água dos ratos com 

benefícios na QP do CCR.  

Um estudo avaliou o efeito quimiopreventivo do PRO Dahi (20g / dia) com dois 

tipos de Lactobacillus (2 x 109 UFC /g L. acidophilus LaVK2 e L. plantarum Lp9) após 

a indução da CI com quatro aplicações de 1,2-DMH (40mg / kg de peso corporal) em 

ratos wistar machos. Identificou-se 90% dos FCA nos segmentos medial e distal do 

colón, sugerindo uma maior predisposição a formação de neoplasia nessas 
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localizações. A eutanásia ocorreu com 8, 16 e 32 semanas, observando-se um 

aumento no número de FCA e multiplicidade de criptas (>3 criptas) com o passar do 

tempo. O grupo que utilizou o PRO mostrou redução estatisticamente significativa (P 

<0,05) na incidência de FCA (MOHANIA; KANSAL; SHAH, 2013). Ratos pré-

condicionados (por 1 semana) com uma dieta contendo 0,2% ou 4% de culturas 

liofilizadas de L. acidophilus tiveram a indução da CI com AOM (5 mg / kg / semana) 

durante duas semanas. A dieta permaneceu por 10 semanas e os animais foram 

sacrificados. Houve uma supressão no número de FAC e na multiplicidade de criptas 

no grupo que recebeu PRO (RAO et al., 1999). A suplementação oral (três vezes por 

semana) de PRO com L. acidophilus (2 × 109 UFC) reduziu a incidência e 

multiplicidade de FCA após a indução de CCR com 1,2-DMH (20 mg / kg / semana) 

por 10 semanas (CHANG et al., 2012). Os achados nestes estudos apoiam os 

resultados encontrados que mostram atenuação da formação de lesões 

histopatológicas precursoras do CCR após suplementação oral de PRO.  

Walia et al. (2015), avaliaram a suplementação de PRO com L. rhamnosus ou 

L. plantarum (1 x 1010 UFC/ dia) durante 16 semanas após a a IC com vinte aplicações 

de 1,2-DMH (30 mg / kg) com intervalos que variaram de 3 a 7 dias. Observou-se 

redução na incidência dos tumores e downregulation da expressão de COX-2. Outro 

experimento com ratos suplementou PRO (07 CCM7766) com L. plantarum pela via 

oral durante 28 semanas e induziu a CI com cinco aplicações de 1,2-DMH (21mg/kg/ 

peso corporal). Observou-se que a suplementação de PRO foi capaz de reduzir o 

processo inflamatório no cólon através da regulação negativa de citocinas pró-

inflamatórias (IL-2, IL- 6, IL-17 e TNF-α,), elevação da citocina anti-inflamatória IL-10, 

preservação de células caliciformes e supressão da atividade de NF-κB nas células 

da mucosa (STOFILOVÁ et al., 2015).  

A suplementação oral de PRO com L. casei (BL23; 5 x 109 UFC/ ml) foi ofertada 

durante 46 dias para camundongos após o início da indução da CI com única 

aplicação de AOM (8 mg/kg), seguido de quatro ciclos de sulfato de dextrano sódico 

(2,5%) na água. O PRO teve um efeito imunomodulador através da redução da 

citocina IL-22 e um efeito antiproliferativo medido através da regulação positiva das 

caspases 7 e 9. Não houve diferenças significativas entre IFN-γ, TNF-α, IL-6 e IL-10. 

Nenhum dos camundongos do grupo que recebeu L. casei desenvolveu tumores 

macroscópicos, enquanto 67% dos camundongos do grupo câncer desenvolveram 

tumorações. A imunomarcação do Ki-67 foi menor no grupo que recebeu PRO 
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(JACOUTONL et al., 2017). Foi avaliado o efeito quimiopreventivo da suplementação 

oral de PRO com L. casei (2,1x1010 UFC / g) por 8 a 12 semanas após a indução da 

CI com AOM (15mg / kg / semana) durante 5 semanas. A multiplicidade de FCA 

diminuiu significativamente no grupo que ingeriu o PRO. Na segunda etapa do estudo, 

a indução da CI ocorreu com aplicações de AOM (7,4 mg / kg / semana) durante 10 

semanas. Após 25 semanas ocorreu a eutanásia e o número de animais com CCR e 

a quantidade de neoplasias por animal reduziram significativamente (YAMAZAKI et 

al., 2000). Assim, a suplementação de Lactobacillus pode ser uma possibilidade 

menos invasiva na prevenção do CCR (CALAÇA et al., 2017).  

O B. lactis liofilizado foi suplementado juntamente com amido por 30 semanas. 

As neoplasias colônicas foram induzidas por 2 injeções de AOM (15 mg / kg / semana). 

Observou-se uma redução significativa na incidência e multiplicidade de neoplasias 

colônicas (LEU et al., 2010). O B. lactis inibem a via NF-Kb, genes que regulam células 

do epitélio intestinal e reduzem a incidência de lesões precursoras do CCR após a IC 

com AOM e DSS (KIM et al., 2010). Um modelo experimental de colite induzida com 

DSS suplementou B. lactis A6 (4,0 × 109 UFC / dia) durante 21 dias consecutivos. A 

administração de B. lactis A6 manteve a integridade da barreira intestinal (p < 0,001). 

O comprometimento da barreira epitelial do intestino pode ser considerado um dos 

primeiros eventos que ocorrem na inflamação intestinal, uma vez que facilita a entrada 

de antígenos do lúmen intestinal para a mucosa podendo levar a uma resposta imune 

descontrolada e exacerbada (VIVINUS-NEBOT et al., 2014). O B. lactis A6 atenua o 

EO nos tecidos do cólon, diminuindo os níveis de MDA e aumentando os níveis de 

GSH. Além disso, suprime a resposta inflamatória via downregulation de TNF-α, IL-1β 

e IL-6 (WANG et al., 2022).  

Um modelo experimental de CCR induzido com 1,2-DMH (30 mg / kg, duas 

vezes por semana durante 3 semanas) investigou o efeito da dieta suplementada com 

esfingomielina (0,05%) e PRO com L. casei e B. bifidum (108 UFC/ml). Os animais 

foram sacrificados no 66º dia do período experimental. A suplementação dietética com 

o simbiótico reduziu o número de FCA (p < 0.05) (MARZO et al., 2022). Outro estudo 

mostrou que o consumo prolongado (24 semanas) de PRO (B. longum e L. gasseri) 

resultou em uma inibição significativa da formação de FCAs e neoplasias de colón 

após IC com 1,2-DMH (FOO et al., 2011). Um PRO com B. lactis e L. rhamnosus foi 

suplementado na dieta de ratos. Dez dias após o início da suplementação os animais 

receberam duas aplicações de AOM (15mg / kg/ semana). A dieta permaneceu por 31 
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semanas e observou-se uma redução no número de tumores malignos, mas sem 

significância estatística (P = 0,079) (FEMIA et al., 2002).  

PRO com formulação De Simone (L.casei, L. plantarum, L. bulgaricus, L. 

acidophilus, B.longum, B. breve, B. infantil e Streptococcus thermophilus) mostrou 

atividade anticancerígena e anti-inflamatória em um modelo experimental de indução 

do CRC (BASSAGANYA-RIERAL et al., 2012). PRO enriquecido com L. delbrueckii 

UFV-H2b20 e /ou B. lactis Bb12 foram suplementados na água por um período de 14 

semanas. A CI foi induzida com 1,2-DMH (25 mg / kg / semana) durante 6 semanas. 

Observou-se uma redução no número total de FCAs (55,7% e 45,1%, 

respectivamente) nos grupos suplementados com um tipo de cepa bacteriana. No 

entanto, um efeito sinérgico da suplementação de Lactobacillus e Bifidobacterium na 

inibição da FCAs não foi observado (LIBOREDO et al., 2013). Outro estudo mostrou 

que a suplementação de PRO inibiu a incidência de lesões colônicas em 57% com L. 

acidophilus e 27% com B. bifidum em comparação ao grupo que teve a IC com AOM 

e não recebeu PRO (AGAH et al., 2019). A literatura atual apoia o benefício da 

suplementação de PRO para a saúde intestinal, já que melhora escores 

histopatológicos relacionados ao desenvolvimento do CCR, EO e biomarcadores de 

inflamação e do CCR. Outros Estudos são necessários para definir a melhor 

composição de cepas bacterianas em um complexo PRO com intuito de alcançar 

maior efetividade na QP do CCR.  

A influência da MI no metabolismo de substâncias no colón tem ação na entrega 

direcionada de medicamentos. O entendimento dos fatores que alteram a MI nas 

doenças intestinais é importante no desenvolvimento de uma nova geração de 

terapias que aproveitam o metabolismo da microflora intestinal. A microbiota pode 

efetivamente aumentar as pró-drogas e levar a metabólitos ativos. Existem estudos 

sobre a viabilidade de eliminar certos tipos de câncer através da programação de 

bactérias para produzir moléculas terapêuticas ou pela manipulação de bactérias 

intestinais nativas para expressar enzimas ativadoras de pró-drogas. No entanto, há 

evidências limitadas da eficiência translacional de qualquer uma dessas pesquisas 

(BAKSHI et al., 2021). 

A composição ideal e precisa da MI para promover efeitos antitumorais e 

respostas imunes, ainda, não é conhecida (AKBAR et al., 2022). Os seguintes pontos 

devem ser elucidados antes de modular o ecossistema intestinal em pacientes com 

maior risco de CCR: tipos de cepas probióticas, suas concentrações ideais, duração 
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da terapia e método de suplementação (KIM; LIM, 2022). Através da inoculação de 

cepas selecionadas ou grupos de micróbios é possível criar ecosistemas intestinais 

que podem produzir conhecimentos valiosos sobre o impacto da MI na prevenção de 

muitas doenças, inclusive, o CCR (HANSEN et al., 2015). Embora os PROs sejam 

agentes atraentes para a prevenção do CCR, sua eficácia ainda não foi totalmente 

estabelecida (THAISS et al., 2016). 

A Figura 15 resume os principais achados encontrados após a IC no cólon dos 

ratos com 1,2-DMH e detalha os efeitos protetores da suplementação de PS e/ou 

PRO. 

 

Figura 15 - Resultado da suplementação de PRO e/ou PS em um modelo 

experimental de desenvolvimento de CRC com 1,2-DMH 

 

Fonte: Autoria própria. 
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O grupo 1,2-DMH aumentou escores histopatológicos, EO e marcadores 

inflamatórios e da tumorigênese. Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO 

reduziram os escores histopatológicos, EO e marcadores inflamatórios e da 

tumorigênese. O grupo 1,2-DMH + PS apresentou menor expressão tecidual de p53, 

Ki67, IL1-β e TNF-α, mas sem melhorar o EO e os escores histopatológicos. ↑, 

aumentou; ↓, diminuiu. 

Uma limitação deste estudo foi não ter dissecado com mais profundidade as 

vias cruzadas inflamatórias e tumorigênicas iniciais (incluindo a sinalização Wnt 

canônica) que podem lançar luz para encontrar novos e promissores alvos 

farmacológicos para interromper a progressão de lesões precursoras do CCR. Através 

da análise histopatológica das tumorações macroscópicas é possível extrair 

informações importantes para complementar o estudo das substâncias utilizadas. 

Logo, outro fator limitante foi a não diferenciação das LM em benignas e malignas. 

Uma avaliação mais abrangente do EO acrescentaria confiabilidade aos resultados. 

Sabe-se que a superóxido dismutase e catalase são enzimas envolvidas na proteção 

das células contra os efeitos nocivos das ROS (BHATTACHARYYA et al., 2014).  

Novas terapias combinadas são desejáveis para QP do CCR. Este foi o 

primeiro estudo a avaliar a suplementação combinada de PS e PRO na QP de lesões 

precursoras de CCR. Novos estudos devem ser realizados para esclarecer qual 

composição e concentração de cepas bacterianas é ideal para acentuar os efeitos 

biológicos do PS e, consequentemente, contribuir para a QP primária do CCR de 

forma mais efetiva. Estudos futuros devem mostrar o efeito do PS e /ou PRO no 

desenvolvimento dos FCAs de maneira mais detalhada através da subclassificação 

deles em hiperplásicos e displásicos. Os resultados encontrados podem orientar 

futuros ensaios clínicos em grandes populações em todo o mundo para prevenir ou 

retardar a ocorrência de CCR e estes achados destacam a importância de medidas 

dietéticas para modular a MI e minimizar a incidência de CCR em populações de alto 

risco. 
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8 CONCLUSÃO  

 

A suplementação isolada de PRO e a combinação de PRO com PS são as 

melhores estratégias de intervenção para reduzir as lesões precursoras do CCR em 

relação a vários parâmetros de carcinogênese. 

O modelo de indução do CCR com 1,2-DMH é efetivo no desenvolvimento de 

lesões precursoras do CCR.  

Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO reduzem o score 

histopatológico de inflamação e número de FCA, mas sem reduzir significativamente 

as LM. O grupo 1,2-DMH + PS não melhorou o score histopatológico de inflamação, 

número de FCA e LM. A maior pontuação no score histopatológico e o maior número 

de FCAs estão localizados no segmento distal do colón. 

Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO reduzem a expressão de 

proteínas relacionadas a inflamação e ao desenvolvimento do CCR (Ki67, β-catenina, 

Wnt3a, p53, NF-kB, iNOS, IL1-β, e TNF-α). Entretanto o grupo 1,2-DMH + OS 

apresentou redução na expressão tecidual apenas das proteínas p53, Ki67, IL1-β e 

TNF-α. 

Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO apresentaram atenuação 

do EO através da redução da concentração tecidual de MDA no colón distal. O grupo 

1,2-DMH + PS + PRO, também, aumenta a concentração tecidual de GSH no colón 

distal. O grupo 1,2-DMH + PS não apresenta melhora do EO no tecido do colón. 
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ANEXO A - Protocolo da CEUA 
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APÊNDICE A - Análise de pterostilbeno 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 
FACULDADE DE FARMÁCIA, ODONTOLOGIA E 
ENFERMAGEM DEPARTAMENTO DE FARMÁCIA 
LABORATÓRIO DE FARMACOTÉCNICA 

 

 
Análise de pterostilbeno 
 
Condições cromatográficas: 
Coluna: 250 x 4,66 mm (comprimento e diâmetro interno), empacotada com sílica 

quimicamente ligada a grupamentos octadecilsilano (C18), com tamanho de partícula de 5 m, 
mantida em temperatura ambiente. 
Fase móvel: Mistura de acetonitrila (ACN) e água na proporção de 50:50, em modo isocrático. 
Fluxo: 1 mL/min 
Detecção: UV 310 nm, monitorando em todo o espectro UV com uso de PDA. Volume de 

amostra injetada: 20 L. 
 
Tratamento das amostras 
Cápsula contendo pterostilbeno, descrita pelo fabricante (Mental Refresment – Lot nº 081216) 
como possuindo 150 mg em cada cápsula, foi esvaziada e seu conteúdo solubilizado com 
acetonitrila através do uso de agitador de tubo de ensaios e sonicador, e o volume final 
completado para 50 mL, resultando em concentração de 3 mg/mL. Esta solução foi diluída em 
acetonitrila para obter soluções nas concentrações de 0,03; 0,15 e 0,3 mg/mL (30, 150 e 300 

g/mL). 
 
Fígado 
Amostras de fígado removidos de animais tratados sob diferentes condições durante o 
experimento em andamento (grupo ingerindo apenas ração e grupo que recebeu dieta 
adicionada de pterostilbeno) foram fragmentados em pequenos tamanhos através do uso de 
lâmina de bisturi e em seguida submetidos a extração por sonicação com acetonitrila. A 
suspensão resultante foi centrifugada a 8000 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante 
transferido para tubo eppendorf. 
 
Ensaio e resultados 
As amostras preparadas como descrito acima foram manualmente injetadas em cromatógrafo 
líquido de alta eficiência (CLAE), inicialmente apenas as soluções contendo o pterostilbeno 
para que fosse avaliado o cromatograma obtido e, caso necessário, realizar os ajustes. Como 
inicialmente foi empregada composição de fase móvel ACN:água (45:55), o tempo de retenção 
do pterostilbeno foi próximo de 20 minutos e o tempo de cada corrida ficou longo., porém as 
respostas em termos de repetibilidade e linearidade apontaram que o método empregado foi 
capaz de detectar e até quantificar a presença de pterostilbeno nas amostras injetadas, como 
demonstrado na figura 1. 
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Figura 1 – cromatogramas das soluções de pterostilbeno nas concentrações de 30, 150 e 300 

g/mL. 

 
Em decorrência deste resultado, passou-se a utilizar a composição da fase móvel com partes 
iguais de ACN e água, o que reduziu o tempo de retenção do analito e o tempo total de análise 
para cada injeção. 
 
Na figura 2 apresentamos os resultados obtidos com injeções repetidas de amostras contendo 

o 30 g/mL do fármaco em corridas com esta nova composição da fase móvel. Observa-se 
que o tempo de retenção passou a ser de 11 minutos, e o tempo de corrida foi de 15 minutos. 
 

Figura 2 – cromatogramas de pterostilbeno a 30 g/mL em fase móvel constituída de 
ACN:água (50:50) 

 
Diante desse resultado, passamos a realizar as injeções com as amostras provenientes do 
processamento dos fígados, conforme descrito acima, tendo sido processados fígados de 
animais que se alimentavam apenas com ração (dieta normal) e animais que receberam ração 
contendo pterostilbeno. 
 
Na figura 3 são apresentados cromatogramas que expressam os resultados obtidos. Os 
quatro cromatogramas superiores apresentam o pico correspondente ao pterostilbeno no 
tempo de retenção próximo dos 11 minutos, caracterizando a presença da substância na 
amostra obtida da extração do fígado dos animais que estavam sob dieta com ração contendo 
pterostilbeno. Confirmando, dessa forma, que a ingestão do fármaco acrescentado à ração 
está resultando na sua presença no fígado desses animais. Os três cromatogramas inferiores 
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estão representadas as amostras provenientes da extração dos fígados dos animais 
submetidos a dieta com a ração normal, nos quais se constata a ausência do pterostibeno. 
 
Figura 3 – cromatogramas obtidos com extratos em ACN dos fígados dos animais sob dieta 
normal (3 inferiores) e dieta com ração acrescida de pterostilbeno (4 superiores). 
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APÊNDICE B - Artigo publicado na Revista Cancers 
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APÊNDICE C - Artigo publicado na Revista Acta Cirúrgica Brasileira 
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APÊNDICE D - Dados brutos 

 

DADOS BRUTOS 

A) DADOS BRUTOS DAS CONCENTRAÇÕES TECIDUAIS DE GSH  

 

B) DADOS BRUTOS DAS CONCENTRAÇÕES TECIDUAIS DE MDA 
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C) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE Ki67  

 

D) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE P53 

 

E) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE iNOS 
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F) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE TNF -ALPHA 

 

G) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE NFKB 
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H) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE WNT3a  

 

I) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE IL1 

 

J) DADOS DA EXPRESSÃO PROTEÍCA DE B-CATENINA   

 

 



151 

K) DADOS DO NÚMERO DE FCAs 
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L) DADOS DO SCORE INFLAMATÓRIO 

 

M) DADOS DO NÚMERO DE TUMORES MACROSCÓPICOS 

 

 


