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RESUMO

BARREIRA, M. A. Quimioprevencao de lesdes precursoras do cancer colorretal
apoés suplementacao de pterostilbene e probiético em modelo experimental de
carcinogénese intestinal com 1,2-dimetil-hidrazina. 2023. Tese (Doutorado em
Ciéncias Médico-Cirurgicas) - Faculdade de Medicina, Universidade Federal do
Ceara, Fortaleza, 2023.

Introdugdo: A alimentacdo é o fator ambiental mais relacionado com o
desenvolvimento do Cancer Coloretal (CCR) ndo hereditario. A composi¢édo da
microbiota intestinal, a inflamacgéao intestinal prolongada e o estresse oxidativo sao
fatores relacionados ao surgimento do CCR. O Pteriostilbene (PS) possui agéo
antioxidante, anti-inflamatoéria e antitumoral. A suplementacdo de Probiodtico (PRO)
com Lactobacillus e Bifidobacterium é benéfica para a saude intestinal. O papel da
microbiota na metabolizacdo do PS deve ser explorado e a combinagcdo de
substancias pode potencializar a quimioprevencédo do CCR. Objetivo: Avaliar o efeito
da suplementacao de PS e / ou PRO no desenvolvimento de lesdes precursoras do
CCR em ratos wistar apos a indugao 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 x 107 / mL) foi
oferecido na agua e o PS (300 ppm) na dieta ad libitum. 1,2-DMH (20 mg /kg /semana)
foi administrado por 15 semanas consecutivas. Na 25% semana foi realizada
proctocolectomia total. Metade das amostras foram utilizadas para avaliagao de focos
aberrantes de criptas e expressao das proteinas Ki67, B-catenina, Wnt3a, p53, NF-
kB, iNOS, IL1-B e TNF-a. Na outra metade foi avaliado o stress oxidativo (EO) por
meio dos niveis de GSH e MDA. A analise estatistica foi realizada utilizando o software
GraphPad Prism. Os dados paramétricos foram avaliados pelo teste de variancia One-
Way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey e os dados nao
paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparagdes multiplas de Dunns. O nivel de significaAncia adotado foi de 0,05.
Resultados: 1,2-DMH aumenta os focos aberrantes de criptas, expressao das
proteinas e EO em relagdo ao SHAM (p<0.05). 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS +
PRO reduzem scores histopatoldgicos, expressao das proteinas (Ki67, B-catenina,
Wnt3a, p53, NF-kB, iNOS, IL1-B e TNF-a) e EO (MDA) (p<0.05). 1,2-DMH + PS +
PRO eleva, também, os niveis de GSH (p<0.05). 1,2-DMH + PS reduz a expressao
das proteinas p53, Ki67, IL1-3 e TNF-a (p<0.05), mas sem diminuir os focos de criptas
aberrantes e melhorar o EO. Conclusao: A suplementagao de PRO e PS + PRO sao
as melhores estratégias de intervencdo para atenuar varios parametros da
carcinogénese intestinal e lesdes precursoras do CCR.

Palavras-chave: cancer colorretal; focos de criptas aberrantes; probidticos;
microbiota intestinal; carcinogénese.



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
Ceara, 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. Pteriostiibene (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 x 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, B-catenin, Wnt3a, p53, NF-kB, iNOS, IL1-f and TNF-
a 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, B-catenin, Wnt3a,
p53, NF-kB, iNOS, IL1-f and TNF-a) 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, IL1-3 and TNF-
a 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 INTRODUGAO

Em todo o mundo, estima-se que 19,3 milhdes novos casos de cancer e quase
10 milhdes de mortes por cancer ocorreram em 2020. O cancer de mama se tornou a
neoplasia mais diagnosticada (excluindo neoplasia de pele) com estimativa de 2,3
milhdes de novos casos (11,7%), seguido pelo cancer de pulméao (2,2 milhdes / 11,4%)
e cancer colorretal (CCR) (1,9 milhdes / 10,0%). O cancer de pulmao permaneceu a
principal causa de morte por cancer, com uma estimativa de 1,8 milhdo de mortes
(18%), seguido por CCR (0,92 milhdes / 9,4%), figado (0,83 milhdes / 8,3%), estbmago
(0,77 milhdes / 7,7%) e mama (0,68 milhdes / 6,9%) (SUNG et al., 2021). Nos homens,
0 CCR representa a terceira neoplasia com maior incidéncia (atras da neoplasia de
pulméo e prostata) e a quarta neoplasia com maior mortalidade (atras da neoplasia
de pulmao, figado e estdmago). Nas mulheres, o CCR representa a segunda
neoplasia com maior incidéncia (atras da neoplasia de mama) e a terceira neoplasia
com maior mortalidade (atras de mama e pulmao) (BRAY et al., 2018).

No ano de 2040, o mundo devera ter 28,4 milhdes de pessoas com cancer e
um aumento de 47% em relagédo a 2020. Em geral, a incidéncia e mortalidade por
cancer esta crescendo rapidamente em todo o mundo. Existe uma variagdo de
aproximadamente nove vezes nas taxas de incidéncia de CCR por regides do mundo,
com maior incidéncia na Europa, Australia, Nova Zelandia e América do Norte (SUNG
et al., 2021). As neoplasias malignas serdo a maior causa de morbimortalidade
ultrapassando, inclusive, as doengas cardiovasculares. Embora a incidéncia do cancer
ainda seja maior nos paises mais ricos, a mortalidade € proporcionalmente maior
naqueles menos desenvolvidos. No Brasil, praticamente todos os canceres
apresentam taxas de mortalidade crescentes, com exce¢do dos canceres de
estdmago e de colo do utero que estdo com taxas declinantes na maior parte do pais,
porém ainda elevadas em relagéao a outras nagdes (SOARES; MENDES; SAMPAIO,
2021).

Para o Brasil, sdo esperados 704 mil casos novos de cancer para o triénio 2023-
2025. Excetuando o cancer de pele nao melanoma, ocorrerao 483 mil casos novos. O
cancer de mama feminina e o de prostata foram os mais incidentes com 73 mil e 71
mil casos novos, respectivamente. Em seguida, CCR (45 mil), pulm&o (32 mil),
estdmago (21 mil) e o cancer do colo do utero (17 mil). A analise por género mostra

que o cancer de prostata € o mais frequente entre os homens (30,0%), seguido do
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CCR (9,2%), traqueia, brénquio e pulmao (7,5%), estdbmago (5,6%) e cavidade oral
(4,6%). O cancer 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 incidéncia 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 cancer em adultos jovens (TRICOLI et al., 2016). A
maioria dos casos ocorre em paises desenvolvidos e tem uma relagédo com o estilo de
vida e dieta ocidental (FERLAY et al., 2015). A incidéncia de cancer aumenta
significativamente devido a sobreposi¢cao de algumas vias moleculares entre o cancer
e o envelhecimento, o qual pode ser modificado por habitos alimentares. Alguns
componentes nutricionais podem ser eficazes na prevengdao do CCR (KOCABAS;
SANLIER, 2021).

Estudos clinicos mostraram que a metade da populagao ira desenvolver pelo
menos um poélipo adenomatoso em sua vida e 2-3% deles vao evoluir para um CCR
(LEOZ et al., 2015). Pdlipos adenomatosos ou adenomas sao considerados os
principais precursores para o CCR que ocorre através de uma série gradual de
mudancas histoldgicas que € chamada sequéncia "adenoma-carcinoma". A mutacao
do gene supressor de tumor APC & um evento critico relacionado ao inicio da
sequéncia "adenoma-carcinoma" (BOSMAN; YAN, 2014; LIU et al., 2013). Os
adenocarcinomas espontaneos e associados a colite apresentam uma sequéncia de
eventos moleculares diferente (ULLMAN; ITZKOWITZ, 2011) que sera detalhada
adiante.

O CCR ¢é a segunda neoplasia com maior numero de mortes potencialmente
evitaveis, perdendo para a neoplasia de pulmao. Nos Estados Unidos, cerca de 42,0%
das neoplasias diagnosticadas e 45,1% das mortes relacionadas ao cancer foram
devido a fatores modificaveis. Estes dados ressaltam o vasto potencial para reduzir a
morbidade e mortalidade do cancer através da implementacdo de medidas
preventivas (ISLAMI et al., 2018). A valorizagdo da prevengao primaria 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 sao custo-efetivas e devem ser
adotadas (KHALILI et al., 2020), sendo a colonoscopia uma das principais ferramentas

na prevencao do CCR (CARR et al., 2020). A colonoscopia tem papel no rastreio,
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diagnostico, tratamento e acompanhamento de pacientes com suspeita ou
confirmacgado de CCR. Embora a colonoscopia supere outros testes nao invasivos na
detecgdo do CCR, é um exame invasivo e de maior custo (HSU; CHIU, 2022). A longo
prazo, redugdes significativas na mortalidade por CCR podem ser alcangados se
essas medidas forem implementadas de forma eficaz e com altas taxas de adesao
(HOSSAIN et al., 2022).

O rastreio deve iniciar aos 45 anos, pois a deteccdo precoce do CCR pode
reduzir significativamente as taxas de mortalidade e melhorar a qualidade de vida.
Infelizmente n&o ha um rastreio desse tipo de cancer que seja oferecido pelo Sistema
Unico de Saude e por isso o diagndstico precoce ndo ocorre com a frequéncia
esperada. E necessario que sejam desenvolvidas formas de rastreio deste cancer,
assim como as realizadas no cancer de mama e de prostata, visto que o CCR pode
ser agressivo e possuir altas taxas de mortalidade (MOTA et al., 2021). A adesao ao
rastreio é fator determinante de sucesso para atingir os objetivos de redugédo do
numero de mortes por CCR. E importante incentivar o diagndstico precoce e o rastreio
do CCR como formas de tratamento oportuno, prevenindo os estagios mais graves da
doenca. Os avancgos tecnolégicos e cientificos contribuem para a construgao de
medidas preventivas e terapéuticas cada vez mais eficazes (FELISBERTO et al.,
2021; SCANDIUZZI; CAMARGO; ELIAS, 2019).

A progressao de uma leséo precursora para o0 CCR é um processo de varias
etapas, acompanhado por alteragbes em varios genes supressores que resultam em
anormalidades na regulacao celular e tem uma histéria natural de 10 a 15 anos. O
periodo de 10 a 15 anos desse processo oferece uma oportunidade para prevengao
primaria e secundaria (WINAWER, 1999). Uma vantagem da prevengao primaria
sobre a atual estratégia de prevencédo secundaria de colonoscopia de rotina é o
potencial de intervir precocemente na sequéncia carcinogénica para reduzir o risco de
CCR, permitindo exames de vigilancia menos frequentes e uma redugédo no numero
de canceres invasivos.

Ha um século, acreditava-se que a dieta nao exercia influéncia primaria sobre
a ocorréncia de cancer, pois pessoas com diferentes habitos alimentares
desenvolviam neoplasias (MORTON, 1917). No ano de 1968, um estudo
epidemioldgico mostrou associagao 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 apos, foi reforgada a teoria que correlacionava a dieta e a flora
bacteriana intestinal com o desenvolvimento do CCR (HILL, 1974). Atualmente, sabe-
se que a inflamacéo crénica do intestino grosso relacionada a dieta eleva o risco de
CCR (BYRD et al, 2020). Assim, alimentos naturais com propriedades
antitumorigénicas sao utilizados na investigagao de novas substancias com potencial
de prevenir o aparecimento do CCR (GANESAN; JAYACHANDRAN; XU, 2020).

A alimentacdo € o fator ambiental que apresenta maior relagdo com o
desenvolvimento do CCR nao hereditario (ARAUJO; GONCALVES; MARTEL, 2011).
E estimado que milhares de mortes por cancer podem ser prevenidas através de
modificagdes dietéticas (TEIXEIRA et al., 2014; VANO; RODRIGUES; SCHNEIDER,
2009) e até 75% dos casos de CCR estdo associados com a alimentagdo (CHEN et
al., 2012). Logo, uma dieta saudavel pode modificar alvos moleculares e influenciar
na prevencgao do CCR (CHEN et al., 2012; RAJAMANICKAM; AGARWAL, 2008). Por
isso, deve-se evitar uma alimentacdo com baixa ingestao de fibras, frutas, vegetais,
minerais e vitaminas. A dieta ndo deve ter quantidades excessivas de calorias, lipidios
e carne vermelha. A ingestdo de alcool, habito de fumar, sedentarismo e obesidade
sao outros fatores diretamente relacionados ao desenvolvimento do CCR (DERRY et
al., 2013).

Os fatores ambientais possuem uma grande relagdo com o risco de cancer e
as mudancas no estilo de vida desempenham um papel muito importante na
prevencdo de varios tipos de cancer (TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2015). A
prevencao do cancer pode ser mais efetiva e menos onerosa porque o cancer esta
intimamente associado aos fatores relacionados ao estilo de vida. Cerca de 30% a
40% das neoplasias poderiam ser prevenidas por uma dieta saudavel, atividade fisica
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 céncer (AMIN et al., 2009). Evidéncias epidemioldgicas indicam que dietas ricas
em frutas e vegetais promovem a saude e atenuam ou atrasam o aparecimento de
muitas doengas (CROZIER; DEL RIO; CLIFF, 2010; CVOROVIC et al., 2010). Sabe-
se que a incorporacgao de 3 a 5 porcdes diarias de frutas ou vegetais com folhas verdes
dentro da dieta podem ser considerados uma boa escolha para promover a saude
(KYSELOVA, 2011).

A nutricdo é um componente ambiental de extrema importdncia no

desenvolvimento de todos os organismos vivos, pois existe uma associagao entre a
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nutricdo de uma pessoa e seus genes. De acordo com pesquisas in vitro e in vivo, os
componentes bioativos da dieta tém uma influéncia substancial na prevencgao e terapia
do cancer. E vital explorar os efeitos positivos dos suplementos alimentares para a
saude. Ensaios clinicos e pesquisas tém evidenciado que a alternancia dos habitos
alimentares é potencialmente uma das principais abordagens para reduzir o risco de
cancer em um individuo (SRIVASTAVA et al., 2022). Logo, a alimentagao possui um
papel essencial na prevencdo do CCR e a introducdo de nutrientes com conteudo
antioxidante pode reduzir o risco de CCR (DUSAK; ATASOY; DEMIR, 2022). Muitos
estudos epidemioldgicos tém mostrado a relagao entre adesao a dieta mediterranea
e baixa incidéncia de CCR (MAHMOD et al., 2022).

Apesar dos avangos significativos nas medidas de prevencgédo do CCR atraveés
do rastreio e vigilancia baseados na deteccao precoce e remocao de polipos
(ZAUBER et al., 2012), existe uma necessidade de uma estratégia alternativa de
prevencao do CCR. A quimioprevencéo (QP) € uma opgao que poderia minimizar a
necessidade de investigagdes endoscdpicas invasivas e a neoplasia de intervalo (WU;
PATTERSON; HAWK, 2011). E uma abordagem importante para diminuir a morbidade
e a mortalidade do CCR através do uso de substancias naturais ou sintéticas que
possam reverter os processos de iniciagao, promog¢ao e progressao do cancer
(TANAKA, 2012b). Evidéncias clinicas mostraram que a utilizagao de fitoquimicos na
QP é de baixo custo, aplicavel, aceitavel e uma abordagem acessivel para o controle
e manejo do cancer (HUANG; CAI; ZHANG, 2009; LUK et al., 2007;
PRATHEESHKUMAR et al., 2012).

O desenvolvimento de drogas contra o cancer € um processo caro e demorado
que pode gerar medicagdes sem eficacia e com efeitos colaterais importantes. Os
fitoquimicos podem fazer parte ou substituir drogas contra o cancer, com baixo custo
e poucos efeitos colaterais. Os fitoquimicos, encontrados em alimentos, sdo capazes
de reverter uma regulagao epigenética adversa, equilibrar respostas dos tecidos a
inflamacao e modificar a MI. Diferentes fitoquimicos podem desempenhar um papel
melhorador em diferentes ou multiplos estagios durante o desenvolvimento do cancer.
Assim, alguns fitoquimicos estdo sendo utilizados sozinhos ou combinados como
estratégias eficazes e inovadoras na prevencao do cancer. Contudo, o efeito dos
fitoquimicos na progressdo do cancer deve ser melhor definido, j4 que o
desenvolvimento do cancer € um processo complicado e ha varios fatores envolvidos
(KOH; HO; PAN, 2020).
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Os compostos fendlicos encontrados em frutas e verduras contribuem na
prevencdo do CCR. Assim, o estudo de dietas ricas em polifendis na prevengao de
neoplasias vem ganhando maior notoriedade. Os polifendis podem modular a Ml e os
microbios intestinais catabolizam polifendis para liberar metabdlitos que muitas vezes
sdo mais ativos e melhor absorvidos do que os compostos fendlicos originais. No
futuro, entenderemos melhor o papel imunomodulador de polifendis dietéticos e seus
metabalitos na prevengdo do CCR. Além disso, expandiremos o conhecimento sobre
o papel da microbiota intestinal no metabolismo dos polifendis e seu impacto adicional
na prevencgao do CCR (CUEVA et al., 2020).

Existe uma forte associagao entre a dieta, micrébios intestinais e carcinogénese
intestinal. Uma dieta pode causar o aumento da inflamacgao, estresse oxidativo (EO)
e danos ao Acido desoxirribonucléico. Essas alteracdes podem levar a disbiose e,
consequentemente, o desenvolvimento do CCR. Assim, intervengao dietética e
modulagao da MI podem desempenhar um papel vital na redu¢ao do risco de CCR.
Investigagdes sobre o efeito da disbiose microbiana no desenvolvimento do CCR é
um assunto de extrema importancia (LOKE et al., 2020).

A MI é capaz de modular respostas imunes e inflamatdrias relacionadas ao
cancer. Estudos recentes mostraram a administracdo de diversas cepas de
probiéticos em multiplas combinagdes, concentracdes e posologia na modulacéo da
MI e prevencao do cancer. Portanto, a manipulacdo da Ml através da administracéo
de probidtico (PRO) € uma abordagem valida e emergente na prevencdo do CCR.
Investigagdes sobre a utilizacdo de PRO sao, ainda, necessarias para definir
protocolos e estabelecer abordagens inovadoras. Futuramente, a ingestao regular de
PRO podera aparecer como uma estratégia alternativa na prevencédo do céancer
(PANEBIANCO; LATIANO; PAZIENZA, 2020).

Evidéncias recentes sugerem que a dieta tem um impacto importante no risco
de desenvolvimento de CCR. A ingestdo de dietas ricas em polifendis e PRO séao
mecanismos com grande potencial na redugao do risco de desenvolvimento do CCR.
Portanto, uma modulacéo personalizada do padrao do microbioma intestinal pela dieta
pode ser uma abordagem promissora para prevenir o desenvolvimento do CCR
(SANCHEZ-ALCOHOLADO et al., 2020).

1.1 MODELOS PARA INDUCAO EXPERIMENTAL DO CCR
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Os modelos animais de indugédo da carcinogénese intestinal (Cl) podem ser
utilizados para testar estratégias de prevencédo e tratamento. Outras formas de
pesquisar e desenvolver hipéteses sdo através do uso do material oriundo de biépsias
humanas, xenotransplante de tumores e modelos de cultura celular in vitro. Porém,
essas abordagens tém varias limitagdes. Primeiro, os tumores de coldén tém uma
complexidade mutacional que limita o entendimento do impacto de mutagdes
individuais. Em segundo lugar, as linhas celulares do CCR podem crescer na auséncia
de microambientes normais que sao criticos para a homeostase do tecido colénico
normal. Terceiros, os tumores humanos se desenvolvem apos longos periodos e sao
geralmente identificados apds a terceira década de vida. Assim, eventos bioldgicos
que regulam inicialmente o cancer e promovem o crescimento tumoral séo dificeis de
estudar devido a incontrolavel genética e diversidade de ambientes. Finalmente, as
complicagdes éticas limitam as intervengdes que podem ser aplicadas a populagdes
de pacientes (JOHNSON; FLEET, 2013).

Animais s&o utilizados para avaliar biomarcadores, efeitos colaterais,
posologia, vias de administragéo e eficacia de potenciais agentes quimiopreventivos
para o CCR. Os dados obtidos podem ser utilizados para programar ensaios clinicos
quando utilizado um modelo de carcinogénese animal validado, pois existe uma
correlagdo com os resultados de pesquisas realizadas em humanos (STEELE;
LUBET, 2010). Varias caracteristicas sado importantes para manter o potencial
translacional dos estudos realizados em modelos animais. O cancer que se
desenvolve no modelo animal deve ser limitado ao intestino grosso de modo que os
investigadores possam estudar o desenvolvimento da doenca sem os efeitos
confundidores da doenga em outros tecidos. O estudo histolégico e as caracteristicas
moleculares das lesdes colorretais devem ser semelhantes as observadas no tecido
humano. Os modelos devem capturar as interagbes celulares complexas que sao
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 desenvolverdo a neoplasia e um periodo inferior a 6 meses deve ser
suficiente (STEELE; LUBET, 2010).

Os modelos de carcinogénese utilizando roedores sao rapidos, reprodutiveis e
exibem uma sequéncia de adenoma para carcinoma semelhante a encontrada em
seres humanos (MACHADO et al., 2016). Os modelos animais que podem induzir o

CCR se enquadram em trés grandes categorias: cancer intestinal espontaneo em
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varias espécies de animais, canceres induzidos quimicamente ou pelo ambiente em
roedores e os induzidos por manipulagdo genética de ratos (JOHNSON; FLEET,
2013).

Nos ultimos 40 anos, cientistas estudaram a Cl induzida experimentalmente em
roedores, a fim de elucidar a etiologia e os mecanismos envolvidos. A Histopatologia
comparativa revelou muitas semelhangas entre o0 CCR em roedores e humanos. A
patologia molecular comparativa também mostrou semelhangas genéticas.
Recentemente, modelos experimentais utilizando ratos geneticamente modificados e
inducdo de processos inflamatérios no colén sao utilizados para investigar
medicagdes com efeito na QP do CCR (WARD; TREUTING, 2014).

A mutacdo no gene APC € um passo inicial na maioria das neoplasias de colon.
Os modelos de carcinogénese utilizando roedores com mutagbes APC foram
utilizados pela primeira vez ha mais de 2 décadas. Um estudo com mais de 45 tipos
de roedores com esta mutagao permitiu uma maior compreensao do papel do gene
APC no desenvolvimento, diferenciacdo e homeostase de células epiteliais intestinais
(ZEINELDIN; NEUFELD, 2013). Assim, os modelos de carcinogénese colorretal
(MCC) em roedores com presenca de mutagdes 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 frequéncia no colén (LI et al., 2022; WASHINGTON et al., 2013; ZEINELDIN;
NEUFELD, 2013). A tumorigénese no intestino delgado humano é rara. Por isso, é
importante desenvolver animais transgénicos com tumorigénese especifica do coldn.
Isso permitiria um entendimento mais preciso da tumorigénese do colon em humanos,
facilitando ainda mais a avaliacdo do impacto de medicamentos e outros tratamentos
em pacientes com CCR (LI et al., 2022).

Na fase tardia do CCR humano ocorrem frequentemente metastases que levam
a alta mortalidade e recorréncia. Torna-se, portanto, urgente compreender o
mecanismo da metastase, desenvolvendo assim tratamentos contra metastases para
beneficios clinicos. Atualmente, o modelo animal mais comum que reproduz
metastase de CCR ocorre por transplante ou injecao ortotépica de células do CCR.
Embora as metastases sejam desenvolvidas nestes modelos, ndo é possivel
representar com precisdo a metastase real que ocorre em humanos devido a falta de

multiplos componentes como as células imunes do microambiente tumoral. Usando
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modelos de camundongos avangos cientificos foram feitos na compreensao da
patogénese dessa doenga complexa (LI et al., 2022).

O rato PIRC, com genes APC mutados, desenvolvem tumores do célon
espontaneamente, imitando a polipose adenomatosa familiar e o CCR esporadico
(FEMIA et al., 2015). Os ratos Min / + tem uma mutagdo no codon 850 do gene
supressor tumoral APC. Esta mutacao € observada, também, no gene APC humano
e leva a formacao de varias lesdes neoplasicas espontaneas no intestino dos ratos
(FODDE; SMITS, 2001; VAN ES; GILES; CLEVERS, 2001). O rato Min / +
convencional, criado com um fundo genético C57BL / 6J, € amplamente utilizado
devido a predisposicdo dos mesmos a polipose adenomatosa familiar. No entanto, é
um modelo questionavel devido a grande maioria dos tumores surgirem no intestino
delgado e, apenas, uma pequena fracdo dos tumores evoluirem para carcinomas
invasivos (TAKETO; EDELMANN, 2009). Os ratinhos A / J Min / + sao tipicamente
mais susceptiveis ao CCR induzido por carcindgeno do que os ratinhos Min / + C57BL
/ 6J. Eles ndo mostram aumento nas lesbes do intestino delgado, apresentam o
desenvolvimento de lesdes colbnicas benignas que progridem para carcinoma ao
longo do tempo e mostraram ativacao da via de sinalizagdo Wnt. Assim, o ratinho A /
J Min / + pode ser um modelo relevante para a iniciagdo, promogao e progressao do
CCR (MENGHINI et al., 2017; SODRING; GUNNES; PAULSEN, 2016). Os ratos
SAMP1 / YitFc (SAMP), também, apresentam um aumento na tumorigénese colénica
(MENGHINI et al., 2017). O uso de ratos Wistar ndo geneticamente modificados,
também, podem ser utilizados no estudo na CI (BURLAMAQUI et al., 2012; JUCA et
al., 2014; RODRIGUES et al.,, 2002) e por nao possuirem uma predisposicao a
formacédo de neoplasia de coldén necessitam de um maior tempo de exposi¢cao ao
carcinégeno.

A doencga inflamatdria intestinal € um importante fator na progressao da
carcinogénese associada a colite (CAC). O dextrano sulfato de sédio (DSS) é um
agente com efeitos toxicos diretos sobre o epitélio intestinal, podendo ser administrado
na agua potavel de ratos em varios ciclos para criar um estado inflamatério crénico. O
desenvolvimento tumoral € acelerado se administrado num ambiente pro-
carcinogénico. Estes incluem ratos com mutagdes genéticas nas vias de
tumorigénese, bem como ratinhos pré-tratados com agentes genotdxicos
azoximetano (AOM) e 1,2-dimetil-hidrazina (1.2-DMH) (THAKER et al., 2012). O

composto DMH e o seu metabdlito AOM, sao os dois carcindgenos 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 carcinogénese que utiliza os agentes 1,2-DMH ou AOM
nao represente a complexidade da doenca humana e n&o 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
0 cancer ou estratégias terapéuticas emergentes que sao dificeis 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 questao experimental (PERSE; CERAR, 2011).

A combinagcdo de DSS com AOM como um modelo para cancer associado a
colite ganhou popularidade por sua reprodutibilidade, poténcia e usabilidade. Embora
eles tenham um mecanismo compartilhado, o carcinogeno AOM é mais potente e
estavel em solucdo do que DMH (WARD; TREUTING, 2014). Enquanto, o
desenvolvimento tumoral em outros modelos requer varios meses, os ratos que
receberam uma unica injegéo via intraperitoneal de AOM (10 mg / kg de peso corporal)
e subsequentemente foram tratados com DSS, na agua potavel, 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
a sua simplicidade, rapidez, reprodutibilidade e capacidade de causar alteragdes
semelhantes as observadas no colon de humanos (CHASSAING et al., 2014).

Um experimento mostrou que uma unica injegao intraperitoneal de AOM (10
mg / kg), seguida pela exposi¢ao oral durante 1 semana de DSS na agua potavel (2%)
teve um importante efeito na carcinogénese do célon de ratos. Este modelo de CAC
mostrou apds 20 semanas uma alta incidéncia de adenocarcinomas no colén (100%)
e adenomas (32%), além de alto numero de neoplasias multiplas em um mesmo
animal. A investigagcao por imunohistoquimica (IHQ) das neoplasias e displasias
mostrou que todas as lesdes foram positivas para 3-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 subcutanea
durante duas semanas consecutivas a uma dose de 15 mg/ kg / semana como opg¢ao
na indugcdo da CAC em ratos da linhagem Wistar ndo modificados geneticamente. O
aparecimento de focos de criptas aberrantes (FCA) esta relacionado ao maior tempo
de acompanhamento entre a exposi¢cdo ao carcinégeno e a eutanasia. Um estudo

acompanhou dois grupos de ratos Wistar machos com 10 semanas de idade e peso
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aproximado de 200 gramas apés a indugao da Cl com 2 aplicagdes consecutivas de
AOM. Um grupo sofreu eutanasia com 15 semanas e o outro com 35 semanas. As
lesbes colonicas pré-neoplasicas e cancerosas foram identificadas em ambos os
grupos, porém o numero de lesdes foi significativamente maior (P <0,05) no grupo que
foi acompanhado por mais tempo (REFAAT et al., 2016). Outro estudo mostrou que a
inducdo da CAC em ratos machos (16 semanas de idade), da linhagem Wistar, foi
efetiva para a formacdo de multiplos FCA apds duas aplicagdes intraperitoneais
consecutivas de AOM a uma dose de 15 mg / kg / semana e eutanasia apos 15
semanas da primeira aplicagao do carcinégeno (BURLAMAQUI et al., 2010, 2012).

Uma limitagao do uso dos principais agentes genotéxicos (DMH / AOM) é que
existe a necessidade de uma ativagdo metabdlica para se tornarem um carcindbgeno
ativo. Este processo ocorre no figado com a participagéao de varias enzimas. Caso o
agente quimiopreventivo interfira com o metabolismo do DMH / AOM pode modificar
a carcinogénese e afetar os resultados. Ja foi demonstrado que o dissulfiram afeta
significativamente a carcinogénese do cdélon, porque bloqueia o metabolismo da AOM
devido a sua atividade inibitoria sobre a CYP2E1. Verificou-se, também, que a
administragcao simultanea de DMH / AOM e alcool inibe a carcinogénese do célon,
provavelmente devido a supressao da ativacdo do DMH / AOM no figado. Em
contraste com os humanos, as metastases para o figado e pulmao sdo muito raras
nos ratos com protocolo de inducado da CI que utilizam DMH / AOM. Os tumores que
sao capazes de metastase sdo quase exclusivamente mucinosos e carcinomas de
células de anel de sinete do cdélon proximal (PERSE; CERAR, 2011). Um estudo
avaliou alteragdes hepaticas apds a indugao da carcinogénese colorretal de ratos da
linhagem Wistar com AOM e observou-se que lesdes hepaticas pré-neoplasicas e
neoplasicas aparecem e evoluem na propor¢ao do tempo e dose de exposigao ao
AOM (BURLAMAQUI et al., 2013). Uma limitacao da DMH ¢ a falta de especificidade
para a indugdo de neoplasias no colén, ja que pode induzir tumores hepaticos
(MACHADO et al., 2016).

A DMH é o carcinégeno mais antigo e mais usado para induzir tumores em
ratos (GOIS JUNIOR et al., 2012). Ele induz mutagées no DNA que estéo relacionadas
ao desenvolvimento do CCR (NEWELL; HEDDLE, 2004). A captagao de DMH é trés
vezes maior no colon comparadas com o intestino delgado. O efeito carcinogénico
pode ser obtido apdés uma Unica injegdo ou através de multiplas inje¢des com

intervalos semanais (GOIS JUNIOR et al., 2012). A maioria dos estudos, com ratos
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nao modificados geneticamente, preconiza aplicagdes de DMH com doses semanais
que variam de 15-25 mg/ kg por um periodo de 15 a 20 semanas. No entanto, existem
estudos com uma unica aplicagdo 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 Cl em
ratos machos da linhagem Wistar através de aplicagbes subcutaneas 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 aplicagado IM de 1,2-DMH na dose de 40
mg/kg/semana por sete semanas consecutivas e observou o desenvolvimento de
lesdes pré-neoplasicas e remodelacdo da microbiota intestinal (SILVA-REIS et al.,
2022). As aplicagdes sdo mais comumente realizadas por via subcutédnea, mas pode
ser utilizada a via intraperitoneal (PERSE; CERAR, 2005).

Ocorre o aparecimento de FCA apds a indugao do CCR com duas injecdes
intraperitoneais de DMH (40mg / kg / semana) em ratos Wistar, sendo observado as
criptas aberrantes com 6 e 12 semanas da primeira injecdo (GOIS JUNIOR et al.,
2012). Um estudo induziu o CCR com duas inje¢des subcutaneas de DMH (40mg / kg
/ semana) em vinte ratos Wistar machos com 6 semanas de idade que foram divididos
em dois grupos e sacrificados apés 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 numero de criptas
aberrantes por foco aumentou no grupo acompanhado por maior tempo (30 semanas).
Observou-se, ainda, um aumento no numero de FCA e neoplasias bem diferenciadas
(n=9) no Grupo B. Logo, os FCAs tiveram correlacdo com o desenvolvimento de
neoplasias a médio prazo (30 semanas) (RODRIGUES et al, 2002). Os
adenocarcinomas tubulares bem diferenciados sdo mais comuns e costumam
apresentar um crescimento polipoide (NAKAGAMA; NAKANISHI; OCHIAI, 2005).

Logo, um protocolo para se estudar a carcinogénese quimica do colon depende
de diversas variaveis, tais como: animal (espécie, linhagem, sexo e idade),
carcinégeno (tipo, dose, e via de administragao) e duragao do experimento. Levando
em consideragao os custos, optou-se pela utilizagdo de um protocolo de indugao da
Cl com 1,2-DMH.

1.2 LESOES HISTOPATOLOGICAS PRECURSORAS DO CCR
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O conceito de prevencao do cancer é retardar, regredir ou eliminar lesdes pré-
cancerosas. Para estudar a prevencdo de neoplasias do colon por alimentos €
necessario entender as alteragdes histopatoldgicas do colon causadas por um agente
cancerigeno. O estudo dos estagios pré-cancerigenos no coélon é possivel por
identificacdo e quantificacdo de FCA. Os FCAs sao usados extensivamente para
identificar moduladores da carcinogénese do célon. Essas informagdes fornecem uma
melhor compreensao da patogénese do CCR e contribuem para o desenvolvimento
de diferentes estratégias preventivas para o CCR em individuos com alto risco e para
a populagcao em geral. As caracteristicas e o numero de FCA quantificam o risco de
desenvolver o CCR. Portanto, o estudo dos FCA pode fornecer uma avaliagao
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 a agdo de substancias carcinogénicas, além de reconhecé-los
como leséo precoce e precursora do CCR (BIRD, 1987). Posteriormente, o FCA foi
reconhecido e identificado em humanos (PRETLOW et al., 1991) e desde entao,
muitos estudos, mostram o seu potencial como biomarcador bioldgico confiavel de
lesdes pré-neoplasicas e cancerosas no intestino grosso (MORI et al., 2004;
WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). Kinzler e Vogelstein (1996) colocam o FCA
como a mudanca morfolégica mais antiga no caminho para o CCR. Os FCA séao
induzidos por carcindgenos especificos do colon (MCLELLAN; BIRD, 1988;
MCLELLAN; MEDLINE; BIRD, 1991), que representam uma relagao dose-dependente
(MCLELLAN; MEDLINE; BIRD, 1991) e nao se desenvolvem apds o tratamento com
substancias cancerigenas que nao induzem tumores no célon (MCLELLAN; BIRD,
1988).

Estas lesdes demonstram semelhangas histolégicas aos adenomas e
adenocarcinomas do célon. Compartilham defeitos moleculares fundamentais com
pelo menos alguns tumores do célon (WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010).
Evidéncias mostram que alteracbes genéticas e epigenéticas podem ser encontradas
nos FCA e no CCR, contribuindo para o progresso no conhecimento de caminhos
moleculares relacionados a Cl. A associacao de FCA com CCR em estudos da esfera
molecular € muito mais homogénea do que em estudos morfolégicos (LOPEZ-
CERON; PELLISE, 2011).

Os FCA sao histologicamente heterogéneos e englobam um espectro de lesdes

das quais apenas um subconjunto esta associado com displasia (BOUZOURENE et
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al., 1999). O numero de FCA, também, pode ser utilizado como um preditor da
probabilidade de recorréncia de adenoma colorretal apés polipectomia (UCHIYAMA
et al., 2012). Em comparag&o com as criptas normais, os FCA s&o caracterizados por
sua coloragao mais escura (devido ao aumento nuclear e deplecdo de mucina), maior
tamanho, formato eliptico, revestimento epitelial mais espesso e maior zona
percriptdmica (BIRD; GOOD, 2000). A displasia nestes focos pode ser caracterizada
por células hipercromaticas, nucleos alongados, estratificagdo nuclear e deplecéo de
mucina (OGATA et al., 2010).

Sao fatores de risco para a multiplicidade de FCA sdo: sexo masculino,
envelhecimento (NORLIDA; PHANG, 2010; STEVENS; SWEDE; ROSENBERG,
2007), histéria familiar de CCR (STEVENS; SWEDE; ROSENBERG, 2007) habito de
fumar e uso de alcool (SAKAI et al., 2011). Sdo indicadores de FCA de alto risco a
presenca de multiplicidade de criptas aberrantes, alto numero de FCA, alta densidade
de FCA, a identificacdo de focos com deple¢cao de mucina e a localizagdo no colén
distal (GUPTA et al., 2016).

Alguns autores sugerem que a tradicional sequéncia adenoma-carcinoma na
progressao tumoral do intestino grosso pode ser estendida para a sequéncia FCA-
adenoma-carcinoma (HURLSTONE; CROSS, 2005). Os Adenomas podem ser
precursores do CCR. Embora todos os adenomas tenham capacidade para evoluir
para uma doenga maligna, a maioria permanece como uma lesdo nao invasiva. A
cancerizagao dos adenomas colorretais requer a invasio neoplasica da submucosa
(RISIO, 2010). Os adenomas classicos sao divididos em tubulares, vilosos e
tubulovilosos. Outras lesdes precursoras colorretais sdo o podlipo hiperplasico,
adenoma serrilhado séssil e adenoma serrilhado tradicional (HAUMAIER;
STERLACCI; VIETH, 2017).

Na avaliagcao histologica, a mucosa coldnica e retal possui uma lamina prépria
com glandulas tubulares revestidas por epitélio cilindrico (do tipo absorvente) e células
caliciformes. A arquitetura glandular varia nas diferentes partes do cdlon
(LINDSTROM; ROSENGREN; FORK, 1979). As altera¢des histolégicas antecedem
os tumores macroscopicos nas placas linféides de ratos tratados com DMH. As
glandulas atipicas sao caracterizadas pela auséncia de muco citoplasmatico, nucleos
de células hipercromaticas, estratificacdo celular e aumento do numero de figuras
mitéticas. Os ratos que recebem uma unica dose de DMH costumam ter agregados

linfoides mais espessos do que o0s animais presentes nos grupos controle. O
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adenocarcinoma microinvasivo do célon parece ser um achado comum em ratos
tratados com dose unica de DMH. No entanto, essas lesbes permanecem nao
detectadas no exame macroscépico. Assim, o exame macroscopico do colon de ratos
tratados com DMH €& um método ndo confiavel para determinar o numero de
adenocarcinomas, pois estas lesbes podem ocorrer na auséncia de tumores

macroscopicamente detectaveis (RUBIO et al., 1986).

1.3 PTEROSTILBENE (PS)

Stilbenes sao fitoquimicos 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 diferenga estrutural entre os dois é que o PS contém um
grupo hidroxila e dois grupos metoxi, enquanto o resveratrol possui trés grupos
hidroxila. A presenga de grupos metoxi no PS aumenta a sua absor¢ao oral, melhora
a estabilidade metabdlica, leva a uma maior lipofilicidade e maior potencial de
absorcao celular (ESTRELA et al., 2013; LIU et al., 2020). A diferenga na estrutura
molecular é responsavel pelo PS ter uma maior biodisponibilidade que o resveratrol,
pois apresenta um metabolismo e excre¢cao 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 sdo encontrados com o
resveratrol, e aqueles que sao encontrados em comum sao geralmente maiores com
o PS (DUKE, 2022). O PS é uma substancia que pode ser rapidamente absorvida e
amplamente distribuida nos tecidos. Tornou-se popular devido a sua funcao
antitumoral, antioxidante e anti-inflamatdéria (LIU et al., 2020).

Embora o PS tenha o potencial de melhorar a saude humana, a maioria dos
estudos mostra efeitos benéficos com doses que excedem em muito os niveis que
podem ser esperados em uma dieta. Uma dieta equilibrada com PS (amendoins, uvas
e mirtilos) ndo é capaz de fornecer altos niveis deste composto, mas a engenharia
genética é capaz de produzir compostos sintéticos com altos niveis de PS para
suplementar a dieta (DUKE, 2022). Ruiz et al. (2009), publicaram um estudo no qual

avaliaram a toxicidade do PS em camundongos saudaveis apos a ingestao de doses
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elevadas (30, 300 e 3000 mg / kg / dia) durante 28 dias. Essas doses ndao causaram
mortalidade durante o periodo experimental e o exame histopatologico e avaliagao
bioquimica ndo mostraram alteragdes clinicamente importantes. Outro estudo avaliou
a seguranga da administragcado oral do PS em humanos durante 6 a 8 semanas e
constatou a seguranca desta substancia na dosagem até 250 mg / dia (RICHE et al.,
2013). A suplementacéo a longo prazo (90 mg/Kg/dia durante 30 semanas) com PS
nao apresenta toxicidade em estudos experimentais (PARRASIA et al., 2022). O PS
em grandes doses € farmacologicamente seguro (ndo induz danos ao figado e rim)
(OBRADOR et al., 2021; ZHANG et al., 2021). A dose de consumo diario de PS de 10
a 30 mg / kg apresenta efeito antioxidante e anti-inflamatério (GAO, 2018) sem
toxicidade orgénica ou sistémica (PRIEGO et al., 2008).

A administracdo do PS pode ser por via oral, intravenosa ou tépica. O
importante € atingir concentragcbes efetivas em tumores por longos periodos para
tentar aumentar a sua eficacia contra o cancer (OBRADOR et al., 2021). Pensando
no uso prolongado, a ingestdo oral é a via preferida para a autoaplicagdo do
consumidor. A administragédo oral € indolor, econdmica, reduz o risco de transmissao
de doencas e permite um cronograma flexivel. A bioeficacia do PS é atenuada quando
consumido por via oral devido a sua fraca solubilidade aquosa (PENG, 2018). Logo, a
solubilidade aquosa foi identificada como uma barreira a sua biodisponibilidade oral
(BETHUNE; SCHULTHEISS; HENCK, 2011; YEO; HO; LIN, 2013), sendo a
manipulagdo da dose uma estratégia pratica para melhorar a biodisponibilidade e
exposicao sistémica do PS. Em doses baixas a eliminagao do PS é mais rapida, porém
quando a dose aumenta parece ocorrer uma saturagao parcial ou total das enzimas
relacionadas com o metabolismo e, consequentemente, uma redugido na capacidade
de eliminagdo do PS do organismo. Isto foi observado quando a dose de PS passou
de 2,5 mg / kg para 25 mg / kg por injegao intravenosa (YEO; HO; LIN, 2013). O PS
possui uma maior absorgéo quando aplicado (22,5 mg / kg) em ratos Wistar por via
venosa do que por via oral (menos 35% de biodisponibilidade). A administragéo
prolongada de niveis baixos de PS por via oral pode imitar a ingestdo obtida através
da dieta (AZZOLINI et al., 2014). A sua mensuragao é 2 a 25 vezes maior nos tecidos
do que no sangue, com maiores concentracoes no figado e menores concentragdes
no musculo esquelético e testiculo. A concentracdo no coldn ndo foi aferida pelo

estudo. A alta concentragdo do PS nos tecidos pode ter relacdo com a sua alta
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lipoficidade e explicar efeitos relacionados a regulacédo de processos epigenéticos
(AZZOLINI et al., 2014).

A atividade antioxidante do PS estd relacionada a uma atividade
anticancerigena para neoplasias de mama, colon, prostata (MCCORMACK;
MCFADDEN, 2012; TSAI; HO; CHEN, 2017), eso6fago, estdbmago, figado
(MCCORMACK; MCFADDEN, 2012) e pancreas (MANNAL, 2010; MCCORMACK;
MCFADDEN, 2012). O PS é um regulador epigenético potente que pode causar
potenciais beneficios que incluem mudangas na metilacdo do DNA, modificagdes de
histonas (acetilacdo, metilagao e fosforilagao) e na expressao 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
agao do PS. Os dados existentes indicam que o PS é uma grande promessa no campo

da QP para o CCR através da ingestdo 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 colon distal, as amostras fecais de todo o
intestino grosso compartilham uma microbiota comum (GU et al., 2013). A Ml € um
“érgao microbiano”, sensivel a fatores ambientais, dietéticos e do hospedeiro. A MI
esta ligada a fisiopatologia do céancer (SALEHI et al., 2020). Cerca de 16% das
neoplasias parecem ter como um dos fatores causais a presenca de micrébios e as
neoplasias do trato gastrointestinal sdo claramente relacionados a presenga de algum
tipo de micrébio (MARTEL et al., 2012).

O microbioma pode iniciar e / ou promover o CCR em todos os estadios da
tumorigénese atuando como um indutor de danos ao DNA e causando instabilidade
cromossOmica, regulando o crescimento e a morte celular, gerando alteragbes
epigenéticas e modulando as respostas imunes do hospedeiro (WANG; YANG,;
HUYCKE, 2017). O microbioma pode alterar a sua homeostase pela resposta imune
e metabdlitos toxicos das bactérias intestinais (Sl et al., 2021). Outras investigag¢des

mostraram que as transformagdes que ocorrem na fase aguda da doenca inflamatdria
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intestinal podem levar ao CCR e serem consequéncia de uma MI desequilibrada
(ABREU; PEEK JUNIOR, 2014).

O perfil microbiano encontrado em uma pessoa com um intestino saudavel &
importante para a manutencao da saude, metabolismo dos nutrientes, metabolismo
de drogas e regulacado adequada do sistema imunoldgico (DUTTON; TURNBAUGH,
2012; XU et al., 2013). Alguns microbios benéficos influenciam positivamente a
comunicagao entre o sistema imunolégico e a microbiota, podendo influenciar na
prevencgado da inflamacgdo e no aparecimento do CCR (AMBALAM et al., 2016). A
grande maioria das bactérias do intestino grosso € benéfica e nao esta relacionada ao
maior risco de CCR, pois exclue potenciais patdégenos e ajuda a promover a saude
(THAISS et al., 2016). A redugao de bactérias protetoras € uma das formas possiveis
pelas quais a Cl pode ser facilitada (SOBHANI et al., 2013).

A MI é complexa, sendo as maiores fragdes compostas por bactérias Gram-
positivas do filo Firmicutes e bactérias Gram-negativas do filo Bacteroidetes. Outros
filos importantes sdo a Proteobacteria (Gram-negativas) e Actinobactérias (Gram-
positivas) (HANSEN, 2015). A analise da MI nos pacientes com CCR indica uma
mudanca notavel nas concentragdes e cepas de bactérias encontradas no colon.
Algumas cepas de bactérias foram associadas com a patogénese do cancer, 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 carcinogénio (ZHU et al., 2013).

A Ml de ratos e camundongos varia de acordo com o ambiente que vivem,
estado de saude, alimentacdo, uso de medicacbes e raga (TOMAS; LANGELLA;
CHERBUY, 2012). Entre os fatores ambientais, a dieta parece ter o maior impacto na
formacgao da microbiota. Os animais reunem e mantém uma comunidade microbiana
intestinal diversa, porém especifica do hospedeiro. O ceco e o célon 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
saudaveis e com cancer sao diferentes e influenciadas pela dieta e o ambiente. A dieta
exerce uma grande influéncia sobre a Ml através de alteragdes na sua composicao e
funcionalidade (SEIDEL, 2017; SONNENBURG; BACKHED, 2016) que apresenta,
evidente, relacdo com a protecdo ou predisposicdo ao CCR (SCHWABE; JOBIN,
2013; SEIDEL, 2017). A composi¢ao da Ml de ratos Wistar submetidos a IC com 1,2-

DMH é diferente da microbiota de ratos sem Cl induzida. Os Bacteroidetes sao o filo
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predominante na M|l de ambos os grupos, seguido pelos Firmicutes. Existe uma maior
abundancia relativa de Firmicutes, Proteobacteria e Actinobactérias no limen
intestinal de ratos com CCR, com menos Bacteroidetes e Lactobacillus (ZHU et al.,
2014).

A Ml esta envolvida nas transformagdes metabdlicas dos componentes da dieta
em oncometabdlitos e metabdlitos supressores de tumor que, por sua vez, afetam o
desenvolvimento do CCR. O CCR possui uma maior relacdo 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 género Prevotella e uma propor¢gao menor de Megamonas e Ruminococcus
(BERBERT et al., 2022). Assim, intervencdes 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 manutencao
da homeostase intestinal. A desregulagdo da homeostase intestinal ou disbiose leva
a perda da diversidade microbiana, crescimento excessivo de patobiontes e
translocacao de bactérias (SILVA et al., 2015). As bactérias intestinais tém a
capacidade de metabolizar alimentos em metabdlitos mais ativos e melhor absorvidos
(DEL RIO et al., 2013; ESPIN; GONZALEZ-SARRIAS; TOMAS-BARBERAN, 2017).
Evidéncias sugerem que frutas e seus derivados sdo capazes de aumentar o
crescimento de bactérias benéficas ao colon, como Bifidobacterium e Lactobacillus
(BIALONSKA et al., 2009; NEYRINCK et al., 2013; VENDRAME et al., 2011). Um
estudo experimental com inducédo de colite em animais mostrou que o aumento de
lesdes colbnicas eram inversamente associadas a presenca de Lactobacillus
(RITCHIE et al., 2015).

1.5 A MODULACAO DA Ml PELA SUPLEMENTAGCAO DE PRO NO
DESENVOLVIMENTO DO CCR

Uma alimentagao saudavel e o uso de PRO para regular a microflora pode
reduzir o risco de CCR (Sl et al.,, 2021). Varios eventos (por exemplo, dieta e
inflamacgéo) podem afetar a composigéao da Ml, levando a formagao de uma microbiota
disbidtica que pode impactar na saude do hospedeiro. O CCR tem sido associada com

o estabelecimento de uma microbiota disbiética. Consequentemente, existe um
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interesse crescente em aproveitar o poder da modulagdo da composi¢cao da Ml
através do uso de PRO para a prevencao e tratamento do CCR (ZHU et al., 2011). Os
PROs sdo compostos por microrganismos vivos que podem apresentar potenciais
efeitos anticancerigenos através da alteragdo da microbiota nativa do intestino
(GAYATHRI; ASHA; DEVARAJA, 2011). Eles tém um efeito benéfico sobre a saude,
exibindo efeitos quantitativos e qualitativos na microflora e modificagdo do sistema
imunolégico (HOFFMANN; KLENIEWSKA; PAWLICZAK, 2021). Estudos
demonstraram que o consumo regular de PRO pode impedir o desenvolvimento do
CCR (REIS et al., 2017) e fornecer sinalizagao para ativar respostas imunes
adequadas (SILVA, 2015).

Existem pelo menos duas desvantagens no uso terapéutico de PROs:
biodisponibilidade e biosseguranga (BAKSHI et al., 2021). Existem poucos relatérios
demonstrando efeitos adversos da suplementacgao oral de PRO (REIS et al., 2017).
Os PROs com lactobacilos e bifidobactérias tém um longo histérico de seguranca.
Existem relatos de baixas taxas de eventos adversos que estdo 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 preocupacado com o risco de suplementacao probidtica em
grupos vulneraveis, 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 ocorréncia e a gravidade das infeccoes
associadas a translocagdo microbiana sdo a carga bacteriana e a capacidade das
defesas do hospedeiro para matar os organismos invasores.

As bactérias podem ser usadas como agentes anticancerigenos, mas o0s
esforgos para utilizar bactérias patogénicas atenuadas leva ao risco de toxicidade ou
infeccdo. As bactérias produtoras do acido latico sdao seguras e muitas vezes
conferem beneficios a saude, podendo ser utilizadas juntamente com drogas
anticancerigenas (CHUNG et al., 2021). As bactérias probiéticas do género
Lactobacillus e Bifidobacterium parecem melhorar a acdo dos medicamentos
quimioterapicos através da redugao da proliferacdo de células cancerosas, indugao

de apoptose e diminuicdo das Fusobacterias. Além disso, reduzem os efeitos
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colaterais (mucosite e diarreia) da quimioterapia, imunoterapia e radioterapia pela
inibicdo de citocinas pro-inflamatoérias (BADGELEY et al., 2021).

A suplementacao de Lactobacillus e Bifidobacterium no microbioma intestinal
de camundongos saudaveis leva ao aumento no numero de Actinobacteriota,
Bacteroidota, Verrucomicrobia e Proteobacteria, todas com potencial efeito positivo
na saude. No grupo de camundongos que foi alimentado com bactérias lacticas houve
uma reducao na concentracdo de Nocardioides, Helicobacter e Mucispirillum, que
estdo envolvidos em processos inflamatérios. Para o grupo de camundongos que foi
alimentado com bifidobacterias, observou-se uma diminuigdo no niumero de membros
do género Tyzzerella e Akkermansia. Foi demonstrado que os PROs que séao
baseados em membros de da familia Lactobacillaceae tém um efeito mais positivo na
MI do que os PROs que sao a 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 eficacia contra varios tipos de cancer (a depender da
cepa, dosagem e duracédo do tratamento) devido aos seus papéis na antioxidagao,
imunomodulagao, indugao de apoptose, antimutagenicidade, controle da expressao
de oncogenes, indugdo de autofagia, inibicao de quinase, reativacdo de supressor
tumoral e prevencao de metastases (SANKARAPANDIAN et al., 2022). Existe uma
ampla variedade de mecanismos possiveis pelos quais os PROs podem desempenhar
um papel na prevengao do CCR. A agéo anticancerigena dos PROs no colén envolve
efeitos diretos sobre a mucosa intestinal, intraluminais e sistémicos. Os efeitos
intraluminais incluem a exclusao competitiva da flora intestinal patogénica, alteragao
da atividade enzimatica da microflora intestinal, redu¢do da carcinogénese secundaria
a acidos biliares, ligacdo de agentes cancerigenos e mutagénicos e aumento da
producgao de acidos graxos de cadeia curta. A reducdo do dano ao DNA, melhora das
funcdes da barreira colénica e supressao da formacao de FCA sao efeitos diretos na
mucosa intestinal para a prevencdo do CCR. As evidéncias existentes, também,
mostram um efeito imunomodulador dos PROs na prevencao do CCR, particularmente
na capacidade de modular a inflamagéao intestinal (CHONG, 2014).

A suplementagcado com PROs é capaz de elevar a produg¢ao de mucina (eleva o
nivel de MUC-2), de melhorar a permeabilidade intestinal (redu¢ado do pH e aumento
dos acidos graxos de cadeia curta e acidos organicos), de causar a degradacgéo de

carcindgenos, de alterar a atividade de enzimas (B-glucosidase, B-glucuronidase,
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nitrato redutase, azoredutase e 7-a-desidroxilase), de estimular a producdo de
compostos anticarcinogénicos (acidos graxos de cadeia curta e acidos linoléicos
conjugados), aumentar a defesa antimicrobiana, ocasionar uma modulagéo
imunoldgica (| IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-13 e COX-2). Também melhora a capacidade
antioxidante, reduz o indice mitotico de colondcitos, aumenta o nivel de butirato, reduz
a expressao de bcl-2 e aumenta os niveis de TNF-a e caspase-3. O impacto benéfico
da suplementacdo de PROs depende da cepa utilizada, dosagem, duragdo da
intervencado, fisiologia do hospedeiro e associagdo com outros suplementos
alimentares (SIVAMARUTHI; KESIKA; CHAIYASUT, 2020). Existem uma ampla
variabilidade nas respostas de doencgas intestinais aos PROs que podem estar
associadas com a genética do hospedeiro e fatores ambientais (YAN; POLK, 2020).
Logo, nem todos os PROs tem agéo na protegcédo contra o desenvolvimento do CCR
(SIVAMARUTHI; KESIKA; CHAIYASUT, 2020).

Segundo Faghfoori et al. (2015), os PRO tem acgado através de alguns
mecanismos celulares e moleculares, tais como, influenciar na composicdo e
homeostase da MI, competir com bactérias patogénicas, produgdo de compostos
ativos contra células cancerosas do colon humano como acidos graxos de cadeia
curta, inativacdo de compostos cancerigenos, melhora da fungéo barreira intestinal,
ligacdo as substancias mutagénicas para a sua eliminagdo do corpo, redugcdo dos
efeitos nocivos dos acidos biliares, modulagdo das respostas imunes, funcao
antioxidante, apoptose e efeitos anti-proliferativos. Porém, cada grupo de bactérias
exercem seus efeitos de forma individualizada. Para Fong, Li e Yu (2020), a
contribuicdo dos PROs na prevengao do CCR ¢ atribuida a capacidade de inibir a
colonizagdo por bactérias patogénicas, modulagdo da imunidade intestinal e
fortalecimento da barreira intestinal. Recentemente, trés vias celulares foram
postuladas para a compreensao dos efeitos dos PROs na saude intestinal. Os PROs
inibem primeiramente os efeitos bacterianos patogénicos, gerando produtos quimicos
bactericidas e competindo pela adesao epitelial intestinal com patégenos e toxinas.
Em segundo lugar, os PROs modulam as respostas imunes aumentando a imunidade
inata e regulacdo das vias de inflamagao causadas pelo patdégeno. Finalmente,
regulam homeostase epitelial intestinal através de multiplas vias de sinalizagao,
estimulando sobrevivéncia das células epiteliais intestinais, fungcdo de barreira e
protecao (LAND et al., 2005).
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Os PRO podem apresentar atividade antioxidante e reduzir os danos causados
pela oxidagao. Contudo, os mecanismos pelos quais os PROs apresentam uma agao
antioxidante precisa ser mais bem esclarecido. Alguns PROs podem agir produzindo
metabolitos antioxidantes, aumentando os niveis de metabolitos antioxidantes,
modulando a MI e regulando vias de sinalizagao e atividades de algumas enzimas
produtoras de Reactive Oxygen Species (ROS) (WANG et al., 2017). Evidéncias
mostram que PROs especificos sao valiosos na prevengao e tratamento do cancer
através do aumento da producédo de citocinas (IL-2 e IL-12), antioxidantes e fatores
anti-angiogénicos. Além disso, diminuiem o dano do DNA, inflamagao, tamanho do
tumor, proteinas relacionadas ao cancer e enzimas pré-cancerigenas (DASARI et al.,
2017).

Os PROs mais estudados na prevencado do CCR possuem em sua composi¢ao
cepas dos géneros Lactobacilos e Bifidobactérias (CHONG, 2014). As bactérias
probidticas, geralmente, compreendem bactérias produtoras de acido lactico dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium e estdo amplamente disponiveis, por
exemplo, em iogurtes e outros alimentos funcionais, como queijos, leites fermentados
e nao fermentados (UCCELLO et al., 2012). Dentre as bactérias pertencentes ao
género Bifidobacterium, destacam-se B. bifidum e B. lactis. Dentre as bactérias laticas
pertencentes ao género Lactobacillus, destaca-se o L. acidophilus (SAARELA et al.,
2000). Lactobacillus € uma das cepas mais utilizadas devido as suas promissoras
aplicagdes, embora ocupe uma proporcao pequena da MI. Fatores que influenciam na
concentracdo de Lactobacillus sao a genética, sexo, idade, doenga (menor
concentracdo no CCR), peso, dieta, medicamentos, stress e hipoxia (HUANG et al.,
2022).

A terapia probidtica com B. animalis subsp. lactis BB-12® é descrita em mais
de 300 publicagdes cientificas, sendo considerada a cepa das Bifidobactérias mais
documentada. Possui excelente tolerancia a acidez gastrica e a bile, fortes
propriedades de aderéncia a mucosa intestinal, capacidade de inibir patégenos,
aumentar a funcdo de barreira e possui interagdes imunoldgicas importantes
(JUNGERSEN, 2014). A B. animalis ssp. lactis € uma cepa intestinal com alta
resiliéncia ao stress, tornando-a atraente para a utilizag&o pela industria de alimentos
(CELIK; SULLIVAN, 2013). A sua presenca é relacionada a uma MI saudavel
(JUNGERSEN, 2014).
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Para que os PROs exergcam seu melhor efeito, a sua viabilidade deve ser
mantida durante a fabricagdo, armazenamento e passagem através dos ambientes
gastrointestinais adversos encontrados no estdmago e intestino delgado (YING et al.,
2010). Uma das formas de armazenamento e conservagao dos PROs € através do
encapsulamento (SAARELA et al., 2000). A agao sinérgica dos PROs e substancias
prebidticas estabelecem uma interagado que pode ser favorecida por uma adaptagao
do PRO ao substrato prebidtico (HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002). Um prebidtico
€ um ingrediente fermentado seletivo encontrado na dieta que resulta em alteragdes
especificas na composicao e / ou atividade da MI conferindo beneficios a saude do
hospedeiro (GIBSON et al., 2010). Prebidticos, que sdo nutrientes que podem ajudar
a manter a homeostase da Ml e mitigar a disbiose, podem ser benéficos na prevengao
da inflamagdo e CCR. Esses nutrientes podem dificultar os efeitos da disbiose,
incentivando o crescimento de bactérias benéficas, imunidade anti-inflamatoria,
manutencdo da barreira epitelial intestinal, mecanismos pro-apoptoticos e outros
mecanismos celulares (MAHDAVI; LAFOREST-LAPOINTE; MASSE, 2021). Dentre os
prebioticos, tém-se os frutooligossacarideos (FOS) que sdo carboidratos complexos
resistentes a acao hidrolitica da enzima salivar e intestinal. O FOS é formado a partir
da hidrdlise da inulina e contribui para o0 aumento da concentracao das bifidobactérias
no colon (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Desta forma, estudos in vivo podem contribuir para a incorporacdo de
suplementacado dietética com capacidade de reduzir a incidéncia do CCR. A
combinagcdo de substancias deve ser estimulada visando uma potencializacdo do
efeito esperado através da agdo em diferentes alvos. Nao existem relatos de
pesquisas realizadas com intuito de avaliar o efeito da associagao 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 HIPOTESE

HO: A suplementacdo de PS e / ou PRO em um modelo experimental de
inducdo da carcinogénese intestinal ndo reduz o desenvolvimento de lesdes
precursoras do CCR.

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

induc&o da carcinogénese intestinal reduz o desenvolvimento de lesbes precursoras
do CCR.
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3 JUSTIFICATIVA

A composigao da Ml e a inflamagéo crénica sao dois fatores relacionados ao
aparecimento do CCR que podem ser modificados através da dieta. Estudos prévios
mostraram atividade anti-inflamatéria, antioxidante e seguranca do PS e de PROs
selecionados. No entanto, as evidéncias disponiveis sdo insuficientes para justificar a
suplementacgao crénica e simultadnea destas substancias para uma populagdo com alto
risco de CCR.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

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

lesdes precursoras do CCR em ratos wistar apoés a indugdo do CCR com 1,2-DMH.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Mostrar a efetividade do modelo de indugdo do CCR com quinze aplicacdes
subcutaneas de 1,2-DMH (20mg/kg/semana).

v'Analisar as alteragdes histopatologicas (score histolégico de inflamagao,
formacao de FCA e presenca de lesbes macroscopicas) encontradas no colén apoés
protocolo de indu¢do do CCR com 1,2-DMH e suplementacéao de PS e / ou PRO na
dieta.

v' Verificar a expressao das proteinas relacionadas a inflamagao (NF-kB,
iINOS, IL-1 e TNF-alfa) e ao desenvolvimento do CCR (Wnt3a, B-catenina, Ki-67 e
P53) no segmento distal do colén de ratos suplementados com PS e / ou PRO que
tiveram o CCR induzido com 1,2-DMH.

v" Quantificar o EO no segmento distal do colén de ratos suplementados com
PS e / ou PRO através da afericdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e

malondialdeido (MDH) no tecido congelado.
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5 METODO

5.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi de carater experimental, interinstitucional e com o uso de animais
vivos. A pesquisa foi realizada ap6s avaliagdo do Comité de Etica de Pesquisas em
Animais do Centro Universitario Christus sob o numero de protocolo 031 /2018 (Anexo
A) e de acordo com as Normas Internacionais para Pesquisa Biomédica em Animais
(Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciéncias Médicas, 1990). A Lei
Federal n°. 6.638 que estabelece normas para pratica didatico-cientifica da vivissegao
de animais, de 8 de maio de 1979 foi respeitada.

As condi¢des do alojamento até o bem-estar geral dos animais, foram
controladas pela direcdo do biotério e os procedimentos foram baseados nos
principios dos 3Rs (Replacement, Reduction, Refinement). Os animais foram
manipulados de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os esforgos foram realizados no sentido

de reduzir o numero de animais utilizados.

5.2 AMBIENTE DA PESQUISA

Os experimentos ocorreram no Biotério do Centro Universitario Christhus e as
amostras coletadas foram analisadas no Nucleo de Estudos em Microscopia e
processamento de imagem da Universidade Federal do Ceara (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
condi¢cdes adequadas de temperatura (média de 25° C), ventilagdo e iluminagao,
umidade do ar em torno de 50 % e a claridade e escuridéo alternando a cada 12 horas.

Receberam agua e ragao ad libitum.

5.3 PERIODO DO ESTUDO

A parte experimental da pesquisa foi realizada no periodo de margo de 2019 a
marco 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

Universitario 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 doenca ou morreram foram excluidos do estudo e substituidos.
5.5 PREPARACAO DA DIETA COM PRO E PS

Uma capsula de um complexo PRO (GNC, EUA) contém 50 bilhées de unidade
de formacgado de colbénias (UFC) acrescido de 150mg de FOS (Figura 1). Na sua
composi¢cao 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 diluida em agua potavel com intuito de alcangar uma solugdo com
concentragéo de 5 x 107 UFC / ml. Um rato adulto ingere aproximadamente 20 ml (1
x 10° UFC) de agua diariamente. A solugao foi oferecida ad libitum e trocada 3 vezes

por semana.

Figura 1 - Complexo PRO suplementado no experimento
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Fonte: Autoria prépria.

Céapsulas de 150 mg de PS (Mental Refreshment; EUA) (Figura 2) foram
utilizadas para produzir uma dieta com 300 partes por milhdo (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 concentracao 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 a6 mg de PS/ dia ou 15 a 30 mg de PS / Kg/ dia. Foram realizados testes para
verificar a presenca de PS na dieta e no figado dos ratos que ingeriram a substancia
na ragao durante 25 semanas. Essa analise foi realizada por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (Apéndice A).

Figura 2 - Apresentagéo farmacéutica do PS em capsulas
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Fonte: Autoria proépria.

A ragado padrao utilizada para adicédo de PS foi a NUVILAB CR-1 irradiada
(QUINTIA; BRA) e a produgdo da ragéo ocorreu no laboratério de Farmacotécnica da
UFC sob a responsabilidade do Prof Said Gongalves da Cruz Fonseca. Para a
producado de 4000 gramas de ragdo com 300 p.p.m de PS foi seguido o processo
descrito a seguir. Inicialmente, foram separadas 4000 gramas de ragéo e 08 capsulas
de PS. As capsulas foram individualmente pesadas cheias e vazias em balanca
analitica de alta precisdo (Precisa 205 A SCS) (Figura 3A) e os dados obtidos
utilizados para o calculo do peso médio do conteudo das capsulas e respectivo desvio
padrdo. A racdo empregada na nutricdo animal foi reduzida a fragmentos grosseiros
no moinho de cereais e depois triturada a po 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 didmetro (Figura 3B), obtendo o p6 fino da ragao (Figura 3C). Foi preparado um
concentrado de ragéo pulverizada contendo PS a partir da mistura de 26 g de pé
proveniente das capsulas contendo PS com 974 g do p6 oriundo da racéo, de modo
que para cada 4000 g de racao produzida foram utilizados 200 g dessa mistura
concentrada. Foi preparada uma mistura liquida aquosa com fungao aglutinante,
através da dispersédo de 20 g de carmelose sédica em agua destilada em quantidade
suficiente para se obter 1 litro (Figura 3D). Para o preparo da racao contendo PS, 3800
g da racao pulverizada foram misturadas com 200 g do concentrado anteriormente
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preparado e a mistura foi acrescentada, sob agao da batedeira planetaria, quantidade
suficiente da solugdo aglutinante de carmelose sédica a 2% (Figura 3E). Atingida a
consisténcia adequada para a extrusdo, a massa foi submetida a passagem pelo
equipamento de extrusao (Figura 3F e 3G), sendo os pellets obtidos cortados em
pedacos, distribuidos em bandejas (Figura 3H) e submetidos a secagem em estufa

com circulagao de ar a 50°C (Figura 31).

Figura 3 - Processo de produgéo da ragdo com PS

Fonte: Autoria prépria.
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5.6 DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Os animais foram identificados, pesados e distribuidos aleatoriamente em 5
grupos de 12 ratos que foram separados em grupos de quatro por gaiola. O grupo
Sham nao teve a carcinogénese colorretal induzida, enquanto os grupos 1,2-DMH,
1,2-DMH + PS, 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO tiveram a carcinogénese
induzida.

O carcindgeno 1,2-DMH (D161802; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi
diluido 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
carcindégeno. O carcindgeno foi administrado por via subcuténea (Figura 4), uma vez
por semana, pelo periodo de 15 semanas consecutivas (EL-KHADRAGY et al., 2018;
PATYAR et al., 2017; SMERDU; PERSE, 2017). A aplicagao ocorreu nos flancos,

modificando os locais de aplicagao para evitar lesdes cutaneas.

Figura 4 - Aplicagédo subcutanea do carcinogéno 1,2-DMH

—

Fonte: Autoria propria.

Seguindo a divisdo dos grupos, as solugées com PRO (na agua) e / ou PS (na
dieta) foram administrados ad libitum a partir do primeiro dia da pesquisa até a
eutanasia que ocorreu no final da 252 semana do experimento. Na Figura 5 observa-

se o desenho experimental da pesquisa.
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Figura 5 - Desenho experimental
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Fonte: Dados da pesquisa (2023).

5.7 PROCEDIMENTO CIRURGICO E PREPARO DE AMOSTRAS

Os animais permaneceram recebendo ragao e agua Ad libitum até o inicio do
ato operatorio. Foram anestesiados, pela via intraperitoneal, com Cloridrato de
cetamina a 10% (80mg/kg/peso) para indugédo e manutengédo da anestesia geral e
Cloridrato de Xilazina a 2% (10mg/kg/peso) para relaxamento muscular e analgesia.
Em seguida, os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre prancha de
madeira e imobilizados pela fixagcdo dos membros anteriores e caudais. Quando
necessario uma maior sedacgao e relaxamento do animal, %4 da dose anestésica inicial
foi aplicada. Apos os animais serem considerados anestesiados e apresentarem
auséncia de sensibilidade dolorosa, foram submetidos a laparotomia xifo-pubiana para
exposicao da cavidade peritoneal. Posteriormente, foi realizada a proctocolectomia
total e hepatectomia ndo anatémica do lobo direito do figado. O coldn ressecado teve
1 cm distal descartado. Posteriormente, os animais sobreviventes foram sacrificados
por choque hipovolémico apds secgao da aorta abdominal. A confirmacédo da
eutanasia aconteceu pela verificagdo de auséncia de movimentos respiratorios
(apneia) e batimentos cardiacos (assistolia). A carcaga 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. Apos
identificacdo de lesbes macroscépicas e divisdo do colén em trés segmentos iguais

(porgcao proximal, média e distal), os espécimes foram armazenados aleatoriamente
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em solugao de formalina tamponada a 10% (n =30) e em freezer a -80°C (n = 30). As
amostras separadas para analise histolégicas foram submetidas as etapas de fixagao,
desidratacao, clareamento, inclusdo na parafina e posteriormente a coloracdo com
hematoxilina e eosina (H&E). Em seguida, foram confeccionadas, também, [&minas
histologicas coradas com azul de metileno (AM) na concentragéo de 0,1% (BIRD,
1987). Nas amostras congeladas, os segmentos distais do célon foram usados para
medir o EO.

5.8 VARIAVEIS ANALISADAS

5.8.1 Macroscopia

A presenca de lesdes macroscopicas (LM) na mucosa do coldn foi identificada
e os resultados foram apresentados como numero absoluto por grupo. As
caracteristicas das lesbes nao foram levadas em consideracao e lesdes polipoides

receberam a mesma pontuacao que lesdes ulceradas e/ou infiltrativas.

5.8.2 Microscopia

O intestino foi dividido em trés partes iguais (distal, médio e proximal). A
mucosa célica foi avaliada com microscopio 6ptico com ampliagdo na objetiva de 20x
e 40X. Para avaliar as laminas coradas com H&E foram analisados todos os
segmentos do intestino utilizando os critérios de MacPherson e Pfeiffer (1978):

0, achados histologicos normais;

1, encurtamento das vilosidades, perda da arquitetura das criptas, infiltragcao
esparsa de células inflamatdrias, vacuolizagao e edema (<25%);

2, encurtamento das vilosidades, necrose de cripta, extensa infiltracao de
células inflamatérias, vacuolizagao e edema (25% a 50%);

3, encurtamento das vilosidades, necrose de cripta, intensa infiltracdo de
células inflamatérias, vacuolizagéo e edema (>50%).

Para avaliar as laminas 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

nuamero de FCA e a localizagdo no colén (distal, médio e proximal) (BRAGA et al.,



48

2019). Foram considerados FCA quando as criptas apresentavam pelo menos dois
critérios: um tamanho de cripta aumentado, uma camada epitelial mais espessa,
coloragdo mais intensa (devido ao aumento nuclear e deplegdo de mucina) (BIRD,
1987), aumento da zona pericripta, formato eliptico (BIRD; GOOD, 2000) e redugao
de células caliciformes maior que 50% (representa uma mudanca epitelial importante
da cripta) (ERBEN et al., 2014). As FCA nao foram classificadas como hiperplasicas

e displasicas.

5.8.3 Imunohistoquimica pela Técnica de Tissue Microarray (TMA)

Seis fragmentos cilindricos do célon distal foram coletados de cada rato a partir
de blocos de parafina. O material foi coletado com agulha de 2 mm de diametro (Quick-
Ray UNITMA®, Seongnam-si, Republica da Coreia) para oferecer boa amostragem,
facilitar a construgao do bloco receptor e evitar danos ao bloco doador. Em seguida,
o material foi incluso em trés blocos de parafina com 70 pogos. Nos mesmos blocos,
foram incluidos tecidos de colén com cancer ou ndo para servir como controle positivo
para reacgOes de IHQ. Sec¢des sequenciais de 3 um de espessura do bloco de Tissue
microarray foram depositadas em laminas de vidro silanizadas para coloragao
convencional de H&E e reacdes de IHQ.

As IHQ para as proteinas Ki67, B-catenina, Wnt3a, p53, NF-kB, iINOS, IL1-B e
TNF-a foram realizadas utilizando o método de estreptavidina-biotina-peroxidase
(HSU; RAINE, 1981; HSU; RAINE; FANGER, 1981). Nesta técnica as laminas foram
desparafinizadas, hidratados em xilol e alcool e imersas em tampao retrieval solution
de ph acido ou basico. Em seguida, a recuperagdo antigénica ocorreu por 30
minutos a 95°C em meio automatizado (PT-LINK). Apds o resfriamento, foram feitas
lavagens com solugdo wash buffer (DAKO), intercaladas com o bloqueio da
peroxidase endégena com solugdo de H202 a 3% (20 minutos). Os cortes foram
incubados por 1h com anticorpo primario de cabra anti-KI67 ab15580 (Abcam,
1:200), anti-beta-catenina ab32572 (Abcam, 1:200), Wnt3a PAS37320 (Invitrogen,
1:500), P53 I1S616 (Flex, Dako), anti-NFKB p65 ab16502 (Abcam, 1:200), anti-
iINOS ab283655 (Abcam, 1:200), anti-IL1-f ab283818 (Abcam, 1:100) e TNF-a
ab307164 (Abcam, 1:100) diluido em diluente de anticorpo. Apds a lavagem em
solugao wash buffer, a incubagdo com polimero HRP (DAKO) por 30 minutos.

Novamente os cortes foram lavados com wash buffer e seguiu-se a coloragao com o
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cromogeno 3,3’diaminobenzidine-peroxido (SCOPSI; LARSSON, 1986) e contra-
coloragcao com hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratagcdo das
amostras e montagem das laminas. Controles negativos foram processados
simultaneamente como descrito acima e incubados apenas com soro diluente.

As imagens foram capturadas por meio de um microscopio de luz acoplado a
uma camera com sistema de aquisi¢ao LAZ 3,5 (Leica DM1000, Wetzlar, Alemanha).
Foram fotografados 10 campos por corte histologico (objetiva de 40x), procurando
selecionar as areas com maior marcagao em cada animal (areas quentes). Para a
contagem de células positivas marcadas por cada campo utilizou-se o programa
Adobe Photoshop 8.0 a fim de obter a area total do tecido e area
imunomarcada. Foram consideradas células positivas marcadas com coloracao
marrom no citoplasma para iNOS, NF-kB, IL1-B, TNF-a e Wnt3a e dentro do nucleo
para Ki67 e ambos para P53 e B-catenina. Foi considerada a marcagao mais evidente
da proteina, evitando o background. Em seguida para mensurar a porcentagem (%)
de area marcada, efetuou-se o seguinte calculo: Area marcada (%) = Area
imunomarcada (pixels) x 100 / Area 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
suspensao homogeneizada a 10% e estimar os niveis de GSH e MDA (produtos do
EO). Os niveis de GSH no tecido foram estimados pelo método de Sedlak (SEDLAK;
LINDSAY, 1968), com pequenas modificagdes. Aliquotas de 100 uL de tecido
homogeneizado foram misturados com 80 uL de agua destilada e 20 yL de acido
tricloroacético (50%, p/v) e centrifugado por 4500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
(100 pL) foi misturado com 200 uL de tampao TRIS (0,4 M, Ph 8,9) e 10 pL de 5,5'-
ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB, Sigma-Aldrich, EUA). A absorbéncia de GSH
foi lida em 412 nm, utilizando um reagente de controle (sem o homogenato). A
concentragao foi expressa em mg /g de tecido (RAMOS et al., 2020).

Para determinar o nivel de MDA nos tecidos foi utilizado o ensaio do acido 2-
tiobarbiturico que monitora o nivel de POL em amostras biolégicas (DOMIJAN et al.,
2015; OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). Aliquotas de 125 uL de tecido homogeneizado
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foram misturados com 750 pyL de H3sPOsa 1% e 250 pL de acido 2-tiobarbiturico a
0,6% e incubado por 1 hora em banho a 100° C. Em seguida, a solugéao foi resfriada
em gelo por 20 minutos e foi adicionado 1 ml de n-butanol. A mistura foi centrifugada
(2000 rpm, 15 min a 4°C) e foi adicionado 100 yL de sobrenadante em placas de 96
pocos para leitura da absorbancia a 535 nm, utilizando um reagente de controle (sem

o0 homogenato). A concentracdo de MDA foi expressa em nmol/mg de tecido.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism, versao 6.0. Para a avaliacido da normalidade utilizou-se o teste Shapiro-Wilk.
Os dados paramétricos foram avaliados pelo teste de analise de variancia
ANOVA One-Way seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey e os dados
nao paramétricos foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparagdes multiplas de Dunns. O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (a =
5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados
significantes. Todos os resultados quantitativos foram expressos como média * erro
padrao da média (EPM), exceto os dados dos scores histopatoldgicos e o numero de

FCA foram apresentados como mediana, minimo e maximo.
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6 RESULTADOS

Foram estudados 60 ratos wistar e analisados os seguintes parametros: LM,
escore de inflamagéo histopatolégica, niumero e localizagdo dos FCAs, EO e
expressao de proteinas relacionadas a inflamagao e ao desenvolvimento do CCR.

Na Figura 6, observam-se imagens representativas do intestino grosso (Figura
6A e 6D) e secgdes de coldn 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 esta repleto de fezes e sem
tumoragdes visiveis na andlise macroscoépica, enquanto a figura 6D mostra uma
tumoracgao no 1/3 médio do intestino grosso e na ampliagao da lesdo observa-se uma
tumoragao que possui sinais de ulceragdo na mucosa. O grupo SHAM apresenta o
colén com criptas sem alteragées morfoldgicas, células caliciformes e enterdcitos
preservados. O grupo 1,2-DMH apresenta nas imagens do colén a presenga de
multiplicidade de FCA com coloracdo mais intensa devido a deple¢gao de mucina,

infiltrado de células inflamatdrias e marcante redugao das células caliciformes.

Figura 6 - Produto de proctocolectomia total e se¢cdes de célon 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 20x (barra de escala 100 um) e corte
longitudinal. As figuras 6C e 6F estavam com ampliagdo da objetiva de 40x (barra de escala 50
pMm) e corte transversal. Seta preta — LM com aparéncia de tumoragéo ulcerada.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).
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A Figura 7 mostra as imagens representativas das secg¢des do célon coradas
com H&E e AM. No grupo Sham (Figuras 7A-7D) foram observadas criptas normais,
mostrando células caliciformes e enterécitos preservados e auséncia de infiltrado
inflamatorio patologico e edema na mucosa, submucosa e camada muscular. No
grupo 1,2-DMH (Figuras 7E-7H), observa-se uma perda acentuada da arquitetura
tecidual, reducdo das células caliciformes, aumento da infiltragcdo de células

inflamatorias, alargamento da zona pericripta e criptas altamente coradas.

Figura 7 - Micrografia de sec¢des de célon coradas com H&E e AM

As figuras 7A, 7C, 7E e 7G foram ampliadas com a objetiva de 20x (barra de escala 100
pum) e corte longitudinal. As figuras 7B, 7D, 7F e 7H estavam com ampliacdo da objetiva
de 40x (barra de escala 50 ym) e corte transversal. Seta preta — presenca de infiltrado
de células inflamatérias. Seta vermelha — presenca de multiplicidade de FCA.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

A Figura 8 mostra as imagens representativas das secgdes do célon de todos
os grupos do experimento nas coloragées de H&E e AM. Observa-se por microscopia
a histopatologia normal do colén e alteragdes observadas apds a indugao da Cl com

1,2-DMH. No grupo 1,2-DMH, visualiza-se uma perda acentuada da arquitetura
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tecidual e redugao das células caliciformes. Além disso, nota-se um aumento da
infiltracdo de células inflamatdrias, alargamento da zona pericriptosa e criptas
altamente coradas. O grupo 1,2-DMH + PS nao apresenta melhorias significativas nos
escores histopatolégicos. Os grupos PRO (1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO)
apresentaram células caliciformes mais preservadas e redugdo de células
inflamatdrias. No entanto, FCAs também sao observados nos grupos suplementados
com PRO.

Figura 8 - Histopatologia dos grupos experimentais
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As figuras 8A—8E e 8K-80 sao ampliadas com a objetiva de 20x (barra de escala 100 um) e corte
longitudinal. As figuras 8F-8J e 8P—-8T estao com ampliagdo da objetiva de 40x (barra de escala
50 um) e corte transversal. Seta preta — a presenga de um agregado de ACF com coloragao mais
intensa devido ao alargamento nuclear e deplegdo de mucina.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Na Tabela 1, podemos visualizar o numero de lesbes ou tumoragdes
visualizadas no espécime cirurgico. O Grupo 1,2-DMH apresenta aumento de lesdes
macroscopicas em relagcdo ao grupo SHAM, mas os grupos que fizeram

suplementagao de PS e/ou PRO ndo mostram uma reducgao significante nas LM.
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Tabela 1 - Numero de tumoragdes macroscépicas encontradas no espécime cirurgico

Grupos Experimentais

1,2-DMH + 1,2-DMH + 1,2-DMH +

SHAM 1,2-DMH PS PRO PS + PRO
Numero de
tumoragdes no 0,0 (0-0) 2,0 (0-2)# 1 (0-2) 1 (0-2) 0,5 (0-2)
colon

Os valores foram expressos em como mediana, minimo e maximo, onde # p<0,05 vs Sham. Os dados
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Duuns.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Observa-se o0 aspecto de lesdes macroscopicas identificadas apos a
proctocolectomia total (Figuras 9A e 9B). O Grupo 1,2-DMH apresenta aumento de
lesGes macroscopicas em relagdo ao grupo SHAM e os grupos que fizeram
suplementacédo de PS e/ou PRO n&o mostram redugao nas lesbes macroscopicas
(Figura 9C).

Figura 9 - Aspecto e quantidade de lesdes macroscépicas identificadas no colén
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A figura 9A mostra uma LM com aparéncia polipoide e a figura 9B uma LM com aparéncia
ulcerada. Na figura 9C observa-se o numero de LM identificadas no espécime cirurgico. Os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-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 trés 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 relagao ao grupo SHAM. No
segmento distal do colon, foi observada uma redu¢do no numero de FCA por campo
no grupo 1,2-DMH + PRO, enquanto no segmento medial do célon a redugédo dos FCA
por campo foi observada nos grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO. O
grupo 1,2-DMH + PS nao foi capaz de reduzir numero de FCA por campo em relagéo
ao grupo 1,2-DMH. As substancias utilizadas n&o apresentam capacidade de reduzir

o numero de FCA por campo no segmento proximal do célon.

Tabela 2 - Numero de FCA / campo nos segmentos do célon

Grupos Experimentais

Segmentos

X o 1,2-DMH + 1,2-DMH + 1,2-DMH +
intestinais SHAM 1,2-DMH PS PRO 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(1,4-3,00# 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, minimo e maximo, 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 pés-teste
de Duuns.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

No grupo 1,2-DMH, o segmento distal do intestino grosso apresenta maior
numero de FCA por campo em relagdo aos outros dois segmentos (Figura 10). Por
isso, procurou-se investigar esta regido com mais detalhes através da dosagem de

marcadores relacionados ao EO, inflamagao e desenvolvimento do CCR.
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Figura 10 - Numero de FCA por campo nos segmentos do coldn de ratos do grupo

1,2-DMH

ek
o ©7 -
a
E
©
o
— 4_
<
(&)
T
@
o 2] T
2
[+
: i
Z

0- T
Proximal Meédio Distal

Os dados foram expressos como valor mediano, minimo e maximo, onde * p<0,05 e **p<0,01 vs
grupo 1,2-DMH. Foi utilizado o teste t com pds 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 inflamatério maior que o grupo SHAM. Nos
segmentos médio e distal do célon, a redugéo do score inflamatério foi evidente nos
grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO. A redugé&o do escore inflamatorio foi
mais intensa no segmento distal do célon. O grupo 1,2-DMH + PS nao é capaz de
reduzir o score inflamatério, em nenhum segmento colénico, em relagao ao grupo 1,2-
DMH. As substancias utilizadas ndo sdo capazes de reduzir os scores inflamatérios

no segmento proximal do colon (Tabela 3).

Tabela 3 - Score histopatolégico de inflamagéo nos segmentos do colon

Grupos Experimentais

Segmentos
intestinais 1,2-DMH + 1,2-DMH + 1,2-DMH + PS
SHAM 1,2-DMH PS PRO + 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, minimo e maximo, 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 pés-teste de Duuns.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).
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A concentragao tecidual de MDA €& maior no grupo 1,2-DMH em comparagao
com o grupo SHAM. A suplementacédo de PRO e PS + PRO reduz significativamente
a concentragdo tecidual de MDA no segmento distal do colon (Figura 11A). A
concentragdo tecidual de GSH é significativamente menor no grupo 1,2-DMH, um

efeito que é melhorado pela suplementacao composta de PS + PRO (Figura 11B).

Figura 11 - Analise do dano oxidativo pela mensurag&o da concentragcdo de MDA e

GSH no segmento distal do célon
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Concentragoes teciduais de MDA (Figura 11A) e GSH (Figura 11B) no segmento distal do
colon. Os valores foram apresentados como média + EPM. # p<0,05 vs Sham e * p<0,05
vs grupo 1,2-DMH. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido
de Teste de Tukey.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

A imunomarcacao das proteinas iNOS, NF-kB, TNF-a e IL1[3 esta presente em
todos os grupos do experimento (Figura 12A). Existe diferenga significante entre o
grupo 1,2-DMH e o grupo Sham em relagao a expressao das proteinas iINOS, NF-kB,
TNF-a e IL1B. A imunomarcagao de iNOS, TNF-a e IL-1B nos grupos de tratamento
nao € diferente do grupo Sham. A imunoexpressao das proteinas INOS e NF-kB &
reduzida nos grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relagdo ao grupo
1,2-DMH. O grupo 1,2-DMH + PS néo é capaz de alterar significativamente a
expressao das proteinas iNOS e NF-kB em relagao ao grupo 1,2-DMH (Figuras 12B

e 12C). A imunoexpressao das proteinas TNF-a e IL1B é reduzida nos grupos 1,2-
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DMH + PS, 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relagao ao grupo 1,2-DMH
(Figuras 12D e 12E).
Figura 12 - Imunoexpressao das proteinas iINOS, NF-kB, TNF-a e IL1B no segmento

distal do célon
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Na figura 12A observa-se a histologia representativa da imunomarcacao de iINOS, NF-kB, TNF-a e
IL1B nos grupos experimentais. Os graficos 12B a 12E representam a média + SEM da porcentagem
da area imunopositiva para iNOS, NF-kB, TNF-a e IL13 em relagao a area 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 pés-teste de Dunn. Nas figuras 12C e
12E, os dados foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido do pés-teste de Tukey.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).
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A imunomarcagao das proteinas Ki67, P53, B-catenina e Wnt-3a € mais
evidente nas criptas intestinais e presentes em todos os grupos do experimento
(Figura 13A). Existe uma diferenca estatisticamente significante entre o grupo 1,2-
DMH e o grupo Sham em relagédo a expresséo das proteinas Ki67, P53, 3-catenina e
Wnt-3a. A imunoexpressao das proteinas Ki67 e P53 é reduzida nos grupos 1,2-DMH
+ PS, 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relagao ao grupo 1,2-DMH (Figuras
5B e 5C). A imunoexpresséao das proteinas B-catenina e Wnt-3a é reduzida nos grupos
1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO em relagdo ao grupo 1, 2-DMH. O grupo 1,2-
DMH + PS nao é capaz de alterar significativamente a expressado das proteinas f3-

catenina e Wnt-3a em relacéo ao grupo 1,2-DMH (Figuras 5D e 5E).
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Figura 13 - Imunoexpressao das proteinas Ki67, P53, 3-catenina e Wnt-3a no

segmento distal do célon
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Na figura 13A observa-se a histologia representativa da imunomarcagéo das proteinas Ki67, P53, B-
catenina e Wnt-3a nos grupos experimentais. Os gréaficos 13B a 13E representam a média + SEM da
porcentagem da area imunopositiva para Ki67, P53, 3-catenina e Wnt-3a em relagao a area total. # p
< 0,05vs. Shame * 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 pos-teste de Dunn. Nas figuras
13D e 13E, os dados foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey

Fonte: Dados da pesquisa (2023).
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7 DISCUSSAO

A carcinogénese € um processo de trés etapas: iniciagdo, promogao e
progresséo. Este processo envolve uma série de alteragdes que podem ser evitadas
ou atenuadas com o uso de alimentos (SHU et al., 2010). S40 mecanismos pelos
quais substancias naturais podem ter agdo contra o cancer: efeito anti-inflamatério,
atividade antioxidante, modulagdo de diferentes enzimas, inibicdo da proliferagao
celular, indugao de genes supressores de tumor, indugdo da parada do ciclo celular,
apoptose, inibicdo das vias de transducao de sinal, efeito anti-angiogénico, inibicao
da adesao, migragao e invasao celular (CIRMI et al., 2016; RAVISHANKAR et al.,
2013). Alguns desses mecanismos foram explorados para analisar o efeito da
suplementacao de PS e / ou PRO na prevencgao primaria do CCR.

FCAs sao lesbes precursoras do CCR que possuem mutagcdes genéticas
criticas para a formagao e progressao do tumor. Ao estudar essas lesées pode ser
possivel aprender mais sobre as causas da carcinogénese do célon (CHENG; LAl,
2003). A prevaléncia e o numero médio de FCAs aumentam significativamente com o
estagio da sequéncia adenoma-carcinoma. Os FCAs podem ser uteis como um
biomarcador substituto confiavel para a Cl (SAKAI et al., 2011). O numero de FCA é
um fator preditivo da incidéncia de adenomas colorretais e CCR (ANDERSON et al.,
2012; TAKAHASHI et al., 2012). Um trabalho com 861 pessoas submetidas a
colonoscopia de alta resolugdo com cromoscopia foi realizado para investigar a
associagao dos FCA e a Cl. Os individuos foram separados em trés grupos: pessoas
com colonoscopia normal (383), com achados de adenoma (372) e com diagndstico
de CCR (106). Encontrou-se uma prevaléncia de FCA de 64%, 88% e 95% e um
numero médio de FCA de 3.6, 6.2 e 10.1 para pessoas com colonoscopia normal, com
achados de adenoma e com diagndstico de CCR. Desta forma, pode-se constatar que
o numero médio de FCA aumentou significativamente com o estagio da sequéncia de
adenoma-carcinoma, colaborando para o seu uso como biomarcador do CCR (SAKAI
et al., 2011). Alguns estudos revelaram associagdes significativas entre 0 numero de
FCA e a presenga sincrénica de adenoma e CCR (TAKAYAMA et al., 1998; RUDOLPH
et al., 2005). O presente estudo confirmou um numero maior de FCAs e LM no grupo
que teve o CCR induzido com 1,2-DMH em relagao ao grupo Sham. A suplementagéo
de PRO e PS + PRO reduziu o numero de FCAs. Nao ocorreu reducdo no numero de

LM com a suplementacéo de PS e /ou PRO.
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A incidéncia de FCA é maior no segmento distal do c6lon (BURLAMAQUI et al.,
2010). Um estudo utilizou 2 aplicagdes de AOM (15 mg/kg/semana) para a indugao
do CCR e apds um acompanhamento de 16 semanas foram quantificados os FCAs.
O numero de FCA foi maior no colon distal (43.17 £ 16.46) em relagdo ao proximal
(2.33 = 3.83) e médio (23.83 £ 18.00) (BRAGA et al., 2019). Os resultados deste
estudo, também, mostram uma diferencga significante entre o numero de FCAs no
colén distal e proximal. A relacédo entre o numero de FCA entre o colon distal e médio
foi menos acentuada, mas significante. Os protocolos experimentais e diferentes
espécies de animais podem interferir na distribuicdo dos FCAs (CARTER et al., 1994;
TUDEK; BIRD; BRUCE, 1989). Como esperado, os dados indicam que o maior
numero de FCAs esta localizado no segmento distal do cdélon. Dessa forma, as
analises foram realizadas no segmento distal do colén.

O escore de inflamagao histopatolégica de MacPherson e Pfeiffer tem sido
usado em pesquisas experimentais para quantificar a intensidade do processo
inflamatoério agudo do colon (MACPHERSON; PFEIFFER, 1978). Curiosamente,
observa-se uma associacdo entre o numero de FCA e a intensidade do processo
inflamatorio. Os resultados indicam que tanto a suplementacdo de PRO quanto a
suplementagao combinada de PRO e PS melhoram o escore inflamatério. O aumento
do estresse inflamatdrio estimula o crescimento de células adenomatosas (PIERRE et
al., 2015) e evidéncias crescentes sugerem que aproximadamente 25% das
neoplasias tenham sido associadas a infec¢do crénica e a inflamagado (HUSSAIN;
HARRIS, 2007). As neoplasias relacionadas com a inflamagao se desenvolvem na
maioria dos 6rgaos (Exemplos: estdbmago, figado, pancreas bexiga, colon) (KANDA,;
OSAKI; OKADA, 2017) e os pacientes com evolugéo crbénica da doenga inflamatoria
intestinal apresentam um risco aumentado de CCR (PEYRIN-BIROULET et al., 2012).

A inflamacgao prolongada é associada a um EO intenso e produgao de ROS que
provocam danos oxidativos e nitracdo de bases de DNA, aumentando o risco de
mutagdes de DNA e, consequentemente, o aparecimento de neoplasias (ACHITEI et
al., 2013; PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014). O EO no DNA de células da
mucosa colica representa um dos fendmenos iniciais da carcinogénese colorretal.
Ocorrem com maior intensidade apos a flexura esplénica do coldn e nos estadios mais
precoces da classificagdo de Dukes (RIBEIRO et al., 2007). Os produtos resultantes
da peroxidacéo lipidica (POL) sdo parametros importantes para o monitoramento do
dano causado por ROS em lipideos (VASCONCELOS et al., 2007).
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Dos muitos alvos biolégicos do EO, os lipidios sao a classe de biomoléculas
mais envolvida. A oxidagao lipidica da origem a uma série de produtos secundarios.
O MDA é o principal e mais estudado produto da PL. O MDA ¢é considerado uma
molécula téxica e que eleva o risco de mutacao (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI,
2005). E 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 elevagéo esta relacionada ao desenvolvimento de neoplasias (DEL
RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). O CCR é associado ao aumento do dano
oxidativo a proteinas e lipidios. Alguns marcadores do EO podem ser potenciais
indicadores do avanco do CCR. A concentragao tecidual de MDA ¢ significativamente
maior no CCR do que em controles saudaveis (AGHAMOHAMMAD et al., 2022;
GOPCEVIC et al., 2013; SALEHI; HOSSEINI; KAZEMI, 2022; SHAKIB KHOOB;
HOSSEINI; KAZEMI, 2022; SINGH et al., 2014; ZINCZUK et al., 2019). Os niveis de
MDA parecem ter relagdo com a profundidade de invasado tumoral e a presencga de
metastase linfonodal (ZINCZUK et al., 2019). A concentracdo de MDA e oxido nitrico
(ON) total estéao elevados no colon de ratos submetidos a IC com 1,2-DMH (HASSAN
etal., 2021).

O GSH é um importante antioxidante nao-enzimatico, soluvel e altamente
abundante em todos os compartimentos celulares do corpo (BIRBEN et al., 2012). O
GSH é fundamental para o funcionamento de varios processos bioldgicos importantes
e possui papel central na defesa das células contra o EO (HUBER; ALMEIDA;
FATIMA, 2008). A concentracéo de GSH tecidual & significativamente menor no CCR
do que nos controles saudaveis (ZINCZUK et al., 2019).

Neste estudo a concentracdo tecidual de GSH no colon esta reduzida e a
concentracgao tecidual de MDA esta elevada no coldn distal dos animais submetidos a
indugdo do CCR com 1,2-DMH. A suplementacdo combinada de PRO + PS reduz a
concentracao de MDA e eleva a concentracdo de GSH. A suplementacgao isolada de
PRO reduz a concentracdo de MDA, mas sem alteracido na concentragao de GSH. O
microbioma intestinal pode ser uma fonte de EO e levar o dano genotoxico para as
células epiteliais do célon (STONE et al., 2014). A cerpa B. lactis A6 parece atenuar o
EO através da redugao nos niveis de MDA e elevagao nos niveis de GSH nos tecidos
colénicos. Além disso, pode atenuar a resposta inflamatdria intestinal através da

regulacao negativa de TNF-q, IL-13 e IL-6 nos tecidos coldnicos (WANG et al., 2022).
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TNF-a e IL-1B s&o duas citocinas pré-inflamatérias relacionadas a patogénese
do CRC (BOUSSEROUEL et al., 2010) e niveis altos sustentados dessas citocinas
podem preceder o aparecimento de lesdes precursoras do CCR (KAUNTZ et al.,
2012). Entre os parametros mais utilizados para avaliar um modelo experimental de
inducédo da Cl associada a colite estdo os niveis de TNF-a, IL-1, Ki-67 e avaliacao
histolégica da inflamagao (MODESTO et al., 2022). TNF-a e IL-1 promovem processos
inflamatorios e tumorigénicos através do estimulo a via NF-kB / COX-2, ocasionando
proliferagdo celular, angiogénese e inibindo a apoptose no CCR (TORRES-
MARAVILLA et al., 2021). O desenvolvimento do CCR associado a colite tem sido
relacionado a superproducao de varias citocinas, tais como TNF-a, IFNy, IL-1, IL-6 e
IL-10 (LANDSKRON et al., 2014). Entre as citocinas pré-inflamatérias que promovem
o desenvolvimento tumoral, o TNF-a e a IL6 desempenham um papel importante na
iniciacao, promogao e progressao das neoplasias (GRIVENNIKOV; KARIN, 2011). Em
um modelo de indugédo de Cl com 1,2-DMH e DSS, observou-se uma elevacgao na
expressao de TNF-a e IL-6 (GUO; GAO, 2022). Niveis séricos elevados de TNF-a e
IL6 mostram uma relagdo com maior risco de adenomas colorretais em homens (KIM
et al., 2008) e a supressao da sinalizagdo do TNF-a mostrou redu¢gédo no numero e
tamanho de pdlipos em um modelo animal (GOUNARIS et al., 2008). Os resultados
mostram que a suplementagao de PS e / ou PRO reduz a imunomarcagao de TNF-a
e IL-1B no tecido do coldn a niveis proximos ao observado no grupo Sham. A via TNF-
a / NF-kB ativada acima de um limiar pode levar ao desenvolvimento de neoplasias
(OSHIMA, H.; OSHIMA, M., 2012).

O microambiente inflamatério exibe uma sinalizacdo ativa da via NF-kB
(QUANTE et al., 2013) e a ativagao crbénica do NF-kB esta associado ao aumento da
sobrevivéncia de células tumorais. Genes regulados pelo fator de transcricdo NF-kB
estdo relacionados com a mediagdo da inflamagdo, transformacao celular,
sobrevivéncia de células tumorais, proliferacao, invasao, angiogénese e metastase
(PRASAD et al., 2010). A regulacdo da via NF-kB tem um importante papel na
carcinogénese pelo fato de sua supressao inibir o crescimento de células tumorais
(CHATURVEDI et al., 2011).

O motivo do NF-kB ser constitutivamente e persistentemente ativo em células
cancerigenas nao é totalmente compreendido, mas multiplos mecanismos tém sido
descritos. A ativagao desta via de sinalizagdo pode ocorrer através de uma agente

especifico (virus, proteinas, bactérias e citocinas), intermediarios de sinalizacao
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(receptores mutantes, superexpressao de quinases, oncoproteinas mutantes, histona
desacetilase e INOS) e cross talk entre NF-kB e outros fatores de transcrigao (STATS3,
B-catenina, p53). Logo, € pouco provavel que se consiga uma supressao eficaz da via
NF-kB através da acdo em um gene mutado ou uma via isolada (CHATURVEDI et al.,
2011).

A regulagao cruzada entre as vias de sinalizagdo Wnt e NF-kB €& importante
para a regulagdo de um conjunto diversificado de genes e vias ativas relacionadas
com a inflamagé&o crbnica e tumorigénese (DU; GELLER, 2016; JRIDI et al., 2021,
KUMAR; AGNIHOTRI, 2021; MA; HOTTIGER, 2016). A sinalizagao Wnt / 3-catenina
exerce efeito antiinflamatoério ou pro-inflamatério através da agdo na inibicdo ou
ativagdo da via NF-kB. Da mesma forma, a via NF-kB regula positiva ou
negativamente a sinalizagdo da via Wnt / B-catenina. Dependendo do contexto celular
ou do tecido pode ser observado uma regulagdo cruzada positiva ou negativa. A
sinalizacdo de NF-kB regula diretamente a via Wnt / B-catenina através da
interferéncia na formagao do complexo transcricional 3-catenina / Fator de Células T
/ p300. (MA; HOTTIGER, 2016). A B-catenina e o NF-kB podem ativar a expressao do
iINOS através de uma regulagao cruzada entre estas duas vias (DU; GELLER, 2016).
O ON derivado da iNOS regula as fungbes endoteliais da (3-catenina, provoca a
nitracdo da B-catenina endotelial, influencia a associagdo com as proteinas TCF e
induz a translocagao para o nucleo (GONZALEZ et al., 2012). O grupo 1,2-DMH eleva
a expressao das proteinas iINOS, NF-kB, Wnt e B-catenina que parecem ter relagao
com um ambiente inflamatério cronico e processo de carcinogénese do colon.

As mutacées no gene APC sdo as mais prevalentes alteragbes genéticas
encontradas no CCR (POWELL et al., 1992) e ocorrem precocemente durante a
tumorigénese do CCR (KINZLER; VOGELSTEIN, 1996). Grande parte dos tumores
de célon se desenvolve por causa de mutagdes no APC que levam a sinalizacao
aberrante da via Wnt / B-catenina e, posteriormente, instabilidade cromossémica
(HADJIHANNAS et al., 2006). Alteracdes na via de sinalizacdo APC / Wnt resulta no
aumento da expressao do complexo Fator de Células T/ B-catenina que é considerado
um evento precoce no desenvolvimento de adenomas do célon humano (SOUAZE et
al., 2006).

Wnt3a, um dos membros da familia Wnt, esta envolvida na tumorigénese,
proliferagdo e diferenciagado celular. O acumulo de evidéncias sugere que Wnt3a

promove a progressao do CCR através da via de sinalizagao Wnt canénica (HE et al.,



66

2015). A via de sinalizagdo Wnt € desregulada em 93% de todos os CCR em humanos
(CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012) e por isso € um alvo atraente na
prevencdo do CCR. Estudos clinicos estdo focando na acédo de substancias na
supressao da sinalizacdo de Wnt3a em neoplasias. No entanto, as funcbes de
sinalizagdo de Wnt3a na progressao do cancer € complexa e sdo necessarios mais
estudos para determinar os mecanismos relacionados a fungdo tumorigénica de
Wnt3a no CCR (PASHIRZAD et al., 2019). Um estudo analisou os niveis da expresséo
de Wnt3a em 203 amostras de CCR humano. A superexpressao da proteina Wnt3a
foi relacionada a diferenciagcéo histolégica (P = 0,004), estagio clinico (P = 0,008),
presenca de metastase e recorréncia (P = 0,036) (Ql et al., 2014).

A estimulacdo da via Wnt / B-catenina é observada na fase inicial da
carcinogénese do colon e regula fungdes celulares importantes que incluem o
crescimento celular, diferenciacdo e desenvolvimento de células tronco estaminais
(CLEVERS; LOH; NUSSE, 2014; PAI et al., 2017). Foi evidenciado que a inibicdo da
B-catenina reduz o crescimento tumoral através de alteracbes no ciclo celular,
diferenciagao de algumas células e redugéo do crescimento de xenoenxertos de CCR
cultivados em camundongos (SCHOLER-DAHIREL et al., 2011). Existem muitas
substancias que estdo tendo sua acgao na via Wnt / B-catenina estudada com intuito
de prevenir ou tratar o CCR (SEBIO; KAHN; LENZ, 2014).

Ocorre um aumento da expressao da [(-catenina citoplasmatica e nuclear no
decorrer da evolugao da Cl, sendo a [B-catenina nuclear mais relacionada ao
desenvolvimento do CCR (WONG et al., 2004). A expressao nuclear da B-catenina
no CCR é extremamente variavel na literatura. Ogata et al. (2010) mostraram uma
relacao de 81%. Embora a expressao da [(3-catenina citoplasmatica e nuclear possa
estar presente em FCAs hiperplasicos (Ml et al., 2009), frequentemente esta
associada a FCAs displasicos e aumenta proporcionalmente ao grau de displasia
(HAO et al., 2001). A expressao da B-catenina nuclear e citoplasmatica € um marcador
util para lesbées precursoras do CCR (YAMADA et al., 2001). O estudo mostrou
imunomarcagao de B-catenina citoplasmatica e nuclear em criptas col6nicas normais
e FCAs. A expressao precoce da B-catenina no coldn pode representar uma tendencia
ao desenvolvimento do CCR que pode ser confirmar apés uma investigagdo mais
detalhada (URIHATA et al., 2002).

Um estudo com 163 amostras de Adenocarcinoma de colén mostrou uma

imunorreatividade da B-catenina em 161 casos (98,8%). Foi observado acumulo de (3-
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catenina nuclear em 131 casos (80,3%) e os tumores mais agressivos apresentavam
um nivel menor de B-catenina (WANITSUWAN et al.,, 2008). A expressao da (-
catenina nuclear foi estudada em 240 espécimes de colén que foram divididas
igualmente em quatro grupo (carcinoma, adenoma, polipo e colon normal). Pacientes
com CCR e alto nivel de B-catenina nuclear tiveram uma maior incidéncia de
metastase linfonodal e menor sobrevida global (WONG et al., 2003). Foi verificada em
44 ressecgdes de colon com neoplasia a presenga da expressiao nuclear de -
catenina em 54% dos casos. Um fato que precisa ser melhor estudado é a expressao
heterogénea da 3-catenina no colon de pacientes com CCR (BRABLETZ et al., 1998).

A imunomarcagao do P53 pode ocorrer no citoplasma e no nucleo da célula e
esta relacionada a tumorigénese do CCR e a um pior prognostico (JANSSON;
GENTILE; SUN, 2001). O aumento da expressédo colonica de P53 é um evento
precoce no processo de desenvolvimento do CCR, podendo ocorrer em displasia
negativa ou de baixo grau. A mutacdo de um unico alelo do P53 leva ao crescimento
tumoral, com expansao clonal de células tumorais e interrup¢cao de mecanismos de
reparo do DNA celular (BRENTNALL et al., 1994). E reconhecido que tais mutacdes
podem ocorrer na auséncia de quaisquer alteracbes morfolégicas (HUMPHRIES;
WRIGHT et al., 2008).

O Ki-67 é uma proteina nuclear que tem sido utilizada como um marcador de
proliferagdo para células tumorais (SOBECKI et al., 2017) e pode servir como um
biomarcador prognéstico para o CCR. A superexpressao de Ki67 indica um estado
celular de alta atividade proliferativa que parece estar relacionado ao CCR (MELLING
et al., 2016) e a perda da expressao do Ki-67 pode refletir a inibicdo da proliferagcao
celular (SOBECKI et al., 2017). Foi avaliada a expressé&o da proteina Ki-67 em tecidos
oriundos de 200 pacientes com CCR e 200 pacientes com neoplasia benigna ou
doenca inflamatoria do colén. O aumento do Ki-67 foi relacionado a um estadiamento
mais avangado, tumores mais indiferenciados, menor sobrevida livre de doencga e
sobrevida global. Assim, a expressdo de Ki-67 pode ser considerada altamente
sensivel (86,5%) e especifica (82,9%) para a ocorréncia do CCR e associada com um
comportamento biolégico mais invasivo do CCR (LI et al., 2016).

A Figura 14 mostra de maneira esquematica a relagao entre a expressao de
proteinas inflamatdrias e relacionadas ao processo tumorigénico no coldn distal de

ratos e o desenvolvimento de lesdes precursoras do CCR.
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Figura 14 — Relagao entre a expressao de proteinas inflamatoérias e tumorigénicas

no colén e o desenvolvimento de FCA
A
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Fonte: Autoria propria.
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O arranjo em matriz de amostras teciduais ou TMA é uma técnica que agrupa
muitas amostras teciduais em um unico bloco de parafina, permitindo o estudo de
expressao de marcadores moleculares em larga escala com grande aproveitamento
do material arquivado, do tempo e dos custos (ANDRADE et al., 2007). Esta técnica
foi descrita, pela primeira vez, em 1998 (KONONEN et al., 1998). Uma preocupagao
desta técnica era a representacdo da lesdo, considerando a pequena amostra
estudada. Porém, a fidelidade dos resultados em relagdo ao uso dos cortes
convencionais ja foi evidenciada (ANDRADE et al., 2007). Existem inUmeros artigos
que avaliam marcadores do CCR através da analise por IHQ do tecido do coldn pela
técnica TMA (COHEN et al., 2008; MELINCOVICI et al., 2016; OGATA et al., 2010).

A suplementacao de PS em dose baixa (40 p.p.m) durante 45 semanas foi
capaz de inibir a tumorigénese do coldén por meio da regulacédo da via de sinalizagao
Wnt / B —catenina, inibicdo da expressado de D1, redugdo na expressao de enzimas
inflamatdrias (INOS e COX-2) e das citocinas pré-inflamatérias TNF-a (51%), IL-13
(47,7%) e IL-4 (64,2%) (PAUL et al., 2010). Corroborando com os resultados
encontrados neste estudo, o PS reduziu a expressao de citocinas pro-inflamatoérias
TNF-a e IL-1B. No entanto, os resultados ndo mostraram uma reducao da expressao
de Wnt3a e B-catenina. Essa discrepancia pode ser devido a diferentes periodos de

suplementagao de PS entre os estudos. Outra pesquisa mostrou que a suplementacao
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de PS (40 p.p.m.) durante 8 semanas causou supressao dos FCA e reduziu a
expressao de iINOS (SUH et al., 2007). Chiou et al. (2010) mostraram redugao dos
FCAs, supressao na sinalizacdo da via Wnt / 3-catenina e reducédo na expressao de
ciclina D1 apés suplementacéo de PS (50 ou 250 p.p.m) por 6 ou 23 semanas. A QP
foi mais efetiva nos animais que receberam suplementacdo de PS em maior
concentracado e por mais tempo. Neste estudo a suplementacéo de PS ocorreu na
concentragédo de 300 p.p.m e nao reduziu significativamente o numero de FCAs. Os
estudos previamente relatados tiveram a Cl induzida com 2 injegdes de AOM (15mg /
kg) (CHIOU et al., 2010; PAUL et al., 2010; SUH et al., 2007), enquanto este estudo
utilizou quinze aplicagbes consecutivas de 1,2-DMH (20mg / kg). Sabe-se que as
alteracdes relacionadas a carcinogénese ficam mais evidentes a medida que a dose
do carcinégeno e o numero de aplica¢gdes aumentam (NEWELL; HEDDLE, 2004). Um
estudo comparou a indugao do CCR em ratos Wistar com AOM (aplicagao subcutanea
20 mg / kg / semana por 2 semanas consecutivas e eutanasia apds 2 semanas) e
DMH (Aplicagcdo subcutanea 65 mg / kg / semana por 5 semanas consecutivas e
eutanasia apos 10 semanas) e mostrou uma maior eficiéncia e menor custo (50 vezes
mais barato) na utilizacdo de DMH em relacéo ao AOM (JUCA et al., 2014).

O PS mostrou efeito modulador da Ml e anti-inflamatério em uma pesquisa
experimental com colite induzida com DSS. O PS atenuou a gravidade da colite
através da redugdo de IL-2, IL-4 e IL-6 e alterou a composi¢ado da Ml para um perfil
mais saudavel, aumentando a concentracido de Bifidobacterium e reduzindo a
concentracao de bactérias maléficas para o intestino (LI et al., 2021). Hsu et al. (2013)
mostraram que o PS possui acado anti-inflamatéria através da inibicdo da producgao
das citocinas IL-6 e TNF-a e reducéo da expressao génica de COX-2 e iNOS. O PS,
também, inibe o CCR através da redugéo da regulagédo da via NF-kB / p65 que esta
implicada na proliferagdo celular descontrolada e inflamagéao colénica (CHIOU et al.,
2011). Neste estudo o PS nao reduziu significativamente a expressédo de iNOS e NF-
kB.

O PS possui agao superior ao reverastrol na atenuacao do EO intestinal através
da reducao da producgao de ROS, regulacao do estado redox mitocondrial e inibicao
da apoptose em modelos in vivo e in vitro (CHEN et al., 2021). O PS possui uma
importante capacidade de eliminar radicais livres (superdxido, hidroxila e peréxido de
hidrogénio), reduzir a inflamacdo do coléon ao suprimir a ativagdo de células

dendriticas e promover o desenvolvimento de células T regulatérias (YASHIRO et al.,
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2020). Ele é capaz de proteger bio-moléculas (lipidios, proteinas e DNA) dentro de
uma célula contra o EO (ACHARYA; GHASKADBI, 2013). Varias linhas celulares
tratadas com PS mostraram expressdo aumentada de glutationa total, glutationa
peroxidase, glutationa redutase e superoxido dismutase (MCCORMACK;
MCFADDEN, 2012).

O papel da MI na metabolizagdo do PS nao deve ser ignorado € merece ser
estudado. Sabe-se que o pinostilbeno é o principal metabdlito do PS no célon do rato
e suspeita-se que a microbiota possa atuar no metabolismo desta substancia (WANG;
SANG, 2018). O consumo oral de PS possui extensa biotransformacédo no trato
gastrointestinal. O PS sofre desmetilacdo, hidroxilagdo e conjugacao no intestino
delgado. A desconjugacao dos metabdlitos do PS ocorre no coldon, podendo deixa-los
biologicamente mais ativos do que os conjugados. Uma investigagdo sobre a
influéncia de cepas bacterianas nas reagdes de desmetilagao e desconjugacgao do PS
pode contribuir para o melhor entendimento da farmacocinética desta substancia
(SUN et al., 2022). Os achados benéficos com PS podem estar principalmente ligados
ao pinostilbene (WANG; SANG, 2018). A suplementagao de PS + PRO pode favorecer
uma composi¢cdo da microbiota que facilita a metabolizacdo do PS e acentua seus
efeitos anti-inflamatérios e anticancerigenos que podem n&do ser vistos na
suplementagao isolada de PS.

Nos ultimos anos, o numero de estudos relacionados as propriedades
antioxidantes dos PROs aumentou significativamente. As cepas mais utilizadas sao
os Lactobacillus e as Bifidobacterium que secretam enzimas com fungao antioxidante,
produzem metabdlitos com atividade antioxidante (butirato, GSH e folato), estimulam
o sistema imunoldgico, levam a uma redugdo de lipidios pds-prandial que estédo
envolvidos no dano oxidativo, possuem uma agao como quelante de metais, regulam
a MI, estimulam a expressao Nrf2 e liberam exopolissacarideo que tem um papel
importante na redugédo do EO (HOFFMANN; KLENIEWSKA; PAWLICZAK, 2021).
Liboredo et al. (2013) mostraram ser possivel administrar PRO na dgua dos ratos com
beneficios na QP do CCR.

Um estudo avaliou o efeito quimiopreventivo do PRO Dahi (20g / dia) com dois
tipos de Lactobacillus (2 x 10° UFC /g L. acidophilus LaVK2 e L. plantarum Lp9) apos
a indugao da Cl com quatro aplicagbes de 1,2-DMH (40mg / kg de peso corporal) em
ratos wistar machos. Identificou-se 90% dos FCA nos segmentos medial e distal do

colén, sugerindo uma maior predisposicdo a formagdo de neoplasia nessas
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localizagcbes. A eutanasia ocorreu com 8, 16 e 32 semanas, observando-se um
aumento no numero de FCA e multiplicidade de criptas (>3 criptas) com o passar do
tempo. O grupo que utilizou o PRO mostrou redugéo estatisticamente significativa (P
<0,05) na incidéncia 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 indugédo da Cl com AOM (5 mg / kg / semana)
durante duas semanas. A dieta permaneceu por 10 semanas e 0s animais foram
sacrificados. Houve uma supressao no numero de FAC e na multiplicidade de criptas
no grupo que recebeu PRO (RAO et al., 1999). A suplementacéo oral (trés vezes por
semana) de PRO com L. acidophilus (2 x 10° UFC) reduziu a incidéncia e
multiplicidade de FCA apés a indugédo 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 atenuagcdo da formagdo de lesdes
histopatoldgicas precursoras do CCR apods suplementagao oral de PRO.

Walia et al. (2015), avaliaram a suplementacdo de PRO com L. rhamnosus ou
L. plantarum (1 x 10'° UFC/ dia) durante 16 semanas apos a a IC com vinte aplicagtes
de 1,2-DMH (30 mg / kg) com intervalos que variaram de 3 a 7 dias. Observou-se
reducao na incidéncia dos tumores e downregulation da expressao de COX-2. Outro
experimento com ratos suplementou PRO (07 CCM7766) com L. plantarum pela via
oral durante 28 semanas e induziu a Cl com cinco aplica¢des de 1,2-DMH (21mg/kg/
peso corporal). Observou-se que a suplementagédo de PRO foi capaz de reduzir o
processo inflamatério no coélon através da regulacdo negativa de citocinas proé-
inflamatdrias (IL-2, IL- 6, IL-17 e TNF-q,), elevacao da citocina anti-inflamatéria IL-10,
preservacao de células caliciformes e supressao da atividade de NF-kB nas células
da mucosa (STOFILOVA et al., 2015).

A suplementacgéo oral de PRO com L. casei (BL23; 5 x 10° UFC/ ml) foi ofertada
durante 46 dias para camundongos apds o inicio da inducdo da Cl com unica
aplicacao de AOM (8 mg/kg), seguido de quatro ciclos de sulfato de dextrano sédico
(2,5%) na agua. O PRO teve um efeito imunomodulador através da reducédo da
citocina IL-22 e um efeito antiproliferativo medido através da regulacao positiva das
caspases 7 € 9. Nao houve diferencgas significativas entre IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-10.
Nenhum dos camundongos do grupo que recebeu L. casei desenvolveu tumores
macroscopicos, enquanto 67% dos camundongos do grupo cancer desenvolveram

tumoragdes. A imunomarcacao do Ki-67 foi menor no grupo que recebeu PRO
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(JACOUTONL et al., 2017). Foi avaliado o efeito quimiopreventivo da suplementagao
oral de PRO com L. casei (2,1x10'9 UFC / g) por 8 a 12 semanas apods a indugéo da
Cl com AOM (15mg / kg / semana) durante 5 semanas. A multiplicidade de FCA
diminuiu significativamente no grupo que ingeriu 0 PRO. Na segunda etapa do estudo,
a indugao da CI ocorreu com aplicagdes de AOM (7,4 mg / kg / semana) durante 10
semanas. Apos 25 semanas ocorreu a eutanasia e o numero de animais com CCR e
a quantidade de neoplasias por animal reduziram significativamente (YAMAZAKI et
al., 2000). Assim, a suplementacdo de Lactobacillus pode ser uma possibilidade
menos invasiva na preveng¢ao do CCR (CALACA et al., 2017).

O B. Iactis liofilizado foi suplementado juntamente com amido por 30 semanas.
As neoplasias coldnicas foram induzidas por 2 injecbes de AOM (15 mg / kg / semana).
Observou-se uma redugao significativa na incidéncia e multiplicidade de neoplasias
colénicas (LEU et al., 2010). O B. lactis inibem a via NF-Kb, genes que regulam células
do epitélio intestinal e reduzem a incidéncia de lesdes precursoras do CCR apods a IC
com AOM e DSS (KIM et al., 2010). Um modelo experimental de colite induzida com
DSS suplementou B. lactis A6 (4,0 x 10° UFC / dia) durante 21 dias consecutivos. A
administracao 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 inflamacgao intestinal, uma vez que facilita a entrada
de antigenos do lumen 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 coélon, diminuindo os niveis de MDA e aumentando os niveis de
GSH. Além disso, suprime a resposta inflamatéria via downregulation de TNF-a, IL-18
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 66° dia do periodo experimental. A suplementacao dietética com
o simbidtico reduziu o numero 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 inibicao significativa da formacao de FCAs e neoplasias de colon
ap6s 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 apds o inicio da suplementagao os animais

receberam duas aplicagdes de AOM (15mg / kg/ semana). A dieta permaneceu por 31
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semanas e observou-se uma redugdao no numero de tumores malignos, mas sem
significancia estatistica (P = 0,079) (FEMIA et al., 2002).

PRO com formulagdo De Simone (L.casei, L. plantarum, L. bulgaricus, L.
acidophilus, B.longum, B. breve, B. infantil e Streptococcus thermophilus) mostrou
atividade anticancerigena e anti-inflamatéria em um modelo experimental de indugéo
do CRC (BASSAGANYA-RIERAL et al., 2012). PRO enriquecido com L. delbrueckii
UFV-H2b20 e /ou B. lactis Bb12 foram suplementados na agua por um periodo de 14
semanas. A ClI foi induzida com 1,2-DMH (25 mg / kg / semana) durante 6 semanas.
Observou-se uma redugdo no numero total de FCAs (55,7% e 45,1%,
respectivamente) nos grupos suplementados com um tipo de cepa bacteriana. No
entanto, um efeito sinérgico da suplementacéo de Lactobacillus e Bifidobacterium na
inibicdo da FCAs néo foi observado (LIBOREDO et al., 2013). Outro estudo mostrou
que a suplementagédo de PRO inibiu a incidéncia de lesées colénicas em 57% com L.
acidophilus e 27% com B. bifidum em comparagao ao grupo que teve a IC com AOM
e ndo recebeu PRO (AGAH et al.,, 2019). A literatura atual apoia o beneficio da
suplementacdo de PRO para a saude intestinal, ja que melhora escores
histopatoldgicos relacionados ao desenvolvimento do CCR, EO e biomarcadores de
inflamacdo e do CCR. Outros Estudos sdo necessarios para definir a melhor
composi¢cao de cepas bacterianas em um complexo PRO com intuito de alcancar
maior efetividade na QP do CCR.

A influéncia da MI no metabolismo de substancias no colon tem agéo na entrega
direcionada de medicamentos. O entendimento dos fatores que alteram a MI nas
doencgas intestinais € importante no desenvolvimento de uma nova geragao de
terapias que aproveitam o metabolismo da microflora intestinal. A microbiota pode
efetivamente aumentar as pré-drogas e levar a metabdlitos ativos. Existem estudos
sobre a viabilidade de eliminar certos tipos de cancer através da programacgao de
bactérias para produzir moléculas terapéuticas ou pela manipulagdo de bactérias
intestinais nativas para expressar enzimas ativadoras de pré-drogas. No entanto, ha
evidéncias limitadas da eficiéncia translacional de qualquer uma dessas pesquisas
(BAKSHI et al., 2021).

A composicéo ideal e precisa da Ml para promover efeitos antitumorais e
respostas imunes, ainda, ndo 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 probidticas, suas concentracdes ideais, duragao
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da terapia e método de suplementacao (KIM; LIM, 2022). Através da inoculagao de
cepas selecionadas ou grupos de microbios € possivel criar ecosistemas intestinais
que podem produzir conhecimentos valiosos sobre o impacto da M| na prevencao de
muitas doengas, inclusive, 0 CCR (HANSEN et al., 2015). Embora os PROs sejam
agentes atraentes para a prevengao do CCR, sua eficacia ainda nao foi totalmente
estabelecida (THAISS et al., 2016).

A Figura 15 resume os principais achados encontrados ap6s a IC no célon dos
ratos com 1,2-DMH e detalha os efeitos protetores da suplementacdo de PS e/ou
PRO.

Figura 15 - Resultado da suplementagédo de PRO e/ou PS em um modelo

experimental de desenvolvimento de CRC com 1,2-DMH
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O grupo 1,2-DMH aumentou escores histopatolégicos, EO e marcadores
inflamatorios e da tumorigénese. Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO
reduziram os escores histopatologicos, EO e marcadores inflamatorios e da
tumorigénese. O grupo 1,2-DMH + PS apresentou menor expressao tecidual de p53,
Ki67, IL1-B e TNF-a, mas sem melhorar o EO e os escores histopatoldgicos. 1,
aumentou; |, diminuiu.

Uma limitagdo deste estudo foi ndo ter dissecado com mais profundidade as
vias cruzadas inflamatérias e tumorigénicas iniciais (incluindo a sinalizacdo Wnt
canbnica) que podem lancar luz para encontrar novos e promissores alvos
farmacolégicos para interromper a progressao de lesdes precursoras do CCR. Através
da analise histopatolégica das tumoragdes macroscépicas € possivel extrair
informagdes importantes para complementar o estudo das substancias utilizadas.
Logo, outro fator limitante foi a ndo diferenciagdo das LM em benignas e malignas.
Uma avaliacdo mais abrangente do EO acrescentaria confiabilidade aos resultados.
Sabe-se que a superoxido dismutase e catalase sao enzimas envolvidas na protecéo
das células contra os efeitos nocivos das ROS (BHATTACHARYYA et al., 2014).

Novas terapias combinadas sao desejaveis para QP do CCR. Este foi o
primeiro estudo a avaliar a suplementagcdo combinada de PS e PRO na QP de lesbes
precursoras de CCR. Novos estudos devem ser realizados para esclarecer qual
composicao e concentracido de cepas bacterianas é ideal para acentuar os efeitos
biolégicos do PS e, consequentemente, contribuir para a QP primaria 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 subclassificacdo
deles em hiperplasicos e displasicos. Os resultados encontrados podem orientar
futuros ensaios clinicos em grandes populacées em todo o mundo para prevenir ou
retardar a ocorréncia de CCR e estes achados destacam a importancia de medidas
dietéticas para modular a Ml e minimizar a incidéncia de CCR em populacgdes de alto

risco.
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8 CONCLUSAO

A suplementacao isolada de PRO e a combinagdo de PRO com PS séo as
melhores estratégias de intervengao para reduzir as lesées precursoras do CCR em
relagao a varios parametros de carcinogénese.

O modelo de indugdo do CCR com 1,2-DMH é efetivo no desenvolvimento de
lesdes precursoras do CCR.

Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO reduzem o score
histopatoldgico de inflamagao e numero de FCA, mas sem reduzir significativamente
as LM. O grupo 1,2-DMH + PS nao melhorou o score histopatoldgico de inflamacao,
numero de FCA e LM. A maior pontuagao no score histopatolégico e o0 maior numero
de FCAs estédo localizados no segmento distal do colon.

Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO reduzem a expressao de
proteinas relacionadas a inflamacao e ao desenvolvimento do CCR (Ki67, B-catenina,
Wnt3a, p53, NF-kB, iINOS, IL1-B, e TNF-a). Entretanto o grupo 1,2-DMH + OS
apresentou reducido na expressao tecidual apenas das proteinas p53, Ki67, IL1-B e
TNF-a.

Os grupos 1,2-DMH + PRO e 1,2-DMH + PS + PRO apresentaram atenuagao
do EO através da reducao da concentragao tecidual de MDA no colén distal. O grupo
1,2-DMH + PS + PRO, também, aumenta a concentracao tecidual de GSH no coldn

distal. O grupo 1,2-DMH + PS néo apresenta melhora do EO no tecido do colén.
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APENDICE A - Analise de pterostilbeno

ENFERMAGEMDEPARTAMENTO DE FARMACIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
T LABORATORIO DE FARMACOTECNICA

Andlise de pterostilbeno

Condigoes cromatograficas:

Coluna: 250 x 4,66 mm (comprimento e didmetro interno), empacotada com silica
quimicamente ligada agrupamentos octadecilsilano (C18), com tamanho de particula de 5 um,
mantida em temperatura ambiente.

Fase mével: Mistura de acetonitrila (ACN) e agua na propor¢ao de 50:50, em modo isocratico.
Fluxo: 1 mL/min

Deteccao: UV 310 nm, monitorando em todo o espectro UV com uso de PDA.Volume de
amostra injetada: 20 pL.

Tratamento das amostras

Capsula contendo pterostilbeno, descrita pelo fabricante (Mental Refresment — Lot n°® 081216)
como possuindo 150 mg em cada capsula, foi esvaziada e seu conteudo solubilizado com
acetonitrila através douso de agitador de tubo de ensaios e sonicador, e o volume final
completado para 50 mL, resultando em concentragdo de 3 mg/mL. Esta solugao foi diluida em
acetonitrila para obter solugdes nas concentragéesde 0,03; 0,15 e 0,3 mg/mL (30, 150 e 300
pg/mL).

Figado

Amostras de figado removidos de animais tratados sob diferentes condi¢des durante o
experimento em andamento (grupo ingerindo apenas ragdo e grupo que recebeu dieta
adicionada de pterostilbeno) foramfragmentados em pequenos tamanhos através do uso de
ld&mina de bisturi e em seguida submetidos a extracdo por sonicacdo com acetonitrila. A
suspensdo 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 cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE), inicialmente apenas as solugdes contendo o pterostilbeno
para que fosse avaliado o cromatograma obtido e, caso necessario, realizar os ajustes. Como
inicialmente foi empregada composicaode fase mével ACN:agua (45:55), o tempo de retengéo
do pterostilbeno foi proximo 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 presenga de pterostilbeno nas amostras injetadas, como
demonstrado na figura 1.
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Figura 1 — cromatogramas das solugdes de pterostilbeno nas concentragdes de 30, 150 e 300
ug/mL.
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Em decorréncia deste resultado, passou-se a utilizar a composi¢ao da fase mével com partes
iguais de ACNe agua, o que reduziu o tempo de retengao do analito e o tempo total de analise
para cada injecao.

Na figura 2 apresentamos os resultados obtidos com injecdes repetidas de amostras contendo
0 30 ug/mLdo farmaco em corridas com esta nova composicdo da fase mével. Observa-se
que o tempo de retengéo passou a ser de 11 minutos, e o tempo de corrida foi de 15 minutos.

Figura 2 — cromatogramas de pterostilbbeno a 30 pg/mL em fase movel constituida de
ACN:agua (50:50)
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Diante desse resultado, passamos a realizar as inje¢des com as amostras provenientes do
processamentodos figados, conforme descrito acima, tendo sido processados figados de
animais que se alimentavam apenas com ragao (dieta normal) e animais que receberam ragao
contendo pterostilbeno.

Na figura 3 sdo apresentados cromatogramas que expressam os resultados obtidos. Os
quatro cromatogramas superiores apresentam o pico correspondente ao pterostilbeno no
tempo de retencédo préximo dos 11 minutos, caracterizando a presenca da substancia na
amostra obtida da extragéo do figadodos animais que estavam sob dieta com ragéo contendo
pterostilbeno. Confirmando, dessa forma, que a ingestdo do farmaco acrescentado a ragao
esta resultando na sua presenca no figado desses animais. Os trés cromatogramas inferiores
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estdo representadas as amostras provenientes da extracdo dos figados dos animais
submetidos a dieta com a ragao normal, nos quais se constata a auséncia do pterostibeno.

Figura 3 — cromatogramas obtidos com extratos em ACN dos figados dos animais sob dieta
normal (3inferiores) e dieta com ragao acrescida de pterostilbeno (4 superiores).
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Simple Summary: The composition of the intestinal microbiota, chronic inflammation, and oxidative
stress are factors related to the onset of colorectal cancer (CRC). Diet is the environmental factor
most related to the development of non-hereditary CRC. Pterostilbene has great potential as an
antitumor drug for CRC chemoprevention. Several strains of probiotics in multiple combinations,
concentrations, and dosages have been studied for cancer prevention. The available evidence is
insufficient to justify the chronic and simultaneous administration of pterostilbene and probiotics with
Lactobacillus and Bifidobacterium to a population at high risk of CRC. In vivo studies may contribute
to the incorporation of dietary supplementation with the ability to reduce the incidence of CRC.
The combination of substances should be stimulated with a view to potentiating the expected effect
through action on different targets.

Abstract: Dietary supplementation with pterostilbene (PS) and/or a probiotic (PRO) may amelio-
rate the intestinal microbiota in disease conditions. This study aims to evaluate PS and PRO for
the chemoprevention of putative precursor lesions for colorectal cancer (CRC) in an experimen-
tal model of intestinal carcinogenesis with 1,2-dimethylhydrazine {1,2-DMH). Sixty male Wistar
rats were equally divided into five groups: Sham, 1,2-DMH, 1,2-DMH + PS, 1,2-DMH + FRO, and
1,2-DMH + PS + PRO. PRO (5 x 10° /mL) was offered in water, and I'S (300 ppm) was provided in
the diet ad libitum. 1,2-DMH (20 mg /kg/week) was administered for 15 consecutive weeks. In the
25th week, proctocolectomy was conducted. PRO alone and PRO combined with PS were the best
intervention strategies to improve experimental 1,2-DMH-induced CRC regarding several parameters
of carcinogenesis. Our findings may contribute to the development of novel preventive strategies for
CRC and may help to identify novel modulators of colon carcinogenesis.

Keywords: chemoprevention; colorectal neoplasms; aberrant crypt foci; probiotics; pterostilbene;
intestinal microbiota; intestinal inflammation; Wnt signaling pathway; carcinogenesis

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the second neoplasm with the highest number of potentially
preventable deaths, behind lung neoplasms. About 45.1% of cancer-related deaths in the
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United States are related to modifiable factors [1]. Aberrant crypt toci (ACF) are pre-
neoplastic lesions associated with CRC development [2]. Most ACF are found in the distal
colon segment [3], and the number of ACF is a predictive factor of the incidence of colorectal
adenomas and CRC [2].

Diet is the environmental factor most closely related to the development of non-
hereditary CRC [4]. It is estimated that thousands of cancer deaths can be prevented
through dietary modifications [5], and up to 75% of CRC cases are associated with an
unhealthy diet [6]. Many epidemiological studies have shown the relationship between
adherence to the Mediterranean diet and a low incidence of CRC [7]. Natural foods with
potential antitumorigenic properties are good targets for CRC prevention [8].

Pterostilbene (PS) and resveratrol are part of the stilbenes. PS, a polyphenolic com-
pound, has a superior action to resveratrol in the attenuation of intestinal oxidative stress
(O8), reducing reactive oxygen species (RO5) and regulating the mitochondrial redox state
in vivo and in vitro models [9] with potential antitumaoral effects to improve CRC [10]. P5
has optimal oral absorption, metabolic stability, and lipophilicity [11,12]. PS can be rapidly
absorbed and widely distributed in tissues with 2 to 25 times higher levels than in blood
due to its high lipophilicity [13]. PS in large doses is considered pharmacologically safe [10]
and has become popular due to its antioxidant and anti-inflammatory functions [12]. PS
added to the diet, even at high doses (30, 300, and 3000 mg/kg/day), was found safe after
a 28-day supplementation in rats [14].

The intestinal microbiota (IM) is increasingly recognized as modulating cancer-related
immune and inflammatory responses [15]. Diet and environment play an important role
in modulating the IM in CRC [16]. Higher numbers of Escherichia coli, Escherichia faecalis,
Fusobacterium nucleatum, and Streptococcus gallolyticus are increased with cancer develop-
ment [17]. The administration of several strains of probiotics (PRO) in multiple combina-
tions, concentrations, and dosages has been beneficial in modulating the IM and preventing
cancer [15].

In recent years, the number of studies addressing the antioxidant properties of PROs
has significantly increased. The most used strains are Lactobacillus (L) and Bifidobacterium (B),
which release antioxidant enzymes (SOD and CAT) and metabolites (butyrate, GSH, and
folate), with immune system stimulation. In addition, those strains are shown to improve
postprandial lipids involved in oxidative cell injury, with a metal chelating action, increased
Nrf2 expression, and OS5-reducing exopolysaccharides release [18]. The probiotic B. aninalis
subsp lactis BB-12 is the most studied Bifidobacterium strain. It has excellent tolerance to
gastric acidity and bile, optimal intestinal mucosa adherence, and pathogen inhibitory
actions, and favors immunological responses [19]. L. acidophilis shows greater stability
than B. bifidum in the intestinal microflora of mice in the long-term (5 months) [20]. PRO
with lactobacillus and bifidobacterium has a long history of safety [21]. However, not all FROs
protect against CRC development. The beneficial impact of PRO supplementation depends
on the strain, dosage, intervention time, host physiology, and association with other dietary
supplements [22]. A better understanding of IM dysbiosis effects on CRC pathophysiology
is of utmost need [23], and its diet modulation may be a promising approach to preventing
CRC [24].

Rodent carcinogenesis models are fast, reproducible, and exhibit an adenoma-to-
carcinoma progression similar to that found in humans [25]. 1,2-dimethylhydrazine (1,2-
DMH) is the eldest and most used carcinogen to induce tumors in rats [26]. Although the
1,2-DMH-induced carcinogenesis model does not represent the complexity of the human
disease, it can be a valuable tool to study CRC and test novel chemopreventive anti-cancer
agents [27]. Comparative histopathology revealed many similarities between intestinal
cancer in rodents and humans, and comparative molecular pathology also showed genetic
similarities [28].

The ideal and precise composition of the IM to promote antitumor effects and immune
responses is not yet known [29]. The gut ecosystem in patients at higher risk of CRC may
benefit from probiotic supplementation considering optimal concentrations, the duration
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of therapy, and the method of supplementation [30]. Although probiotics are attractive
agents for the prevention of CRC, their effectiveness has not yet been fully established, and
more studies need to be carried out [31].

Our study aims to evaluate the isolated or combined effect of PS and PRO supple-
mentation on the CRC tumorigenesis markers, OS5 reduction, and histopathological scores
after 1,2 -DMH-induced CRC. The potential protective effect of PRO and PS in preventing
precursor lesions for CRC would be particularly beneficial for high-risk patients.

2. Materials and Methods
2.1, Animals

The sample consisted of 60 male Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) from the Chris-
tus University Center (UNICHRISTHUS) vivarium, weighing 80 + 10 g. The study protocol
was approved by the Ethics and Animal Research Committee (n”® 031/ 2018). The rats were
kept in polypropylene cages in a temperature-controlled environment (22 = 1 °C) with a
12-h light/dark cycle, free access to drinking water, and a standard chow diet. Animals
that showed any signs of illness or died were excluded from the study and replaced.

2.2, PRO and PS Preparation

A PRO complex capsule (GNC, EUA) contains 50 billion (50 = 10”) colony-forming
units (CFU) with the following bacteria: Lactobacillus acidophilus (CUL 60), Lactobacillus
acidophilus (CUL 21), Bifidobacterium bifidum (CUL 20), and Bifidobacterium animalis subsp.
Lactis (CUL 34). The PRO capsule was diluted in drinking water to reach a solution with a
concentration of 5 ¥ 10° CFU/mL. An adult rat ingests approximately 20 mL (1 x 107 CFU)
of water daily. The solution was offered ad libitum and changed three times a week.

Eight capsules with 150 mg of PS (Mental Refreshment, EUA) were mixed with 4 kg
of the standard chow diet (Nuvilab CR-1, Quintia, BRA) to produce a diet with 300 ppm of
PS5 or 3 mg of PS,/10 g of diet. The PS molecular weight was 256.3 g/mol and the PS diet
concentration was 1.17 mmol /kg. A rat weighing 200 g consumes on average 10 to 20 g of
the diet with 3 to 6 mg of PS/day or 15 to 30 mg of P5/Kg/day. Tests were performed to
verify the presence of FS in the rats’ diet and liver (Supplementary Materials).

2.3. Experimental Design

The rats were randomly divided into five groups of 12 animals (control group or Sham,
cancer group or 1,2-DMH, 1,2-DMH + PS, 1,2-DMH + PRO, and 1,2-DMH + PS + PRO).
The rats in the experimental group received a weekly subcutaneous injection of 1,2-DMH
(D161802; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a dose of 20 mg/ kg body weight for
15 weeks [32]. The carcinogen was dissolved in 0.9% NaCl (pH 6.5) and the control group
received the equivalent dose of 0.9% NaCl without adding the carcinogen.

After dividing the groups, solutions with PRO (in the water) and /or PS5 (in the diet)
were administered ad libitum from the first day of the research until euthanasia during the
25th week (Figure 1).

Time
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Figure 1. Experiment design.
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2.4. Surgical Procedure and Sample Preparation

At the end of 25 weeks, the animals were anesthetized with 10% ketamine hydrochlo-
ride (80 mg/kg/weight) and 2% xylazine hydrochloride (10 mg/ kg/weight). The animals
were positioned in dorsal decubitus on a wooden board and immobilized by fixing their
limbs. Then, a laparotomy and proctocolectomy were performed. Subsequently, the surviv-
ing animals were sacrificed by hypovolemic shock after a section of the abdominal aorta
was cut. Confirmation of death occurred by verifying the absence of respiratory movements
(apnea), heartbeat (asystole), and pulse.

The proctocolectomy product was opened longitudinally at the antimesenteric border
for intestinal lavage and extended with the exposed mucosa. After macroscopic evaluation
and division of the colon into three equal segments, the specimens were randomly stored in
a 10% buffered formalin solution (n = 30) and in a freezer at —80 "C (1 = 30). The samples
separated for histology and immunohistochemistry were embedded in paraffin using a
conventional method and stained with hematoxylin and eosin (H&E). Then, the paraffin
blocks were used to make new slides that were stained with methylene blue (MB) at a
concentration of 0.1% [33]. In the frozen samples, the distal segments of the colon were
used to measure oxidative stress.

2.5, Analyzed Variables
2.5.1. Microscopy

The colonic mucosa was evaluated with an optical microscope with 20 and 40:x
objective magnification. To evaluate the H&E-stained slides, a blind evaluator used the
inflammatory score of MacPherson and Pfeiffer [34]: zero (0) for normal histological
findings; one (1) for villus shortening, loss of crypt architecture, sparse infiltration of
inflammatory cells, vacuolization, and edema (<25%); two (2) for villus shortening, crypt
necrosis, extensive inflammatory cell infiltration, vacuolization, and edema (25% to 50%);
and three (3) for villus shortening, crypt necrosis, intense inflammatory cell infiltration,
vacuolization, and edema (>50%).

To evaluate the slides stained with MB, 10 fields per bowel segment (distal, middle,
and proximal) were photographed randomly at 400 magnification. The crypts were
analyzed in cross-sections, and the factors analyzed were the number of aberrant crypt foc
(ACF) and the location in the colon (distal, middle, and proximal). ACF was considered
when the crypts had at least two criteria: an increased crypt size, a thicker epithelial layer,
more intense staining (due to nuclear increase and mucin depletion) [33], an increased
pericrypt zone, an elliptical shape [35], and a reduction of goblet cells greater than 50% [36].
The ACF were not classified as hyperplastic and dysplastic.

2.5.2. Immunohistochemistry by the Tissue Microarray Technique

Six cylindrical distal colon fragments were collected from each rat from paraffin
blocks. The material was collected with a 2 mm-diameter needle (Quick-Ray UNITMA®F,
Seongnam-si, Republic of Korea) to offer good sampling, ease the construction of the
recipient block, and avoid damage to the donor block. Then, the material was included in
three paraffin blocks with 70 wells. In the same blocks, tissues were included to serve as
a positive control for immunohistochemical reactions. Sequential 3 pm-thick sections of
the tissue microarray block were deposited on silanized glass slides for conventional H&E
staining and immunochistochemistry reactions.

Immunchistochemistry for iNOS, NF-kB, IL1-p, TNF-a, Ki67, P53, p-catenin, and
Wni3a proteins was performed using the streptavidin-biotin—-peroxidase method [37]. In
this technique, the slides were deparaffinized, hydrated in xylene and alcohol, and im-
mersed in a retrieval solution of acid or basic pH. Then, antigenic retrieval took place for
30 min at 95 °C in an automated medium (PT-LINK). After cooling, washings were per-
formed with Dako wash buffer solution, interspersed with blocking endogenous peroxidase
with 3% H:O» solution (20 min). The sections were incubated for 1 h with primary goat
anti-KI&7 antibody ab15580 {Abcam, Boston, MA, USA, 1:200), Anti-beta-catenin ab32572
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(Abcam, 1:200), Wnt3a PAS37320 (Invitrogen, 1:500), P53 15616 (Flex, Dako), Anti-NFKB
p65 abl6502 (Abcam, 1:200), Anti-iINOS ab283655 (Abcam, 1:200), Anti-IL1-p ab283818
(Abcam, 1:100), and TNF-a ab307164 (Abcam, 1:100) diluted in antibody diluent. After
washing in wash buffer solution, incubation was performed with HRP polymer (DAKO)
for 30 min. The sections were washed again with a wash buffer, followed by staining with
chromogen 3,3'diaminobenzidine-peroxide (DAB) [38] and counterstaining with Mayer's
hematoxylin. Finally, the samples were dehydrated, and slides mounted. Negative controls
were processed simultaneously and incubated with serum diluent only.

The images were captured using a light microscope coupled to a camera with a LAZ
3.5 acquisition system (Leica DM1000, Wetzlar, Germany). Ten fields were photographed
per histological section (40 objective), trying to select the areas with the highest marking
in each animal (hot areas). For counting positive cells marked by each field, the adobe
photoshop 8.0 program was used to obtain the total tissue area and the immunostained area.
Positive cells were considered with brown staining within the cytoplasm for iNOS, NF-kB,
IL1-B, TNF-at, and Wnt3a and within the nucleus for Ki67 and both for P53 and -catenin.
The most evident labeling of the protein was considered, avoiding the background. Then,
to measure the percentage (%) of the marked area, the following calculation was performed:
marked area (%) = immunomarked area (pixels) »x 100/total area (pixels) [39].

2.5.3. Oxidative Stress Markers

Samples from the distal segment of the large intestine were thawed and homogenized
in cold EDTA (0.02 M) or KCL (0.15 M) to prepare a 10% homogenized suspension and
estimate glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) levels. Tissue GSH levels were
estimated by the Sedlak method [40], with minor modifications. Approximately 100 uL
aliquots of tissue homogenate were mixed with 80 pL of distilled water and 20 pL of
trichloroacetic acid (50%, w/v) and centrifuged at 4500 rpm for 15 min. The supernatant
(100 uL) was mixed with 200 uL of TRIS buffer (0.4 M, Ph 8.9) and 10 uL of 5,5'-dithiobis
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB, Sigma-Aldrich, USA). The absorbance of GSH was read at
412 nm using a control reagent (without the homogenate). The concentration was expressed
inmg/g of tissue.

To determine the level of MDA in the tissues, the 2-thiobarbituric acid assay was used,
which assays the level of lipid peroxidation (LP) in biological samples [41]. Aliquots of
125 pL of tissue homogenized were mixed with 750 uL of 1% H;PO; and 250 pL of 0.6%
2-thiobarbituric acid and incubated for 1 h in a bath at 100 °C. Then, the solution was
cooled on ice for 20 min, and 1 mL of n-butanol was added. The mixture was centrifuged
(2000 rpm, 15 min at 4 °C), and 100 pL of supernatant was added to 96-well plates to read
the absorbance at 535 nm, using a control reagent (without the homogenate). The MDA
concentration was expressed in nmol/mg tissue.

2.6. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software, version 6.0. To
assess normality, the Shapiro-Wilk test was used. Parametric data were evaluated by the
one-way ANOVA test of variance followed by Tukey's multiple comparisons test, and
non-parametric data were analyzed by the Kruskal-Wallis test followed by Dunns’ multiple
comparisons test. The significance level adopted was 0.05 (o = 5%), and descriptive levels
(p) lower than this value were considered significant. All quantitative results were ex-
pressed as mean + standard error of the mean (SEM), except for histopathological score data
and the number of ACF that were presented as median, minimum, and maximum values.

3. Results

Figure 2 shows the representative images of colon sections stained with H&E and
MB. In the Sham group, normal crypts were observed, showing preserved goblet cells and
enterocytes and the absence of inflammatory infiltrate and edema in the mucosa, submu-
cosa, and muscle layer. In the 1,2-DMH group, a marked loss of tissue architecture and a
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reduction in goblet cells were seen. In addition, increased infiliration of inflammatory cells,
pericrypt zone enlargement, and highly stained crypts were observed. The 1,2-DMH + PS5
group did not show significant improvements in histopathological scores. The PRO (1,2-
DMH + PRO and 1,2-DMH + PS + PRO) groups showed more preserved goblet cells and
reduced inflammatory processes. However, ACF were also observed in the PRO groups

(Figure 21,]).

1,2-DMH 1, Z2-D0AH +PS

Figure 2. Histopathology of the experimental groups. Photos 2 (A-E) and 2 (K-0) were under
20x objective magnification (scale bar 100 um) and the longitudinal section. Photos 2 (F=]) and
2 (P=T) were under 40x objective magnification (scale bar 50 um) and the cross-section. Black
arrow-—the presence of an aggregate of ACF with more intense staining due to nuclear enlargement
and mucin depletion.

Table 1 shows the average of ACF identified by field in the three segments of the large
intestine. In the large intestine middle and distal segments, the 1,2-DMH group showed a
higher mean ACF per field compared to the Sham group. In the distal colon segment, a
reduction in the number of ACF per field was found in the 1,2-DMH + PRO group, while in
the medial colon segment, the reduction of ACF per field was seen in the groups 1,2-DMH
+ PRO and 1,2-DMH + PS + FRO. The 1,2-DMH + PS5 group was not able to reduce the
number of ACF per field, in any colonic segment, compared to the 1,2-DMH group. The
substances used were not able to reduce the number of ACF per field in the proximal
segment of the colon. The highest number of ACF per field was observed in the distal large
intestine segment.

Table 1. Number of ACF per field in the three colonic segments. The values are expressed as the
median, minimum, and maximum, where # p < 0.05 vs. Sham and * p < 0.05 vs. group 1,2-DMH. The
data were analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn’s post-test.

Intestinal z
Sepments Experimental Groups
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)
Medium 0.0(0-1) L9 (14-3.0p # 1.0{0-2.8) 0126 (0-14) * 0.25(D-1)*
Distal 1.1(0.3-2) 43(3-6)# 2.25(1-5) 2.0(05-333)* 3.0 (1-5)

The 1,2-DMH group had a higher inflammatory score than the control group. In the
middle and distal segments of the colon, the reduction in the inflammatory score was
evident in the 1,2-DMH + PRO and 1,2-DMH + PS + PRO groups. The reduction in the
inflammatory score was more intense in the distal segment of the colon. The 1,2-DMH + PS
group was not able to reduce the inflammatory score, in any colonic segment, in relation to
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the 1,2-DMH group. The tested compounds were not able to reduce inflammatory scores in
the proximal segment of the colon (Table 2).

Table 2. Histopathological score of inflammation in the three colonic segments. The scores are
expressed as the median, minimum, and maximum values, where # p < 0.05 vs. Sham and * p < (.05,
** p < 0.01 vs. 1,2-DMH group. The data were analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by the
Dunn’s post-test.

Intestinal ]
Segments Experimental Groups
Sham 12-DMH 1,2-DMH+PS  12-DMH +PRO  12-DMH + PS + PRO
Proximal 10-1) 301-3)# 2(1-3) 2(13) 2(12)
Medium 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) **

MDA levels were higher in the 1,2-DMH group compared to the Sham group. 1,2-
DMH + PRO and 1,2-DMH + PS5 + PRO supplementation significantly reduced MDA levels
in the distal large intestine. In addition, GSH levels were significantly reduced in the
1,2-DMH group, an effect that was improved by either compounded 1,2-DMH + PS + PRO
supplementation (Figure 3).

A B
8000+ 1000-
6000 & o r
=]
g : D 600- -
£ 4000 T % #
400+
= 7]
& 2000- ®
200+
U' -
SHAM PS PRO PS+PRO SHAM PS PRO PS+PRO
1,2-DMH 1,2-DMH

Figure 3. Analysis of oxidative damage by measuring MDA and GSH levels in the distal colon
segment. (A) MDA and GSH (B) levels in the distal colon segment. The values are presented as the
mean £ SEM. # p < 0.05 vs. Sham and * p < 0.05 vs. 1,2-DMH group. For statistical analysis, the
one-way ANOVA test was used followed by Tukey's post-test.

The immunostaining of iNOS, NF-kB, TNF-o, and IL1p proteins is present in all groups
of the experiment (Figure 4A). A statistically significant difference was found between the
1,2-DMH group and the Sham group regarding the expression of iNOS, NF-kB, TNF-x, and
IL1J proteins. TNF-a and IL-1p immunolabeling in the treatment groups was not different
from the Sham. The immunocexpression of iNOS and NF-kB proteins was reduced in the
1,2-DMH + PRO and 1,2-DMH + PS + PRO groups compared to the 1,2-DMH group. The
1,2-DMH + PS group was not able to significantly alter the expression of iNOS, and NF-kB
proteins in relation to the 1,2-DMH group (Figure 4B,C). The immunoexpression of TNF-a
and IL1j proteins was reduced in the 1,2-DMH + PS5, 1,2-DMH + PRO. and 1,2-DMH + PS
+ PRO groups compared to the 1,2-DMH group (Figure 4D,E).
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Figure 4. Immunoexpression of INOS, NF-kB, TNF-w, and IL1j proteins in the distal colon segment.
(A} Representative histology of iNOS, NF-kB, TNF-a, and IL1p immunolabeling in the experimental
groups. The graphs (B-E) represent the mean & SEM of the percentage of the immunopaositive area
for iNOS, NF-kB, TNF-o, and IL1{ in relation to the total area. # p < 0.05 vs. Sham and * p < 0.05,
** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. 1,2-DMH group. (B,D) The data were analyzed using the Kruskal-Wallis
test followed by the Dunn's post-test. (C,E) The data were analyzed by the one-way ANOVA test
followed by Tukey's post-test.

The immunostaining of Ki67, P33, f-catenin, and Wnt-3a proteins is more evident
in the intestinal crypts and present in all groups of the experiment (Figure 5A). There
is a statistically significant difference between the 1,2-DMH group and the Sham group
regarding the expression of Ki67, P33, p-catenin, and Wnt-3a proteins. The immunoexpres-
sion of Ki67 and P53 proteins was reduced in the 1,2-DMH + PS, 1,2-DMH + PRO, and
1,2-DMH + PS + PRO groups in relation to the 1,2-DMH group (Figure 5B,C). The immu-
noexpression of -catenin and Wnt-3a proteins was reduced in groups 1,2-DMH + PRO
and 1,2-DMH + PS + PRO in relation to group 1, 2-DMH. The 1,2-DMH + PS group was
not able to significantly alter the expression of f-catenin and Wnt-3a proteins in relation to
the 1,2-DMH group (Figure 5D,E).

@
1300

1004

Figure 5. Immunocexpression of Ki67, F33, f-catenin, and Wnt-3a proteins in the distal colon. (A) Rep-
resentative histology of Ki67, P53, p-catenin, and Wnt-3a protein immunolabeling in the experimental
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groups. The graphs (B-E) represent the mean + SEM of the percentage of the immunopositive area
for Ki6?7, P53, B-catenin, and Wnt-3a in relation to the total area. # p < 0.05 vs. Sham and * p < 0.05,
** g 001, ** p < 0.001 vs. 1,2-DMH group. (B,C) The data were analyzed using the Kruskal-Wallis
test followed by the Dunn's post-test. (D,E) The data were analyzed by the one-way ANOVA test
followed by the Tukey's post-test.

4, Discussion

The concept of cancer prevention is to delay, regress, or eliminate precancerous lesions.
The ACF number can be used as a reliable biomarker of preneoplastic and cancerous lesions
in the large intestine [42]. This information contributes to developing different preventive
strategies for CRC and helps in identifying modulators of colon carcinogenesis [35]. As
expected, our study confirmed a higher number of ACF in the 1,2-DMH-induced CRC
group compared to the Sham rats. The PRO and PS-PRO combination improved the number
of microscopic lesions, including the number of ACE

The histopathological inflammation scoring by MacPherson and Pfeiffer has been
used in experimental research to quantify the intensity of the acute inflammatory process
of the colon [34]. However, we showed an interesting association between the number of
ACF and the intensity of the inflammatory process after 1,2-DMH-induced CRC. Qur data
indicated that both PRO and the PRO and PS combination improved the inflammatory score,
indicating that this score is a valuable tool to assay CRC histopathological remediation.

Furthermore, our data support prolonged inflammation being associated with higher
levels of ROS and CRC severity [43]. G5H is one key antioxidant of the tissue arsenals
for balancing OS. Importantly, reduced levels of GSH in the 1,2-DMH-induced CRC were
found in our study and were closely associated with increased intestinal MDA (a surrogate
marker of 05). Zificzuk et al. observed a reduction in GSH levels and an increase in MDA
levels in the blood of patients with CRC compared to healthy controls [44]. ACF from
CRC patients were compared to healthy tissues, confirming a pro-oxidative crypt milien.
Only PRO and PS5 combined supplementation could improve intestinal GSH and MDA
levels in our cancer-challenged rats. Of note, B. lactis A6 was found to attenuate OS by
lowering MDA levels and increasing GSH levels in colonic tissues. It may also attenuate
the inflammatory response via the downregulation of TNF-w, IL-1f, and IL-6 in colonic
tissues [45]. Intestinal MDA levels have been consistently related to tumor invasion depth
and lymph node metastasis [44].

Our data showed that PS and PRO alone or in combination improved TNF-oc and IL-15
immunolabeling, two critical pro-inflammatory cytokines related to CRC pathogenesis [46],
in the colon tissue compared to the 1,2-DMH-challenged controls, reaching the level of
the sham group. Sustained high levels of TNF-a and IL-1p may precede putative CRC
precursor lesions [47].

Although our findings with PS improved Ki67, p53, IL-1B, and TNF-« intestinal tissue
expression, it did not improve Wn3a and [i-catenin expression. Interestingly, a low dose
of PS (40 ppm) in the diet of rats for 45 weeks lessens colon tumorigenesis with reduced
Wnt/ p-catenin signaling and with cyclin D1 expression inhibition (a well-known Wnt
downstream effector) [48]. This discrepancy may be due to different time periods of PS
supplementation between both studies. Corroborating our data, PS was also found to
reduce the expression of proinflammatory cytokines TNF-x (by 51%) and IL-15 (by 47.7%)
in mucosal scrapings derived from the colon of the Azoxymethane (AOMJ-injected rats [45].

Interestingly, we found some P53-positive cells showing cytoplasmatic labeling, es-
pecially within the colonic crypt cells. Jansson and colleagues have highlighted that P53
cytoplasmatic accumulation could indeed be related to tumorigenesis and that both nuclear
and cytoplasmatic expression of P53 could be associated with poor cancer prognosis [49].
Increased P53 colonic expression is an early genetic event in the process of CRC tumorigene-
sis. P53 mutations have been detected in the colonic mucosal tissue even with a negative or
low-grade dysplasia and later surrounding regions of high-grade dysplasia and carcinoma.
The mutation of a single P53 allele leads to tumoral growth advantage, with tumor cell
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clonal expansion with disrupted cellular DNA repair mechanisms [50]. It is recognized that
such mutations may occur in the absence of any morphological changes [51]. Neoplasia
may arise within different populations of cells in separate areas of the same colon [52].

Cytoplasm and nuclear p-catenin expression is a useful marker for premalignant le-
sions of rat colon carcinogenesis [53,54]. In our study, we found B-catenin immunolabeling
in colonic crypts, even in the ones with no clear ACF alteration. Early cytoplasmic or
nuclear localization of B-catenin may be a meaningful proxy of CRC precursor lesions that
may corroborate with the more laborious genetic analyses [55].

Notably, a diet with added PS (40 ppm) for eight weeks was found to suppress ACF
(57% inhibition) and reduce iNOS expression [56]. In another study, when PS was added to
the diet (50 or 250 ppm) of mice for 6 to 23 weeks, PS reduced the number of ACF which was
more pronounced when the supplementation was given for a longer time, with diminished
iNOS and COX-2 levels and declines of Wnt/ p-catenin signaling, VEGF, and cyclin D1
expression, along with high apoptosis rates in the colon [57]. Previously reported studies
had intestinal carcinogenesis induced with the carcinogen AOM. There are no reports of
experimental studies with the addition of PS in the diet to prevent the development of CRC.

PS5 was recognized to modulate IM with anti-inflammatory effects in an experimental
study with dextran sodium sulfate (DS5)-induced colitis. PS attenuated the severity of
colitis by reducing IL-2 and IL-6 and shifted the IM composition toward a healthier profile,
increasing the concentration of Bifidobacteriim and reducing the concentration of harmful
bacteria in the gut [58].

Our beneficial findings with PS could be mainly linked to pinostilbene, the primary
metabolite of PS in the colon. Pinostilbene may play important roles in the anti-colon
cancer effects elicited by orally administered PS [59]. Pinostilbene bio-availability may
be influenced by the IM through demethylation [60]. PS-deconjugated metabolites are
biologically more active than conjugated ones [61]. The combination of PRO with PS may
favor a composition of microbiota that facilitates the metabolization of pinostilbene, thus
improving its anti-cancer effects that may not be seen with PS alone.

In support of our data, the chemopreventive effects of PRO Dahi (20 g/day) with
two types of Lactobacillus (2 x 10° CFU /g Lactobacillus acidophilus LaVK2 and Lactobacillus
plantarum Lp9) have been highlighted following intestinal carcinogenesis (IC) with four
applications of 1,2-DMH (40 mg/kg body weight) in Wistar rats [62]. In addition, pre-
conditioned rats (for 1 week) with a diet containing 0.2% or 4% lyophilized cultures of
L. acidophilus were later challenged with AOM (5 mg/kg/week) for two weeks to induce
IC and kept on the same diet for 10 weeks and showed a significantly lower number of
ACF compared to non-supplemented controls [63].

Another study has shown that PRO with L. acidophilus (2 = 10% CFU), orally admin-
istered (three times a week), significantly reduced the incidence and multiplicity of ACF
after the induction of CRC with 1,2-DMH [64]. The preventive administration of PRO (07
CCM7766) with L. plantarum to rats that received applications of 1,2-DMH was able to
reduce the inflammatory process in the colon through the negative regulation of proinflam-
matory cytokines (IL-2, IL-6, IL-17, and TNF-,), the elevation of the anti-inflammatory
cytokine IL-10, and the suppression of NF-kB activity in mucosal cells [65]. Furthermore, a
PRO composed of L. casei BL23 improved CRC induced in mice by a single application of
AOM (8 mg/kg) followed by four cycles of DSS (2.5%) in drinking water. PRO had an im-
munomodulatory effect through a reduction of the IL-22 cytokine and an antiproliferative
effect measured through the upregulation of caspases 7 and 9. There were no significant
differences between IFN-y, TNF-a, IL-6, and IL-10. None of the mice in the group that
received L. caser BL23 developed macroscopic tumors, while 67% of the mice in the cancer
group did. Ki-67 immunolabeling was lower in the group that received PRO [66].

It has been documented that B. lactis inhibits the NF-kB pathway and regulatory
genes in intestinal epithelial cells after the induction of IC with AOM and DSS [67]. The
impairment of the intestinal epithelial barrier can be considered one of the first events
that occurs in intestinal inflammation since it facilitates the entry of antigens from the
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intestinal lumen to the mucosa, which can lead to an uncontrolled and exacerbated immune
response [68].

An experimental model of CRC induction with 1,2-DMH (30 mg/kg, twice a week
for three weeks) investigated the effect of a diet supplemented with a combination of
L. casei, B. bifidum {(10% CFU/mL) and sphingomyelin (0.05%) and showed improvements
in the number of ACF in the colon [69]. Another study showed that long-term (24 weeks)
consumption of PRO (B. longum and L. gasseri) resulted in significant inhibition of ACF
formation after the induction of CRC with 1,2-DMH [70].

In addition, PRO with De Simone formulation (L.casei, L. plantarum, L. bulgaricus,
L. acidophilus, B.longum, B. breve, B. infantil, and Streptococcus thermophilus) showed anti-
cancer and anti-inflammatory activity in an experimental induction model of the CRC [71].
PRO enriched in L. delbrueckii UFV-H2b20 or B. animalis var. lacts Bbl2 resulted in a
reduction in the total number of ACF (55.7% and 45.1%, respectively). However, a synergis-
tic effect of Lactobacillus and Bifidobacterium supplementation on ACF inhibition was not
observed [72]. L. acidophilus has been found to have a more important effect than B. bifidim
in the chemoprevention of CRC. The administration of PRO inhibited the incidence of
colonic lesions by about 57% with L. acidophilus and 27% with B. bifidum compared to
the group that had the induction of IC with AOM and did not receive PRO [73]. Future
studies are warranted to better balance the PRO composition of selected bacteria with more
anti-tumoral effects.

Table 3 summarizes the main selected studies with PRO, discussed in this article. All
of the studies are from experimental CRC models. The current literature supports the
benefit of PRO to intestinal health in improving colonic histopathological scores, OS5, and
inflammation biomarkers.

Table 3. Summary of animal model studies of PRO supplementation following CRC induction.

Studies Bacteria Strains Concentration Supplementation Benefits
Time
1 MDA, 150D, GSH,
Wang et al., 2022 [45] B. lactis A6 4 % 10° CFU/day 3 weeks and LIE: II'; :;"ilnﬂ and
colon tissues
o . R e ‘ | NE-kB and
Kim etal,, 2010 [67] B. lactis 5 x 10° CFU/g Fweeks COX-2 expression
Mohania et al,, 2013 [62] L. actiophiius and 2 x 10° CFU/§g 32 weeks | Number of ACF
L. plantarum :
. . diet containing 0.2% or )
Rao et al., 1999 [63] L. acidophilus 4% lyophilized cultures 10 weeks | Number of ACF
Chang et al,, 2012 [64] L. acidophilus 2 x 10° CFU/mL 10 weeks | Number of ACF
1 Pro-inflammatory
cytokines (IL-Z, IL-6,
Stofilovd et al., 2015 [65) L. plantarum 1 10 CFU/mL 28 weeks IL-17, and TMF-c,), NF-
kB, COX-2, and iNOS
proteins; T goblet cell
) . | Ki-67
Jacouton et al., 2017 [66] L. casei BL23 5= 10° CFU/mL 46 days . .
immunolabeling
Marzo et al., 2022 [9] L. casei and B. bifidum 1= 10 CFU/mL 66 days | Number of ACF
11 e s
Foo et al., 2011 [70] L. gasseri and B. longum 1x 10 CFU/g and 24 weeks | Number of ACF

5= 10°CFU/g
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Table 3. Cont.
Studies Bacteria Strains Concentration Supplementation Benefits
Time
L.casei, L. phnt{!rum: L. | Adenoma and
. bulgaricus, L. acidophilus, - ) .
Bassaganya-Riera et al., 1.2 billion bacteria per adenocarcinoma
- - Blongum, B. breve, 68 days .
2012 [71] .~ . mouse/ day formation; T mRNA
B. in-fomHl, and ' pxpression of TNF-a
Streptococcus thermophilus exp
| Mumber of ACF
Liboredo et al., 2013 [72] L. delbrueckii or B. lactis 3 % 108 CFU/mL 14 weeks (55.7% vs. 45.1%,
respectively).
1 Incidence of colonic
A : w,
Agah etal., 2019 [73] L. actdophilus or 1% 10° CFU/g 5 months lesions (57% vs. 27%,

B. bifidum respectively), CEA,

and CA19-9

1. increased; |, decreased

The limitations of this study are that we could not dissect in more depth the OS
metabolism (including SOD and catalase tissue levels) and the downstream Wnt signaling
and other regulatory cell proliferation pathways. In the future, it would be interesting to
evaluate IM modulation by PS and/or PRO.

Figure £ summarizes our findings following the 1,2-DMH-challenge in the rats’ colons
and the protective effects of PS and/or PRO supplementation.

1
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Figure 6. The outcome of PRO and /or PS supplementation in an experimental model of CRC devel-
opment with 1,2-DMH. 1,2-DMH increased histopathological scores, 05 (elevated MDA and reduced
G5H), and selected inflammatory and tumorigenesis markers (Kib7, f-catenin, Wnit3a, p53, NF-kB,
iNOS, [L1-p, and TNF- &). 1,2-DMH + PRO and 1,2-DMH + PS + PRO reduced histopathological
scores, and selected inflammatory and tumorigenesis markers (Kio7, p-catenin, Wnt3a, p53, NF-kB,
iNOS, IL1-p, and TNF- o) and improved 05 (MDA). 1,2-DMH + P'S + PRO also increased intestinal
GSH levels. 1,2-DMH + PS reduced p53, Ki6?, IL1-p and TNF-« tissue expression, but without
improving OS and histopathological scores. 1, increased; |, decreased.

Progression from this precursor lesion to CRC is a multistep process, accompanied
by alterations in several suppressor genes that result in abnormalities of cell regulation,
and it has a natural history of 10-15 years. The 10-15-year time frame of this process
provides an opportunity for both primary and secondary prevention [74]. An advantage of
chemoprevention over the current secondary prevention strategy of routine colonoscopy is
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the potential to intervene early in the carcinogenic sequence to reduce CRC risk, allowing
for less frequent surveillance exams and a reduction in the number of invasive cancers.

5. Conclusions

New combination therapies are desirable for CRC prevention and adjuvant treatment.
This was the first study to evaluate both PS5 and PRO supplementation in the chemo-
prevention of precursor lesions for CRC. Further studies should be performed to clarify
which PRO-selected microorganism composition and concentration are more synergistic to
improve PS biological effects and CRC chemoprevention.

Altogether our findings suggest that PRO alone and PRO combined with PS were the
best intervention strategies to improve experimental 1,2-DMH-induced CRC regarding sev-
eral parameters of carcinogenesis. Our findings highlight the importance of preventive mea-
sures to control intestinal microbiota and minimize CRC incidence in high-risk populations.

We acknowledge, due to the relatively low number of results obtained and experiments
performed, we could not dissect in-depth the fine downstream inflammatory and early
tumorigenesis crosstalk pathways (including the canonical Wnt signaling) that could shed
light to find novel and promising pharmacological targets to halt CRC precursors lesion
progression. Such results may guide future clinical trials in large populations worldwide to
prevent/slow the occurrence of CRC.
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ABSTRACT

Purpase: To analyze the potential of tumor necrosis factor-a (TMF-) and factor nuclear kappa B (MF«EB) as colorectal cancer
(CRC) biomarkers in an experimental model of intestinal carcinogenesis with 1,2-dimethyhydrazine (1,2-DMH). Methods: Twenty-
four male Wistar rats were divided into two groups: sham and 1,2-DMH, First, 1,2-DMH (20 mg/kg/week) was administered for 15
consecutive weeks. In the 25th week, proctocolectomy was conducted. Histopathological anakysis, immunohistochemistry, and
gene expression of TMF-a and NF-xB were performed. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism. The location of
aberrant crypt foci (ACF) was analyzed by Kruskal-Wallis' test. For analyses with two groups with parametric data, the f-test was
used; for non-parametric data, the Mann-Whitney's test was used. P = 0.05 was considered significant. Results: The number of
ACF and macroscopic lesions was significantly higher (p < 0.5) in the 1,2-DMH group compared to the sham group, and most ACF
were concentrated in the distal segment of the colon. There was a statistically significant increase (p < (.5) in protein and gena
expression of TMF-a and NF«E in the 1,2-DMH group compared to the sham group. Coanclusion: Our results provide supportive
evidence that TNF-a and NF-xB pathways are strongly invobved in CRC development in rats and might be used as early biomarkers
of CRC pathogenesis in experimental studies.

Key words: Aberrant Crypt Foci, Carcinogenesis, Colorectal Meoplasms. Tumor Mecrosis Factor-Alpha. MF-Kappa B.

= Introduction

In general, the incidence and mortality from cancer are growing rapidly worldwide'. Malignant neoplasms will be the major
cause of morbidity and mortality, surpassing cardiovascular diseases®. In men, colorectal cancer (CRC) represents the third
neoplasm with the highest incidence (behind lung and prostate cancer) and the fourth neoplasm with the highest mortality
(behind lung, liver, and stomach cancer). In women, CRC represents the second neoplasm with the highest incidence (behind
breast neoplasm} and the third neoplasm with the highest mortality (behind breast and lung)®.

The use of animal models has the potential to increase our understanding of carcinogenesis, tumor biology, and the
impact of specific molecular events on colon biology®. Rodent models are rapid, reproducible, and exhibit an adenoma-
carcinoma sequence like that found in humans®. 1,2-dimethyhydrazine (1,2-DMH) is a widely used agent for developing
CRC in rodents. Although DMH-induced CRC in rats does not represent the complexity of the human disease and does
not replace studies with patient material, it is a valuable tool for studying the molecular events of CRC".
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Aberrant crypt foci (ACF) are widely accepted as precursors of CRC morphologically, histologically, biologically, and
genetically. Identification of ACF both in carcinogen-treated rodents and in human colon makes the study of CRC at
precancerous stages possible. They harbor gene mutations that are vital to tumor formation and progression. By studying
these lesions, it may be possible to learn more about the causes of colon carcinogenesis’. The prevalence and mean number
of ACFs significantly increased with the stage of the adenoma-carcinoma sequence. ACFs may be useful as a reliable

surrogate biomarker for colorectal carcinogenesis®.

Increased inflammatory stress stimulates adenomatous cell growth® and suggests a strong association between intestinal
inflammation and CRC'. Research on tumor necrosis factors alpha (TNF-a) and factor nuclear kappa B (NF-xB) have been
tightly intertwined. Cytokines belonging to the TNF-a family induce rapid transcription of genes regulating inflammation,
cell survival, proliferation, and differentiation, primarily through activation of the NF-kB pathway!'. NF-kB is increasingly

recognized as a crucial player in many steps of cancer initiation and progression',

TNF-o and NF-kB seem to be interesting markers of intestinal carcinogenesis. However, we did not find scientific
works dedicated to showing this association. Consolidation of markers related to CRC development strengthens the CRC
induction model with 1,2-DMH. Thus, this study aimed to analyze the potential of TNF-o and NF-kB as a CRC biomarker
in an experimental model of intestinal carcinogenesis with 1,2-DMH.

= Methods

The sample consisted of 24 male Wistar rats from the Centro Universitirio Christus vivarium, weighing 80 + 10 g.
The study protocol was approved by the Ethics and Animal Research Committee (no. 031/2018). The rats were kept in
polypropylene cages in a temperature-controlled environment {22 + 1°C) with a 12-h light/dark cycle, free access to drinking
water, and a standard chow diet.

Experimental design

The rats were randomly divided into two groups of 12 animals each (sham and 1,2-DMH). The rats in the experimental
group received a weekly subcutaneous injection of 1,2-DMH (D161802; Ph 6,5; Sigma-Aldrich) at the dose of 20 mg/kg
body weight for 15 weeks!. The carcinogen was dissolved in 0.9% NaCl, and the control group received the equivalent dose
of 0.9% NaCl without adding the carcinogen.

Surgical procedure and sample preparation

At the end of 25 weeks, the animals were anesthetized with 10% ketamine hydrochloride (80 mg/kg/weight) and 2%
xylazine hydrochloride (10 mg/kg/weight). The animals were positioned in dorsal decubitus on a wooden board. Then, a
laparotomy and proctocolectomy were performed. Subsequently, the surviving animals were sacrificed by hypovolemic
shock after a section of the abdominal aorta.

The proctocolectomy product was opened longitudinally at the antimesenteric border for intestinal lavage and extended
with the exposed mucosa. After dividing the colon into three equal segments, the specimens were randomly stored in a 10%
buffered formalin solution (n = 12) and a freezer at -80°C (n = 12) without RNA/DNA preservation solution. Samples separated
for histology and immunchistochemistry were embedded in paraffin using a conventional method and stained with hematoxylin
and eosin (H&E). Then, the paraffin blocks were used to make new slides that were stained with methylene blue (MB) at a
concentration of 0,1%". In the frozen samples, the colon’s distal segments were used for polymerase chain reaction (PCR).

Macroscopy

The presence of macroscopic lesions (ML) was identified and recorded. ML were counted per rat immediately after

euthanasia, and the results are shown as an average absolute number per group.
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Microscopy

The colonic mucosa was evaluated with an optical microscope with 20X and 40X objective magnification. To evaluate
the slides stained with MB, 10 fields per bowel segment (distal, middle, and proximal) were photographed randomly at
400x magnification. The crypts were analyzed in cross-section, and the analyzed factors were the number of ACF and the
location in the colon (distal, middle, and proximal). ACF was considered when the crypts had at least two of the criteria:
increased crypt size, thicker epithelial layer, more intense staining (due to nuclear increase and mucin depletion), increased
pericrypt zone, and elliptical shape'*'*.

Immunohistochemistry

Distal colon fragments were collected from each rat from paraffin blocks. Colon and positive control {colon carcinoma)
tissue were deposited on silanized glass slides for conventional H&E staining and immunohistochemistry reactions.
Immunohistochemistry for TNF-o and NF-xB proteins was performed using the streptavidin-biotin-peroxidase method".
In this technique, the slides were deparaffinized, hydrated in xylene and alcohol, and immersed in a retrieval solution of acid
or basic pH. Then, antigenic retrieval took place for 30 minutes at 95°C in an automated medium (PT-LINK). After cooling,
washings were performed with Dako wash buffer solution, interspersed with blocking endogenous peroxidase with 3%
HIO3 solution (20 min).

Sections were incubated for 1 hour with primary goat Anti-NF-xB p65 (1:200, code ab16502, Abcam, Cambridge, MA,
United States of America) and TNF-a (1:100, code ab1793, Abcam, Cambridge, United Kingdom) diluted in antibody diluent.
After washing the sections in wash buffer solution, incubation was performed with HRP polymer (Dako) for 30 minutes.
The sections were washed again with a wash buffer, followed by staining with the chromogen 3,3diaminobenzidine-
peroxide (DAB) and counterstaining with Mayer’s hematoxylin. Finally, samples were dehydrated, and slides mounted.

Negative controls were processed simultaneously and incubated with serum diluent only.

The images were captured using a light microscope coupled to a camera with a LAZ 3.5 acquisition system (Leica
DM1000, Germany). Ten fields were photographed per histological section (40x objective), trying to select the areas with
the highest marking in each animal (hot areas). For counting positive cells marked by each field, the Adobe Photoshop 8.0
program was used to obtain the total tissue area and immunostained area. Positive cells stained with brown cytoplasmic
staining were considered. Then, to measure the percentage (%) of the marked area, Eq. 1'7 was performed:

Marked area (%) = immunomarker area (pixels) x 100 / total area (pixels) (1)

Quantitative real-time polymerase chain reaction

The gene expression of TNF-a and NF-xB was analyzed in distal colon tissue stored at -80°C. Total RNA was extracted
by an RNA isolation system (Promega) according to the manufacturer’s protocol. The RNA was quantified by a NanoDrop
spectrometer (Promega Corporation, Madison, W, United States of America), and RNA quality was determined by examining
the 260/280 ratio. A total of 1 pg RNA was then reverse transcribed using a high-capacity cDNA reverse transcription
kit {Applied Biosystems; Warrington, United Kingdom) according to the manufacturer’s protocol. gPCR was performed
using SYBR Green PCR Master Mix (A25742; Applied Biosystems; Warrington, United Kingdom), as described in the
manufacturer’s instructions.

To compare gene expression under different conditions, the expression under each condition (normalized to glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase—GAPDH, the endogenous control) was quantified relative to the control condition. TNF-a
and NF-kB qPCR amplification was performed in a CFX Connect system (Bio-Rad Laboratories, StepOne Real time PCR
System, 4376357, United States of America) under the following conditions: 50°C for 2 min and 95°C for 10 min followed
by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 60 5. The relative expression levels of the genes were calculated using the threshold
cycle (2-AACT) method". Table 1 shows the sequence of the primers used.

Acta Cir Bras. V38 . e3B3623 . 2023 3



140

The role of TNF-a and NFEB in an experimental model of intestinal carcinogenesis with 1,2-dimethyhydrazine

Table 1 - GAPDH, NF-kfi and TNF-a primer sequences.

Primer Forwards primer Reverse primer

GAPDH 5 TGCTGGTGCTGAGTATGTCGY S TTGAGAGCAATGCCAGCCY
MNFK-B 5'CAGAGCTGGCAGAGAGACTGS 5 TACGAAGGAGACTGCCACTGY
TNF-a 5 GAGGTCAACCTGCCCAAGTAS 5 GTCGCTTCACAGAGCAATGAY

Source: Elaborated by the authors. GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; NF-kfi: factor nuclear kappa B; TNF-o: tumor necrosis factor-o.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, United
States of America). The data normality was analyzed using the Shapiro-Wilk's test. The results of the location of ACFs were
analyzed by Kruskal-Wallis' test, followed by Dunn’s test (multiple comparisons). For analyses with two groups with parametric
data, the t-test was used; for non-parametric data, the Mann-Whitney's test was used. P < (.05 was considered significant.

» Results

Figure 1 shows the representative images of colon sections stained with H&E and MB from the control group (Figs. 1a-1d)
and 1,2-DMH group (Figs. le-1h).

Hematoxylin and eosin (H&E) Methylene blue (MB)
-5 HEY -

Source: Elaborated by the authors.

Figure 1 - Histopathology of the colon. {a and ¢} Longitudinal section with normal crypts showing preserved goblet
cells and enterocytes, absence of inflammatory infiltrate, and edema in the mucosa, submucosa, and muscle layer
{20x objective magnification; scale bar 100 pm). (b and d) Cross section with crypts without morphological changes
{40x objective magnification; scale bar 50 um). (e and g} Longitudinal section with aberrant crypts with inflammatory cell
infiltrate (black arrow), loss of goblet cells, shortened and aberrant crypts (20x objective magnification; scale bar 100 pm).
(fand h) Cross-section showing the presence of multiple aberrant crypts (red arrow), increased pericrypt zone, presence
of inflammatory cells, reduced goblet cells, and mucin depletion (40x objective magnification; 50 pm scale bar).

In Fig. 2a, the number of ACF was significantly higher (p < 0.01) in the 1,2-DMH group compared to the sham group.
Maost lesions are in the distal colon, with the difference being more significant (p < 0.01) between the proximal and distal
parts of the colon (Fig. 2b).
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Figure 2 - Number of ACFs in the colon and location of ACFs in the 1,2-DMH group. (a) Data were analyzed by t-test with
Mann-Whitney's test, where **p<0.01 vs. Sham group. (b) Data were analyzed by Kruskal-Wallis’ test, followed by Dunn's
test, where *p < 0.05, **p < 0.01 vs. other groups.

The 1,2-DMH group showed a significant increase in the number of ML compared to the sham group (p<0.05) (Fig. 3a).
Figures 3b and 3c show examples of ML with distinct characteristics accounted for in the macroscopic evaluation.

Mumber of tumors &
B S = = o
= v

E™

SHAM 1,2-DMH
Source: Elaborated by the authors. ML: macroscopic lesions.

Figure 3 - Number and appearance of ML in the colon. (a) Graphic representation of the number of ML in the resected

specimen. Data were analyzed by t-test with Mann-Whitney's test, where #p < 0.05 vs. sham. (b) ML with a polypoid
appearance. (c) ML with an ulcerated appearance.

There was a statistically significant increase (p < 0.5) in protein expression of TNF-a and NF-kB in the 1,2-DMH group
compared to the sham group (Fig. 4).

SHAM 1,2-DMH
. w 5 F A f i 7

Source: Elaborated by the anthors, TMF-w: tumor necrosis factor-; NF-KJ: factor nuclear kappa B; MB: methylene blue; *p < 0,05, **p < 0.01 vs. sham group.
Figure 4 - Expression of TNF-aand NF-KP proteins in the distal colon of Wistar rats. The photos are with 40 objective magnification
{50 pm scale bar), cross section, and the staining used in the tissue was MB. Data were analyzed by t-test with Mann-Whitneys test.
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There was a statistically significant increase (p < 0.5) in gene expression of TNF-a and NF-kB in the 1,2-DMH group
compared to the sham group (Fig. 5).
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Source: Elaborated by the authors. TWF-a: tumor necrosis factor-e; NF-Kf: factor nuclear kappa B; *p < 0.05, **p < (.01 vs. sham group.

Figure 5 - Expression of TNF-u and NF-Kf} genes in the distal colon of Wistar rats. Data were analyzed by -test with
Mann-Whitney's test.

= Discussion

The Wistar rat can be used in the study of colorectal carcinogenesis, but it requires more prolonged exposure to the
carcinogen'®. Transgenic mice or rats are also widely used to study colon tumorigenesis. Transgenic mice with adenomatous
polyposis coli {APC) mutation develop CRC more quickly. However, tumors developed in these models are mostly located
in the small intestine instead of the colon™. Nowadays, the DMH model represents a useful research tool for the study of
colonic carcinogenesis. The carcinogenic effect may be obtained after a single injection or via a series of weekly injections.
The tumor incidence can be modulated by the amount of carcinogen administered and the number of applications®.

Bird was the first to identify and describe ACF in the colorectal mucosa of rodents exposed to the action of carcinogenic
substances, in addition to recognizing them as an early lesion and precursor of CRCY. Subsequently, ACF was recognized
and identified in humans® and has since shown its potential as a reliable biological biomarker of preneoplastic and cancerous
lesions in the large intestine™. Sakai et al® performed high magnification chromoscopic colonoscopy to identify ACF in
#61 subjects undergoing a diagnostic endoscopy. The study compared the number of ACF in three subject groups (normal
subjects, adenoma cases, and CRC cases). The mean number of ACF was 3.6, 6.2, and 10.1, in normal subjects, adenoma
cases, and CRC cases, respectively. As expected, our study confirmed a higher number of ACFs and ML in the 1,2-DMH-
induced CRC group compared to the sham rats.

Braga et al.* experimentally induced intestinal carcinogenesis. and after 16 weeks the ACF were quantified. The number
of ACF was higher in the distal colon (43.17 + 16.46) compared to the proximal colon (2.33 + 3.83) and middle colon
(23.83 + 18.00). The incidence of ACF is higher in the distal segment of the colon®*. Our data indicated that the highest
number of ACF was in the distal segment of the colon.

TNF-u levels are one of the most used parameters to characterize experimental models of colitis-associated CRC.
The combination of 1,2-DMH (30 mg/kg) with dextran sulfate sodium (seven days) has been used for the induction of
CRC in rats, and an increase in TNF-a levels was highlighted in the cancer group®. Elevated serum levels of TNF-a show
a marked relationship with the increased risk of colorectal adenomas in men®, and suppressing TNF-o signaling reduced
the number and size of polyps in an animal model™.

The inappropriate or excessive activation of TNF-a signaling is associated with chronic inflammation and can eventually
lead to the development of a wide variety of diseases™. However, our data showed that during CRC induction in rats with
1,2-DMH the high TNF-u tissue levels were markedly associated with CRC precursor lesions.
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A myriad of genes regulated by NF-xB transcription factors has been shown to mediate inflammation, cellular
transformation, tumor cell survival, proliferation, angiogenesis, and metastasis™. The reason why NF-kB is constitutively
and persistently active in cancer cells is not fully understood, but multiple mechanisms have been described. Activation of
this signaling pathway can occur through a specific agent (viruses, proteins, bacteria, and cytokines), signaling intermediates
{mutant receptors, kinase overexpression, mutant oncoproteins, histone deacetylase, and induced nitric oxide sinthase), and
crosstalk between NF-kB and other transcription factors (STAT3, f-catenin, p53)*. In mice models, the NF-xB pathway
has been directly linked to intestinal inflammation and to the development of colitis-associated cancer™. The expression
of NF-kB in the colonic tissue of patients with CRC, inflammatory bowel disease, and polyps was evaluated, and a higher
expression of NF-xB was observed in patients with CRC. This finding may support the hypothesis that NF-xB plays an
important role early in the process of colonic dysplasia development that may lead to cancer™,

One of the limitations of this study is that we could not dissect the histopathological changes seen in the ML
in more depth. Thus, polypoid and tumor-like lesions were counted in the same way. Some studies have revealed
significant associations between the number of ACF and the synchronous presence of advanced neoplasms, including
both adenoma and CRC*""

The TNF-o and NF-kB influence on Wnt/[-catenin signaling pathway may be further explored in future studies since
this pathway is considered one of the first events in the development of CRC¥, In addition, other TNF-o and NF-kB-related
signaling pathways controlling cell cycle and tumorigenesis may shed light better to understand the early pathophysiology

of intestinal carcinogenesis induction.

m Conclusion

Our results provide evidence that the TNF-u and NF-xB pathways are strongly involved in CRC development in rats

and might be used as early biomarkers of CRC pathogenesis in experimental studies.
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Prism File Sheet Unde Clipboard Analysis Change Import  Draw Write
. D' d} 4 2 - -| X L!:I - b= E‘E‘ Xl,
EHE X dthews Q- B[y =anahe *&Im;'gﬁlm\ d - TOMo AAB I
| Family ~ Group A Group B Group C Group D Group E C
? ;eﬂt“: L?““S = SHAM | Data Set-B PS PRO PS+PRO
e Y [ v [ v | v [
@ ps3 1 1778666 12463890 11349490 2312215  4.724300
[§) iNOS 2 176320400 11.574300] 18.254000( 0804647  4.264832)
~[g tof 3 11007690 8762105 15086870 536244 6.982931
"::f 4 11299130] 2235413 8.104960| 0445048  4.408101
g in 5 2511597 3532410 1147461 1150513 2616374
= 6 0467428/ 62369019 49097700 0734456  1.700846)
| Info 7 2039591 4512533 2029419 0936890 4688517
'5 Rouzr't?“* bad 8 5452474| 23638920 22315267] 7201131  3.152974)
L) Col.stats of Ki67 9 0895182 22105920 1441956 6019084 4688517
{F) Ordinary one-way ANOVA of 10 5835978 22492470  1.147461] 5370380  4.499570)
ANOVA 1
E) DADOS DA EXPRESSAO PROTEICA DE iNOS
.. D' & ¢ 2 - - R IE e E‘E'xl' @
B X tnews 9. BE-  =anabe *‘le'a‘mﬁil& " | | TOo|AA BI!
| Family ~ Group A Group B Group C Group D Group E G
| g:;c;‘aﬁiﬂs ot SHAM Data Set-B PS PRO PS+PRO
'___@ w67 dl Y Y Y Y Y
[ 3 1 5183919] 7957458 1814270 1823934 6386312
g iNos 2 1054651 9492600, 2.470907|  1.708984] 2915446
g tnf 3 1915905 5114746 1.966858] 1534017  0.633240
:f:f 4 2690592] 4697164 2577209 3905233 5440267
8 in 5 2166748] 4269400 2050428 2394104 1453654
B B-cat 6 3.045654] 4228719 1378886  1.213582]  1.835632
| Info 7 2496338 3046163 3716532 1.015218  6.386312
@ Projectinfo 1 8 3953552 2293905 5449931 0792440  0.975037|
'_“'éfll cate of K67 9 1689657 4830933 5503363 2271528 0637817
JF) Ordinary one-way ANOVA of 10 0643921 7301839  1.140849( 1650492  0.644430
ANOVA 11
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LA anova

Prism Sheet
DB 2ss -
HH- X%I\Iaw-

File

| Family

| Search results

| Data Tables

&) xie7

g P53

[ iNOS

g tnf

&) nfkb

wnt

g in

[ B-cat

| Info

) Projectinfo 1

| Results

- Col. stats of KI67
@ Ordinary one-way ANOVA of
-[R] anovA

g

Undo Clipboard Analysis Change Import Draw Wiite
- % LI;‘I IE = E‘ E‘ xl" @
9. BD- | Sendvee 1K B KEBC- | I - THa AaABI!
Group A Group B Group C Group D Group E G
= SHAM Data Set-B PS PRO PS+PRO
4l Y Y Y Y o
1 3.449422) 10.476680) 3.512187 3.512187 0.452169
2 5671183 6.990560) 1.065063] 1.065063 2.696818
3 15226750 4 611206 3.741069| 3.741069 1.108846
4 6.322410) 7.516988 2570170 2570170 1.442505|
5 2140055, 12907410 1588949 1.588949 0.542704]
6 3.501180, 10.087590) 1.079305| 1.079305| 3.878398
7 5236308 14.311730) 2.159668| 2.159668| 0.390116)
8 3.886922) 2917989 1.317851 1.317851 1.280426
9 2.34567 1.23679 4. 457890 4.457890) 1.554327|
10 3.886922) 2.917989 1.588949 1.588949 1.442505|
11
G) DADOS DA EXPRESSAO PROTEICA DE NFKB
R g [T
Unde Clipboard Anslysis Change Import  Draw Write
- X L!:I [:.: [ﬁi E‘ E‘ xl-
- BB-  Sanalyze *?"\‘ll'ﬁ';'ﬁiltﬂ\ " | et - T AA B I
Group A Group B Group C Group D Group E
=f SHAM Data Set-B PS PRO PS+PRO
‘| Y Y Y Y Wy
1 3.282166 7.449341 8.181860 8.299255 241092
2 5871582 9964498 3.8203901 4575094 1.407878
3 5185445 6.359355 9716288 5403137 1637777
4 4693095 16.208500 5.638631 5.710856 6.988120)
5 4818217 6.373596 5.775106 8.749898 5.626933
6 4452515 7.972209 7.287089 5.358887 6.613668
7 2511597 6.239827 3.307088 5.294291 3.867594
8 0995382 13.200380] 10.866800) 0.741069 2518717
9 0627645 7.790120¢ 0.693766/ 0.689189 4 570679
10 0.432120f 13.820390 1.564327| 2.345180 2.432610
1
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v iU laden LU d Tt B L L waw bl
% Ll:l [:.f. [i:f E‘ 3' Xl,
- O0- =anayze K TS0 - i - T |AA B J
Group A Group B Group C Group D Group E
ef SHAM Data Set-B PS PRO PS+PRO
Al Y Y Y Y Y
1 2743022 5.5685920 9.053406 2134196 4.189555
2 2908325 10.683960 2.305094| 3.217061 3.850810
3 4.038493 7.073466 5.000000% 3.990173 4.525757|
4 5107625 12137860 2.645874| 4357910 511016
5 1.189677 16.752120 6.389994| 0.136312 3.569031
6 1.966858| 11.513960 4.702759 4585266 8.965556
7 4508464 8981323 13.239950f 10.195920) 8.101240
8 1539612 12.620540, 15928650 6.284587| 4651388
9 1.588440| 9.320068, 5261739 5760193 4.034932
10 0.749715) 7.233683 10.370380] 1.147461 3.378805}
) DADOS DA EXPRESSAO PROTEICA DE IL1
- X @ = =0 =8 X]- @
V- BR- | =anayze 2 3 £ SE@ 3¢ i - TOo| A A B J
Group A Gr‘oup B Groul."n (o] Group D Group E
= SHAM Data Set-B PS PRO PS+PRO
Al Y Y N Y Y
1 1.899211 10.476680) 0.512187 0.108337] 4521179
2 3.128052| 6.990560| 3.608195 0.991821 3.748576
3 6.071472 4611206 2775574 1.259867 2957153
4 4658508 7.516988 4130554 0.434367| 2477010
5 6.105550| 12.907410) 1.588949 1.207987 0.5427
6 6.975301 10.087590) 1.079305 0.578817 0.964864_
7 3.201803 14.311730) 1.159668 1.044210) 3.441874
8 3.886922 2917989 1.317851 0.323486 1.868062
9 5.185445 6.359355 9.716288 5.403137 1.637777|
10 3953552 2.293905 0.792440 5.449931 5145772
11
J) DADOS DA EXPRESSAO PROTEICA DE B-CATENINA
&5 = E‘ E‘ Xl,
- OO Sanaye . K fF@m0 - | TIHO|AABIL
Group A Group B Group C Group D Group E Gi
= SHAM Data Set-B PS PRO PS+PRO
4l Y Y Y Y Y
1 2.743022) 13.585920 4.189555) 2.13419¢) 4.053406)
2 2908325 16.683960] 9.850810) 3.217061 5.305094|
3 4.038493 7.073466| 11.525800 3.990173 2377828
4 5107625 12.137860) 5.110168| 4.357910) 4.645874|
5 1.189677) 16.752120] 15.928650) 6.136312] 3.389994)
6 3.966858, 19.513960, 8.965556) 4.585266) 4702759
7 4.508464) 8981323 12101240, 10.195920) 3.239950)
8 2539612 12620540 4651388 6.284587| 3.569031
9 1.588440) 9.320068| 4.034932) 5760193 5261739
10 2.749715) 7.233683) 3.378805) 1.147461 7.370380)
1
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K) DADOS DO NUMERO DE FCAs

Intestino Distal
Animal

Intestino Médio

Intestino proximal

L TR A R A TS L TR A B O TR
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SHAM

12-DMH 12-DMH+PS 1,2-DMH +PRO

15 35
12 35
03 5
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