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Resumo:
Focos de Criptas aberrantes (FCA) formados por criptas aberrantes (CA) séo
identificadas como lesdes pré-neoplasicas, devido a presenca de displasias
teciduais. Objetivamos avaliar o desenvolvimento de CA e FCA por inducdo
de carcinogénese colorretal, inoculando 1,2-dimetilhidrazina (DMH), em
ensaios de curto prazo (4 semanas - Grupo P1l-pré) e médio prazo (30
semanas - Grupo P1). Os FCA foram classificados quanto ao numero de
focos e a multiplicidade de CA/foco, presenca de borda alargada, [imen em
fenda e a intensidade de coloracdo em relagédo as criptas do c6lon normal
adjacente (coloragdo com azul de metileno 0,1%). Observamos o predominio
de focos com 02 a 03 CA/foco no grupo Pl-pré e de 04 a 09 CA/foco no
grupo P1, além de 12 adenomas hiperplasicos/displasicos de graus variados
(baixo e alto grau displasico) e um adenocarcinoma intramucoso. Assim, 0S
FCA podem ser considerados marcadores morfolégicos precoces de
tumores na carcinogenese colbnica.
Introducao

O céancer colorretal € uma importante causa de morte por cancer no
Brasil. O desenvolvimento do cancer de coélon é um processo de multiplas
etapas, envolvendo uma série de alteragBes patologicas, variando de
discretas lesdes microscépicas na mucosa, como os focos de criptas
aberrantes (FCA), até tumores malignos (1). Os FCA sao lesdes focais na
mucosa colénica composta por uma ou varias criptas aberrantes (alongadas)
gue sdo induzidas por carcindbgenos no colon. Estes focos sédo facilmente
identificados em preparacdes utilizando o corante azul de metileno 0,1%, em
cortes observados em microscopico o6tico. Contudo ndo existe consenso
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sobre a correlagdo entre o numero de FCA e a incidéncia de
adenocarcinomas. A avaliacdo do valor preditivo de cada lesdo precursora
de neoplasias é extremamente importante para o estudo de possiveis fatores
de risco do cancer colorretal, bem como estudos de substancias preventivas
ou utilizadas no tratamento do cancer colorretal (2).

O composto genotdoxico dimethylhydrazine (DMH) é um agente
frequentemente utilizado em modelos experimentais de carcinogénese
colorretal em roedores (3). Assim, o0 modelo de inducdo de cancer colorretal
por DMH em ratos € uma ferramenta eficiente para investigar a relacao de
FCA com o céncer de colon. Para esclarecer melhor se os FCA estédo
diretamente relacionados com a carcinogénese colbnica, este estudo teve
por objetivo avaliar a relacéo entre dois ensaios de curto prazo (4 semanas)
e médio prazo (30 semanas) no modelo de carcinogénse induzida por DMH
em ratos.

Materiais e métodos
Neste projeto realizamos a analise de tecidos armazenados em etanol 70%
que foram obtidos de um protocolo experimental, proposto por RODRIGUES
e colaboradores (2002). Os intestinos (c6lon) foram divididos em dois
segmentos, referendados como célon proximal (adjacente ao ceco) e colon
distal (adjacente ao reto) e corado com azul de metileno 0,1%. A mucosa
superficial foi analisada e os FCA foram classificados quanto ao niumero de
FCA e seu padrao de distribuicédo ao longo do c6lon, bem como o nimero de
criptas aberrantes /foco. Realizamos a técnica do "Swiss roll* segundo
Moolenbeek & Ruitenberg (1981) para a andlise histoldgica com
hematoxilina e eosina. As areas de FCA e os tumores foram classificados
guanto a presenca e grau de displasia.
Resultados e Discussao

Os FCA foram morfologicamente diferenciados das criptas normais
em razdo da borda alargada, ligeiramente elevada, limen oval ou em fenda,
e maior intensidade de coloracdo em relagdo as criptas do colon normal
adjacente (figura 1A). As categorias histoldgicas estabelecidas incluiram CA
isolada e FCA com 02 a 03, 04 a 09 ou mais de 10 CA/foco. Além disto, a
incidéncia, a distribuicdo e a morfologia dos tumores adenomatosos também
foram observados. A anadlise da superficie da mucosa intestinal demonstrou
a presenca de CA isolada e FCA ao longo de toda superficie intestinal
investigada, apenas nos grupos expostos a DMH. A maioria dos FCA
estavam presentes no célon distal em ambos os tempos de experimento,
demonstrando que os FCA nao sédo lesdes aleatérias do colon de roedores
tratados com agentes carcinogénicos do coélon (5).
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Diferentes niveis de desenvolvimento dos FCA foram observados. O
namero de CA isoladas no grupo P1-pré foi superior ao grupo P1. Por outro
lado, quando observamos os FCA com 02-03 e 04-09 criptas/foco
observamos um aumento progressivo em relacdo aos tempos de
experimento, tanto no coélon distal quanto no proximal (Tabela 01). Esta
progressdo da morfologia dos FCA consistindo de mudltiplas criptas
observadas da quarta para a trigésima semana pode corresponder a fase de
promocao da carcinogénese do cdlon (3).

Histologicamente, os FCA também apresentaram mudangas
progressivas. No ensaio de 04 semanas, os FCA exibiram caracteristicas
hiperplasicas, enquanto que no periodo de 30 semanas, 0os FCA
apresentaram criptas com displasias leves e graves (figura 1B). Além disto,
no grupo P1 foram observados 12 adenomas hiperplasicos/displasicos de
graus variados (baixo e alto grau displasico) e um adenocarcinoma
intramucoso. Todos o0s tumores foram encontrados no colon distal,
coincidindo com o resultado encontrado quanto ao numero de FCA, que
também foi significativamente maior no colon distal, nos varios grupos de
animais analisados. Assim, os FCA e o0s tumores provavelmente
desenvolveram-se nos mesmos locais, 0 que significa que eles podem ser
eventos biologicos sequencialmente relacionados (2). Interessantemente,
todos os tumores foram do grupo P1 e apresentaram-se como adenomas
displasicos bem diferenciados. Estes resultados indicam que os FCA podem
ser considerados como marcadores morfolégicos precoces na via de
deteccédo de tumores na carcinogenese col6nica (5).

Tabela 01. Numero de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) e multiplicidade
de criptas (%) nos tempos experimentais (04-30 semanas) dos ratos tratados
com DMH.

Grupos Total Ne° de criptas/foco
n° FCA 01 cripta  02-03 criptas  04-09 criptas 210 criptas
P D P D | P | D P ‘ D | P ‘ D
DMH - P1-pr§ 106 424 62 241 44 166 - 17
(N=06) (20) (80) (11,7) (45,5) (8,3) (31,3) 3,2)
T=530
DMH - P1 147 859 71 143 68 247 08 371 - 98
(N=06) (14,6) (85,4) (7,1) (14,2) (6,8) (24,6) (0,8) (36,9) (9,6)
T= 1006

DMH — dimethylhydrazine. P — c6lon proximal; D — cdlon distal.

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior

/. FUNDACAO 7 PARANA
L\‘/A< MMRM @CNP q R
N\ ———"




13a 14 de outubro
de 2016

Figura0l1.A: CAe FCA (setas) B: FCA com dlspla5|a leve (setas)

Conclusodes

O presente estudo demonstrou que a inducdo de FCA por DMH, no
periodo de 04 semanas, teve correlacio com o desenvolvimento dos
adenomas e do adenocarcinoma bem diferenciado observado no
experimento de 30 semanas. Esta observacdo suporta a hipétese que os

FCA séao lesbes precursoras de tumores no célon e podem ser usadas em

experimentos de curta duragdo como substituto para avaliar a carcinogénese

e atividade anti-cancer em modelos de inducdo quimica em estudos da

carcinogénse colbnica.
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