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Resumo: Focos de Criptas aberrantes (FCA) formados por criptas aberrantes
(CA) sao identificadas como lesGes pré-neoplasicas, devido a presenca de
displasias teciduais e de anormalidades da secrecdo e de distribuicdo das
mucinas no epitélio intestinal do célon. Objetivamos avaliar o desenvolvimento
de CA e FCA por inducdo de carcinogénese colorretal, em ensaios de curto
prazo (4 semanas - Grupo P;-pré) e médio prazo (30 semanas - Grupo P;) e
analisar as alteracdes da producdo de mucina acidas, por meio da coloracdo
de Alcian Blue (AB). Os resultados da classificacdo dos FCA observados
demonstraram predominio de focos com 02 a 03 CA/foco e reducédo na
producdo de mucinas na regido distal em relagdo a proximal, no grupo P;-pré.
No grupo P;, observamos de 04 a 09 CA/foco, além de 13 adenomas
hiperplasicos/displasicos de graus variados (baixo e alto grau displasico).
Além disto, quando comparamos os protocolos (PP e P;), observamos
diferenca estatistica entre os grupos quanto ao numero de células produtoras
de mucinas. Assim, a presenca de FCA e a quantificacdo de células
produtoras de mucina podem ser considerados marcadores morfolégicos
precoces de tumores na carcinogénese colbnica.

Introducéo

O cancer colorretal € um dos maiores problemas de saude no mundo
ocidental. A alta incidéncia e mortalidade da doenca devem-se ao
diagnéstico tardio, afirmando a necessidade de melhores ferramentas para o
diagnéstico precoces. Na mucosa do cdélon, as criptas sao constituidas por
varios tipos de células, dentre elas, as caliciformes, produtoras de muco.
Estas aumentam progressivamente em namero a medida que se dirige aos
segmentos caudais do intestino grosso. Essas diferencas na populacdo de
células caliciformes ao longo do cdlon se refletem no padrao e intensidade de
expressdo das mucinas quando se comparam segmentos colicos distintos
(1). As mucinas séao classificadas como neutras e acidas. O corante Alcian
blue identifica as acidas, especialmente as sialomucinas. Anormalidades na
secrecdo, composicdo, padrdo de distribuicdo das mucinas no epitélio
intestinal vém sendo demonstradas em diversas patologias do colon, como
pélipos adenomatosos e o cancer colorretal (CCR) (2). Bird (1997) descreveu
as criptas intestinais normais e, as criptas aberrantes (CA) e os focos de
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criptas aberrantes (FCA). Estas ultimas (CA e FCA) séao consideradas como
supostas lesbes pré-neoplasicas no colon. O CCR normalmente se
desenvolve a partir de um pdlipo benigno, podendo transformar-se em
adenoma displasico e evoluir para carcinoma com potencial metastatico. Os
adenomas sao caracterizados por hipercelularidade com ndcleos
hipercromaticos, diferentes graus de estratificagdo nuclear e diminuicdo da
excrecdo de mucina. Os tumores que penetram da mucosa para a
submucosa, podendo atingir a camada muscular, sdo classificados como
adenocarcinomas (4). O 1,2 dimetilhidrazina (DMH) €& frequentemente
utiizado para inducdo da carcinogénese experimental colorretal. Este
composto € usado como agente carcinogénico completo, pois induz as
etapas de iniciagdo e promocdao, e possui alta especificidade para o colon de
varias espécies de roedores (3). Com o advento de programas de andlise de
Imagem assistida por computador, estudos demonstraram a possibilidade de
se determinar parametros histologicos e a quantificacdo da producdo de
mucinas na mucosa colbnica (2). Desta maneira, este estudo teve por
objetivo avaliar a producédo de mucinas acidas pelas células colbnicas, a fim
de correlacionar a presenca de FCA com a producdo de mucina entre dois
ensaios (curto prazo - 4 semanas; medio prazo -30 semanas), no modelo de
carcinogénse induzida por DMH em ratos.

Materiais e métodos

Neste projeto realizamos a andlise de blocos parafinizados que foram obtidos
de um protocolo experimental (4). Os intestinos (c6lon) foram divididos em
dois segmentos, referendados como célon proximal (adjacente ao ceco) e
colon distal (adjacente ao reto). As coloracfes realizadas para analise dos
tumores e de mucinas acidas foram o HE e o Alcian Blue (AB),
respectivamente, segundo o critério da auséncia ou reducdo da producao de
mucinas. Os FCA foram analisados previamente ao emblocamento, pelo
corante azul de metileno, baseando-se na distor¢cao da abertura do l[imen em
comparacado com criptas normais circundantes e a multiplicidade do numero
de criptas que formam cada foco. Os resultados obtidos foram submetidos as
analises estatisticas sendo expressos como média + desvio padrdo da média.
Para comparacao das médias foi utilizado o Teste t de Student com p < 0,05.
Resultados e Discusséo

Os FCA foram morfologicamente diferenciados das criptas normais do célon
normal adjacente e as categorias histolégicas incluiram CA isolada e FCA
com 02 a 03, 04 a 09 ou mais de 10 CA/foco. A analise 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 sao lesdes aleatdrias do coélon
de roedores tratados com agentes carcinogénicos do célon (5). O numero de
CA isoladas no grupo Pi-pré foi superior ao grupo P;. 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 colon distal
quanto no proximal (Tabela 01). Esta progressao da morfologia dos FCA para
formacdo de adenomas pode corresponder a fase de promocao da
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carcinogénese do colon (1). Além disto, no grupo P; foram observados 13
adenomas hiperplasicos/displasicos de graus variados (baixo e alto grau
displasico), que variaram entre 3 a 9 mm de tamanho. Todos os tumores
foram encontrados no célon distal (célon sigméide), coincidindo com o
resultado encontrado quanto ao numero de FCA, que também foi
significativamente maior no coélon distal, nos varios grupos de animais
analisados. Quanto a producdo de mucinas, no grupo P;-pré, houve uma
reducdo na producdo de mucinas na regido distal em relagédo a proximal, e
entre os grupos controle e DMH, com diferenca estatistica, independente da
regidao (proximal ou distal) (Fig. 01). No grupo Pi, ndo houve diferenca
estatistica quanto ao numero de células produtoras de mucinas quando
comparamos 0S grupos na regido proximal (Fig. 01). Porém, quando
comparamos os protocolos (P1P e P31), nas regifes proximal e distal, quanto
ao numero de células produtoras de mucinas, observamos diferenca
estatistica entre os grupos (tabela 02). Todos os tumores observados no
grupo P; apresentaram reducdo ou auséncia de produgcdo de mucinas (Fig.
02). Assim, podemos inferir que as regibes dos FCA sao provavelmente os
mesmos locais de desenvolvimento dos tumores, o que significa que eles
podem ser eventos biolégicos sequencialmente relacionados (4).
Interessantemente, todos os tumores foram do grupo P; se apresentaram
como adenomas displasicos bem diferenciados, apesar da reducdo/auséncias
de mucina. Estes resultados indicam que os FCA e a quantificagcdo de
mucinas podem ser considerados parametros morfolégicos precoces na via
de deteccédo de tumores na carcinogenese colonica (2).

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 N° de criptas/foco
n° FCA Olcripta  02-03 criptas 04-09 criptas 210 criptas
P D P D ‘ P | D P ‘ D ‘ P ‘ D
DMH — P1-prél 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 — c6lon distal.

Tabela 02. Valores da quantificacdo de mucina &cidas nos protocolos
experimentais P1P e P1 dos ratos tratados com DMH.

Grupos/Locais Proximal Distal
P1P: Controle 141,97 + 16,86 285,12 +51,83
DMH 116,18 +5,91* 90,80 +12,14*
P1: Controle 175,37 £ 24,21 144,96 + 30,61
DMH 180,86 + 12,44* 159,48 + 14,19*

DMH — dimethylhydrazine; P1P: Protocolo exp. 04 semanas; P1: tempo exp. 30 semanas; * Teste t de Student com
diferenca estatistica para p < 0,05
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Figura 01. Quantificacdo de mucina &cidas nos protocolos experimentais
P1P e P1 dos ratos tratados com DMH.

Conclusbes

O presente estudo demonstrou que a inducdo de FCA por DMH e a
quantificacdo de mucinas, teve correlacdo com o desenvolvimento dos
adenomas e do adenocarcinoma. Estes resultados suportam a hip6tese que
os FCA séao lesbes precursoras de tumores no colon 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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