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Resumo: Focos de Criptas aberrantes (FCA) formados por criptas aberrantes
(CA) séao identificadas como lesbes pré-neoplasicas, devido a presenca de
displasias teciduais e anormalidades da secrecdo e de distribuicdo das
mucinas no epitélio intestinal do cdlon. Objetivamos avaliar o desenvolvimento
de CA e FCA por inducdo de carcinogénese colorretal, em ensaios de curto
prazo (15 semanas - Grupo P»-pré) e médio prazo (24 semanas - Grupo P,) e
analisar as altera¢gfes da producdo de mucina acidas, por meio da coloracéo
de Alcian Blue (AB). Os resultados da classificacdo dos FCA observados
demonstraram predominio de focos com 01 e 02 a 03 CA/foco e redugdo na
producdo de mucinas na regiao distal em relacéo a proximal, no grupo P,-pré.
No grupo P,, observamos predominio de focos com 04 a 09 CA/foco, além de
02 adenomas hiperplasicos/displasicos de graus baixo grau displasico. Além
disto, quando comparamos os protocolos (P,P 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 coldnica.

Introducao

O cancer colorretal € um dos maiores problemas de saude no mundo
ocidental. A alta incidéncia e mortalidade da doenca devem-se ao
diagndstico tardio, afirmando a necessidade de melhores ferramentas para o
diagnoéstico precoce. Na mucosa do colon, as criptas sao constituidas por
véarios tipos de células, dentre elas, as caliciformes, produtoras de muco.
Estas aumentam progressivamente em numero a medida que se dirige aos
segmentos caudais do intestino grosso. Essas diferencas na populagdo de
células caliciformes ao longo do célon, refletem no padrdo e intensidade de
expressdo das mucinas quando se comparam segmentos célicos distintos
(1). As mucinas séo 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 c6lon, como
polipos adenomatosos e o cancer colorretal (CCR) (2). Bird (1997) descreveu

e e et ‘Gonselno Kacinal de Desenvoiimer
z = Gamico o Tecno

nto Clentifico
e

o ico do Parana.

niversidade _ A %
—‘4UEME:;:‘;::!“¢3 CAIXA SRS\ QCNPq il




26° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica S T Y

6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

as criptas intestinais normais e, as criptas aberrantes (CA) e os focos de
criptas aberrantes (FCA). Estas ultimas (CA e FCA) sao consideradas como
supostas lesbes pré-neoplasicas no colon. O CCR normalmente se
desenvolve a partir de um pélipo benigno, podendo transformar-se em
adenoma displasico e evoluir para carcinoma com potencial metastatico. Os
adenomas sado caracterizados por hipercelularidade com ndcleos
hipercromaticos, diferentes graus de estratificacdo nuclear e diminuicdo da
producdo 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) é frequentemente
utiizado para inducdo da carcinogénese experimental colorretal. Este
composto € usado como agente carcinogénico completo, pois induz as
etapas de iniciacdo e promocéo, 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 - 15 semanas; meédio prazo -24 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 HE e Alcian Blue (AB), respectivamente,
segundo o critério da auséncia ou reducéo da producédo de mucinas. Os FCA
foram analisados previamente ao emblocamento, pelo corante azul de
metileno, baseando-se na distorcdo da abertura do limen em comparacao
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 P»-pré foi superior ao grupo P». Por outro lado, quando
observamos os FCA com 02-03 e 04-09 criptas/foco ndo observamos um
aumento estatisticamente diferente em relacdo aos tempos de experimento,
tanto no colon distal quanto no proximal (Tabela 01). Este resultado
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provavelmente esta relacionado com a forma de inducdo da carcinogénese
(inducéo fracionada em doses semanais ao longo de 10 semanas) e 0
intervalo de sacrificio dos animais ser de apenas 9 semanas. Porém,
observamos no célon distal (sigmdide), a presenca de 02 adenomas de baixo
grau displasico, que variaram entre 4 a 6 mm de tamanho, apenas no
protocolo P, (Fig 02.) e, portanto, a formacdo de adenomas pode
corresponder a fase de progressdo da carcinogénese do colon (1). Este
resultado coincidiu com o encontrado quanto ao maior niumero de FCA ser
maior no colon distal, nos varios grupos de animais analisados. Além disto, a
producdo de mucinas, no grupo P.-pré, ndo houve diferenca estatistica
guanto ao numero de células produtoras de mucinas entre 0s grupos controle
e DMH, tanto para P,P quanto para P,, porém houve diferenca estatistica
qguanto ao numero de células produtoras de mucinas entre os tempos de 15 e
24 semanas (tabela 02 e Fig. 01). Observamos também que os tumores
observados no grupo P, apresentaram reducdo ou auséncia de producao de
mucinas (Fig. 02). Assim, podemos inferir que as regides dos FCA sao
provavelmente os mesmos locais de desenvolvimento dos tumores, o que
significa que eles podem ser eventos bioldgicos sequencialmente
relacionados (4). Interessantemente, todos os tumores foram do grupo P, e
apresentaram-se como adenomas displasicos bem diferenciados, apesar da
reducdo/auséncias de mucina. Estes resultados indicam que os FCA e a
quantificacdo de mucinas podem ser considerados parametros morfolégicos
precoces na via de detecgédo de tumores na carcinogenese colbnica (2).
Tabela 01. Numero de Focos de Criptas Aberrantes (FCA) e multiplicidade de
criptas (%) nos tempos experimentais (P,P-15 semanas; P»-24 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 — P2-pré 145 576 72 172 55 251 18 153
(N=06) (20) (80) (10) | (23,9 | (7,6) | (34,8) | (2,5) | (21,2)
T=721
DMH — P2 155 ‘ 502 81 129 47 168 27 192 - ‘ 13

DMH — dimethylhydrazine. P — célon proximal; D — célon distal.
Tabela 02. Valores da quantificacdo de mucina acidas nos protocolos experimentais P,P e P,
dos ratos tratados com DMH.

PoP P>
Controle 202,80 £ 4,95 168,82 + 27,48
DMH 231,85 + 50,57 150,10 + 37,58

DMH - dimethylhydrazine; P2P: Protocolo exp. 15 semanas; P2: tempo exp. 24 semanas; * Teste t de Student com
diferenca estatistica para p < 0,05
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Figura 01. Quantificagdo de mucina acidas nos protocolos Figura 02.
experimentais P2P e P2 dos ratos tratados com DMH. * p<0,05

Conclusoes

O presente estudo demonstrou que a inducdo de FCA por DMH e a

quantificacdo de mucinas, teve correlagdo com o desenvolvimento dos

adenomas. Estes resultados suportam a hipotese que os FCA sao lesbes

precursoras de tumores no célon e podem ser usadas em experimentos de

curta duracdo como substituto para avaliar a carcinogénese e atividade anti-

cancer em modelos de indugdo quimica em estudos da carcinogénse

colbnica.
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