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Resumo:

Anormalidades na producdo de mucinas estdo relacionadas com neoplasias
colorretais. A inducdo experimental da carcionogénese colorretal em modelos
animais pode ser realizada com o composto 7, 12 dimetilbezantraceno (DMBA). As
criptas aberrantes (CA) e os Focos de Criptas aberrantes (FCA) sao considerados
lesGes pré-neoplasicas, e apresentam alteracbes na secrecdo de mucinas. O
extrato de folhas de A. muricata possui efeito antiproliferativo e antineoplasico em
células de cancer de coélon. Objetivamos quantificar os niveis teciduais de mucinas
acidas no coélon e correlacionar a presenca FCA e a produgcdo de mucina nos
grupos tratados com A. muricata. Observamos aumento no nimero de CA e FCA
nos grupos tratados com o extrato, em ambas as concentracdes, em relagdo ao
grupo G2 e evidenciamos a presenca de FCA hiperplasico e displasico, infiltrados
inflamatoérios e necrose. Também observamos diferenca estatistica entre a regido
proximal e distal em todos os grupos de tratamento, exceto em G1 quanto a
producdo de mucinas. Além disto, na regido distal, h& diferenca estatistica entre os
grupos G3/G4 e G4/G1. Desta maneira, a presenca de FCA e a quantificacdo de
mucinas podem ser consideradas marcadores morfolégicos precoces de tumores
na colorretais, porém, devido a toxicidade do extrato, ndo foi possivel avaliar o
potencial quimiopreventivo das folhas da A. muricata.

Introducéo

O cancer colorretal € um dos maiores problemas de saude no mundo ocidental e sua
incidéncia vem aumentando em paises em desenvolvimento (Haggar & Boushey,
2009). Na mucosa do intestino grosso, as criptas sdo constituidas por varios tipos de
células, dentre elas as caliciformes, distribuidas entre os enterécitos e séo
produtoras de muco, sendo seu principal componente, as mucinas, classificadas
como neutras e acidas. O corante Alcian-blue é utilizado para identificar as mucinas
acidas, especialmente as sialomucinas. Anormalidades na secrecdo, composi¢cao e
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padrao de distribuicdo das mucinas no epitélio intestinal vém sendo demonstradas
em diversas afec¢des que acometem o célon, dentre elas, o cancer colorretal (CCR)
(Ullman & Itzkowitz, 2011). O 7, 12 - dimetilbezantraceno (DMBA) €& um
hidrocarboneto aromatico policiclico utilizado como carcin6geno quimico para o
estabelecimento de modelos de estudo para inducdo de neoplasias. ApoOs ser
biotransformado no figado, é absorvido no trato intestinal, podendo alterar a
diferenciacéo celular das criptas intestinais, levando a formacéao de focos de criptas
aberrantes (FCA) (Macejova & Brtko, 2001). Estudos relatam que o extrato de folhas
de Annona muricata, é capaz de induzir a apoptose em células de cancer de célon
por ser rico em acetogeninas anonaceas, por apresentarem propriedades
antineoplasicas. Este efeito antiproliferativo estéa associado a parada do ciclo celular
na fase G1. Além disso, a migracdo e invaséo de células cancerigenas do célon séo
significativamente inibidas pelo extrato (Abdullah et al., 2017). Desta maneira, o
objetivo deste trabalho foi quantificar, por morfometria computadorizada, niveis
teciduais de mucinas acidas, a fim de avaliar a possivel atividade quimiopreventiva
do extrato das folhas de Annona muricata e estabelecer uma possivel correlacao
entre as alteracdes da producdo de mucina e a presenca de lesdes pré-neoplésicas
(displasias).

Materiais e métodos

Amostra: utilizamos amostras de intestinos de ratos Wistar, disponiveis em nossos
laboratérios, obtidos de projetos anteriores para indu¢do de cancer de mama com
DMBA. As amostras pertenciam a 07 grupos experimentais: G1= induzido apenas
com DMBA; G2= tratado com 200 mg/kg do extrato e depois induzido com DMBA,;
G3= induzido com DMBA e depois tratado com 200 mg/kg do extrato; G4= tratado
com 500 mg/kg do extrato e depois induzido com DMBA; G5= induzido com DMBA e
depois tratado com 50 mg/kg do extrato; G6= tratados apenas com 200mg/kg do
extrato; G7= indugdo com DMBA e posterior tratamento com a ciclofosfamida.
Processamento Histolégico: As amostras foram analisadas com o corante azul de
metileno, para identificagdo das CA e dos FCA. Posteriormente, os tecidos foram
incluidos em parafina e seccionados em microtomo semi-automatico em fragmentos
de 4- 5 ym de espessura, 0s quais aderidos as laminas foram corados com
hematoxilina e eosina para classificacdo das CA em hiperplasicas ou displasicas e,
com o azul de Alcian (AB) para quantificacdo das mucinas acidas.

Andlise histolégica: Realizamos a captura de 10 imagens selecionadas ao longo do
corte histolégico, por meio de uma camera acoplada a um microscopio O6ptico
(Opticam microscopy technology — Lopt 14003). As imagens foram analisadas com
auxilio do software Image-Pro Plus. Por meio de histogramas coloridos no sistema
software RGB se determinou a intensidade da cor em numero de pixels em cada
campo selecionado e os dados finais foram transformados e expressos em
porcentagem por campos analisados. O valor final obtido para cada campo medido
nos segmentos foi a média dos valores encontrados.

Andlise Estatistica - foi realizada tomando o nivel de significancia de 5% (p <0,05)
sendo que os dados foram expressos como o valor médio com o respectivo erro,
usando o software de andlise estatistica BIOSTAT 5.3 - ANOVA 1 critério seguido de
teste TUKEY.
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Resultados e Discussao

As analises histopatoldgicas realizadas com a coloracdo de HE indicaram a
presenca marcada de reorganizacdo das criptas intestinais em todos o0s grupos
experimentais. Nos grupos G2 e G3 foram observados aumento significativo de
criptas hipertrofiadas e displasicas, semelhante ao grupo controle G1, com aumento
de enterdcitos com citoplasma e nucleos alongados e, marcada reducdo de células
caliciformes em toda extensdo da cripta. Por outro lado, nos grupos G4 e G5, com
dose menor de extrato (50mg), foram observados uma reducdo de criptas
hiperplasicas e displasicas. Nestes grupos, houve presenca marcante de infiltrados
inflamatorios e pontos de necrose na mucosa. Os FCAs displasicos sdo compostos
principalmente de células absortivas que exibem uma aumentada atividade
proliferativa. O numero de células caliciformes geralmente estd diminuido e
apresenta deplecdo na producdo de mucina (Ullman & Itzkowitz, 2011). Os
resultados demonstraram que o tratamento com o extrato da A. muricata, com o
objetivo quimioprotetor, ndo foi alcangado, visto que n&o observamos reducao no
namero de CA e de FCA, bem como evidenciamos a presenca de criptas
hiperplasicas e displasicas, infiltrados inflamatérios e pontos necréticos, semelhante
ao grupo controle G1, em ambos os esquemas de tratamento (antes e apos inducéo
com o carcindégeno) e regibes do célon (proximal e distal). Sugere-se que estes
eventos estejam relacionados a toxicidade do extrato em relacdo a mucosa
intestinal, induzindo a ocorréncia de processo inflamatério. Com relacdo a
quantificacdo da producdo de mucinas, observamos diferenca estatistica entre a
regido proximal e distal em todos os grupos de tratamento, exceto em G1. Porém,
guando comparamos a producdo de mucinas entre 0s grupos, observamos que na
regido proximal ndo houve diferenca estatistica entre todos os grupos de tratamento
com extrato em relacdo ao controle positivo. Além disto, na regidao distal, quando
comparamos 0s grupos entre si para a producdo de mucinas, observamos diferenca
estatistica entre os grupos G3/G4 e G4/G1 (Figura 1). Estes dados mostraram que a
producdo de mucina foi alterada independente do esquema de tratamento adotado e
que a regido distal foi a mais afetada. Nossos resultados corroboram com as
observacfes de Ullman & Itzkowitz (2011), onde também encontramos uma maior
suscetibilidade da mucosa colénica distal ao DMBA e ao extrato em ambas as
concentragdes utilizadas, induzindo na mucosa distal niveis inflamatorios elevados.
A deplecdo de mucina foi uma caracteristica comum em areas de displasia,
concluindo que as alteragbes observadas no padrdo de mucinas pode ser um
indicativo das etapas de um estado hiperproliferativo, caracterizando a progressao
tumoral.

Conclusoes
O presente estudo demonstrou que a quantificacdo de mucinas pode ser

considerada um parametro morfologico util na via de deteccdo precoce de tumores
na carcinogénese colonica.
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Figura 1. Valores da quantificagdo de mucina acidas nos grupos experimentais dos animais induzido
com DMBA. DMBA - 7, 12 — dimetilbezantraceno. * = nivel de significancia de 5% (p <0,05) Biostat
versédo 5.3.
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