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Resumo:

FCA é um evento precoce da carciogénese colorretal. Utilizamos o modelo
experimental de inducdo da carcionogénese com o 7, 12 dimetilbezantraceno
(DMBA) com o objetivo de investigar a presenca de FCA no célon, por meio da
coloracdo de HE e azul de metileno e, avaliar a atividade quimiopreventiva do
extrato de folhas de A. muricata. A superficie da mucosa intestinal demonstrou a
presenca de CA e FCA no colon proximal e distal, exceto nos controles G6 e G7,
pois a mucosa estava destruida. Observamos aumento no nimero de CA e FCA nos
grupos tratados com o extrato, em ambas as concentracdes, em relacdo ao grupo
G2 e, na andlise histolégica, evidenciamos a presenca de FCA hiperplasicos e
displasicos, infiltrados inflamatérios e necrose. Concluimos que a inducdo com
DMBA permitiu monitorar o desenvolvimento de FCA, porém, devido a toxicidade do
extrato, ndo foi possivel avaliar o potencial quimiopreventivo de folhas de A.
muricata no CCR.

Introducao

O céancer colorretal € um dos maiores problemas de salde no mundo ocidental. A
alta incidéncia e mortalidade da doenca devem-se ao diagnéstico tardio, afirmando a
necessidade de melhores ferramentas para o diagnéstico precoce (Haggar;
Boushey, 2009). Segundo Bird (1987) as criptas aberrantes (CA) e os focos de
criptas aberrantes (FCA) sédo supostas lesdes pré-neoplasicas no célon de roedores
tratados com carcindgeno, que constituem um grupo heterogéneo de lesdes que vao
desde modificacBes hiperplasicas até modificagdes displasicas.Algumas substancias
sao utilizadas como carcindgenos quimicos em modelos experimentais com animais,
como o 7, 12 - dimetilbezantraceno (DMBA), um hidrocarboneto aromatico
policiclico, proveniente da combustdo incompleta de materiais organicos (Macejova,
& Brtko, 2001).
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A investigacdo fitoquimica das folhas de A. muricata demonstrou a presenca de
acetogeninas (Chang et al.,, 2003) que demonstraram ser seletivamente téxicas
contra varios tipos de células cancerosas sem prejudicar células saudaveis.Desta
maneira, o objetivo deste trabalho foi utilizar um modelo experimental de inducéo de
lesbGes pré-neoplasicas na regido colorretal a fim de avaliar a possivel atividade
quimiopreventiva do extrato de A. muricata bem como a obtencdo de informacdes
sobre a patogenia do desenvolvimento de tumores na regido coloretal.

Materiais e métodos

Amostra

utiizamos amostras de intestinos de ratos Wistar, disponiveis em nossos
laboratorios, obtidos de projetos anteriores para inducdo 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 Histoldgico

As amostras armazenados em etanol 70% foram corados com de azul de metileno
1,0% dissolvido em PBS (DIAS et al., 2010) e analisadas para identificacdo das CA
e dos FCA. O numero de criptas aberrantes e FCA foi determinado por microscopia
Optica com aumento de 40x. Posteriormente, os tecidos foram incluidos em parafina
e seccionados em micrétomo semi-automatico em fragmentos de 4- 5 uym de
espessura, 0s quais aderidos as laminas foram corados com HE para classificacédo
das CA em hiperplasicas ou displasicas.

Resultados e Discussao

As CAs foram morfologicamente diferenciadas das criptas normais do colon
adjacente e as categorias histologicas incluiram CA isolada e FCA com 02 a 03, 04 a
09 ou mais de 10 CA/foco (tabela 01) (Fig 1). Apenas os grupos controles (G6=sem
DMBA+200mg de extrato e G7=DMBA+ciclosfosfamida), ndo apresentaram CA e
FCA em decorréncia de a mucosa apresentar-se totalmente destruida,
impossibilitando a leitura pela coloragdo com azul de metileno (Fig. 2A).O nimero de
CA isoladas na regido distal nos grupos G2 e G3 foram superiores a regido proximal,
mostrando um pequeno aumento no grupo G3 em relacdo ao G2. Porém, em
relacdo ao grupo controle (G1), os resultados foram similares, ndo demonstrando um
efeito protetor do extrato na concentracdo de 200mg, em ambos 0s esquemas de
tratamento (pré/pds indugcdo com DMBA). Por outro lado, quando observamos o0s
FCA com 02-03 e 04-09 criptas/foco verificamos um aumento progressivo em
relacdo ao grupo controle, onde os grupos tratados com o extrato na concentracao
de 200mg, demonstraram um aumento no numero de FCA tanto na regidao distal
qguanto na proximal em relacdo ao grupo G1(Tabela 01). Em relagdo aos grupos G4
e G5, observamos uma reducéao significativa no nimero de CA na regiao proximal e
distal em relagéo ao grupo G1. Porém, a presenca de FCA em ambas as por¢des do
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célon (proximal e distal) foi semelhante aos grupos G2 e G3, fato que, de maneira
semelhante a dose de 200mg, n&do apresentou efeito protetivo ou regenerativo do
extrato nesta concentracao (50mg — pré e pdés DMBA). Todas as amostras de cd6lon
foram processadas e coradas com a coloracdo de HE. As analises histopatolégicas
indicaram a presenca marcada de reorganizacdo das criptas intestinais em todos os
grupos experimentais. Nos grupos G2 e G3 foram observados aumento significativo
de criptas hipertrofiadas e displasicas (Fig. 2B,C), semelhante ao grupo controle G1,
com aumento de enterdcitos com citoplasma e nudcleos alongados e, marcada
reducdo de células caliciformes em toda extensdo da cripta. Por outro lado, os
grupos G04 e G05, com dose menor de extrato, foram observados uma reducgéo de
criptas hiperplasicas e displasicas. Nestes grupos, houve presenca marcante de
infiltrados inflamatoérios (Fig. 2C), e pontos de necrose na mucosa. Em todos os
animais expostos ao DMBA, nao foram observados tumores, evento provavelmente
relacionado a duragdo insuficiente do experimento para o desenvolvimento de
lesbes mais avangadas.
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Tabela 1. Numero de criptas aberrantes (CA) e focos de criptas aberrantes (FCA),
nas regides proximal e distal do célon, nos grupos experimentais de indu¢do com 7,
12 — dimetilbezantraceno e tratamento com doses de 50 e 200mg do extrato de
Annonamuricata, antes e ap6s a inducdo com DMBA.

Grupos (G) CA FCA
P D P D

02-03 | 04-09| =10 | 02-03 | 04-09 =10
G1 11 12 - - - 05 06 -
G2 08 11 12 07 - 15 14 02
G3 09 14 07 08 - 06 07 -
G4 01 - 04 01 - 04 03 01
G5 03 - 06 02 - 06 10 -

DMBA - 7, 12 — dimetilbezantraceno. G = grupo experiméntal; P = c6lon prbximal; D = célon distal

Fig.1. Mucosa col6nica com azul de metileno representando uma vista topogréafica de um FCA com
02 CA (A) e 04 CA (B). Criptas aberrantes com abertura luminal irregular e revestimento epitelial mais
espesso em relacdo as criptas adjacentes normais (microscopia de luz — objetiva 10x).
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Fig.2. A. Morfologia da mucosa colénica mostrando a auséncia de vilosidade e células epiteliais,
infiltrados inflamatdérios, caracterizando a necrose. A camada muscular estava preservada. B. O FCA
hiperplasico é composto por criptas alongadas com epitélio ligeiramente elevado e ndcleos na base
da célula. C. O FCA displasico € composto por células epiteliais estratificadas, nucleos
hipercromaticos, com perda de polaridade celular e secre¢édo de mucina (seta vermelha) (microscopia
de luz — objetiva 10x).

Conclusbes

Estudos utilizando o modelo de inducdo com DMBA permitiram monitorar o
desenvolvimento de CA e FCA, nas condicdes experimentais estabelecidas,
produzindo informag8es importantes sobre lesbes pré-neoplésicas no célon. Porém,
em nosso experimento, o DMBA mostrou ndo ser um bom indutor carcinogénico
para 0 colon, quando comparado a outros carcindbgenos. De acordo com o0s
resultados deste trabalho, € necessario a realizacdo de estudos de toxicidade do
extrato de Annona muricata, a fim de que as propriedades antioxidantes possam ser
avaliadas na mucosa col6nica.
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