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Resumo:

O 1,2-dimetilhidrazina (DMH) é usado na inducdo de lesdes na mucosa intestinal
como Criptas Aberrantes (CA) e os Focos de Criptas Aberrantes (FCA). Atividades
guimiopreventivas foram observadas na Propolis Marrom Brasileira (PMB) e Artepilin
C (ARC) em modelos experimentais com roedores. Objetivo: Avaliar a atividade
guimiopreventiva e/ou antitumoral da PMB e ARC na regido colorretal de ratos
Wistar. Método: Utilizamos 25 ratos Wistar machos, em oito grupos: controle, com e
sem inducdo com DHM e tratados com PMB enriquecida (PMBE) e ARC, durante
dezesseis semanas. A analise do colon coloracdo foi feita com coloracdo azul de
metileno para contagem e quantificacdo das CA e FCA. Resultados: a quantidade de
FCA nos grupos experimentais diminuiu, em ambas as por¢des do colon analisadas,
enquanto que o numero de CA isoladas aumentou. Além disso, o DMH foi eficaz na
indugdo de FCA. Conclusédo: a PMBE e ARC tém bom potencial antioxidante e
impediram a expansao clonal das células das criptas.

Introducéo

O cancer colorretal (CCR), um dos maiores problemas de saude no mundo
ocidental, é influenciado por varios fatores de risco, que contribuem para o aumento
de neoplasias em geral, influenciando no estado oxidativo das células e
desenvolvimento dessa enfermidade (Venkatachalam et al.,, 2020). A mucosa
coloénica apresenta um grande numero de glandulas ou criptas de Lieberkuhn,
caracterizadas por abundancia de células caliciformes e um pequeno nimero de
células enteroenddcrinas. As criptas colonicas tém alta especificidade com o 1,2-
dimetilhidrazinha (DMH), considerado um potente carcindgeno utilizado para a
inducdo do CCR, por causar estresse oxidativo nas células da mucosa intestinal,
podendo levar a formacdo de Criptas Aberrantes (CA), consideradas lesbes preé-
neoplasicas. As criptas aberrantes sdo identificadas por seu formato eliptico e zona
pericriptal elevada em relacdo as criptas normais e, 0 conjunto dessas, sao
conhecidos como Focos de Criptas Aberrantes (FCA). As criptas sao facilmente
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encontradas na mucosa colénica neoplasica corada por azul de metileno (Bird, 1987;
Venkatachalam et al., 2020). A acado antitumoral € uma das propriedades estudadas
para a prépolis Marrom Brasileira (Sepulveda et al., 2020). Portanto, este trabalho
teve por objetivo avaliar a atividade quimiopreventiva, em relacdo a carcinogénese
colorretal, da Prépolis Marrom Brasileira e sua fracdo enriquecida e do composto
majoritario da PMB, a artepellin C, por meio da avaliacdo das lesGes pré-neoplasicas
no colon de ratos Wistar.

Materiais e Métodos

Foram usados 25 coélons de ratos Wistar adultos machos distribuidos em 8 grupos,
com duracéo total de 16 semanas, e o extrato de Propolis Marrom foi fornecido pelo
setor de farmacologia da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul.

Os grupos foram: Controle negativo diluente DMH (Gl), controle negativo da
gavagem (Gll), Controle positivo indugédo (Glll), Grupo tratamento experimental
PMBE (GIV), Grupo tratamento experimental com ART C (GV), Controle tratamento
experimental PMBE (GVI), Controle tratamento experimental ART C (GVII) e
Controle tratamento padrdo 5-FU (GVIIl). Os animais foram inoculados via
intraperitoneal com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) 40mg/kg, diluida em solucédo de
tampdao fosfato (PBS) com EDTA 1,5 pH 6,5, duas vezes por semana durante 2
semanas (Rodrigues et al., 2002). Os animais tratados com 5-FU receberam 01
dose via IP por 5 dias consecutivos, correspondente a 35 mg/kg, na 3% semana de
experimento. Porém estes animais morreram nas primeiras semanas de inoculacao,
possivelmente por erro na dosagem, e foram excluidos da amostra. Os extratos
foram inoculados por gavagem. A andlise da avaliacdo ponderal foi representada
pelo percentual de aumento relativo (peso final/peso inicial x 100) (Blainski, 2010), e
as doses eram adequadas semanalmente, de acordo com a variagao do peso. A
eutanasia foi realizada com a administracdo de Cloridrato de Xilazina (30mg/kg) e
Cloridrato de Quetamina (240mg/kg) por via IP. O intestino grosso foi totalmente
removido e aberto na linha mesentérica na sua extensédo, distendido e fixado sobre
pequenas placas de isopor, medidos com fita métrica, lavados com solucao salina e
imersos em paraformaldeido por 06 horas. As porcdes intestinais foram mantidas em
alcool 70° e corados com azul de metileno 1%, diluido em PBS, para anélise das CA
e FCA. As criptas e os foco de criptas aberrantes foram identificadas segundo
descricao de Bird (1987), com auxilio de um microscépio de luz/objetiva de 4x. As
categorias histologicas incluiram: CA isolada e FCA com 02 a 03, 04 a 09 ou mais de
10 CA/foco.

Os experimentos foram descritos em média + desvio padrdo do nimero de criptas e
focos de criptas aberrantes por animal de cada grupo, e os dados analisados por
testes estatisticos Oneway ANOVA e Tukey HSD ou Kruskal-Wallis e Nemeniy. O
nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao

As analises histologicas realizadas por meio da coloracdo com azul de metileno
estdo expressas na Tabela 01, pela média + e desvio padrdo. De acordo com os
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resultados, os grupos controles nao induzidos com o DMH, (Gl, Gll, GVI e GVII), as
CAs e FCAs nao foram visualizados. Porém, no grupo Il observamos valores
elevados na regido proximal e distal, tanto de CA quanto de FCA. Em relagéo as CA
isoladas (Figura 1A), em ambas as porc¢des, proximais e distais, observamos a
ocorréncia de um aumento de CA sem diferenga significativa, no GV, quando
comparados ao grupo lll (Tabela 01). Quanto aos FCA (Figuras 1B, 1C), os
resultados encontrados mostraram diferenca significativa entre os grupos Glll e GIV
para FCA com 2-3 criptas/foco na regido proximal, e nos FCA com 4-9 e mais de 10
criptas/ffoco na porgao distal, sugerindo que a PMBE pode ter controlado a
proliferacdo de criptas aberrantes nos focos. Esses resultados podem sugerir que a
PMB, inicialmente, ndo conseguiu controlar a transformacgéo de criptas normais em
aberrantes, mas, provavelmente, inibiu a expanséo clonal de células que comp&em
os FCA e a sua formacao. Estes resultados sugerem que o tratamento experimental
com PMBE e ART C exerce acao quimioprotetora, controlando a multiplicidade de
criptas/foco, manifestacédo tecidual importante no desenvolvimento do CCR
(Venkatachalam et al., 2020).

Tabela 1. Média de Criptas Aberrantes (CA) e Focos de Criptas Aberrantes (FCA),
nas regides proximal e distal do colon, nos grupos experimentais de inducdo com
DMH (1,2 dimetilhidrazina) e tratamento com Prépolis Marrom Brasileira enriquecida
e artepellin C.

Colon proximal Colon distal
Grupos CA FCA CA FCA

1 cripta 2-3 criptas 4-9 criptas | =10 criptas 1 cripta 2-3 criptas 4-9 criptas =10 criptas

GI 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0,16=0.4 0=0.0 0=0.0

GII 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0.16=0.4 0=0.0 0=0.0
GIII 253+11.2 29,6 12.9* 34=33 0=0.0 26,175 101.6 =26 96,3 £26.5* 40292
GIV 176 52 6,6 =4.1* 0.16=0.4 0=0.0 37%212 663 =133 30,5£19.9= 0,16 0.4

GV 29=0.0 10=0.0 0=0.0 0=0.0 44 =197 84,5247 51:E21.2 0=0.0

GVI 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0,305 0=0.0 0=0.0

GVII 0=0.0 0,5=0.7 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0 0=0.0

% - porcentagens de Pixels marcados pormucina. Gl= grupo controle; Gll= grupo controle gavagem; a Glll= grupo experimental
com indugéo por DMH; bGIV= grupo experimental com indu¢do por DMH + PMBE; GV= grupo experimental com DMH+ARC;
GVI e GVII= grupo controle PMBE e ARC, respectivamente. Resultados expressos como média das quantidades observadas
nos animais do mesmo grupo * desvio padréo

Figura 2. Fotomicrografias de criptas e focos de criptas aberrantes - A: cripta aberrante isolada; (B, C
e D): focos de criptas aberrantes com 2, 9 e mais de 10 criptas, respectivamente. Objetiva de 4x.

Conclusoes
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Os resultados mostraram que este modelo experimental em animal € uma
ferramenta Util na investigagcdo de compostos com carater quimioprotetor e que se
faz necessario dar continuidade na pesquisa com uma gama maior de opc¢les de
doses experimentais a fim de buscar o equilibrio necessario na dose e meio de
administracao, resultando em ganho potencial maximo das substancias avaliadas.
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