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Resumo:

O cancer colorretal (CCR) € um dos maiores problemas de saude no mundo. O 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) é um potente carcindgeno usado na indug¢do do CCR,
gerando lesdes na mucosa intestinal conhecidas como Criptas Aberrantes (CA) e
seu conjunto, os Focos de Criptas Aberrantes (FCA) hiperplasicas e displasicas,
sendo que o epitélio hiper proliferativo € uma das etapas principais no
desenvolvimento do CCR. Modelos experimentais desenvolvidos em roedores
auxiliam na obtencéo de informacdes sobre a iniciacdo e progressao dessas lesdes
de carater pré-neoplasico. Atividades biolégicas importantes foram descobertas na
Prépolis Marrom Brasileira (PMB). Objetivo: Avaliar a atividade quimiopreventiva
e/ou antitumoral da prépolis marrom em lesGes de carater pré-neoplasicas na regiao
colorretal de ratos Wistar. Métodos: Utilizamos 26 ratos Wistar machos, divididos
em seis grupos experimentais, dentre eles, grupos controles, grupos com e sem
inducdo com DMH e tratamentos com PMB, durante dezesseis semanas. O colon
dos animais foi analisado por meio da coloracdo de azul de metileno para
classificacdo e quantificacdo das CA e dos FCA. Resultados: a quantidade de FCA
nos grupos experimentais (induzidos ou ndo) diminuiu, em ambas as porcbes do
coélon, enquanto o numero de CA isoladas aumentou. Além disso, o DMH foi eficaz
na inducdo de FCA. Conclusdo: A PMB e seus derivados tém bom potencial
antioxidante e impediram a expanséo clonal das células das criptas.

Introducéo

O cancer colorretal (CCR) é um dos maiores problemas de saude no mundo
ocidental (Eser et al, 2018). Varios sdo os fatores de risco que contribuem para o
aumento na incidéncia de neoplasias nos seres humanos, através de alteracdes no
estado oxidativo das células. O 1,2-dimetilhidrazina (DMH) é um carcindgeno
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potente, muito utilizado na indugdo do CCR devido a alta especificidade as células
do célon, e a semelhanca de patogenia entre roedores e humanos (Venkatachalam
et al., 2020). Esse composto pode gerar um estresse oxidativo capaz de lesionar a
mucosa intestinal, podendo levar a formacdo de Criptas Aberrantes (CA),
caracterizadas por seu formato eliptico e zona pericriptalelevada em relacdo as
normais e, o conjunto dessas, sdo conhecidos como Focos de Criptas Aberrantes
(FCA). Na superficie da mucosa colbnica de ratos corada com azul de metileno,
tratados com carcindgenos, € facil a observacdo de CA e FCA (Bird, 1987;
Venkatachalam et al.,, 2020). A capacidade antioxidante dos produtos apicolas,
comprovadamente capazes de neutralizar os efeitos do estresse oxidativo
pertencente a patogénese, torna a Propolis Marrom Brasileira objeto de estudo
relevante na formulacdo de farmacos de acdo antitumoral a base de seu extrato
(Sepulveda et al., 2020). Portanto, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade
guimiopreventiva, em relagcdo a carcinogénese colorretal da PMB por meio da
avaliacao das lesdes pré-neoplasicas no colon de ratos Wistar.

Materiais e Métodos

A amostra era composta de 26 ratos adultos machos, da linhagem Wistar, durante
um periodo experimental de 16 semanas, distribuidos em 6 grupos (Gl — controle
negativo de gavagem; Gll — controle positivo inducao; GlIl — tratamento experimental
PMB; GIV — tratamento experimental profilatico PMB; GV — controle tratamento
experimental PMB; GVI — controle tratamento padrdo). Os animais do Gl receberam
apenas o diluente do DMH (PBS) via gavagem. Os ratos dos grupos GlI, Glll e GVI
foram inoculados via intraperitoneal (IP) com DMH 40mg/kg 2x/semana, durante as 2
semanas iniciais; e o grupo GIV, durante a 62 e a 72 semana. O extrato alcodlico de
PMB foi administradovia gavagem nos grupos Gllle GV na dosagem de 80mg/kg,
5x/semana nas 2 semanas iniciais e 3x/semana nas restantes. No grupo GlV, as
suspensdes de PMB foram aplicadas 3x/semana durante todo o experimento. Os
animais do grupo GVI receberam 01 dose IP 35mg/kg de 5-FU durante 5 dias
consecutivos, na 32 semana do experimento. Os animais foram pesados
semanalmente para correcao das doses.

Todos os animais sofreram eutanasia e tiveram seu colon coletado. O material foi
incluido em solucéo fixadora de paraformaldeido por 6h. Apds, os intestinos foram
armazenados em alcool 70° para analise das CA e FCA com azul de metileno 1%
dissolvido em PBS. A gquantificacdo das foi realizada ao microscopio de luz, com
aumento de 40x, nas regides proximais e distais. 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 n° de CA e
FCA/animal de cada grupo, e os dados foram analisados por testes estatisticos
(teste de Shapiro-Wilk, teste de Levene, Oneway ANOVA e Tukey HSD ou Kruskal-
Wallis e Nemeniy). O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados e Discussao
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As andlises histologicas realizadas por meio da coloracdo azul de metileno estédo
expressas na Tabela 1, pela média *+ desvio padrdo. Os resultados mostraram que,
nos grupos controles ndo induzidos com DMH (GI, GlI, GIV), CA e FCA foram
visualizados, mas sem significaAncia estatistica. J& no grupo lll, observam-se valores
elevados de criptas em ambas as porcdes. Em relacdo as CA isoladas (Figura 1A),
nota-se um aumento numérico de CA em todos 0s grupos com tratamento
experimental induzido com DMH, se comparados a GlII.

Quanto aos FCA (Figuras 1B, 1C), os resultados encontrados mostraram diferenca
significativa nos FCA 2 10 criptas apenas entre GlIl e GIV. Por outro lado, percebe-
se que o0s animais induzidos e tratados com a PMB (GIV e GV) apresentaram
resultados inferiores de FCA aqueles do grupo controle.

Os resultados do grupo de animais tratados com 5-FU (GVI) ndo foram mostrados
pois 0s animais morreram, provavelmente por problemas com a dose administrada.
Esses resultados podem sugerir que a PMB, inicialmente, ndo conseguiu controlar a
transformacao de criptas normais em aberrantes, mas, provavelmente, inibiu a
expansao clonal de células que compdem os FCA e a sua formacéao. Tal fato reforca
a hipotese que o tratamento experimental com PMB exerce acao quimioprotetora,
controlando a multiplicidade de criptas/foco, manifestacdo tecidual importante no
desenvolvimento do CCR (Wargovizh et al., 2010).

Tabela 1-Médias de Criptas Aberrantes (CA) e Focos de Criptas Aberrantes (FCA),
nas regibes proximal e distal do célon, nos grupos experimentais de inducdo com
DMH (1,2 dimetilhidrazina) e tratamento com Prépolis Marrom Brasileira.

Cédlon proximal Colon distal
Grupos CA FCA CA FCA
1 cripta 2-3 criptas _ 4-9 > 10 1 cripta 2-3 criptas 4-9 criptas > 10 criptas
criptas criptas

Gl 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0,16.40 0+0.0 0+0.0

Gll 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0,164 0+0.0 0+0.0

Gl 253+11.2 29,6+12.9 3,4+3.3 0+0.0 26,1.5 101,6 £ 26 96,3+265 4,0+29

GIV 33,5+8.6 28,6 +10.5 28+26 0+0.0 356+ 87,1+245 70,8 +16.9 13+1.2
GV 346+256 295+25.1 2,3+3.3 0+0.0 20.621,5 + 114,3+31.3 59 +47.5 06+1.2

GVI 0+0.0 0,16 0.4 0+0.0 0+0.0 3%)i 0.0 08 0+0.0 0+0.0

% - porcentagens de Pixels marcados por mucina. Gl= grupo controle; Gll= grupo controle gavagem; ®Glll= grupo experimental
com inducao por DMH;"GIV= grupo experimental com indugédo por DMH + PMB; GV= grupo profilatico tratamento de PMB
antes da indugdo por DMH; Gll= grupo controle PMB. Resultados expressos como média das quantidades observadas nos
animais do mesmo grupo + desvio padrao.
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Figura 1 — Fotomicrografias de criptas e focos de criptas aberrantes do célon distal de ratos
expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH). A: CA isolada; (B, C e D): FCA com 2, 9 e mais de 10,
respectivamente, corados com Coloracdo Azul de Metileno e objetiva de 4x.

Conclusodes

Os resultados mostraram que este modelo experimental em animal € uma
ferramenta Util na investigacdo 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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