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RESUMO

Dentre os eventos iniciais da carcinogénese coloretal estao as criptas aberrantes (CA)
e os focos de criptas aberrantes (FCA), considerados marcadores morfolégicos em
modelos experimentais. A Curcuma longa apresenta propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias, podendo apresentar um potencial quimiopreventivo. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o possivel efeito do extrato etandlico de Curcuma
longa sobre a formacdo de CA e FCA no tecido colénico de camundongos Swiss
submetidos a indugdo por DMH. Foram utilizados 27 camundongos Swiss machos,
distribuidos em cinco grupos experimentais, dentre eles os grupos induzido com DMH
e tratados com o extrato etandlico de C. longa na dose de 250 mg/kg e seus
respctivos grupos controles. Os resultados demonstraram maior numero de CA no
grupo induzido com DMH em comparacdo ao controle negativo da inducédo, com
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), confirmando a eficacia do modelo
experimental. Entretanto, o tratamento com o extrato etandlico de C. longa na dose
de 250 mg/kg ndo promoveu reducdo estatisticamente significativa no numero de CA
em comparagdo ao grupo controle de inducdo. Da mesma forma, nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas relacionadas presenga de FCA
e a multiplicidade dos focos entre os grupos submetidos a indugéo e tratados com o
extrato. Dessa forma, nas condi¢cdes experimentais avaliadas, o extrato etanédlico de
C. longa, na dose de 250 mg/kg, ndo demonstrou efeito quimiopreventivo significativo
sobre os pardmetros analisados no tecido colénico dos camundongos Swiss.

INTRODUCAO

O cancer colorretal constitui um importante problema de saude publica e seu
desenvolvimento envolve alteracbes progressivas no epitélio intestinal. Entre os
eventos iniciais da carcinogénese estdo as criptas aberrantes (CA) e os focos de
criptas aberrantes (FCA), utilizados como parametros de alteracées pré-neoplasicas
em modelos experimentais (Bird, 1987; Rodrigues et al., 2002).
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A busca por substancias naturais com potencial quimiopreventivo vem recebendo
maior atencao devido a presenca de compostos biologicamente ativos. A Curcuma
longa L. se destaca por apresentar curcuminoides e outros constituintes associados a
propriedades antioxidantes e antiinflamatorias (Alonso, 2016). Assim, este estudo
avaliou o efeito do extrato etandlico de C. longa, administrado por gavagem, sobre CA
e FCA em camundongos Swiss submetidos a indugao por DMH.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 27 animais foram distribuidos de maneira aleatéria em cinco grupos
experimentais, sendo seis animais por grupo de inducdo e tratamento e trés
individuos no grupo controle do veiculo. Os rizomas de C. longa foram secos,
triturados e submetidos a extracdo em aparelho do tipo Soxhlet com etanol absoluto.
Em rota-evaporador, o extrato foi concentrado e liofilizado. O periodo de
acompanhamento total foi de 10 semanas. Os grupos foram: Controle negativo
diluente DMH (Gl), Controle positivo inducéo (Gll), Grupo tratamento experimental
(Glll), Controle negativo diluente da curcuma. Os animais foram inoculados via
intraperitoneal com 1,2-dimetilhidrazina (DMH) 20mg/kg, diluida em solugdo de
tampao fosfato (PBS) com EDTA 1,5 pH 6,5, duas vezes por semana durante 4
semanas (Rodrigues et al., 2002). O extrato foi inoculado via gavagem. 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 removido e aberto na linha
mesentérica na sua extensao, distendido e fixado sobre pequenas placas de isopor,
lavados com solucdo salina e imersos em paraformaldeido por 6 horas. As porcdes
intestinais foram mantidas em alcool 70° e corados com azul de metileno 1%, diluido
em PBS, para analise das CA e FCA. As criptas e os foco de criptas aberrantes foram
identificadas segundo descricao de Bird (1987), com auxilio de um microscoépio de
luz/objetiva de 4x. As categorias histolégicas incluiram: CA isolada e FCA com 02 a
03, 04 a 05 ou mais de 05 CA/foco. Os dados foram avaliados quanto a normalidade
e homogeneidade e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn com
correcao de Bonferroni, adotando-se p < 0,05. O nivel de significAncia adotado foi de
5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicao ao DMH promoveu um aumento significativo na quantidade de CA em
comparagdo ao grupo controle negativo (p < 0,05), confirmando a eficiéncia do
protocolo de indugdo empregado. Nos animais submetidos ao DMH e tratados com C.
longa, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na quantidade
de CA em relacdo ao grupo controle positiva. As analises histologicas realizadas por
meio da coloracdo com azul de metileno (Tabela 01) foi expressa pela média * e
desvio padrao. Nossos resultados mostraram que, Nnos grupos
controles ndo induzidos com DMH (Gl, Gll, GIV e GVI), CA e FCA nao foram
visualizados. O grupo Il submetido a indu¢gdo com DMH apresentou um maior nimero
de CA em comparacdo ao grupo | de controle negativo, a diferenca foi
estatisticamente significativa (p < 0,05). Porém, no grupo lll observamos valores
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elevados tanto de CA quanto de FCA. Em relacdo as CA isoladas, observamos a
ocorréncia de um aumento de CA sem diferenca significativa, quando comparados ao
grupo lll. Quanto aos FCA, os grupos tratados apresentaram valores numericamente
superiores aos que foram observados no grupo controle positivos, porém sem uma
diferenca estatistica significativa. Da mesma forma, a média de CA foi de 21,2 no
grupo tratado e 20,0 no grupo DMH, enquanto a multiplicidade dos FCA foi de 3,01 e
2,81, respectivamente, mostrando que a andlise da multiplicidade dos FCA néao
demonstrou diferenca significativa entre os grupos submetidos a inducao por DMH,
sugerindo que a curcuma longa nao agiu no controle da proliferacdo de criptas
aberrantes nos focos. Os grupos que nao receberam DMH apresentaram uma baixa
ocorréncia de CA e FCA, incluindo os animais que foram tratados apenas com a C.
longa e o grupo que recebeu o veiculo (Tween 20). De maneira geral, os resultados
demonstram que a DMH foi capaz de induzir a formacao de alteracées aberrantes no
célon, enquanto o tratamento com C. longa ndo promoveu uma reducao significativa
perante os parametros avaliados. A C. longa apresenta compostos associados a
diferentes atividades biologicas, incluindo propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias (ALONSO, 2016). Estudos com curcumina demonstraram efeitos sobre
alteracoes pré-neoplasicas em modelos de carcinogénese induzida por DMH, embora
a resposta possa variar entre protocolos (BOUNAAMA et al.,, 2012; KWON et al.,
2004). Dessa forma, os resultados nado permitem excluir um potencial
quimiopreventivo da espécie, mas indicam que esse efeito ndo foi demonstrado para
o extrato etandlico, na dose de 250 mg/kg e nas condi¢des experimentais avaliadas.

Tabela 1 — Representacao da média * desvio padrao de criptas aberrantes (CA),
focos de criptas aberrantes (FCA) e multiplicidade dos FCA.

Grupos CA (média £ DP) FCA
Multiplicidade
x * DP IC95% x * DP 1C95% de FCA
X score * DP
2a3 4a5 >5 [ 1C95%)]
| 1,00 0+0 0+0 00 0+0
i 20,0 1,41 8,6 £2,30 1,2+045 0,2+£045 2,81£0,12
[18,24 —21,76] [5,74—11,46] [0,64 —1,76][-0,36 — 0,76] [2,67 — 2,95]
i 21,2+15,22 13,0+9,14 3,2x2/17 0,6 £0,55 3,01 £0,15
[2,3-40,1 [1,65—-24,35] [0,51—5,89] [-0,08—1,28] [2,82—23,19]
v 2,0+£0,71 0,4 +£0,55 0+0 0+0 1,0+1,37
[1,12 -2,88] [-0,28 — 1,08] [-0,7 —2,7]
Vv 0,67 £ 0,58 0x0 0+0 00 0x0
[-0,77 — 2,1]

CA: criptas aberrantes isoladas; DP: desvio padrao; FCA: foco de criptas aberrantes; IC95%: intervalo de confianga a 95%.
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CONCLUSOES

A inducdo com DMH foi capaz de promover um aumento significativo na formacéo de
criptas aberrantes no tecido colénico dos camundongos, demonstrando a eficiéncia
do modelo experimental. Entretanto, a administracdo do extrato etandlico de Curcuma
longa, na dose de 250 mg/kg, ndo promoveu uma reducao significativa na quantidade
de CA, FCA ou na multiplicidade dos focos. Portanto, nas condigcbes avaliadas, o
extrato de C. longa ndo apresentou um efeito quimiopreventivo significativo sobre os
parametros analisados.
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