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RESUMO

SEQUETTO, Priscila Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2012.
Efeitos dos flavondides naringina, crisina e hesperidina e do extrato hidroalcoolico
de Helianthus annuus na carcinogénese experimental do célon. Orientadora: Ténia
Toledo de Oliveira. Coorientadores: Marcia Rogéria de Almeida Lamego e Tanus Jorge
Nagem.

Neste estudo, objetivou-se avaliar os efeitos dos flavondides naringina, hesperidina e
crisina e do extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus na carcinogénese experimental
do colon de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina. Em cada experimento, foram
utilizados ratos Wistar fémeas pesando 130,8 + 27,1g que receberam injecao subcutinea
semanal de 1,2-dimetilhidrazina (DMH, 20 mg/kg) durante 10 semanas. A partir da 11°
semana, foi iniciado o tratamento com os flavonodides naringina, crisina, hesperidina e
com o extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus, administrado por gavagem 3 vezes
por semana a cada 48 horas, durante 14 semanas. Os animais foram divididos em 5
grupos com 7 animais em cada grupo. Grupo 1: NaCl 0,9%; Grupo 2: DMH + NaCl
0,9%; Grupo 3: DMH + tratamento (10 mg/Kg); Grupo 4: DMH + tratamento (100
mg/Kg); Grupo 5: DMH + tratamento (200 mg/Kg). A avaliacdo dos resultados foi
reaizada a partir de analises de quantificagdo do numero de focos de criptas aberrantes
(FCA), histopatologia, histoquimica e histomorfometria, avaliagdo de regides
organizadora de nucléolo por nucleo de enterocitos AgNORs e de células
enteroenddcrinas, andlise bioquimica sérica e microanalise de minerais. De forma geral,
nos grupos controle da inducdo e tratado com a menor dose houve aumento significativo
do niimero de FCA com criptas displasicas dilatadas, das AgNORs/ntcleo e redugdo
dos minerais antioxidantes como cobre, magnésio, selénio e zinco comparado ao grupo
sadio. Nas outras dosagens utilizadas foi observada redug¢do da desorganizagdo
morfologica colorretal, com a diminuicao do niumero de lesdes pré-neopléasicas em ratos
expostos ao carcindgeno quimico DMH. Os segmentos inicial € médio do colon foram
mais sensiveis ao efeito inibitorio destes tratamentos sobre a displasia do epitélio
intestinal, os quais aparentemente apresentam influéncia limitada sobre lesdes tumorais
previamente estabelecidas. Acredita-se que parte dos resultados encontrados pode ser
decorrente dos efeitos destes tratamentos na redugdo da proliferagdo celular e

recuperagdo dos niveis de minerais antioxidantes na mucosa intestinal.
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ABSTRACT

SEQUETTO, Priscila Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july of 2012.
Effects of the flavonoid naringin, chrysin and hesperidin and extract of Helianthus
annuus in experimental colon carcinogenesis. Adviser: Tania Toledo de Oliveira.
Coadvisers: Marcia Rogéria de Almeida Lamego and Tanus Jorge Nagem.

This study aimed to evaluate the effects of the flavonoid naringin, hesperidin and
chrysin and extract of Helianthus annuus in experimental colon carcinogenesis in rats
exposed to 1.2 dimethylhydrazine. In each experiment we used Wistar female weighing
27.1 g £ 130.8 received weekly subcutaneous injection of 1,2-dimethylhydrazine
(DMH, 20 mg/kg) for 10 weeks. From week 11, treatment was started with the
flavonoid naringin, chrysin, hesperidin and the hydroalcoholic extract of Helianthus
annuus, administered orally three times a week every 48 hours for 14 weeks. The
animals were divided into 7 groups with five animals in each group. Group 1: NaCl
0,9%, Group 2: DMH + NaCl 0,9%, Group 3: DMH + treatment (10 mg/Kg), Group 4:
DMH + treatment (100 mg/Kg), Group 5: DMH + treatment (200 mg/Kg). The
evaluation of the results was reaizada from analyzes to quantify the number of aberrant
crypt foci (ACF), histopathology, immunohistochemistry and histomorphometry,
evaluation of nucleolar organizer regions per nucleus of enterocytes and
enteroendocrine cells AgNORs, serum biochemical analysis and microanalysis
minerals. Overall, the induction and control groups treated with the lower dose
significantly increased the number of dysplastic crypts with dilated FCA, of
AgNORs/nucleus and reduction of antioxidant minerals such as copper, magnesium,
selenium and zinc compared to the healthy group. In other dosages used were a decrease
in colorectal morphological disorganization and a decrease in the number of
precancerous lesions in rats exposed to the chemical carcinogen DMH. The early and
middle segments of the colon were more sensitive to the inhibitory effect of these
treatments on the intestinal epithelial dysplasia, which apparently have limited influence
on pre-established tumors. It is believed that some of the results may be due to the
effects of these treatments in reducing the proliferation and recovery levels of minerals

antioxidants in colonic mucosa.



1. INTRODUGCAO GERAL

O cancer colorretal ¢ um dos maiores problemas de saide no mundo ocidental
(Tonon et al., 2007). A maioria dos canceres colorretais ocorre de forma esporadica e os
principais fatores de risco se encontram na dieta e no estilo de vida, desta forma, a
modificagdo destes fatores oferece oportunidades para a prevengdao desta patologia
(Schottenfeldm & Fraumeni, 2006). A alta incidéncia e mortalidade da doenga devem-
se ao diagnostico numa fase tardia, afirmando a necessidade de melhores ferramentas
para o diagnostico e prognostico precoces (Berg & Soreide, 2011).

Normalmente o cancer colorretal surge esporadicamente, embora um menor
subgrupo surja como resultado de mutagdes herdadas, ou como resultado de doengas
inflamatorias do intestino como doenga de Crohn e colite ulcerosa (Markowitz &
Bertagnolli, 2009). Existe uma evidéncia crescente de que o grau de desenvolvimento
do tumor e a resposta ao tratamento sdo dependentes da constituicdo genética normal do
individuo (Ullman & Itzkowitz, 2011). A resposta dos pacientes ao tratamento ¢
variavel, mesmo se a doenca parece similar ao avaliar os parametros clinicopatoldgicos
(Berg & Soreide, 2011).

A doen¢a normalmente se desenvolve a partir de um poélipo benigno, podendo
transformar-se em adenoma com displasia e evolugdo para carcinoma com potencial
metastatico (Davies et al., 2005). Estas alteragdes podem surgir como resultado do
acimulo de alteragdes genéticas e epigenéticas em uma célula que podem levar a
desregulacdo das vias de controle celular, e, assim, perturbar a proliferagdo normal e
crescimento da célula (Markowitz & Bertagnolli, 2009).

O desenvolvimento dos tumores colorretais envolve varias alteracoes

morfoldgicas associadas ao aparecimento e crescimento da lesdo localizada, e uma



progressiva perturbacdo do genoma, incluindo a aquisi¢do de mutagdes somadticas € o
silenciamento de genes reguladores (Vogelstein et al., 1988).

No cancer colorretal, os adenomas sdo considerados como o precursor mais
importante para os carcinomas, embora um subgrupo hiperplasico também tenha sido
demonstrado como potencial maligno (Torlakovic & Snover 1996). A sequencia
adenoma-carcinoma sugere que mutacdes especificas ocorrem em determinadas fases
do desenvolvimento do tumor, a fim de transformar o carcinoma em uma célula com
potencial metastatico, estas mutagdes afetam os genes e vias importantes para a
regulacdo do crescimento e diferenciacao celular (Fearon & Vogelstein, 1990).

O surgimento do conhecimento em nivel molecular contribuiu para o
entendimento das causas para a iniciagdo e progressdao do tumor e revelou a
complexidade e heterogeneidade da doenga (Park et al., 2008).

Duas classes de genes tem papel chave no desenvolvimento do cancer, os
protooncogenes estimulam, enquanto genes supressores inibem os processos de divisdo
celular (Weinberg, 1996). Quando os protooncogenes sofrem alguma mutacgdo a taxa de
proliferagdo da célula ¢ elevada, mesmo na auséncia de fatores de crescimento, em
contraste, 0s genes supressores tumorais mutantes sdo privados de sua funcdo
reguladora do ciclo celular, resultando em proliferagdao celular, mesmo se danos graves
sao introduzidos na célula (Berg & Soreide, 2011).

Em suas configuragdes normais, os protooncogenes e os genes supressores de
tumor, coreografam o ciclo celular em uma intrincada seqiiéncia de eventos pelos quais
as c¢lulas crescem e se dividem, desta forma, estas duas classes de genes sdo
responsaveis pela proliferagdo descontrolada encontrada em véarios tipos de céanceres

humanos (Weinberg, 1996). Assim, a regulacdo normal e equilibrio entre a apoptose e



a proliferacao celular ¢ desviada para um estado proliferativo descontrolado com perda
da morte celular (Berg & Soreide, 2011).

O gene APC ¢ considerado o evento inicial para transformar uma célula normal
em um adenoma, e ¢ encontrado em aproximadamente 80% de todos os carcinomas
colorretais. A mutagdo nos oncogenes KRAS ¢ outra aberragdo vista com frequéncia no
inicio da transformagao de células normais (Yang et al., 2006).

Mutacdes no BRAF oncogene sdo vistas no inicio de transformagdo maligna.
Ambos KRAS e mutagcdes BRAF irdo aumentar a taxa de proliferacdo da célula,
comparavel a mutacdes em APC (Laurent-Puig et al., 1999). Mutacdes no gene
supressor de tumor TP53 sdo observadas em mais de 50% dos tumores colorretais, esta
frequéncia elevada é encontrada em carcinomas, mas ndo em adenomas, sugerindo ser o
gene TP53 crucial para a transformagao maligna da célula (Torlakovic & Snover 1996).
Na figura 1 sdo mostradas as etapas e os genes envolvidos no desenvolvimento do

cancer de colorretal.

Inativagdo do gene BAT26

Mutagdo e perda Mutagdo Perda Mutagdo e perda
APC KRAS SMADZ/4 P53
Epitélio normal Adenoma precoce Adenoma Adenoma Cardinoma Metdstase
cripta displdsica intermedidrio evoluido

DNA alterado Outras alteragdes
por metilagdo genéticas

Figura 1. A seqiiéncia adenoma-carcinoma colorretal. A progressdo do epitélio normal
através de adenoma colorretal a carcinoma ¢ caracterizada por anormalidades acumuladas em

genes especificos. Mutacdes em genes de reparagdo e a mutagdo sucessiva em genes alvo para o

desenvolvimento do céancer colorretal pode ocorrer em qualquer ponto na sequéncia (como



mostrado pela linha pontilhada). BAT26 é uma regido microssatélite que ¢ alterada em quase

todos os CRCs. Adaptado de Davies et al., 2005.

Em 1987, Bird e Good descreveram os focos de criptas aberrantes (FCA) como
supostas lesdes pré-neoplasicas no codlon de roedores tratados com carcindgeno. Os
FCA se projetam no lumen intestinal (Bird & Good, 2000) sendo sua superficie
facilmente visualizada ao exame microscopico de luz pela coloragdo com azul de
metileno, e observados em pacientes com cancer colorretal € em pacientes com polipose
adenomatosa familiar (Nucci et al., 1997).

Devido ao numero total ¢ tamanho destas pequenas lesdes poderem ser marcadas
de forma simples, FCA tém sido utilizados como um bioensaio de curto prazo para
avaliar o papel de componentes nutritivos e agentes quimiopreventivos numa fase
precoce da carcinogénese colon (Wargovich, 2000). No entanto, os FCA ndo sdo
diretamente relacionados com a formagdo precoce de tumores. O numero de tumores
desenvolvidos em roedores tratados com azoximetano (AOM) ou dimetilhidrazina
(DMH) ¢ pequeno em comparagdo com o elevado numero de FCA, demonstrando que
apenas uma fracdo muito pequena dos FCA tem o potencial para progredir para a fase
de um tumor. Além disso, nestes modelos, uma correlacdo negativa entre a formagao de
ACEF e de tumores tem sido encontrada, bem como uma discrepancia entre a distribuic¢ao
espacial da ACF e dos tumores (Kristinsson et al., 1999).

1,2 dimetilhidrazina (DMH) ou o seu metabolito azoximetano (AOM) sdo
frequentemente utilizados para a indugdo da carcinogénese experimental do colorretal
(Ma et al., 2002). DMH e outros carcindogenos podem levar a um aumento da
proliferacdo celular, o qual ¢ critico para o processo de carcinogénese. Criptas
aberrantes alongadas e aberragdes nucleares acompanham o aumento da proliferagao

celular e podem representar lesdes pré-neoplasicas precoces (Lamont & O’ Gorman,



1978). DMH e compostos afins parecem causar metilagdo ativa do DNA das células
epiteliais da mucosa coldnica. Hipermetilagdo e hipometilacio do DNA sdo duas
caracteristicas dos estagios iniciais da carcinogénese, estando os niveis de expressdo do
gene da metiltransferase aumentados na mucosa normal de pacientes com cancer de
colon (Pories, 1993).

A ativagdo metabolica da DMH pelo organismo envolve sua oxidacao no figado,
originando o azometano, que sofre segunda oxidacdo e gera azoximetano. Este ltimo,
apos hidroxilagdo por enzimas microssomicas hepaticas, resulta em metilazoximetanol,
o qual ¢ conjugado em acido glicurénico e secretado pela bile. Ao atingir o intestino
sofre hidrdlise por B-glicuronidases produzidas pelas bactérias intestinais formando
novamente metilazoximetanol, que sofre oxida¢do convertendo na forma instavel
metilazoxiformaldeido. Este sofre decomposi¢do formando finalmente o ion carbonico,
que ¢ capaz de metilar DNA, RNA ou proteinas de células intestinais (Matsumoto &
Higa, 1966; Weisburger, 1971; Sonh et al., 1991). Alguns autores sugerem que a DMH
e seus metabdlitos hepaticos podem ser transportados até as células epiteliais do célon
via corrente sanguinea, e serem secretados pela bile (Zedek et al., 1977). A figura 2

mostra o processo de ativagcao metabolica da DMH pelo organismo.
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Figura 2. Biotransformagao da 1,2-dimetilhidrazina. Adaptado de Weisburger (1971).

Os flavonoides sdo compostos polifenodlicos presentes em alimentos e bebidas de
origem vegetal que podem possivelmente proteger contra o cincer. Em linhagens
celulares e estudos em animais, os flavondides mostraram ter um efeito antioxidante,
por interferir ou eliminar carcindgenos, inibir a proliferacdo celular, induzir apoptose e
inibir a angiogénese. Especificamente para a carcinogenese de colorretal, tais achados
sdo ainda inconclusivos (Xiao et al., 2008). A atividade protetora contra o cancer
colorretal devido a ingestdo de flavondides em humanos ndo pode ser facilmente
extrapolada para os testes em linhagens celulares e achados em animais, neste sentido,
sdo necessarios estudos epidemioldgicos sobre a associacdo da ingestdo de flavonodides
e risco de cancer colorretal (Theodoratou et al., 2007).

Os subgrupos de flavonodides mais estudados sdo os flavonoéis, flavonas e
catequinas. Os principais flavondides ingeridos na alimentacdo sdo a quercetina,
kaempferol e miricetina. Flavonas incluem luteolina e apigenina. As mais abundantes

no subgrupo de catequinas sdo (1)-catequina, (-)-epicatequina, (1)-galocatequina (GC),

conjugacio =

mre— —m



(-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequinagalato (ECG) e (- )-epigalocatequina galato
(EGCG). Flavonoides e catequinas podem ser encontrados em frutas, legumes, cha e
vinho tinto, o cha contém todas as principais catequinas e flavonoéis. Flavonas estdo
presentes apenas em alguns vegetais. A ingestdo de frutas e vegetais, o consumo de
chds, bem como a ingestdo de flavonodides em si, tem sido proposto como protetor
contra o cancer, mas ndo de forma a ser associada a uma redugdo no risco de cancer
colorretal (Sun et al., 2006).

Segundo Pierini et al. (2008) a atividade anticarcinogénica dos flavonodides esta
relacionada a modulagdo do metabolismo de carcindgenos, modulacdo da resposta
inflamatoria devido a regulagdo da atividade das enzimas ciclooxigenase, lipoxigenase,
oxido nitrico sintetase e aromatase, da proliferacao celular e da apoptose. A modulagao
das fases I e II do metabolismo de compostos da dieta pode diminuir a produgdo de
metabolitos toxicos, relacionados ao processo de carcinogénese (Prochaska & Talalay,
1988). A observacao de que a utilizagao cronica de drogas com atividade antiiflamatoria
reduz o risco de cancer de colon, chamou a atengdo para o estudo de alguns flavonoides
como a crisina que possuem atividade antiiflamatoria por promover a supressdo da
COX-2 (Chan et al., 2005). A sobrevivéncia da maioria das células cancerosas depende
essencialmente da sua capacidade de se dividir continuamente e evitar a apoptose,
muitos flavondides mostraram inibir a proliferagdo celular e aumentar a apoptose in
vitro, porém a confirmagdo deste efeito em animais ou humanos tem sido mais dificil
(Kim et al., 2005).

O estresse oxidativo vem sendo relacionado ao processo patologico da
carcinogénese. O cancer ¢ o ponto final de um processo de multiplos estagios,
envolvendo uma sequéncia de eventos que ocorrem durante alguns anos ou até¢ décadas

(Giada & Filho, 2006). A ativagdao metabdlica do carcindgeno € uma reacao dependente



de radical livre e o dano oxidativo ao DNA tem um papel chave no processo
mutagénico. Em sistemas biologicos, o DNA danificado pode ser reparado
enzimaticamente e as células recuperam as suas fun¢des normais. Todavia, se a célula
contendo o DNA danificado se divide antes do seu DNA ser recuperado, o resultado ¢
uma alteracdo genética permanente, primeiro passo na carcinogénese, pois 0 mau reparo
do DNA pode resultar em mutacdes tais como substitui¢des de bases e delegdo, levando
a carcinogénese (Tiwari, 2004). A Figura 3 mostra os estagios do desenvolvimento do

cancer e as interagdes potenciais previstas dos compostos fenolicos.
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Figura 3. Esquema do desenvolvimento do cancer e interagdes potenciais dos compostos

fenolicos de plantas. Adaptado de Giada & Filho (2006).

O processo da carcinogénese pode ser inibido pelos compostos fendlicos afetando
os eventos moleculares em todos os estdgios do processo, resultando em uma reducao
potencial do risco de cancer. Os compostos fendlicos, devido a sua propriedade

antioxidante, poderiam inativar as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que tém



papel importante na carcinogénese, impedindo o desencadeamento do processo
comumente catalizado pelas enzimas citocromo P-450 (Giada & Filho, 2006).

Segundo Yang et al. (2001) outra forma de prevencao do processo carcinogénico
seria estimulando a excre¢do de substancias xenobioticas, estranhas ao organismo e por
isso potencialmente carcinogénicas, e seus intermedidrios pela ativacdo das fases I e II
dos sistemas de enzimas envolvidos na elimina¢do de compostos do organismo. Estas
substancias poderiam também ter um papel nos estadgios mais avangados do
desenvolvimento do cancer. Se o dano foi causado e os mecanismos ativos de reparo do
DNA falharem, a célula iniciada pode ser morta por apoptose.

A apoptose pode ser estimulada pelos compostos fendlicos, devido
principalmente, as suas propriedades antioxidantes. Quando uma célula alterada escapa
da apoptose, a proliferacdo de células tumorais pode ser prevenida pelo bloqueio da
replicacdo destas células. Desta forma e de acordo com Shanafelt et al. (2006), existem
evidéncias de que os processos oxidativos contribuem para o estagio de promocio da
carcinogénese e que os antioxidantes podem causar a regressao das lesdes pré-malignas
ou inibir seu desenvolvimento.

Diante ao exposto, os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos dos
flavonoides naringina, hesperidina e crisina e do extrato hidroalcoolico de Helianthus
annuus na carcinogénese experimental do colon de ratos expostos a 1,2-

dimetilhidrazina.
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CAPITULO 1

Naringina reduz o namero de lesdes pré-neoplésicas e o remodelamento

morfologico colorretal induzido por carcindgeno quimico em ratos

RESUMO

Fitoquimicos biologicamente ativos, especialmente flavondides, tém apresentado
potencial anticarcinogénico. A Naringina ¢ a principal flavonona glicosilada conhecida
pela medicina chinesa por sua marcada atividade anti-inflamatoria e antioxidante. O
objetivo do estudo foi investigar o efeito da Naringina na formacdo de lesdes pré-
neoplasicas (focos de criptas aberrantes — FCA) colorretais induzidas por carcindgeno
quimico em ratos. Ratos Wistar fémeas pesando 130,8 + 27,1 g receberam injegdo
subcutanea semanal de 1,2-dimetilhidrazina (DMH, 20 mg/kg) durante 10 semanas. Os
animais foram divididos em 5 grupos com 7 animais em cada grupo. Grupo 1: NaCl
0,9%; Grupo 2: DMH + NaCl 0,9%; Grupo 3: DMH + Naringina (10 mg/kg); Grupo 4:
DMH + Naringina (100 mg/kg); Grupo 5: DMH + Naringina (200 mg/kg). Em G2 e G3
houve aumento significativo do nimero de FCA e regides organizadora de nucléolo por
nucleo de enterdcitos (AgNORs/nucleo) comparado a G1. Em G4 e G5 houve redugdo
significativa do nimero de FCA e AgNORs/nucleo comparado a G2. O nivel de
minerais antioxidantes como cobre, magnésio, selénio e zinco foi significativamente
reduzido no epitélio dos FCA em G2 e G3, mas similar nos grupos G4 e GS5,
comparados a G1l. A Naringina, especialmente na dose de 200mg/kg, foi eficaz em
minimizar o remodelamento morfolégico colorretal, reduzindo o desenvolvimento de
lesdes pré-neoplasicas em ratos expostos a 1,2-dimetilhidrazina. Sugere-se que parte
desse efeito pode ser decorrente da redugdo da proliferacao celular e dos niveis de ferro
teciduais, e recuperacdo dos niveis de minerais antioxidantes induzidos por esse

flavonoide.



Palavras-chave: cancer, intestino, patologia, flavonoide, 1,2-dimetilhidrazina.
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Introducéo

Canceres do trato digestivo apresentam elevada incidéncia entre as populagdes ¢
estdo entre as causas mais comuns de morte por cancer em todo o mundo (Pierini et al.,
2008). Devido a variabilidade na incidéncia, tem sido descrito que os diferentes tipos de
canceres do trato digestivo podem ser influenciados por habitos de vida como pratica de
exercicios fisicos, tabagismo e alimentacdo (Perez-Holanda et al., 2007; Rossi et al.,
2006).

Em 1987, Bird descreveu focos de criptas aberrantes (FCA) como lesdes pré-
neoplasicas no codlon de roedores expostos ao carcinégeno quimico 1,2-dimetilhidrazina
(DMH). A DMH ¢ capaz de estimular a divisdo celular e induzir a formagao de FCA e
tumores no co6lon e reto por interferir no processo de metilagdo do DNA, semelhante ao
observado em humanos (Pories, 1993). Os FCA manifestam-se em fases precoces da
carcinogénese colorretal como expansdes das criptas intestinais decorrentes de displasia,
hipertrofia e hiperplasia epitelial (Nucci et al., 1997; Bird 1995). Devido o niimero total
e tamanho dos FCA poderem ser determinados de forma simples, rapida e barata, a
DMH tem sido amplamente utilizada em modelos experimentais de cancer colorretal
(Wargovich, 2000; Larangeira et al., 1998). Além disso, a avaliagdo dos FCA constitui
um bioensaio de curto prazo para avaliar o papel de agentes quimiopreventivos na
carcinogénese colorretal (Wargovich, 2000; Newell & Heddle, 2004).

Diversos fitoquimicos biologicamente ativos, especialmente os flavondides, tém
sido investigados em relagdo a um possivel efeito anticarcinogénico (Moon et al. 2006;
Pierini et al., 2008; Theodoratou et al., 2007). Estudos epidemioldgicos sugeriram uma
associagdo entre o consumo de flavonodides e a reducdo da incidéncia de doencas
cardiovasculares, inflamatérias e cancer (Jain & Parmar, 2011; Rossi et al., 2006). Foi

previamente demonstrado que flavondides como flavonas, flavondis, catequinas,
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procianidinas, flavanonas, isoflavonas, miricetina, naringenina, e hesperidina
apresentam potencial anticarcinogénico in vitro (Pierini et al., 2008, Theodoratou et al.,
2007, Moon et al., 2006). Além disso, ensaios pré-clinicos indicaram que a atividade
anticarcinogénica dos flavonoides estd relacionada a modulacdo do metabolismo de
carcindgenos, resposta inflamatoria, regulacdo da proliferagdo celular e apoptose,
mecanismos diretamente implicados no desenvolvimento e progressdo dos canceres
colorretais (Pierini et al., 2008; Talalay et al., 1988).

Atualmente, a relevancia do consumo de flavonoides na dieta para a prevencao
e/ou controle de diferentes tipos de cancer ¢ extremamente controversa, principalmente
em seres humanos, uma vez que o consumo desses fitoquimicos ¢ geralmente baixo e
seu metabolismo extremamente complexo e ainda pouco conhecido (Pierini et al., 2008;
Spilsbury et al., 2012). A Naringina ¢ a principal flavonona glicosilada conhecida pela
medicina tradicional chinesa por suas atividades, anti-inflamatéria, antioxidante e anti-
hipercolesterolémica. E comumente encontrada em frutos citricos como laranja, limao,
acerola, e uva (Jain & Parmar, 2011; Liu et al., 2012). Ap6s a administragdo oral, a
Naringina e os seus metabdlitos secunddrios aglicona, naringenina, glicuronideo e
sulfato de naringenina, foram encontrados no sangue e na urina em ratos (Liu et al.,
2012). Além disso, a fragdo ndo absorvida desse flavondide ¢ transformada pela
microflora intestinal em &cidos fendlicos (Liu et al., 2012) que enquadram-se em
diversas categorias, como fenois simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (Naczk & Shahidi, 2004).
Reconhecidamente, estas substancias sdo antioxidantes de ocorréncia natural, com
marcada atividade inibitéria sobre a oxidacdo lipideos, proteinas e acidos nucleicos in

vitro (Chen et al., 2010) ¢ in vivo (Vanamala et al., 2006).
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Existem evidéncias suficientes de que a carcinogénese pode ser inibida por
diferentes compostos fenolicos (Master et al., 2012, Araujo et al., 2011). Embora tenha
sido atribuido um possivel efeito anticarcinogénico ao flavondide Naringina em
diferentes modelos murinos de cancer (Magnuson et al., 1993; Kanno et al., 2005), o
papel desse flavonoide na prevencao e/ou tratamento do cancer colorretal ainda € pouco
conhecido. Dessa forma, para esclarecer sua relevancia e eficacia, o objetivo do estudo
foi investigar o efeito da Naringina na formacgdo de lesdes pré-neoplésicas colorretais

induzidas por carcinégeno quimico em ratos.

Material e Métodos

Animais e modelo experimental

Foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas, com 8 semanas de
idade e peso inicial de 130,8 + 27,1 gramas fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Durante todo o experimento os animais foram
alojados individualmente em caixas com sistema de ventilacdo automatizado (Ventilife
Alesco®, Sdo Paulo, Brasil), mantidas em ambiente com temperatura (20°C + 2°C),
umidade (60% - 70%) e luminosidade (12/12 h claro/escuro) controladas, recebendo
agua e racao ad libitum. Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais com 7
animais em cada grupo. Grupo 1 (controle): NaCl 0,9%; Grupo 2 (controle da indug¢ado):
DMH + NaCl 0,9%; Grupo 3: DMH + Naringina (10 mg/kg); Grupo 4: DMH +
Naringina (100 mg/kg); Grupo 5: DMH + Naringina (10 mg/kg). O estudo foi
conduzido de acordo com as normas internacionalmente aceitas para o uso e cuidados

com animais de laboratério, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
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Faculdade de Ciéncias Biologicas e da Saude - UNIVICOSA (protocolo de aprovagao
00002/2012-1).

A carcinogénese colorretal foi induzida por meio de uma inje¢do subcutanea de
1,2 dimetilhidrazina (Aldrich Chemical Co, Milwaukee, USA) na dose de 20 mg/kg a
cada semana, durante 10 semanas (Larangeira et al., 1998). A partir da 11* semana, o
flavonodide Naringina diluido em 700 pl de NaCl 0,9% (veiculo) foi administrado por
gavagem 3 vezes por semana, durante 14 semanas. Os animais dos grupos 1 e 2
receberam gavagem apenas com NaCl 0,9% (700 pl). O peso dos animais foi registrado
semanalmente. Ao final das 25 semanas os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical sob anestesia (ketamina, 10 mg/kg; and xilazina 2 mg/kg i.p.)

apos jejum de 12 horas.

Determinacéo dos focos de criptas aberrantes

Ap0s a eutanasia o intestino grosso foi removido in totum, lavado em NaCl 0,9%,
aberto longitudinalmente, ¢ fixado durante 24 horas em placas de parafina contendo
formol tamponado a 10%, pH= 7,2 (Bird 1987). Os intestinos foram medidos e
divididos em trés fragmentos iguais (c6lon proximal, médio e distal + reto) em relagao
ao ceco. O reto foi avaliado juntamente com o cdlon distal em todas as andlises. Em
seguida, foram corados com azul de metileno 0,1% por um minuto e lavados em tampao
fosfato, pH=7,2, para analise microscopica. Para identificacao e quantificacdo dos focos
de criptas aberrantes (FCA), a superficie mucosa do intestino grosso foi observada a
partir dos fragmentos intactos do intestino com auxilio de microscopio de luz (Olympus
BX-60", Toquio, Japan), com lente objetiva de 10 vezes (Bird 1987, 1995). Toda a area
intestinal foi avaliada e a categorizagdo dos FCA foi realizada mediante a determinagao

da frequéncia observada de criptas aberrantes em cada foco. Dessa forma, as categorias
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estabelecidas incluiram focos com 1, 2, 3, 4 a 10, acima de 10 criptas aberrantes, ¢

tumor.

Analise histopatolégica histoquimica e histomorfométrica

Apds a analise dos FCA, os fragmentos intestinais foram descorados com
lavagens sucessivas em etanol 50%, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e
incluidos em parafina. Foram obtidos cortes de 4um de espessura em micré6tomo
rotativo (Leica Multicut 2045®, Reichert-Jung Products, Alemanha) que foram corados
com hematoxilina e eosina (H&E) para caracterizagdo morfolégica geral do tecido,
Alcian blue (AB) e Acido Periddico de Shiff (PAS) para marcagdo de células
mucossecretoras (Yoshimi et al., 2004; Meira et al., 2008). Para evitar a andlise da
mesma area histologica, foram utilizados 1 a cada 20 cortes do tecido. Os cortes foram
visualizados e as imagens capturadas por meio de um microscépio de luz (Olympus
BX-60", Toquio, Japan) conectado a uma cimera digital (Olympus QColor-3*, Tokyo,
Japan). Para cada coloragdo e grupo investigado, foram obtidos aleatoriamente sessenta
campos microscopicos com objetiva de 40 vezes de aumento, de modo que uma area
total de 8,27x10°um” foi analisada para cada segmento intestinal.

Os parametros histopatologicos analisados foram a presenga de displasia tecidual,
dilatacdo de criptas e morfologia dos enterocitos (Meira et al., 2008). A partir de
secgoes longitudinais corada com H&E, foram determinados os parametros
morfométricos de comprimento e largura das criptas. Em secg¢des transversais foi
determinada a 4rea das criptas e do seu lumen. O volume das criptas e do lamen foi
estimado multiplicando o comprimento das criptas pela area das criptas e area do lumen,
respectivammente. Em seccdes transversais coradas com AB e PAS foi determinado o

numero de células mucossecretoras por unidade de area histologica. Nessas mesmas
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seccoes, a densidade de volume (Vv) ocupada por mucinas acidas (AB+) e neutras
(PAS+) na area histologica foi estimada por contagem de pontos usando a seguinte
formula: Vv [AB+, PAS+] = Pp [AB+, PAS+] / Pr; onde Pp é 0 numero de pontos que
incidem sobre cada tipo de mucina e Pt é o nimero total de pontos de teste. Para essa
analise foi utilizado um sistema de teste com 72 pontos aplicados sobre uma area
histolégica padronizada de 20,0 x 10° um* (Mandarim-de-Lacerda, 2003).

A marcagdo das regides organizadoras de nucléolo (AgNORs) foi realizada por
meio do método descrito por Howell and Black, (1980). Brevemente, cortes de 4 um
dos trés segmentos intestinais foram incubados com solugdo de prata coloidal na
auséncia de luz durante 60 minutos a temperatura ambiente. AgNORs foram
visualizados em microscopio de luz (Olympus BX-60%, Toquio, Japan) com aumento de
1000 vezes e contadas em nticleos de 90 enterdcitos amostrados aleatoriamente em 30
criptas intestinais de cada segmento intestinal para cada animal. Os resultados foram
expressos para todo o intestino como o numero de AgNORs por ntcleo. Toda a anélise
histomorfométrica foi realizada por meio do software Image Pro-plus 4.5% (Media

Cybernetcs, Silver Spring, MD, USA).

Microanalise de elementos quimicos

Fragmentos dos trés segmentos intestinais (proximal, médio e distal + reto) foram
dissecados, desidratados em etanol e submetidos a secagem ao ponto critico (CPD 030,
Bal-tec, Witten, North Rhine-Westphalia, Alemanha). O conteudo e a distribuicao dos
elementos quimicos foram investigados por Espectroscopia de Energia Dispersiva de
Raios-X (EED) usando um microscopio eletronico de varredura (Leo 1430VP, Zeiss,
Jena, Alemanha) acoplado a um detector de Raios-X (Tracor TN5502, Middleton, WI,

EUA). Foi utilizado um aumento de 300 vezes, voltagem de aceleragdao de 20 kV e
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distancia de trabalho de 19 mm. Para cada grupo foi investigada uma érea total de 36.18

x 10° pm?

em cada segmento do coélon. A propor¢do dos elementos carbono (C),
nitrogénio (N), oxigénio (O), flaor (F), sddio (Na), magnésio (Mg), fosforo (P), enxofre
(S), cloro (Cl), potéssio (K), calcio (Ca), manganés (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu) selénio

(Se) e Zinco (Zn) foi mensurada e expressa como o valor médio para todo o intestino.

Anélise bioquimica
Amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca no momento da
eutandsia. O sangue foi centrifugado e o soro utilizado para dosagem bioquimica de

albumina, proteinas totais, glicose, colesterol e triacilglicerdis (Alize®, Franca).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrao (média = DP). Os
dados foram analisados por meio de andlise de varidncia (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks) seguidos pelo teste de Dunnett. Resultados com valor

p<0,05 foram considerados significativos.

Resultados

Analise biométrica e dos focos de criptas aberrantes

Nao houve diferenga significante no peso corporal (Figura 1) e comprimento

intestinal (dados ndo mostrados) entre os grupos apos as 25 semanas de experimento.
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Figura 1. Evolugdo do peso corporal de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e
tratados com o flavondide Naringina. G1(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugio), DMH +
NacCl 0,9%; G3, DMH + Naringina (10 mg/kg); G4, DMH + Naringina (100 mg/kg); G5, DMH

+ Naringina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, T vs G2.

A analise da superficie da mucosa intestinal demonstrou a presenga de FCA em
todos os segmentos investigados nos grupos expostos 8 DMH. Os FCA apresentaram-se
distribuidos ao longo de toda a superficie intestinal. Diferentes niveis de
desenvolvimento dos FCA foram observados, com predominio de focos contendo entre
1 e 3 criptas aberrantes circundadas por criptas normais, distribuidos principalmente no

colon médio e distal (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografias representativas de criptas do colon distal de ratos sadios (A) e
expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) (B, C e D) obtidas por montagem total do intestino. No
painel (A) sdo observadas criptas normais homogeneamente distribuidas. Nos animais expostos
a DMH sao identificados focos com 2 (B), 3 (C) e 6 (D) criptas aberrantes, caracterizadas por
dilatagdo do epitélio de revestimento intestinal e protrusdo em direcdo a luz intestinal. No painel
(C) sao observadas criptas normais (cabeca de seta) ao redor do foco de cripta aberrante (seta)

(Coloragao Azul de Metileno, barras = 40 um).

A quantificagdo das lesdes da mucosa mostrou aumento do numero de FCA nos
trés segmentos intestinais em todos os grupos expostos 8 DMH, especialmente em G2.
De modo geral, foi observado que todas as doses administradas de Naringina
promoveram redugdo significativa do niimero total de criptas aberrantes por foco em
relacio a G2. Para todos os segmentos intestinais os melhores resultados foram
observados em G5. Em todos os grupos tratados com o flavonoide, a redu¢ao dos FCA

foi mais acentuada nos colons médio e proximal. Foi observada baixa frequéncia de



tumores nos animais expostos 8 DMH. Os tratamentos com o flavon6ide nem sempre

foram eficientes na reducao do niimero destes tumores (Tabela 1).

Tabela 1. Analise dos focos de criptas aberrantes no intestino grosso de ratos

expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Naringina.

Segmento
intestinal /
Numero de cripta Gl G2 G3 G4 G5
aberrante
por foco
Proximal
1 00+0.0 05+0.1* 18.7+55% 202+78*" 7.7+4.6%
2 00+0.0 123+47* 33+23*%  30+13*¥  17+13%
3 00+0.0 53+14% 24+1.1* 13+05%  03+0.1*
40 10 0.0+0.0 3.0+ 1.0% 1.6+1.1*  05+0.1*  02+0.1*
>10 0.0+£0.0 1.3+0.4* 0.0 +0.0" 0.0 £ 0.0 0.0+ 0.0"
Tumor 00+0.0 05+0.1* 0.0+ 0.0 0.0+0.0" 02+0.1%
Médio
1 03+0.1 553+93*% 595+10.5% 61.2+16.5% 38.0+6.3*
2 02+0.1 10.7+3.5% 45+24%  144+70% 63+2.7*
3 00+£0.0 67+1.0% 108+4.1* 55+14%  2.0+009%
410 10 00+£0.0 97+34% 57+13*¥  126+3.0% 3.7+12%
> 10 00+0.0 0.0+0.0 05+0.1*  02+0.1* 02+0.1%
Tumor 00+00 0.7+02 0.0 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 +£0.0"
Distal
1 05+1.2 283+£205% 86.8+402% 66.0+22.0% 582+16.0%
2 00+£0.0 98+4.1%  88+29%  60+42%  82+6.1*
3 02+04 45+£22%  58+20%  44+13% 3.0+ 14*
410 10 00+£0.0 47+24%  37+1.8%  50+£2.7%  2.0+1.0*
> 10 00+£0.0 00+00  03+01*  0.0+0.0 0.0+ 0.0
Tumor 00+0.0 05+0.1* 02+0.1*  00+£00" 02+0.1%*

Valores expressos como média e desvio-padrdo (média + DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%;
G2, (controle da indugdo) DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Naringina (10 mg/kg); G4, DMH +

Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs.

Gl, " vs G2.
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Analise histopatolégica, histoquimica e histomorfométrica

A andlise histopatologica indicou a presenca de marcada reorganizagdo
morfolédgica das criptas intestinais. Em G2 e G3 foram observadas criptas hipertrofiadas
com intensa displasia, principalmente no terco basal. Nesses grupos, houve hipertrofia e
aumento da densidade de enterdcitos com citoplasma e nucleo alongados, marcada
reducdo da densidade de células caliciformes em toda a extensdo das criptas, e dilatagdo
do espaco luminal. Em G4 e G5 houve evidente reducdo da displasia das criptas, com a
presenga de enterdcitos alongados, e espaco luminal variando de moderadamente (G4) a

levemente (G5) dilatado (Figuras 3 ¢ 4).

Figura 3. Fotomicrografias representativas de sec¢des longitudinais de criptas do colon

distal de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavondide Naringina.

Animais sadios (G1) apresentaram criptas normais com limen estreito e elevada densidade de
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células caliciformes. Em G2 e G3 sdo observadas criptas com intensa displasia com enterécitos
alongados, principalmente na base das criptas, e reduzida densidade de células caliciformes. Em
G4 sdo observadas criptas alongadas com as bases levemente dilatadas. Em G5 sdo mostradas
criptas semelhantes a G1 (Coloragdo H&E, barra = 50 pum). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2
(controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Naringina (10 mg/kg); G4, DMH +

Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200 mg/kg).

Figura 4. Fotomicrografias representativas secgdes transversais de criptas do colon distal

de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavondide Naringina. Em G1
as criptas intestinais apresentam estrutura normal com formato circular ou oval e limen estreito.
Em G2 e G3 sdo mostradas criptas displasicas com lumen dilatado e enterdcitos alongados. Em
G4 e G5 sdo observadas criptas moderadamente dilatadas. Em G5 sdo mostradas criptas

levemente dilatadas com limen estreito (Coloragdo H&E, barra = 60 um). Gl(sadio), NaCl
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0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Naringina (10 mg/kg); G4,

DMH + Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200 mg/kg).

A anélise histomorfométrica das criptas mostrou aumento significativo de todos
os parametros avaliados em G2 em relacao a G1 nos trés segmentos do célon. De forma
geral, todos os grupos tratados apresentaram reducdao dos parametros avaliados em
relacdo a G2, principalmente no cdlon proximal. Independentemente do segmento
intestinal analisado, G3 ndo apresentou diferenca estatistica em nenhum parametro
morfométrico comparado a G2. Esses parametros foram significativamente inferiores

em todos os segmentos intestinais em G5 comparados a G2 (tabela 2).
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Tabela 2. Analise morfométrica de criptas do intestino grosso de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide

Naringina.

Segmento

Comprimento Areadacripta Areado limen Volume dacripta Volume do lGmen

intostinal  -argura (um) (um) (um?) (um?) (LM3)X10° (LM3)X10°
Proximal

Gl 208.6 + 38.1 354+6.7 1773.8+581.5  179.2+51.6 423.15 + 87.0 40.7 +8.3
G2 333.9+36.7%  69.9+16.3*% 3730.2+662.6% 454.1 £ 65.8% 700.3 + 99.2% 104.5 £ 20.4%
G3 262.0+453  440+10.7 26184+697.7 332.8+67.7* 567.7 +70.1 83.3 £ 11.3*
G4 2583+17.8°  384+7.0" 1982.0+629.1" 145.1+51.6' 4532 + 853" 33.1+£94"
G5 221.6+40.57  39.6+7.6"  2110.7+546.3" 131.5+50.2° 4229+ 76.1° 29.9 8.6
Médio

Gl 250.8 + 35.0 342 +84 1678.3+401.8  167.0+ 70.0 360.9 + 62.4 40.9 +10.7
G2 385.9+58.5%  66.7+10.3*% 3116.8+705.7% 5253+ 125.7%  902.5+ 115.9* 116.1 £27.8*
G3 300.2+50.9  55.4+6.1% 2813.9+518.4% 3483+100.1%  722.7+ 103.0* 87.9 £ 16.4*
G4 270.7+35.9"  52.1+72%  1940.9+4432"  323.0+67.2 598.2 + 85.8%*" 64.4 £9.3*"
G5 250.4+33.1"  452+7.0"  1817.5+494.7" 228.2+88.7 562.7 + 90.0* 459+ 8.1°
Distal

Gl 25124262 342+55 1507.1+437.0  106.6+52.1 409.1 + 87.3 31.7+7.1
G2 389.8+45.1% 659+ 11.1% 2807.4+449.3*% 308.9 + 88.5* 825.7 + 120.9* 75.7 £ 14.5%
G3 342.8+31.4%  60.0+£8.6% 2550.4+5082% 286.7+67.1% 712.1 +£91.7* 64.8 + 10.7*
G4 314.5+47.3%  52.8+69%  2031.0+599.2% 2352+ 52.8% 669.5 + 106.5* 53.2+10.2%
G5 2402+40.5" 423+9.17  1678.7+459.6" 114.0+52.9 4512+ 82.9° 473+95"

Valores expressos como média e desvio-padrdo (média + DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2, (controle da indu¢do) DMH + NaCl 0,9%; G3,
DMH + Naringina (10 mg/kg); G4, DMH + Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs.

Gl, T vs G2.
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A andlise histoquimica indicou reducdo significativa da expressdo de mucinas
acidas e neutras e da densidade de células mucossecretoras nas criptas de todos os
segmentos intestinais em G2 e G3 comparado a G1. Em G4 ¢ G5 a expressdo de
mucinas e a densidade de células caliciformes foram significativamente maiores
comparados 2 G2. Em G5 o niimero de células mucossecretoras foi similar, enquanto a
propor¢ao da area histoldgica ocupada por mucinas foi inferior ao observado em Gl,

respectivamente (Figura 5 e Tabela 3).
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Figura 5. Distribui¢do de células produtoras de mucinas acidas (A, B, C e D) e neutras (E
e F) nas criptas do colon distal de ratos sadios (G1) e expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH)
(G2). O painel (A e E) mostra ampla densidade e distribui¢do homogénea de células
caliciformes nas criptas de animal sadio (A, coloragdo Alcian blue, barra = 110 pm; E,

coloragdo Acido Periddico de Schiff e Hematoxilina, barra = 70 um). No painel (B) a mesma
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imagem (A) ¢ observada sob luz polarizada. Notar a polariza¢do e distribui¢do uniforme do
muco por toda a area tecidual (barra = 110 um). No painel (C) sdo observadas criptas
displasicas dilatadas de um animal exposto 8 DMH. Notar a reduzida densidade de criptas e
células caliciformes, ¢ a maior area ocupada por tecido conjuntivo circundando as criptas
apresentando vasos sanguineos (seta) (coloracdo Alcian blue, barra = 110 pm). (D) Redugdo da
area ocupada pelo muco ¢ claramente observada na imagem sob luz polarizada (barra = 110
um). Em (F) criptas displasicas com epitélio hipertrofico apresentam drastica redugdo de células

caliciformes (seta) (coloragdo Acido Periddico de Schiff e Hematoxilina, barra = 70 um).

Tabela 3. Distribuigdo de células produtoras de mucinas acidas ¢ neutras nas

criptas do colon de ratos sadios e expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH).

Segmento Células AB+ Vv[Mucinas Células PAS+  Vv[Mucinas
intestinal (N/mm?) acidas] (%)* (N/mm?) neutras] (%)
Proximal

Gl 512.8 + 62.1 35.0+6.5 481.3 +55.7 33.1+7.0
G2 277.1 +50.6* 11.1 +52% 225.8 £ 48.2% 10.4 + 5.8*
G3 318.5 + 53.9% 11.9 +4.9* 289.1 +45.1* 12.6 £5.1%
G4 449.7 + 64.0t 22.5 +5.0%f 383.2+50.8" 23.7+ 5.3
G5 465.3 + 61.7% 27.4+6.0 4433 + 593" 28.6+£5.7
Médio

Gl 617.4 +70.4 36.2+6.9 535.9+61.3 35.0+6.7
G2 312.8 = 60.4* 12.8 £4.7% 328.1£50.1%* 11.2 +3.8*
G3 398.7 + 57.8%* 13.6 £ 5.3* 379.5 + 49.5% 14.1 +4.5%
G4 491.3+60.1" 25.1+5.8" 450.1 +55.7 22.1+ 6.3
G5 573.1+57.2 283+6.5" 482.6 + 50.3" 27.9+6.9
Distal

Gl 702.5 + 88.3 39.3£6.1 685.7+57.9 36.8+6.5
G2 4213 £61.1% 12.5+4.7* 373.2 + 65.8% 11.3 + 5.4%
G3 447.9 + 50.4* 15.0 + 6.2% 392.8 + 57.5% 12.8 + 4.0%
G4 476.2 +55.1*" 22.7 + 5.4 548.6 + 60.2* 20.6 = 6.1*"
G5 660.8 + 70.6" 26.5 +5.3% 613.1+55.8" 253 £4.1*"

AB+, células positivas ao Alcian blue; PAS+, células positivas ao Acido Periddico de Schiff.
(%)* percentual da area histologica ocupado pelos tipos de mucina. Valores expressos como

média e desvio-padrio (média + DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2, (controle da indugio)
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DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Naringina (10 mg/kg); G4, DMH + Naringina (100
mg/kg); G5, DMH + Naringina (200 mg/kg). Diferenga estatistica p < 0.05; * vs. G1, " vs

G2.

Para todos os segmentos intestinais investigados nos grupos G2 e G3, houve
aumento significativo do niumero de regidoes organizadoras de nucléolo por nucleo de
enterocitos (AgNORs/ntcleo) comparados a Gl. Em G4 e G5 o numero
AgNORs/nucleo foi significativamente menor comparados a G2. Nao houve diferencga

estatistica nesse parametro entre G1 e G5 (Figura 6).
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Figura 6. Regides organizadoras de nucléolo argirdfilas (AgNORs) em enterdcitos de

ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Naringina. (A)

Fotomicrografia representativa do grupo sadio (G1) indicando nticleos celulares ovoides com

uma ou duas AgNORs (barra = 15um). Em (B) sdo observados nucleos celulares alongados

com trés (cabega de seta) a sete (seta) AgNORs em animais expostos a DMH (G2) (barra =

15pm). (C) Numero de AgNORs por nticleo de enterocitos em todos os grupos investigados.

Valores expressos como média e desvio-padrao (média = DP) para todo o intestino.

Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2, (controle da indugdo) DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH +

Naringina (10 mg/kg); G4, DMH + Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200

mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, T vs G2.



36

Andlise bioguimica e de elementos quimicos

A andlise de EED indicou distribuicdo homogénea dos elementos quimicos na
superficie da mucosa em todos os segmentos intestinais investigados, tanto sobre o
tecido displasico dos FCA (Figura 7) quanto sobre o tecido normal (dados nao
mostrados). A quantificagao dos elementos quimicos indicou redugdo significativa nos
niveis teciduais de Mg, Mn, Cu, Se, e Zn; ¢ aumento significativo de CI, Fe, Na, e K em
G2 e G3 comparado a G1, respectivamente. Em G4 e G5 os niveis de Mg, Mn, Cu, Se, e
Zn foram significativamente superiores; enquanto os niveis de Cl, Fe, Na, e K foram
significativamente inferiores ao observado em G2, com os melhores resultados
encontrados em G5, o qual foi similar a G1 (Figura 7 e Tabela 4).

G5

i1 S INT W PP ]

Figura 7. Distribuigdo de elementos quimicos no epitélio do intestino grosso de ratos
expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavondide Naringina. As imagens

representam o mapa de distribuicdo dos diferentes elementos quimicos em um foco com duas
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criptas aberrantes no co6lon distal de uma animal do grupo 2. Notar a homogeneidade na
distribuicdo mineral. Os graficos constituem os espectros representativos dos elementos
quimicos analisados no co6lon distal em todos os grupos investigados. A 4rea tracejada indica os
picos referentes aos minerais que participam em processos oxidativos/antioxidantes. G1(sadio),
NaCl 0,9%; G2, (controle da indugdo) DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Naringina (10 mg/kg);

G4, DMH + Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200 mg/kg).

Tabela 4. Contetido de elementos quimicos no epitélio do intestino grosso de

ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonéide Naringina.

Concentragéo [%0]

Elementos
Gl G2 G3 G4 G5

C 375463 37.8+57 38.1+6.0 392459 40.8 +4.6
N 8.1+2.0 89+18 9.1+13 77+1.1 85+1.5
0 345+54  353+49 359+5.1 355+4.6 34.1+42
F 0.9+0.3 0.7+0.1 0.9+0.3 1.0+0.3 0.8+0.2
Na 3.7+03 54+08*%  5.0+0.6% 44+0.5 4.0+0.5"
Mg 1.0+0.1 03+0.1%¥  04+0.1% 0.6+0.3 0.6 +0.1*"
P 1.5+0.2 2.0+0.6 1.7+0.4 1.9+ 0.4 2.0+0.7
S 1.6+£03  2.9+0.6% 1.8+ 0.6 23+0.6 20+05
Cl 0.1+0.1 0.6+0.1%  05+0.1% 0.4+0.1% 02+0.1
K 0.1+0.1 1.0£03*  0.7+0.2% 0.8 +0.3* 03+0.1
Ca 3.0+ 0.6 25+0.5 2.7+0.1 2.9+0.6 2.7+0.7
Mn 1.1+0.3 0.1+0.1*  02+0.1*  0.5+0.1* 0.9 +0.3"
Fe 0.2+0.1 1.6+£0.5%  1.7+£05%  09+0.1* 0.4+0.2°
Cu 1.1+0.3 04+02%  0.6+0.1% 08+0.17 1.1+0.1
zZn 1.0+0.2 04+0.1*%  04+02% 0.6 +0.1 0.8 +0.2°
Se 0.9+0.2 0.1+0.1*  03£0.1*  05=0.1* 0.8+0.2

Valores expressos como média e desvio-padrio (média £ DP) para todo o intestino.
Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2, (controle da indugdo) DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH +
Naringina (10 mg/kg); G4, DMH + Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200

mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, " vs G2.
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Nao foram observadas diferencgas significativas nos pardmetros bioquimicos entre
grupos investigados, com excecdo dos niveis séricos de proteinas totais, os quais foram
significativamente reduzidos (18,1%) em G2 comparado a G1 e aumentados (23,02 %)

em G5 comparado a G2 (Tabela 5).



Tabela 5. Parametros bioquimicos séricos de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavono6ide Naringina.
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Grupos

Gl
G2
G3
G4
G5

Proteinas totais Albumina Triacilglicerois Colesterol Glicose
. , . . Contetdo
ote) N S o S | varcso SIS varico i (i) Varco
81.7+3.7 - 3.6+0.5 - 180.2 + 24.3 - 582+ 14.1 - 105.6+33.1 -
66.9 + 11.0% - 18,1* 3.540.5 -2.8 161.0 + 58.9 -10,6 58.9+16.2 +1.2 1168+284 106
79.2+6.9 -3.0 3.8+0.2 3.5 129.4+22.9 -28,2 73.8 £7.7 268 1389+£262 43155
77.7+45 -4.9 37403 27 157.1 + 63.1 -12,8 67.8 6.8 +16,5 149.0+£30.4 441
82.3+4.9° +0,7" 3.9+0.2 +8,3 143.0+77.6 -20,6 74.5+8.9 +28 127.4£21.7 +20,7

Valores expressos como média e desvio-padrdo (média = DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2, (controle da indu¢do) DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH +

Naringina (10 mg/kg); G4, DMH + Naringina (100 mg/kg); G5, DMH + Naringina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1,  vs G2.
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Discussao

No presente estudo foi investigado o efeito do flavonoide Naringina em lesdes
pré-neoplasicas colorretais induzidas por carcindgeno quimico. Os resultados
demonstraram que o tratamento com o flavondide contribuiu parcialmente para a
reorganiza¢cdo morfologica do epitélio intestinal, reduzindo a formag¢do dos FCA, o
nimero total de criptas aberrantes por foco, o nimero de AgNORs/nicleo em
enterocitos, a intensidade de displasia do epitélio das criptas, e aumentando a expressao
de muco ¢ a densidade de suas células produtoras.

A reducdo dos FCA nos ratos tratados foi mais expressiva no colon médio e
proximal, caracterizando a maior sensibilidade destes segmentos ao tratamento com o
flavondide Naringina. Além dos efeitos sistémicos, existem evidéncias que indicam
uma atuagdo local dos flavondides na superficie da mucosa do intestino grosso,
principalmente nos segmentos iniciais. Sugere-se que esse evento esteja relacionado a
degradagdo progressiva e inativagdo dos compostos flavonicos ao longo do transito
intestinal, com maior taxa de degradacao nos segmentos distais do intestino (Larangeira
et al, 1998; Wolffram et al., 2002). Também deve ser considerada uma maior
susceptibilidade da mucosa colonica distal a DMH. Essa caracteristica pode ser
associada com a maior taxa segmentar de renovacdo celular, determinada pelo
microambiente intestinal que expde a mucosa distal ao contato com elevados niveis de
toxinas derivadas da digestdo dos alimentos e metabolismo bacteriano, assim como
forcas fisicas abrasivas decorrentes do transporte € armazenamento de material fecal
mais consistente (Choudhary & Hansen, 1998; Ullman & Itzkowitz, 2011).

Em todos os animais expostos a DMH foi observada baixa frequéncia de tumores,
evento possivelmente relacionado a dura¢do insuficiente do experimento para o

desenvolvimento de lesdes avancadas. Em estudos prévios, maior frequéncia de tumores
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foi alcancada a partir da 28 semana de exposicao a DMH (Bird, 1995; Rodrigues 2002;
Thurnherr et al., 1973). Entretanto, o modelo experimental utilizado no presente estudo
foi delineado considerando uma abordagem quimiopreventiva, no sentido de reverter
e/ou inibir a progressdo de lesdes pré-neoplasicas (FCA) e, consequentemente, prevenir
o desenvolvimento do cancer colorretal. Embora o tratamento com o flavondide tenha
sido eficiente na redugdo dos FCA, efeito semelhante ndo foi observado em lesdes
avancadas (tumor). Dessa forma, sugere-se que a Naringina apresenta um potencial
efeito inibitdrio em estdgios inicias da carcinogénese, com influéncia limitada sobre
lesdes tumorais previamente estabelecidas. Entretanto, esse aspecto permanece pouco
compreendido e requer estudos adicionais.

A andlise dos resultados indicou um possivel efeito inibitério dose-dependente do
flavondide Naringina sobre a progressdo das lesdes pré-neoplasicas em todos os
segmentos intestinais investigados. Os melhores resultados foram encontrados no grupo
tratado com a maior dosagem do flavondide (200mg/kg). Tém sido sugerida uma
relacdo entre elevada taxa de proliferagdo celular ¢ o aumento no numero de
AgNORs/nucleo em diferentes tipos de cancer (Tanaka et al., 1997; Sengottuvelan et
al., 2006). Além disso, a quantificacdo das AgNORs tem sido utilizada como marcador
do estagio de desenvolvimento e progressao de lesdes cancerosas (Sengottuvelan et al.,
2006). Corroborando os resultados do presente estudo, foi previamente demonstrada a
eficacia de flavonoides como diosmina e hesperidina na redu¢dao das AgNORs/nucleo
em cé¢lulas do epitélio intestinal de animais expostos a carcindogenos quimicos (Tanaka
et al., 1997). Assim, o menor numero de AgNORs/ntcleo sugere que a redugdo do
numero de lesdes pré-neoplasicas pode ser decorrente de um efeito inibitorio da

Naringina sobre a proliferagao celular.
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A atividade anticarcinogénica de alguns flavonodides, por meio da inibigdo da
iniciagdo e/ou progressdo de tumores, tem sido demonstrada in vitro (Aragjo et al.,
2011; Ramos et al., 2011) e in vivo (Lee et al., 2005, Tanaka et al., 1997). O efeito
inibitorio de flavondides contra células de cancer gastrico foi demonstrado por Lee et al.
(2005). Fukai et al., (2002) relataram que os flavondides de extrato de Glycyrrhiza
glabra podem ser uteis como agentes quimiopreventivos para tlcera péptica ou cancer
gastrico em individuos infectados por Helicobacter pylori. Em adi¢ao, Kajimoto et al.,
(2002) verificaram a agdo de flavondides na inibi¢ao do crescimento celular e inducao
da apoptose em diversas linhagens de células cancerosas, tais como células MKN7 de
cancer gastrico humano. Lee et al. (2005) sugeriram que os efeitos antitumorais da
Naringenina sdo mediados pela sua capacidade de regular negativamente a sinaliza¢ao
celular mediada por B-catenina/Tcf, uma importante via relacionada as etapas iniciais da
carcinogénese gastrica. Vanamala et al., 2006 observaram efeito quimiopreventivo da
suplementagdo dietética com fitoquimicos isolados de toranja, incluindo a Naringina
(200mg/kg), sobre a carcinogénese de colon induzida por azoximetano. Em estudo
conduzido por Seo et al. (2003), a adicao de Naringina a dieta em até 1250 mg/kg foi
bem tolerada em ratos Sprague-Dawley. Assim, admite-se que a ingestdo inferior a 1250
mg/kg desse flavondide € potencialmente segura em modelos murinos, minimizando a
possibilidade de danos a orgdos e tecidos saudaveis. Esses achados sdo corroborados
pelos resultados dos pesos dos animais e dos parametros bioquimicos séricos, que nao
indicaram toxicidade do flavondide nas doses utilizadas.

Os efeitos antioxidantes e antiiflamatorios da Naringina foram verificados por
Jain & Parmar (2011), que constataram reducao significativa da peroxidacao lipidica e
atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa redutase no plasma e

tecido de ratos tratados com este flavonodide. Esses achados indicaram que a Naringina
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apresenta atividade antioxidante intrinseca, a qual é parcialmente independente de sua
acao sobre a expressdo e/ou atividade das enzimas antioxidantes celulares. Além disso,
a administracdo de Naringina foi previamente associada a diminui¢do da sintese de NF-
kappaP (fator de necrose tumoral kappaP) e da atividade da enzima 6xido nitrico
sintase, componentes envolvidos em eventos pro-oxidantes celulares durante a
carcinogénese (Kanno et al., 20006).

Muitos minerais presentes na alimentacdo destacam-se como importantes
protetores ou moduladores do risco contra o desenvolvimento de neoplasias (Park et al.,
2011). Minerais como cobre, magnésio, selénio e zinco apresentam importante papel
nos estagios de iniciagdo, promog¢do e progressao do desenvolvimento neoplasico
(Jaiswal & Narayan, 2004; Dani et al., 2007). No presente estudo, esses minerais foram
marcadamente reduzidos no epitélio displasico dos FCA em todos os segmentos
intestinais. Segundo Anetor et al., (2007) micronutrientes como o zinco podem reduzir o
risco de neoplasias devido suas propriedades antioxidantes, uma vez que eventos pro-
oxidantes participam de varios estdgios da carcinogénese. Tém sido descrito que este
mineral € capaz de inibir o crescimento e proliferacdo de diversos tipos de células
tumorais, incluindo células de cancer de colon (Park et al., 2002; Klein et al., 2006).
Estudos com modelos animais e culturas de células cancerosas indicaram que o selénio
e as selenoproteinas estdo envolvidos na manutencdo das fungdes intestinais e
prevengdo do cancer colorretal (Méplan & Hesketh, 2012, Duffield-Lillico et al., 2002).
Foi demonstrado em células e tecidos cancerosos baixos niveis de enzimas
antioxidantes dependentes de selénio e zinco, as quais apresentam importante agao
antagonista da carcinogénese (Grigolo et al., 1998). De acordo com Méplan & Hesketh
(2012), mesmo nao sendo fortes as provas epidemioldgicas para vincular o risco de

carcinoma colorretal aos niveis séricos e teciduais de Se, evidéncias experimentais
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sugerem um importante papel do Se e das selenoproteinas na func¢do da célula epitelial
da mucosa coldnica, o qual esta associado a inibi¢do da inicia¢do e progressao de lesdes
pré-neoplasicas. Aspecto que também deve ser enfatizado ¢ a elevacdo dos niveis
teciduais do elemento ferro. Tem sido descrito que o aumento dos estoques teciduais de
ferro pode favorecer o crescimento de células neoplasicas, efeitos potencialmente
relacionados a atividade catalitica do ferro sobre a formacdo de radicais hidroxila
(reacdo de Fenton), com consequentes danos oxidativos aos lipidios, proteinas e DNA,
inibicdo da atividade das células de defesa imunoldgica, e favorecimento da hiperplasia
celular (Okada, 1996; Weinberg, 1996). Embora a quantificacdo dos niveis de ferro
tenha sido indicada como potencialmente Util no progndstico de pacientes com cancer
(Weinberg, 1996), as evidéncias atuais da associagdo entre ferro e cancer de coélon
permanecem extremamente limitadas e controversas, o que requer estudos adicionais.
Os resultados indicaram que o flavondide Naringina, especialmente na dose de
200mg/kg, foi eficaz em minimizar o remodelamento morfoldgico colorretal, reduzindo
o numero de lesdes pré-neoplasicas em ratos expostos ao carcindgeno quimico DMH.
Os segmentos inicial e médio do colon parecem ser mais sensiveis ao efeito inibitdrio
desse flavonoide sobre a displasia das criptas intestinais, o qual aparentemente apresenta
influéncia limitada sobre lesdes tumorais previamente estabelecidas. Acredita-se que
parte dos resultados pode ser decorrente dos efeitos da Naringina na reducdo da
proliferagcdo celular, reducdo dos niveis teciduais de ferro e recuperagao dos niveis de
minerais antioxidantes. Embora esses efeitos sejam possiveis, como nao foram
avaliados os mediadores oxidativos e as enzimas antioxidantes na parede intestinal, ndo
foi possivel determinar a relagdo entre o nivel de minerais e status oxidativo tecidual, o
que constituiu a principal limitacdo do estudo e indica a necessidade de investigacdes

futuras.
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CAPITULO 2

Efeito do flavonoide Crisina na reducdo de lesdes pre-neoplasicas no colon de ratos

expostos a 1,2 dimetilhidrazina

RESUMO

O cancer colorretal ¢ formado a partir do desenvolvimento inicial de criptas
intestinais displésicas, que podem evoluir para pélipos adenomatosos € em seguida
cancer. Os compostos fendlicos sdo substancias bioativas de ocorréncia natural com
marcada atividade antioxidante e anti-inflamatoria. O flavondide Crisina, encontrado
em niveis elevados na propolis € no mel de abelha, possui atividade inibitoria de
enzimas envolvidas na bioativa¢do de carcindgenos. O objetivo do estudo foi investigar
o efeito do flavondide Crisina na formacdo de lesdes pré-neoplasicas (focos de criptas
aberrantes — FCA) colorretais induzidas por carcindgeno quimico em ratos. Ratos
Wistar fémeas pesando 130,8 + 27,1 g receberam inje¢do subcutanea semanal de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH, 20 mg/kg) durante 10 semanas. Os animais foram divididos em
5 grupos com 7 animais em cada grupo. Grupo 1: NaCl 0,9%; Grupo 2: DMH + NaCl
0,9%; Grupo 3: DMH + Crisina (10 mg/kg); Grupo 4: DMH + Crisina (100 mg/kg);
Grupo 5: DMH + Crisina (200 mg/kg). Em G2 e G3 houve aumento significativo do
nimero de FCA e regides organizadora de nucléolo por nucleo de enterdcitos
(AgNORs/nucleo) comparado a G1. Em G4 e G5 houve reducdo significativa do
nimero de FCA e AgNORs/nucleo comparado a G2. O nivel de minerais antioxidantes
como cobre, magnésio, selénio e zinco foi significativamente reduzido no epitélio dos
FCA em G2 e G3, mas similar nos grupos G4 e G5, comparados a G1. Em G4 e G5 o
nimero de células enteroenddcrinas foi significativamente maior comparado a G2. A
Crisina, nas doses de 100mg/kg e 200mg/kg, foi eficaz em diminuir a displasia tecidual

e a dilatacdo das criptas reduzindo o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas em
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ratos expostos a 1,2-dimetilhidrazina. Sugere-se que parte desse efeito pode ser
decorrente da reducdo da proliferagdo celular e recuperacdo dos niveis de minerais
antioxidantes induzidos por esse flavonoide.

Palavras-chave: flavonodide, patologia, intestino, 1,2-dimetilhidrazina.
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Introducéo

Em paises ocidentais o carcinoma colorretal ¢ uma das neoplasias mais frequentes
do trato gastrintestinal, sendo considerado o terceiro carcinoma de maior incidéncia no
mundo e o segundo, em paises desenvolvidos (Levy et al., 2008). O cancer colorretal
resulta da transformagdo progressiva do tecido epitelial col6nico, com o
desenvolvimento inicial de criptas intestinais displasicas, polipos adenomatosos e em
seguida cancer (Lyra et al., 2005). Frequentemente, o cancer colorretal encontra-se
associado a alteragdes epigenéticas do DNA, principalmente metilagdo, a qual resulta
em instabilidade dos mecanismos de expressdao e reparo génicos (Ricciardiello et al.,
2003; Jass, 2004). Além dessas alteragdes epigenéticas, modificacdes do status
oxidativo tecidual, com o predominio de eventos pro-oxidante e falhas nos mecanismos
de defesa imunologica sdo igualmente implicados nos distarbios na divisdo e
diferenciagdo celular que conduzem a formacdo de lesdes cancerosas (Ullman &
Itzkowitz, 2011; Hofseth et al., 2003).

Tem sido demonstrado que a exposi¢do a carcindgenos quimicos como a 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) e azoximetano (AOM) ¢ capaz de induzir eficientemente o
cancer colorretal em ratos (Bird, 1987; Bird, 1995). A agdo desses carcindgenos na
transformagdo celular ¢ mediada por danos oxidativos celulares e metilagio do DNA
(Issa et al.,, 2001), eventos semelhantes ao que ocorre em canceres humanos
(Nascimbeni et al., 1999). Morfologicamente, nas fases iniciais da carcinogénese
colorretal sdo observadas alteracdes microscopicas da mucosa intestinal com variado
grau de complexidade, denominadas focos de criptas aberrantes (FCA) (Bird, 1987;

Rodrigues 2002). Os FCA sao lesdes pré-neopldsicas da mucosa colonica comumente
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utilizadas como marcadores para o risco do desenvolvimento de céncer colorretal
(Hurlstone & Cross, 2005).

Por décadas, a DMH tem sido aplicada com sucesso em diferentes modelos
experimentais para investigar o efeito de compostos bioativos na prevencdao e/ou
tratamento do cancer colorretal (Rodrigues, 2002; Thurnherr et al., 1973). Utilizando
esses modelos, diversas classes de substincias com atividade anti-inflamatoria e
antioxidante demonstraram potencial anticarcinogénico em estudos pré-clinicos
(Wargovich et al., 2000; Suganuma et al., 2001).

Os compostos fenolicos sdo substincias bioativas de ocorréncia natural com
marcada atividade antioxidante e anti-inflamatoéria in vitro (Haslam, 1996; Spilsbury et
al., 2012) e in vivo (Youdima et al., 2000; Sun et al, 2002). Compostos fendlicos
derivados de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fenois simples, acidos
fenolicos, cumarinas, flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas (Naczk & Shahidi, 2004). Atualmente tem aumentado o interesse sobre as
funcdes bioldgicas de diferentes tipos de flavondides. Nesse contexto, flavonoides
isolados de plantas como luteolina, apigenina, crisina, rutina, quercetina tém
demonstrado efeitos protetores em doengas cardiacas, acidente vascular cerebral e
cancer (Pietta, 2000). O flavonoide Crisina ¢ encontrado em niveis elevados na propolis
e no mel de abelha (Siess et al, 1996). Foi previamente descrito que esse flavonide ¢ um
potente inibidor da ativag¢do do virus da imunodeficiéncia humana em infec¢des latentes
(Critchfield et al., 1996). Além disso, a Crisina também mostrou atividade inibitoria das
enzimas metabolizadoras de drogas como o CYP1A1l e fenolsulfotransferase, ambas
envolvidas na bioativagdo de carcinogenos (Siess et al., 1996). Entretanto, ainda ¢
pouco conhecido se os potenciais efeitos anticarcinogénicos in vitro da Crisina podem

ser extrapolados para a situagdo in vivo.
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Assim, para esclarecer sua relevancia e eficdcia, o objetivo desse estudo foi
investigar o efeito do flavondide Crisina no tratamento de lesdes pré-neoplésicas no

colon de ratos expostos ao carcinégeno quimico 1,2 dimetilhidrazina.

Materiais e Métodos

Inducdo de lesdes pré-neoplasicas e grupos experimentais

Foram utilizados 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas, com 8 semanas de
idade e peso inicial de 137,2 + 24,3 gramas fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Durante todo o experimento os animais foram
mantidos em caixas individuais com sistema de ventilagdo automatizado (Ventilife
Alesco®, Sdo Paulo, Brasil), em ambiente com temperatura (20°C + 2°C), umidade
(60% - 70%) e luminosidade (12/12 h claro/escuro) controladas, recebendo agua e ragao
ad libitum. Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais com 7 animais em
cada grupo de acordo com o tratamento recebido: Grupo 1 (controle), NaCl 0,9%;
Grupo 2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; Grupo 3, DMH + Crisina (10
mg/kg); Grupo 4, DMH + Crisina (100 mg/kg); Grupo 5, DMH + Crisina (200 mg/kg).
O estudo foi conduzido de acordo com as normas internacionalmente aceitas para o uso
e cuidados com animais de laboratério, aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Biologicas e da Saude - UNIVICOSA (protocolo de aprovagao 00002/2012-1).

A carcinogénese colorretal foi induzida por meio de uma injecao subcutanea de
1,2-dimetilhidrazina (Aldrich Chemical Co, Milwaukee, USA) na dose de 20 mg/kg a
cada semana durante 10 semanas (Larangeira et al., 1998). A partir da 11* semana, o
flavonoide Crisina foi diluido em 700 pl de NaCl 0,9% (veiculo) e administrado por

gavagem 3 vezes semana, durante 14 semanas. Os animais dos grupos 1 e 2 receberam
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gavagem apenas com NaCl 0,9% (700 ul). O peso dos animais foi registrado
semanalmente. Ao final das 25 semanas os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical sob anestesia (ketamina, 10 mg/kg; and xilazina 2 mg/kg i.p.)

apos jejum de 12 horas.

Analise dos focos de criptas aberrantes

Ap0s a eutanasia o intestino grosso foi removido in totum, lavado em NaCl 0,9%,
aberto longitudinalmente, e fixado durante 24 horas em placas de parafina contendo
formol tamponado a 10%, pH= 7,2 (Bird 1987). Os intestinos foram medidos e
divididos em trés fragmentos iguais (colon proximal, médio e distal + reto) em relagdo
ao ceco. O reto foi avaliado juntamente com o colon distal em todas as analises. Em
seguida, foram corados com azul de metileno 0,1% por um minuto ¢ lavados em tampao
fosfato, pH=7,2, para analise microscopica. Para identificacdo e quantificagdo dos focos
de criptas aberrantes (FCA), a superficie mucosa do intestino grosso foi observada a
partir dos fragmentos intactos do intestino com auxilio de microscépio de luz (Olympus
BX-60", Toquio, Japan), com lente objetiva de 10 vezes (Bird 1987, 1995). Toda a area
intestinal foi avaliada e a categorizagdo dos FCA foi realizada mediante a determinagdo
da frequéncia observada de criptas aberrantes em cada foco. Dessa forma, as categorias
estabelecidas incluiram focos com 1, 2, 3, 4 a 10, acima de 10 criptas aberrantes, e

tumor.

Histopatologia, histoquimica e histomorfometria
Apds a andlise dos FCA, os fragmentos intestinais foram descorados com
lavagens sucessivas em etanol 50%, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e

incluidos em parafina. Foram obtidos cortes de 4um de espessura em microtomo
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rotativo (Leica Multicut 2045%, Reichert-Jung Products, Alemanha) que foram corados
com hematoxilina e eosina (H&E) para caracterizacdo morfoldgica geral do tecido,
Alcian blue (AB) e Acido Peridédico de Shiff (PAS) para marcagdo de células
mucossecretoras (Yoshimi et al., 2004; Meira et al., 2008). Para evitar a analise da
mesma area histoldgica, foram utilizados 1 a cada 20 cortes de tecido. Os cortes foram
visualizados e as imagens capturadas por meio de um microscopio de luz (Olympus
BX-60", Toéquio, Japan) conectado a uma cimera digital (Olympus QColor-3*, Tokyo,
Japan). Para cada coloragdo e grupo investigado, foram obtidos aleatoriamente sessenta
campos microscopicos com objetiva de 40 vezes de aumento, de modo que uma area
total de 8,27x10°um? foi analisada para cada segmento intestinal.

Os parametros histopatologicos analisados foram a presenga de displasia tecidual,
dilatacdo de criptas e morfologia dos enterocitos (Meira et al., 2008). A partir de
seccoes longitudinais coradas com H&E, foram determinados os parametros
morfométricos de comprimento e largura das criptas. Em secgdes transversais foi
determinada a area das criptas e do seu limen. O volume das criptas ¢ do limen foi
estimado multiplicando o comprimento das criptas pela area das criptas e area do lumen,
respectivamente. Em secc¢oes transversais coradas com AB e PAS foi determinado o
numero de células mucossecretoras por unidade de area histologica. Nessas mesmas
secgoes, a densidade de volume (Vv) ocupada por mucinas acidas (AB+) e neutras
(PAS+) na area histologica foi estimada por contagem de pontos usando a seguinte
formula: Vv [AB+, PAS+] = Pp [AB+, PAS+] / Pt; onde Pp € 0 numero de pontos que
incidem sobre cada tipo de mucina e Pt é o numero total de pontos de teste. Para essa
analise foi utilizado um sistema de teste com 72 pontos aplicados sobre uma area

histologica padronizada de 20,0 x 10* pm? (Mandarim-de-Lacerda, 2003).
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Analise de AgNORs e células enteroendocrinas

A marcacdo e quantificagdo das regides organizadoras de nucléolo (AgNORs) foi
realizada por meio do método descrito por Howell e Black, (1980). Brevemente, cortes
de 4 upm dos trés segmentos intestinais foram incubados com solucdo de prata coloidal
na auséncia de luz durante 60 minutos a temperatura ambiente. AgNORs foram
visualizados em microscopio de luz (Olympus BX-60%, Toquio, Japan) com lente
objetiva de 1000x e contadas em nucleos de 120 enterdcitos amostrados aleatoriamente
em 40 criptas intestinais de cada segmento do célon para cada animal. Os resultados
foram expressos para todo o intestino como o nimero de AgNORs por nucleo.

A marcagdo de células enteroenddcrinas foi realizada pelo método de Grimelius
(Grimelius ¢ Wilander, 1980). Para cada animal e segmento intestinal, a quantificacao
das células enteroendoécrinas foi realizada em dez campos histologicos obtidos
aleatoriamente com objetiva de 40x. Assim, uma area total de 1,38x10°um* foi
analisada para cada segmento intestinal. Os resultados foram expressos para todo o
intestino como o nimero de células enteroendodcrinas por unidade de area histologica.
Toda a analise histomorfométrica foi realizada por meio do software Image Pro-plus

4.5" (Media Cybernetcs, Silver Spring, MD, USA).

Analise bioquimica

Amostras de sangue foram coletadas por pun¢do cardiaca no momento da
eutanasia. O sangue foi centrifugado e o soro utilizado para dosagem bioquimica de
albumina, proteinas totais, glicose, colesterol e triacilglicerdis (Alize®, Franca). No
soro, a concentracdo de 6xido nitrico foi determinada pelo método de Griess (Ricart-

Jané et al., 2002). Brevemente, aliquotas do soro foram incubadas com o reagente de
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Griess (sulfanilamida 2% (w/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina 0,2% (w/v) em agua

deionizada) e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro na absorbancia de 540 nm.

Microanalise de elementos quimicos

Fragmentos do terco proximal, médio e distal de cada um dos trés segmentos do
colon foram dissecados e submetidos a secagem ao ponto critico (CPD 030, Bal-tec,
Witten, North Rhine-Westphalia, Germany). O conteudo e a distribui¢do dos elementos
quimicos foram investigados por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X
(EED) usando um microscopio eletronico de varredura (Leo 1430VP) acoplado a um
detector de Raios-X (Tracor TN5502, Middleton, WI, USA). Foi aplicado um aumento
de 300x, voltagem de aceleragdo de 20 kV e distancia de trabalho de 19 mm. Para cada
grupo foi investigada uma é4rea total de cada segmento do colon de 36.18 x 10° pm*. A
proporg¢ao dos elementos carbono (C), nitrogenio (N), oxygenio (O), flior (F), sodio
(Na), magnésio (Mg), fosforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), potassio (K), célcio (Ca),
manganés (Mn); ferro (Fe), cobre (Cu) selénio (Se) e Zinco (Zn) foi mensurada e

expressa como o valor médio para todo o intestino.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrao (média = DP). Os
dados foram analisados por meio de analise de variancia (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks) seguidos pelo teste de Dunnett. Resultados com valor

p<0,05 foram considerados significativos.
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Resultados

Analise biométrica e dos focos de criptas aberrantes

Nao houve diferenga significante no peso corporal entre os grupos durante as 25

semanas de experimento (Figura 1).
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Figura 1. Evolu¢do do peso corporal de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina
(DMH) e tratados com o flavonoide Crisina. Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da
indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg); G4, DMH + Crisina (100

mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; *vs. G1, 'vs. G2.

Foram observados FCA distribuidos ao longo de toda a superficie intestinal nos
trés segmentos investigados em todos os grupos expostos 8 DMH. Diferentes niveis de
desenvolvimento dos FCA foram observados, com predominio de focos contendo entre

1 e 3 criptas aberrantes circundadas por criptas normais, distribuidos principalmente no

colon médio e distal (Figura 2)
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Figura 2. Fotomicrografias representativas de criptas do c6lon médio de ratos do grupo 1
(A) e expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) no grupo 2 (B, C e D) obtidas por montagem total
do intestino. Em (A) sdo observadas criptas normais homogeneamente distribuidas. No painel
(C) sdo observadas criptas aberrantes hiperpigmentadas em estagio inicial de displasia. Sao
identificados focos com 3 (B), e 13 (D) criptas aberrantes, caracterizadas por dilatagdo do
epitélio de revestimento intestinal e protrusdo em dire¢do a luz intestinal. No painel (B) sdo
observadas criptas normais (cabega de seta) ao redor do foco de criptas aberrantes (seta)

(Coloragao Azul de Metileno, barras = 40 um).

Foi observado de modo geral, que em todos os grupos tratados com flavondide
apresentaram redu¢do significativa do ntimero total de criptas aberrantes por foco em
relacdo a G2, principalmente nos segmentos médio e proximal. Esse resultado ndo foi
observado para o célon distal, uma vez em que o niimero de criptas aberrantes por foco
em G3, G4 e G5 foi semelhante a G2. Em todos os animais expostos 8 DMH houve

baixa frequéncia de tumores (Tabela 1).
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Tabela 1. Analise dos focos de criptas aberrantes de ratos expostos a 1,2

dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Crisina.

Segmento intestinal /

Numero de cripta

Gl G2 G3 G4 G5
aberrante
por foco
Proximal
1 0.0+£00 05+0.1% 6.5+2.8*%  9.0+4.0% 8.6 + 4.2+
2 0.0+£0.0 123+47%  40+35%  3.0+1.4* 1.5+ 1.0*'
3 0.0+£0.0 53+ 1.4% 2.8+ 1.9% 1.5+0.8* 1.2 +0.5%
40 10 0.0+£0.0 3.0+ 1.0% 1.2 +0.4% 1.2 +0.3* 0.8 + 0.4*"
>10 0.0+0.0 1.3+04* 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0
Tumor 0.0£00 05+0.1% 03+0.1*%  02+0.1* 0.0+0.0"
Médio
1 03+0.1 553+93% 463+145% 454+13.0% 292+4.1%
2 02+0.1 107+25% 50+1.6*  27+1.0*% 3.8+ 1.0%
3 0.0+£0.0 6.7+ 1.0% 6.2+ 1.4* 1.8+0.7%  22+0.9%
4t0 10 0.0+£0.0 9.7+3.4* 5.8 +2.2% 4.8+ 1.5% 3.0+ 1.0%
>10 0.0£0.0 0.6+0.2% 0.2+0.1* 0.0+ 0.0 0.0+0.0"
Tumor 00+00 07+02 0.2+0.1* 0.0+ 0.0 0.2+0.1*"
Distal
1 0.5+12 283+20.5*% 33.8+10.7% 32.5+10.5% 33.2+7.4%
2 0.0+0.0 9.8+4.1%* 58+2.1% 9.3 +3.0% 6.2 +2.9%
3 02+04 45+22% 33+ 1.7% 4.3 +2.0% 524+2.2%
410 10 0.0+0.0 4.7+24* 3.2+2.2% 52+ 1.7% 2.8+ 1.5%
> 10 0.0+00 0.0+0.0 0.0+ 0.0 0.2+0.1% 0.0+0.0
Tumor 00+0.0 05+0.1* 02+0.1%  02+0.1% 0.0+0.0

Valores expressos como média e desvio-padrio (média = DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2

(controle da indugdo) + NaCl 0,9%, DMH; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg); G4, DMH +

Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; *vs. G1,

fvs. G2.

Analise histopatoldgica, histoquimica e histomorfométrica

A andlise histopatologica indicou a presenca de marcada reorganizagao

morfoldgica das criptas intestinais. Em G2 e G3 foram observadas criptas com intensa

displasia, principalmente no terco basal. Nesses grupos, houve hipertrofia e aumento da
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densidade de enterdcitos com citoplasma e nucleo alongados, marcada reducdo da
densidade de células caliciformes em toda a extensdo das criptas, e dilatacdo do espaco
luminal. Em G4 e G5 houve evidente reducdo da displasia das criptas, com espaco

luminal variando de moderadamente (G4) a levemente (G5) dilatado (Figuras 3 ¢ 4).

Figura 3. Fotomicrografias representativas de secgdes longitudinais de criptas do colon

médio de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavondide Crisina.
Animais sadios (G1) apresentaram criptas normais com limen estreito e elevada densidade de
células caliciformes. Em G2 e G3 sdo observadas criptas displasicas com enterdcitos alongados,
principalmente na base das criptas, e reduzida densidade de células caliciformes. Em G4 ¢ G5
sdo observadas criptas com as bases levemente dilatadas (Coloracdo H&E, barra = 50 um).
Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10

mg/kg); G4, DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg).
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Figura 4. Fotomicrografias representativas secgdes transversais de criptas do colon
médio de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoéide Crisina.
Animais sadios (G1) apresentaram criptas normais com formato circular ou oval e limen
estreito. Em G2 e G3 apresentaram criptas displasicas com limen diltado e enterocitos
alongados, Em G4 sdo observadas criptas moderadamente dilatadas. Em G5 s3o mostradas
criptas levemente dilatadas com lumen estreito (Coloragdo H&E, barra = 60 um). Gl(sadio),
NaCl 0,9%; G2 (controle da indu¢do), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg);

G4, DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg).

Para os grupos expostos a DMH a analise histopatologica indicou diferentes
niveis de displasia da mucosa intestinal nos segmentos do cdélon que apresentaram
lesdes tumorais, principalmente em G2. Nesse grupo, foi verificada intensa

desorganizagdo da camada mucosa com a identificagdo de criptas longas distantes da
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camada muscular da mucosa, expansao da area de tecido conjuntivo, elevada densidade

de vasos sanguineos e com poucas células caliciformes (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografias representativas do tumor no célon médio em ratos expostos a
1,2 dimetilhidrazina (DMH) (G2). S@o observados diferentes niveis de displasia da mucosa
colénica. Em (A) notar a moderada displasia da mucosa com a presenga de criptas longas
distantes da camada muscular da mucosa. Em (B e C) observar intensa displasia, expansdo da
area de tecido conjuntivo, elevada densidade de vasos sanguineos, com redugdo (B) ou
desaparecimento (C) das células caliciformes (Coloragdo H&E, barra = 60 pum). Gl(sadio),
NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg);

G4, DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg).
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A andlise morfométrica das criptas mostrou aumento significativo de todos os
parametros avaliados nos trés segmentos intestinais em G2 comparado a G1 (Tabela 2).
Para todos os segmentos, G5 apresentou reducdo significativa de todos os parametros
avaliados comparados a G2. Em G4, houve redugao significativa de todos os pardmetros
morfométricos nos cédlons proximal e médio comparado a G2. Nao houve diferenca

estatistica nesses parametros entre G2 e G3.
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Tabela 2. Analise histomorfométrica das criptas do célon de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide

Crisina.
Segm@nto Largura (um) Comprimento  Area da gripta Area do Izl]men Volume3da cgipta Volume3do It]amen
intestinal (um) (um") (Um"?) (Um*)x10 (um*)x10
Proximal
Gl 208.6 + 38.1 35.4+6.7 1773.8 +581.5 1792 +51.6 423.15 + 87.0 40.7 + 8.3
G2 333.9+£36.7%  69.9+163%  3730.2 + 662.6% 454.1 + 65.8% 700.3 + 99.2%* 104.5 + 20.4*
G3 275.5+37.8 47.1+92 2507.5 + 810.1 373.7 +45.1* 551.7+70.9 80.5+9.7*
G4 228.8 £33.6 43.0+ 73" 2122.9+613.1° 110.0 + 42.47 441.4 +75.41 432+ 6.9
G5 237.6 +43.5" 36.2+5.17 1757.6 + 526.5" 122.8+91.6" 448.8 + 80.17 41.6+8.5"
Médio
Gl 250.8 +35.0 342+ 84 1678.3 +401.8 167.0 +70.0 360.9 + 62.4 40.9 +10.7
G2 385.9+58.5%  66.7+10.3*  3116.8+705.7%  525.3+125.7% 902.5 + 115.9% 116.1 +27.8*
G3 389.1 +40.3 51.8+7.2% 28285+ 600.2% 370.9 + 60.5* 709 + 100.7* 77.2 +20.4%
G4 297.9 +47.8 403 +6.4" 1791.6 + 490.1° 116.8 + 57.0 404.5+71.5" 52.4+9.8"
G5 261.0 +49.8" 40.1 +7.47 1530.2 + 387.7° 123.6 +47.3" 418.1 £78.2" 54.7+10.1"
Distal
Gl 251.2+26.2 342455 1507.1 +£437.0 106.6 + 52.1 409.1 + 87.3 31.7+7.1
G2 389.8 £45.1% 659+ 11.1%  2807.4 + 449.3% 308.9 + 88.5* 825.7 + 120.9* 75.7 + 14.5%
G3 336.4 + 38.5% 56.1 = 7.5% 2207.6 = 501.8 271.8 +57.2% 680.7 + 77.3% 59.5 + 8.7*
G4 315.7 + 49.0* 53.7+84%  2481.7+431.7* 260.4 + 44 4% 758.3 £ 93.6* 53.8 £ 10.2*
G5 229.2 +50.3" 38.8+ 6.9 1524.4 + 368.47 120.5 +62.9" 589.1 +78.4" 45.6 +8.3"

Valores expressos como média e desvio-padrdo (média + DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indu¢do), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH +

Crisina (10 mg/kg); G4, DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisna (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, T vs G2.
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A andlise histoquimica indicou reducdo significativa da expressdo de mucinas
acidas e neutras e da densidade de células mucossecretoras nas criptas de todos os
segmentos intestinais em G2 e G3 comparados a G1. De forma geral, a expressdo de
mucinas e a densidade de células caliciformes foram significativamente maiores em G4
e G5 comparados a G2. No coélon distal, a proporcao da area histoldégica ocupada por

mucinas foi significativamente menor em G4 comparado a G1 (Figura 6 e Tabela 3).
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Figura 6. Distribui¢ao de células caliciformes produtoras de mucinas acidas (A, B, C e
D) e neutras (E e F) nas criptas do c6lon médio de ratos sadios (G1) e expostos a 1,2
dimetilhidrazina (DMH) (G2). O painel (A) mostra ampla densidade e distribui¢do homogénea
de células caliciformes nas criptas (painel em destaque) de animal sadio (Coloragao Alcian blue,

barra = 110 um). No painel (B) a mesma imagem ¢é observada sob luz polarizada. Notar a



71

polarizacdo e distribui¢do uniforme do muco por toda a area tecidual (barra = 110 um). No
painel (C) sdo observadas criptas displasicas dilatadas induzidas por DMH. Um foco com duas
criptas aberrantes confluentes apresenta-se em destaque na imagem. Notar a reduzida densidade
de criptas e células caliciformes, ¢ a maior area ocupada por tecido conjuntivo (asterisco)
apresentando vasos sanguineos (seta) (Coloragdo com Alcian blue, barra = 110 pum). (D)
Reducdo da éarea ocupada pelo muco ¢ claramente observada na imagem sob luz polarizada
(barra = 110 um). Em (E) é observada ampla distribui¢do de células produtoras de mucinas
neutras nas criptas (coloragio Acido Periodico de Schiff, barra = 70 um), com marcada redugéo
no epitélio intestinal displasico de um animal exposto 8 DMH (F) (coloragdo Acido Periodico
de Schiff, barra = 70 um).

Tabela 3. Distribuigdo de células produtoras de mucinas acidas ¢ neutras nas

criptas do colon de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o
flavonoide Crisina.

Segmento Células AB+ Vv[Mucinas Células PAS+ Vv[Mucinas
intetsinal (N/mm?) acidas] (%) (N/mm?) neutras] (%)
Proximal

Gl 512.8+62.1 35.0+6.5 4813 +55.7 33.1+7.0
G2 277.1 £ 50.6* 11.1 +£5.2% 225.8 + 48.2% 10.4 + 5.8*
G3 347.9 + 30.4* 15.0 £ 6.0% 292.8 +37.5% 12.8 + 4.0*
G4 4262 +45.1° 22.4 +5.4% 448.6 + 40.2° 20.6 +6.1°
G5 470.8 +50.6" 27.1+52° 465.1 +55.8" 253+4.1°
Médio

Gl 617.4 +70.4 36.2+6.9 5359+ 61.3 35.0+6.7
G2 312.8 + 60.4* 12.8 £ 4.7* 328.1 +50.1%* 11.2+3.8*%
G3 3453 +£43.1% 12.5 + 4.9% 350.53 £ 51.2* 13.3 + 4.0*
G4 470.8 + 495" 25.1+6.7 437.1 £ 44.6 247 +57"
G5 5529+ 67.7" 27.0+ 6.0 469.8 +57.17 28.5+55"
Distal

Gl 702.5 + 88.3 39.3+6.1 685.7+57.9 36.8+6.5
G2 4213 +61.1* 12.5+£5.7% 373.2 + 65.8* 11.3 +£5.4%
G3 4183+ 62.1* 14.6 £ 5.5% 384.1 + 60.7* 11.9 +4.8*%
G4 500.7 + 51.3*" 20.5 + 6.0% 531.6 + 57.9% 18.2 £ 5.6*
G5 653.1 + 65.47 272+ 4.9% 607.5 + 69.2° 27.9+5.7"

ABH+, células positivas ao Alcian blue; PAS+, células positivas ao Acido Periodico de Schiff.
(%)* percentual da area histologica ocupado pelos tipos de mucina. Valores expressos como

média e desvio-padrio (média + DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo),
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DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg); G4, DMH + Crisina (100 mg/kg);

G5, DMH + Crisina (200 mg/kg). Diferenga estatistica p < 0.05; *vs. G1, fvs. G2.

Andlise de AgNORs e células enteroendocrinas

Para todos os segmentos intestinais investigados, houve aumento significativo
do numero de regides organizadoras de nucléolo por ntcleo de enterdcitos
(AgNORs/nucleo) em G2 e G3 comparados a Gl. Em G4 e G5 o namero
AgNORs/nucleo foi significativamente menor comparado a G2. Nao houve diferenca
estatistica nesse parametro entre G1 e G5 (Figura 7 A, B, C). Em todos os grupos
expostos @ DMH, houve reducao significativa do numero de células enteroenddcrinas
comparados a2 Gl. Em G4 e G5 o nimero de células enteroenddcrinas foi

significativamente maior comparado a G2 (Figura 7 D, E).
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Figura 7. Regides organizadoras de nucléolo por nicleo de enterdcitos (AgNORs/ntcleo)
e células enteroenddcrinas do intestino grosso de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e
tratados com o flavondide Crisina. (A) Fotomicrografia representativa do grupo sadio (G1)
indicando nucleos celulares ovoides com um ou trés AgNORs/nticleo (barra = 15um). Em (B)
sd0 observados nucleos polimorficos com quatro (cabeca de seta) a seis (seta) AgNORs/nucleo
em animais expostos a DMH (G2) (barra = 15um). (C) Distribuicdo de AgNORs/ntcleo nos
grupos investigados. (D) Célula enteroendodcrina na base do epitélio intestinal (seta) com
granulos de secrecdo polarizados na base da célula. Em destaque célula enddcrina proxima a um
vaso sanguineo (asterisco) (método de Grimélius, barra = 20 pm). (E) Distribuicdo de células
enteroenddcrinas por area histoldgica nos grupos investigados. Valores expressos como média e
desvio-padrdo (média + DP) para todos os segmentos intestinais. G1(sadio), NaCl 0,9%; G2
(controle da indugdo), DMH+ NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg); G4, DMH + Crisina

(100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; *vs. G1, 'vs. G2.
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Andlise bioquimica e de elementos quimicos

A analise dos parametros bioquimicos indicou niveis séricos de proteinas totais
significativamente reduzidos em G2 comparado aos demais grupos (p>0,05) (Tabela 4).
Os niveis séricos de nitrito/nitrato em G2 foram similares a G3, mas significativamente
superiores em relacdo a G1, G4 ¢ G5 (p>0,05), os quais nao apresentaram diferenca
entre si (Figura 8). Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferenca

significativa entre os grupos (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioquimicos séricos de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoéide Crisina.

Proteinas totais Albumina Triacilglicerois Colesterol Glicose
Grupos
Contetdo Variacao Contetdo Variacéo Contetdo Variacéo Conteudo Variacéo Conteudo Variacéo
médio (g/dL) (%) médio (g/dL) (%) médio (mg/dL) (%) médio (mg/dL) (%) médio (mg/dL) (%)

Gl 81.7+3.7 - 3.6+0.5 - 180.2 £24.3 - 582+ 14.1 - 105.6 +33.1 -

G2 66.9 + 11.0* - 18,1% 35+0.5 -2,8 161.0 + 58.9 - 10,6 58.9+16.2 +1.2 116.8 + 28.4 +10,6
il

G3 843 7.4 +3.2 4.0+02 +1L1 160.0 + 44.9 -11.2 747+ 16.8 +2738 134.7+17.1 +27,5
il

G4 82.3£6.9 +0,7 3.9+0.2 +83 125.3 +50.3 -30.4 65.7 £ 14.2 +128 159.4 + 78.4 +50,9

G5 85.0+2.17 +4,0° 4.0+0.2 +11,1 128.4 +24.6 - 28,7 69.6 + 8.8 +19,6 102.3+ 1.4 -3,1

Valores expressos como média e desvio-padrdo (média + DP). G1(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10

mg/kg); G4, DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisna (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, Tvs. G2.
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Figura 8. Niveis de 6xido nitrico no soro de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e
tratados com o flavonodide Crisina. A concentragdo de nitrito/nitrato (NO,/NO5") foi determinada
pelo método de Griess. Valores expressos como média e desvio-padrao (média + DP). G1(sadio),
NacCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg); G4,

DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg).

A andlise de EED indicou distribuicio homogénea dos elementos quimicos, a
exce¢do do calcio (Ca), na superficie da mucosa em todos os segmentos intestinais
investigados, tanto sobre o tecido displdsico dos FCA (Figura 9) quanto sobre o tecido
normal (dados ndo mostrados). De forma geral, houve reducdo significativa nos niveis
teciduais de Mg, Mn, Cu, Se, e Zn; e aumento significativo de Cl, Fe, Na, e K, S em G2 e
G3 comparados a G1. Em G4 e G5 os niveis de Na, Mg, Mn, Cu, Se, Zn e foram
significativamente superiores ao observado em G2, com os melhores resultados

encontrados em G5, o qual foi similar a G1 (Figura 9 e Tabela 5).
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Figura 9. Analise representativa da distribuicdo de elementos quimicos no célon médio de
ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Crisina. As imagens
representam o mapa de distribuicdo dos diferentes elementos quimicos em uma cripta aberrante no
co6lon distal de uma animal do grupo 2. Notar a homogeneidade na distribuigdo mineral, com
excecdo do célcio (Ca). Os graficos constituem os espectros representativos dos elementos
quimicos analisados no co6lon distal em ambos os grupos investigados. A area tracejada indica os
picos referentes aos minerais que participam em processos oxidativos/antioxidantes. G1(sadio),
NaCl 0,9%; G2 (controle da indugido), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina (10 mg/kg); G4,

DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg).
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Tabela 5. Conteudo de elementos quimicos no colon de ratos expostos a 1,2

dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Crisina.

Concentragéo (%)

Elementos
Gl G2 G3 G4 G5

C 375+63 37.8+57 398+49  40.1+£53  39.0+5.0
N 8.1+£20  89=x1.8 8.0+ 1.4 74+1.0 77+1.7
0 345+54 353+49 367+39  342+46 32.1+42
F 09+03  0.7+0.1 0.7+0.2 1.1+0.5 1.2+0.6
Na 37£03 54+08% 52+04* 46+04* 39=x03'
Mg 1.0+£0.1  03+0.1* 04+0.1* 07+01* 0703
P 15+£02  20+06 1.8+0.4 1.8+0.5 2.1+0.7
S 1.6+03  29+06% 26+0.6* 27+05%  1.9+0.5
Cl 0.1+0.1 0.6+01* 07+02* 05+02% 03=0.1"
K 01+0.1 1.0+£03* 1.0+04* 09+02* 04+02"
Ca 30£0.6  25+0.5 2.8+0.6 2.7+0.8 3.1+0.7
Mn 1.1+£03  01+0.1* 04=0.1*  0.6+01*  1.0+03"
Fe 02+0.1 1.6+05% 18+0.5%  1.1£02% 0.6+0.2%
Cu 1.1+£03  04+£02*% 05+0.1* 09+02" 13=x0.1"
Zn 1.0£02  04+0.1* 04+01* 07017 09=02f
Se 09+02 0.1+01* 02+0.1* 04+01* 07202

Valores expressos como média e desvio-padrdo (média = DP). Devido auséncia de diferenca

estatistica entre os segmentos do célon, os dados sdo expressos para todo o intestino grosso.

Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Crisina

(10 mg/kg); G4, DMH + Crisina (100 mg/kg); G5, DMH + Crisina (200 mg/kg). Diferenca

estatistica p < 0.05; *vs. G1, fvs. G2.

Discussao

No presente estudo foi avaliado o efeito do flavonoide Crisina na reducao de lesoes

pré-neoplasicas no colon de ratos expostos ao carcindogeno quimico DMH. Os resultados

indicaram que a administracdo de Crisina nas doses de 100mg/Kg e 200mg/Kg reduziu a
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desorganizacdo morfoldgica do epitélio intestinal. Nessas doses, o flavondide reduziu a
formag¢ao dos FCA, o numero total de criptas aberrantes por foco, o numero de
AgNORs/nucleo em enterocitos, e a intensidade de displasia do epitélio das criptas,
aumentando a densidade das células mucossecretoras e enteroenddcrinas no epitélio
coldnico.

Conforme descrito previamente para modelo murino de cancer de colon induzido por
azoximetano (Miyamoto et al., 2006), o tratamento com Crisina foi efetivo na redugdo de
lesdes pré-neoplasicas. Diversos estudos tém utilizado os FCA como marcadores para a
triagem de compostos indutores e inibidores da carcinogénese colorretal, principalmente
em fases iniciais (Demarzo & Garcia, 2004; Newell & Heddle, 2004; Ma et al., 2002).
Evidéncias experimentais demonstram que os FCA representam as manifestagcdes precoces
dos fendmenos hiperplésicos e displasicos do epitélio intestinal, com elevado potencial de
evolucdo para carcinomas intestinais (Murillo et al., 2004; Suzuki et al., 2004; Fujita et al.,
2004).

Nos animais expostos a DMH, foi observado ntmero reduzido de tumores,
provavelmente pelo reduzido tempo de inducdo aplicado. Tém sido demonstrado que a
carcinogénese colorretal ¢ diretamente influenciada pelo tempo de exposicao a DMH em
modelos murinos. Assim, o desenvolvimento de tumores pode ser efetivamente alcangado
com a administracdo desse carcindgeno por aproximadamente 28 semanas (Bird, 1995;
Rodrigues, 2002; Thurnherr et al., 1973). Entretanto, uma vez que seis semanas de
exposicao DMH sdo suficientes para o desenvolvimento de ledes pré-neoplésicas, modelos
experimentais que utilizam curtos periodos de indu¢do sdo mais aplicaveis em estudos de
quimioprevencao (Larangeira et al., 1998; Wargovich et al., 2000). Assim, os resultados
presente estudo sugerem que a Crisina apresenta potencial efeito inibitério da

carcinogénese em estagios inicias, com influéncia limitada sobre lesdes cancerosas
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avancadas. Entretanto, esse aspecto permanece pouco compreendido e requer estudos
adicionais.

No estudo de Walle et al. (2001), a biodisponibilidade da Crisina apds administracao
oral foi investigada em humanos. Nesse estudo, a ingestdo de 400 mg deste flavondide por
individuos saudaveis foi acompanhada de elevada concentra¢do plasmatica do metabolito
sulfato de crisina. Segundo Miyamoto et al. (2006), uma fracdo da Crisina ndo ¢ absorvida
pelo intestino e permanece inalterada na luz intestinal. Esse achado corrobora evidéncias
que demonstraram a agdo local de flavonoides como quercetina, rutina e isoquercetina na
mucosa intestinal (Olthof et al, 2000; Wolffram et al., 2002). Assim, tem sido sugerido
que o efeito da Crisina na inibi¢do da carcinogénese colorretal pode ser relacionado a agdo
sistémica e local desse flavonoide na modulacdo da proliferagdo das células do epitélio
colonico (Miyamoto et al., 2006). Além disso, acdo inibitoria da Crisina sobre o
crescimento celular foi demonstrada in vitro pela down-regulation da expressdo do
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) em células HeLa (Zhang et al., 2004).
Além disso, esse flavonoide também foi capaz de inibir a divisdo celular e induzir a
apoptose de células de cancer de colon humano via ativacdo de caspases (Wang et al.,
2004). Considerando que instalacdo e manutengdo de um estado pro-inflamatério sist€émico
contribuem para a carcinogénese, compostos anti-inflamatdrios seriam potencialmente
aplicdveis como agentes anticarcinogénicos (Hertog et al., 1995; Hertog & Hollman,
1996). Nesse contexto, a atividade anti-inflamatéria da Crisina, mediada pela inibi¢do das
enzimas ciclooxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase (NOS) (Murakami et al., 2003)
poderiam representar um importante mecanismo de agdo da Crisina na carcinogénese
colorretal. De fato, no presente estudo foram identificados reduzidos niveis séricos de
nitrito/nitrato nos grupos tratados com Crisina, compostos frequentemente utilizados como

indicadores indiretos da inibicdo da sintese de Oxido nitrico e consequentemente da
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expressao e/ou atividade da NOS (Woo et al., 2003; Leonardi et al., 2010). Atualmente o
estresse oxidativo e nitrosativo tem reconhecido papel no desenvolvimento e progressao de
lesdes cancerosas. Em geral, neoplasias malignas do endométrio, cérebro, pulmao,
pancreas, ovario, prostata e colon apresentam elevada expressdao da NOS (Hirst & Robson,
2007). Assim, a formacao de 6xido nitrico e seus derivados reativos contribuem para o
dano a lipidios, proteinas, € DNA nas células de tecidos em transformac¢do maligna ou
cancerosos (Hirst & Robson, 2007; Ambs et al., 1998). No presente estudo, o nivel sérico
de nitrito/nitrato indicou elevado estresse nitrosativo sistémico no grupo G2, condigdo
efetivamente inibida nos grupos tratados com o as maiores doses do flavonoide Crisina.

A andlise de AgNORs tem sido descrita como um dos melhores indicadores do
comportamento bioldgico de diferentes tipos de tumor. Assim, a quantificacdo de AgNORs
¢ utilizada como marcador da gravidade e taxa de crescimento de tumores (Trer¢ et al.,
1989; Ofner et al., 1992). E geralmente aceito que o elevado namero de AgNOR/nticleo
em células tumorais, independentemente da sua origem, esta diretamente relacionado com
reduzido tempo de ciclo celular e consequentemente elevado ritmo de divisdo celular
(Derenzini et al., 1998; Trer¢ et al., 1996; Ohishi et al., 2002). Assim, foi demonstrado em
varios tipos de carcinomas humanos, amplo potencial da quantificacio de AgNOR no
prognostico em oncologia cirargica (Ofner et al., 1995). Na carcinogénese colorretal
induzida por azoximetano, o numero de AgNORs/nucleo de enterocitos foi
significativamente reduzido nos grupos de ratos tratados com epigalocatequina galato e um
anti-inflamatdrio ndo-esteroidal, indicando reducao da proliferagdo celular no epitélio
colonico nesses grupos (Ohishi et al., 2002).

Como sistemas integrados, o sistema nervoso autdonomo intrinseco e extrinseco ao
intestino atua de forma sinérgica com as células enteroenddcrinas para modular processos

essenciais 4 homeostase intestinal como a renovacao celular, absor¢ao de nutrientes,
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secre¢do enddcrina e exdcerina, e motilidade intestinal (Pinto & Clevers, 2005). No presente
estudo houve marcada reducdo do numero de células enteroendocrinas nos animais
expostos a DMH. Embora essa redugdo tenha sido parcialmente minimizada pelo
tratamento com Crisina, o papel das células enteroenddcrinas no céncer de intestino
permanece amplamente inexplorado. Sabe-se que canceres intestinais frequentemente
subvertem a via de sinalizacdo Wnt, a qual é necessaria para a renovacao das células do
epitélio intestinal (Gregorieff & Clevers, 2005). Assim, em alguns casos, a continua
ativacdo dessa via de sinalizagdo pode resultar na delecdo do exon 3 do gene da B-catenina
e estimular a diferenciagdo das células enterendocrinas, conduzindo ao desenvolvimento de
adenomas intestinais produtores de serotonina (Wang et al., 2007). Assim como as células
mucossecretoras (Fodde et al.,, 2001; Shibata et al., 1997), acredita-se que as células
enteroenddcrinas podem ser potencialmente uteis como marcadores da evolucdo do cancer
colorretal. Reconhecidamente, ambas as células compartilham de um elevado grau de
diferenciagdo e especializacdo (Garabedian et al., 1997). Assim, considerando que as
células cancerosas frequentemente demonstram caracteristicas de regressao evolutiva, com
a perda de sua diferenciacdo, ndo ¢ irrealistico assumir que o grau de deplecao das células
enteroenddcrinas pode indicar o status evolutivo de neoplasias intestinais. Entretanto, essa
relacdo ainda precisa ser comprovada em estudos futuros, principalmente considerando as
implicagdes dessa deplecao para a estrutura e funcao do tudo digestivo.

Os resultados indicaram que o flavonoide Crisina, especialmente o tratamento com a
maior dosagem, foi eficaz em minimizar a desorganizacdo morfologica colorretal,
reduzindo o nimero de lesdes pré-neoplasicas em ratos expostos ao carcindgeno quimico
DMH. Os segmentos inicial ¢ médio do cdélon parecem ser mais sensiveis ao efeito
inibitorio desse flavondide sobre a displasia do epitélio intestinal, o qual aparentemente

apresenta influéncia limitada sobre lesdes tumorais previamente estabelecidas. Acredita-se
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que parte dos resultados encontrados pode ser decorrente dos efeitos da Crisina na redugao
da proliferagdo celular e recuperagdo dos niveis de minerais antioxidantes na mucosa

intestinal.
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CAPITULO 3

Efeito do flavonoide hesperidina na progressao de lesdes pré-cancerosas colorretais

em ratos expostos ao carcindgeno 1,2 dimetilhidrazina

RESUMO - A carcinogénese do colon ¢ uma doenga cronico-degenerativa
influenciada por fatores genéticos, ambientais, dietéticos e relacionados ao estilo de vida.
A hesperidina ¢ um glicosideo de ocorréncia natural predominante em frutas citricas, que
apresenta uma variedade de efeitos farmacoldgicos antioxidante, anti-inflamatorio,
neuroprotetor, anticarcinogénico e antiviral. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito
do flavondide hesperidina na progressdo de lesdes pré-cancerosas colorretais em ratos
expostos ao carcindgeno 1,2 dimetilhidrazina. Ratos Wistar fémeas pesando 130,8 £ 27,1¢g
receberam injecao subcutanea semanal de 1,2-dimetilhidrazina (DMH, 20 mg/kg) durante
10 semanas. Os animais foram divididos em 5 grupos com 7 animais em cada grupo.
Grupo 1: NaCl 0,9%; Grupo 2: DMH + NaCl 0,9%; Grupo 3: DMH + Hesperidina (10
mg/kg); Grupo 4: DMH + Hesperidina (100 mg/kg); Grupo 5: DMH + Hesperidina (200
mg/kg). Em G2 e G3 houve aumento significativo do nimero de FCA e regides
organizadora de nucléolo por nucleo de enterdcitos (AgNORs/nicleo) comparado a GI.
Para todos os segmentos intestinais os melhores resultados foram observados em G5. Em
todos os grupos tratados com o flavonoide, a reducdo dos FCA foi mais acentuada nos
colons médio e distal. O nimero de AgNORs/nucleo e o nivel de minerais antioxidantes
como cobre, magnésio, selénio e zinco foi significativamente reduzido no epitélio dos FCA
em G2 e G3, mas significativamente superiores em G5, comparado a G1. A Hesperidina,
especialmente na dose de 200mg/kg, foi eficaz em minimizar o remodelamento
morfologico colorretal, reduzindo o desenvolvimento de lesdes pré-neoplésicas em ratos

expostos a 1,2-dimetilhidrazina. Sugere-se que parte desse efeito pode ser decorrente da
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reducdo da proliferagdo celular e dos niveis de ferro teciduais, e recuperagao dos niveis de

minerais antioxidantes induzidos por esse flavondide.

Palavras-chave: cancer, intestino, flavonodide, 1,2-dimetilhidrazina
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Introducéo

O cancer ¢ uma doenca cronico-degenerativa influenciada por fatores genéticos,
ambientais, dietéticos ¢ relacionados com o estilo de vida. Devido ao aumento da
incidéncia, prevaléncia e ao elevado impacto socioecondmico, diferentes tipos de cancer
caracterizam-se como importantes problemas de saude publica em todo o mundo (Tonon et
al., 2007).

A carcinogénese do colon ocorre através de uma seqiiéncia de eventos, tais como
mutagdes em células somadticas seguido de sua expansdo clonal (Ullman & Itzkowitz,
2011). O desenvolvimento do céancer colorretal envolve varios processos de alteracdes
genotipicas e fenotipicas, que morfologicamente podem se apresentar como focos de
criptas aberrantes (FCA) que sdo lesdes pré-neopldsicas da mucosa colonica, utilizados
como marcadores para o risco de desenvolvimento do cancer colorretal e podem ser
induzidos quimicamente (Bird, 1987; Bird, 1995; Newell & Heddle, 2004).

1,2 dimetilhidrazina (DMH) ou o seu metabdlito azoximetano (AOM) sdo
frequentemente utilizados para a indugdo da carcinogénese experimental do colorretal. A
DMH ¢ um agente de alquilagdo e o tratamento com este produto quimico promove
metilacdo ao DNA, causando mutagdes pontuais, assim como o aumento da proliferagdao
das células epiteliais do colon (Ma et al., 2002).

O desenvolvimento do cancer colorretal resulta de uma transformag¢dao no tecido
epitelial colonico, que vai de normal para polipo adenomatoso e, subsequentemente,
cancer, esta ¢ uma modificagdo que ocorre lentamente, provavelmente em varios anos
(Junior et al., 2005). Algumas etapas estdo relacionadas com a evolugdo do carcinoma de
colorretal como o acumulo de mutagdes genéticas nos genes de supressao tumoral (APC e

p53) e oncogenes (K-ras) que permitem a progressao para adenocarcinoma (East et al.,



94

2008). O gene APC atua principalmente na regulacdo de uma proteina denominada [3-
catenina importante na aderéncia celular (Chen et al., 2007) e a perda da fungdo do gene
pS3 € um passo importante na progressao do cancer colorretal (Yin et al., 1993).

A produgdo de radicais livres ¢ controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena ou serem provenientes da dieta
alimentar e outras fontes. Destas ultimas destacam-se tocoferdis, acido ascorbico,
polifendis, selénio e carotendides (Haslam, 1996). Os antioxidantes sdo capazes de
estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas células,
quando ha limitagdo na sua biodisponibilidade podem ocorrer lesdes oxidativas de carater
cumulativo (Barreiros et al., 2006).

A hesperidina (4’-metoxi-7-O-rutinosil-3°,5-dihidroxiflavanona), ¢ um glicosideo de
ocorréncia natural predominante em frutas citricas, que ¢ hidrolisado pela microflora
intestinal formando a aglicona hesperitina (4’-metoxi-3’,5,7-trihidroxiflavanona) (figural)

(Haidari et al., 2009).

OH

N

HO (0]

OH (¢]

Figura 1. Formula estrutural da aglicona hesperetina

Tem sido bem documentado que hesperidina e hesperitina (aglicona) mostraram
grande variedade de efeitos farmacoldgicos antioxidante, anti-inflamatorio, neuroprotetor,
anticarcinogénico e antiviral (Yang et al., 2012; Hosseinimehr & Nemati, 2006). Assim,

baseado em relatos anteriores, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da hesperidina na
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formagao de focos de criptas aberrantes colorretais induzida pelo carcindgeno quimico

DMH em ratos.

Material e Métodos

Animais e modelo experimental

Foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas, com 8 semanas de
idade e peso inicial de 130,8 + 27,1 gramas fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Durante todo o experimento os animais foram
alojados individualmente em caixas com sistema de ventilagdo automatizado (Ventilife
Alesco®, Sao Paulo, Brasil), mantidas em ambiente com temperatura (20°C £ 2°C),
umidade (60% - 70%) e luminosidade (12/12 h claro/escuro) controladas, recebendo adgua e
ra¢ao ad libitum. Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais com 7 animais
em cada grupo. Grupo 1 (controle): NaCl 0,9%; Grupo 2 (controle da indug¢ao): DMH +
NacCl 0,9%; Grupo 3: DMH + Hesperidina (10 mg/kg); Grupo 4: DMH + Hesperidina (100
mg/kg); Grupo 5: DMH + Hesperidina (200 mg/kg). O estudo foi conduzido de acordo
com as normas internacionalmente aceitas para o uso e cuidados com animais de
laboratoério, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude - UNIVICOSA (protocolo de aprovagao 00002/2012-I).

A carcinogénese colorretal foi induzida por meio de uma injecao subcutanea de 1,2
dimetilhidrazina (Aldrich Chemical Co, Milwaukee, USA) na dose de 20 mg/kg a cada
semana durante 10 semanas (Larangeira et al., 1998). A partir da 11* semana, o flavondide
Hesperidina diluido em 700 pl de NaCl 0,9% (veiculo) foi administrado por gavagem 3
vezes semana, durante 14 semanas. Os animais dos grupos 1 e 2 receberam gavagem

apenas com NaCl 0,9% (700 ul). O peso dos animais foi registrado semanalmente. Ao final



96

das 25 semanas os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical sob anestesia

(ketamina 10 mg/kg e xilazina 2 mg/kg i.p.) apos jejum de 12 horas.

Determinac&o dos focos de criptas aberrantes

Apos a eutanasia o intestino grosso foi removido in totum, lavado em NaCl 0,9%,
aberto longitudinamente, e fixado durante 24 horas em placas de parafina contendo formol
tamponado a 10%, pH= 7,2 (Bird 1987). Os intestinos foram medidos e divididos em trés
fragmentos iguais (célon proximal, médio e distal) em relacdo ao ceco. Em seguida, foram
corados com azul de metileno 0,1% por um minuto e lavados em tampao fosfato, pH= 7,2,
para analise microscopica. Para identificagdo e quantificagdo dos focos de criptas
aberrantes (FCA), a superficie mucosa do intestino grosso foi observada a partir dos
fragmentos intactos do colon com auxilio de microscopio de luz (Olympus BX-60,
Téquio, Japan), com lente objetiva de 10 vezes (Bird 1987, 1995). Toda a area do célon foi
avaliada e categorizacdo dos FCA foi realizada mediante a determinacdo da frequéncia
observada de criptas aberrantes em cada foco. Dessa forma, as categorias estabelecidas

incluiram focos com 1, 2, 3, 4 a 10, acima de 10 criptas aberrantes, e tumor.

Histopatologia, histoquimica de mucinas e histomorfometria

Apos a analise dos FCA, os fragmentos intestinais foram descorados com lavagens
sucessivas em etanol 50%, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. Foram obtidos cortes de 4um de espessura em micrétomo rotativo (Leica
Multicut 2045, Reichert-Jung Products, Alemanha) que foram corados com hematoxilina
e cosina (H&E) para caracterizagio morfologica geral do tecido, Alcian blue (AB) e Acido
Periodico de Shiff (PAS) para marcacao de células mucossecretoras (Yoshimi et al., 2004).

Para evitar a analise da mesma area histologica, foram utilizados 1 a cada 20 cortes de
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tecido. Os cortes foram visualizados e as imagens capturadas por meio de um microscopio
de luz (Olympus BX-60®, Téquio, Japan) conectado a uma camera digital (Olympus
QColor-3®, Tokyo, Japan). Para cada coloragio e grupo investigado, foram obtidos
aleatoriamente sessenta campos microscopicos com lente objetiva de 40x, de modo que
uma area total de 8,27x10°um? foi analisada para cada segmento intestinal.

Os parametros histopatologicos analisados foram a presenga de displasia tecidual,
dilatacdo de criptas e morfologia dos enterdcitos (Yoshimi et al., 2004). A partir de secgdes
longitudinais coradas com H&E, foram determinados os parametros morfométricos de
comprimento e largura das criptas. Em secc¢des transversais foi determinada a area das
criptas e do seu lumen. O volume das criptas ¢ do limen foi estimado multiplicando o
comprimento das criptas pela area das criptas e area do limen, respectivamente. Em
seccoes transversais coradas com AB e PAS foi determinado o nimero de células
mucossecretoras por unidade de area histologica. Nessas mesmas seccdes, a densidade de
volume (Vv) ocupada por mucinas acidas (AB+) e neutras (PAS+) na area histologica foi
estimada por contagem de pontos usando a seguinte formula: Vv [AB+, PAS+] = Pp [AB+,
PAS+] / Pr; onde Pp € 0 numero de pontos que incidem sobre cada tipo de mucina e Pt ¢ o
numero total de pontos de teste. Para essa analise foi utilizado um sistema de teste com 72
pontos aplicados sobre uma area histolégica padronizada de 20,0 x 10° um?® (Mandarim-

de-Lacerda, 2003).

Analise de AgNORs e células enteroendocrinas

A marcacdo e quantificacdo das regides organizadoras de nucléolo (AgNORs) foi
realizada por meio do método descrito por Howell e Black, (1980). Brevemente, cortes de
4 um dos trés segmentos intestinais foram incubados com solugdo de prata coloidal na

auséncia de luz durante 60 minutos a temperatura ambiente. AgNORs foram visualizados
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em microscopio de luz (Olympus BX-60%, Toquio, Japan) com lente objetiva de 1000x e
contadas em nucleos de 120 enterdcitos amostrados aleatoriamente em 40 criptas
intestinais de cada segmento do colon para cada animal. Os resultados foram expressos
para todo o intestino como o numero de AgNORs por nucleo.

A marcacdao de células enteroendoécrinas foi realizada pelo método de Grimelius
(Grimelius e Wilander, 1980). Para cada animal e segmento intestinal, a quantificagdo das
células enteroenddcrinas foi realizada em dez campos histologicos obtidos aleatoriamente
com objetiva de 40x. Assim, uma area total de 1,38x10°um?® foi analisada para cada
segmento intestinal. Os resultados foram expressos para todo o intestino como o nimero de
células enteroenddcrinas por unidade de area histoldgica. Toda a analise histomorfométrica
foi realizada por meio do software Image Pro-plus 4.5° (Media Cybernetcs, Silver Spring,

MD, USA).

Microanalise de elementos quimicos

Fragmentos do terco proximal, médio e distal de cada um dos trés segmentos do
coOlon (proximal, médio e distal) foram dissecados, desidratados em etanol e submetidos a
secagem ao ponto critico (CPD 030, Bal-tec, Witten, North Rhine-Westphalia, Alemanha).
O contetido e a distribuicdio dos elementos quimicos foram investigados por
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EED) usando um microscopio
eletronico de varredura (Leo 1430VP) acoplado a um detector de Raios-X (Tracor
TN5502, Middleton, WI, EUA). Foi utilizado um aumento de 300 vezes, voltagem de
aceleracdo de 20 kV e distancia de trabalho de 19 mm. Para cada grupo foi investigada
uma 4rea total de 36.18 x 10° pm? em cada segmento do colon. A proporcio dos elementos

carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), sédio (Na), magnésio (Mg), fosforo (P), enxofre
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(S), potassio (K), calcio (Ca), manganés (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu) selénio (Se) e Zinco

(Zn) foi mensurada e expressa como o valor médio para todo o colon.

Analise bioquimica e hematologica

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca no momento da eutanasia.
Uma aliquota do sangue foi centrifugada e o soro utilizado para dosagem bioquimica de
albumina, proteinas totais, glicose, colesterol e triacilglicerdis (Alizé®, Franga). A
concentragdo de oxido nitrico foi determinada pelo método de Griess (Ricart-Jané et
al.,2002). Brevemente, aliquotas do soro foram incubadas com o reagente de Griess
(sulfanilamida 2% (w/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina 0,2% (w/v) em agua deionizada) ¢ a
leitura foi realizada em espectrofotdmetro na absorbancia de 540 nm. A quantificagdo de
hemaécias, hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos, e plaquetas foi realizada no sangue total
contendo anticoagulante (EDTA) utilizando contador automatico (Humacount, Human

GmbH, Wiesbaden, Alemanha).

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrao (média = DP). Os dados
foram analisados por meio de analise de variancia (Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks) seguidos pelo teste de Dunnett. Resultados com valor p<0,05 foram

considerados significativos.
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Resultados

Analise biométrica e dos focos de criptas aberrantes
Nao houve diferenga significativa no peso corporal (Figura 1) e comprimento

intestinal (dados ndo mostrados) entre os grupos ap6s as 25 semanas de experimento.
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Figura 2. Evolugdo do peso corporal de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e
tratados com o flavondide Hesperidina. G1(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH +
NaCl 0,9%; G3, DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100 mg/kg); G5,

DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, T vs G2.

A analise da superficie da mucosa intestinal demonstrou a presenca de FCA em todos
os segmentos do célon nos grupos expostos a DMH. Os FCA apresentaram-se distribuidos
ao longo de toda a superficie do colon. Diferentes niveis de desenvolvimento dos FCA
foram observados, com predominio de focos contendo entre 1 e 3 criptas aberrantes
circundadas por criptas normais, distribuidos principalmente no célon médio e distal

(Figura 2).
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Figura 3. Fotomicrografias representativas de criptas do colon distal de ratos sadios (C) e
expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) (A, B) obtidas por montagem total do intestino. Nos
animais expostos a DMH sao identificados focos com 3 (A, B) criptas aberrantes, caracterizadas
por dilatacdo do epitélio de revestimento intestinal e protrusdo em dire¢do a luz intestinal. No
painel (B) sdo observadas criptas normais (cabeca de seta) ao redor do foco de cripta aberrante

(seta) (Coloragdo Azul de Metileno, barras = 40 um).

A quantificagdo das lesdes da mucosa intestinal mostrou aumento do nimero de FCA
nos trés segmentos colon em todos os grupos expostos a DMH. De forma geral, o
tratamento com o flavonodide hesperidina ndo mostrou bons resultados em relacdo a G2.
Para todos os segmentos intestinais os melhores resultados foram observados em G5. Em
todos os grupos tratados com o flavonoide, a reducdo dos FCA foi mais acentuada nos
colons médio e distal. Foi observada baixa frequéncia de tumores nos animais expostos a
DMH. Os tratamentos com o flavondide nem sempre foram eficientes na reduc¢do do

numero destes tumores (Tabela 1).



Tabela 1. Analise dos focos de criptas aberrantes de ratos expostos a 1,2

dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavono6ide Hesperidina.

Segmento
intestinal /
Numero de cripta Gl G2 G3 G4 G5
aberrante
por foco
Proximal
1 00+00 05+01* 103+42* 168+77*" 12,0+6,8%
2 0,0+0,0 123+4,7* 103+54*%  52+49% 4,8 +2,9%
3 0,0+£0,0 53+14*% 62+1,7* 3,7 +2,0% 4,0 + 1,0%
4to0 10 0,0+0,0 3,0+1,0% 3,5+1,0% 3,7+ 1,2% 32+ 1,1%
>10 0,0+0,0 1,3+04* 0,0+ 0,0 0,5+ 0,1*" 0,0 +0,0"
Tumor 0,000 05+0,1* 0,5+0,1* 0,3+0,1* 0,2 +0,1*
Médio
1 03+0,1 553+93% 47,0+12,5% 58,3+202% 52,2+41,7*
2 02+0,1 10,7+3,5% 9,3 +209% 8.3+ 3,0% 6,5+ 2,5%
3 0,0+0,0 67+1,0% 82+31% 6,3 +2,3* 4,8 +1,9%
4to0 10 0,0+0,0 9,7+34*%  83+64% 6,8 +4,7* 3,7+ 1,2%
> 10 0,0+£0,0 00+0,0 1,3+04* 1,3+0,6* 0,2 +0,1*"
Tumor 0,0+£0,0 07+02 02+01* 03+0,1* 0,2 +0,1*"
Distal
1 0,5+1,2 283+20,5% 36,5+11,3*% 29,7+104% 45,7+ 14,7*
2 0,0+£0,0 98+41* 106+51*% 94+309% 6,3 +2.4%
3 02+04 45+£22%  73+£20% 5,7 +2.0% 1,3+0,5%
4to0 10 0,0+0,0 4,7+24% 6,0+27%  5,1+2,5*% 1,2 +0,8*"
> 10 0,0+£0,0 00+0,0 03+01* 02+0,1* 0,0 £ 0,0
Tumor 0,0+£0,0 0,5+0,1%* 0,0+ 0,0 03+0,1* 0,2 +0,1*

Valores expressos em relagdo a média e desvio-padrdo (média = SD). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2
(controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH +

Hesperidina (100 mg/kg); G5, DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; *

vs. G1, fvs. G2.

Analise histopatoldgica, histoquimica e histomorfométrica

A analise histopatoldgica indicou a presenca de marcada reorganizagao morfoldgica
das criptas intestinais. Em G2 e G3 foram observadas criptas hipertrofiadas com intensa

displasia, principalmente no terco basal. Nesses grupos, houve hipertrofia e aumento da
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densidade de enterocitos com citoplasma e nucleo alongados, marcada reducdo da
densidade de células caliciformes em toda a extensdo das criptas, dilatacdo do espago
luminal e intensa infiltragdo de células inflamatorias. Em G4 e G5 houve evidente redugao
da displasia das criptas, com a presenca de enterdcitos alongados, e espago luminal

variando de moderadamente (G4) a levemente (G5) dilatado (Figuras 3 e 4).

Figura 4. Fotomicrografias representativas de sec¢des longitudinais de criptas do colon
proximal de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Hesperidina.
Animais sadios (G1) apresentaram criptas normais com lumen estreito e elevada densidade de
células caliciformes. Em G2 e G3 s@o observadas criptas com enterdcitos alongados, intensa
displasia na base das criptas, e reduzida densidade de células caliciformes. Em G4 sdo observadas
criptas alongadas com as bases moderadamente dilatadas. Em G5 sdo mostradas criptas com

enterdcitos alongados (Coloragdo H&E, barra = 50 um). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da
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indu¢io), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100

mg/kg); G5, DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenga estatistica p < 0.05; * vs. G1, fvs. G2.

Figura 5. Fotomicrografias representativas secgdes transversais de criptas do colon proximal
de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Hesperidina. Animais
sadios (G1) apresentaram criptas normais com formato circular ou oval e lumen estreito. Em G2 e
G3 sdo observadas criptas displasicas com lumen dilatado, enterocitos alongados, e com intensa
infiltragdo de células inflamatorias. Em G4 sdo observadas criptas moderadamente dilatadas e
enterocitos alongados. Em G5 sdo mostradas criptas com lumen levemente dilatado (Coloragao
H&E, barra = 60 pm). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3,
DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100 mg/kg); G5, DMH + Hesperidina

(200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, " vs G2.
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A analise histomorfométrica das criptas mostrou aumento significativo de todos os
parametros avaliados em G2 em relagdo a G1 nos trés segmentos do colon. De forma geral,
todos os grupos tratados apresentaram reducdo dos parametros avaliados em relagdo a G2,
principalmente nos célons médio e proximal. Esses pardmetros foram significativamente

inferiores em todos os segmentos intestinais em G5 comparados a G2 (tabela 2).
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Tabela 2. Histomorfometria das criptas do célon de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavondide Hesperidina.

Segmento Largura (um) Comprimento Area dacripta Areado limen Volume dacripta Volume do limen
intestinal gura (1 (um) (um2) (um2) (um?)x10°® (um3)x10°
Proximal

Gl 197.3+40.4 38.4+7.1 1801.8 + 496.1 126.8 +30.7 397.1+72.4 392496
G2 340.7+39.0% 724+ 183* 38254+612.0%* 447.9+59.8*  713.5+101.6* 118.1 + 19.9%
G3 256.0 £ 59.7 48.1+7.1 2389.7+ 8473  130.5+35.7" 524.4+91.4 80.7+8.17
G4 244.6+381"  41.6+75  2095.1+831.8" 141.8+57.8" 4633 +83.8" 523+11.7
G5 250.4+355" 39.0+85  14503+591.8" 139.0+41.3" 400.1 +76.5" 46.8 £9.3"
Médio

Gl 231.9+42.1 372465 1799.3 +425.6  181.2+55.8 355.1+70.0 44.6+9.2
G2 3904+ 60.3%  70.4+11.5*% 3102.5+689.4* 519.7+111.9%  895.8 + 105.3* 120.5 + 25.0%
G3 292.1+435 48.0+7.4 26458 +5803* 354.1 +62.7* 7443 + 76.2% 83.8 + 18.2%
G4 265.6+549"  424+83"  1893.4+4043" 2904 +81.1° 425.4+976" 68.1+16.4"
G5 240.8 +383"  43.6+80"  1803.8+684.6" 204.6+60.5 403.6 + 60.4" 60.5+11.7
Distal

Gl 265.8 +24.7 37.5+6.3 1611.3+425.6  1152+48.5 427.1+79.5 40.1+723
G2 3723 +40.7%  68.4+12.7% 2844.4+416.1* 313.5+70.4*  813.9+ 116.4* 70.9 + 12.8%
G3 350.5+452% 592+ 10.1* 2151.3+£618.2  225.6+ 46.9* 701.4 + 95.1%* 554 +10.6
G4 315.9+28.7%  48.6+8.6  2526.0 +466.5% 230.4+42.2% 722.6 + 81.3% 53.9+12.8
G5 272242367  36.8+65  1758.5+556.6"  150.1+59.5 503.9+97.5" 39.3+15.7"

Valores expressos como média e desvio-padrdo (média + DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugido), DMH+ NaCl 0,9%;

G3, DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100 mg/kg); G5, DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p <
0.05; *vs. G1, 'vs. G2.
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A andlise histoquimica indicou reducdo significativa da expressdo de mucinas
acidas e neutras e da densidade de células mucossecretoras nas criptas de todos os
segmentos intestinais em G2 e G3 comparado a G1. Em G4 ¢ G5 a expressdo de
mucinas e a densidade de células caliciformes foram significativamente maiores
comparados a G2. Em G5 o numero de células mucossecretoras e a propor¢ao da area
histolégica ocupada por mucinas foram semelhantes ao observado em G1 (Figura 5 e

Tabela 3).
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Figura 6. Distribui¢do de células produtoras de mucinas acidas (A, B, C e D) e neutras (E
e F) nas criptas do célon proximal de ratos controle (G1) e expostos a 1,2 dimetilhidrazina
(DMH) (G2). O painel (A e E) mostra ampla densidade e distribuicdo homogénea de células
caliciformes nas criptas de animal sadio (A, coloragdo Alcian blue, barra = 110 pum; E,

coloragdo Acido Periodico de Schiff e Hematoxilina, barra = 70 pm). No painel (B) a secio A é
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observada sob luz polarizada. Notar a polariza¢do e distribuicdo uniforme do muco na area
tecidual (barra = 110 pm). No painel (C) sdo observadas criptas displasicas de um animal
exposto a DMH. Notar a reduzida densidade de células caliciformes (coloragdo Alcian blue,
barra = 110 pm). (D) Marcada reducgdo da area ocupada pelo muco ¢ observada na imagem sob
luz polarizada (barra = 110 um). Em (F) criptas displasicas com epitélio hipertroéfico apresentam
dréstica reducgdo de células caliciformes (coloragdo Acido Periddico de Schiff e Hematoxilina,
barra =70 um).

Tabela 3. Densidade de nlimero e volume de células produtoras de mucinas nas

criptas do colon de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o

flavondide Hesperidina.

Segmento Células AB+ Vv[Mucinas Células PAS+ Vv[Mucinas
intetsinal (N/mm?) acidas] (%) (N/mm?) neutras] (%)
Proximal

Gl 500.3 + 59.7 342+ 6.1 4772 +50.2 349+6.3
G2 281.5 + 47.9% 12.5 + 5.0% 223.4 +45.1% 10.1 £ 4.2%
G3 355.3 +31.7* 14.8 £ 5.5% 286.6 + 40.9% 13.3 +3.8*
G4 438.7 + 44.6' 23.9 + 5.0 453.1 +45.7° 21.1+59°
G5 4813 +47.2° 28.6+4.8" 459.8 +51.5" 26.7+4.0
Médio

Gl 598.4 + 68.1 37.8+6.3 541.7 + 60.1 36.8+6.3
G2 305.3 + 59.7* 11.5 +5.0% 319.3 + 48.9% 10.7 + 3.5%
G3 350.8 + 40.3* 13.4 + 4.5% 348.1 + 55.6* 13.1 +£3.7*
G4 466.3 +50.1° 26.3 +6.4" 440.5 +42.0 252+5.1°
G5 561.7 +60.5" 29.1 +6.3" 4753 +54.6 28.9+53"
Distal

Gl 698.9 = 79.7 37.9+6.0 677.5+55.3 35.6+6.3
G2 411.0 + 57.4% 12.8 £5.3* 361.4 + 63.4% 10.7 +£5.1*
G3 425.1 + 59.7* 13.5 + 4.9% 390.5 + 59.9%* 11.2 +4.7*
G4 519.3 + 50.4%*" 21.6+5.7* 546.8 + 54.1* 20.1 +5.0%
G5 640.8 + 60.7" 29.1 +5.2%F 623.2 + 64.8" 28.5+59"

ABH+, células positivas ao Alcian blue; PAS+, células positivas ao Acido Periédico de Schiff.
(%)* percentual da area histologica ocupado pelos tipos de mucina. Valores expressos como
média e desvio-padrdo (média = DP). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugio),

DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100



110

mg/kg); G5, DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; *vs. G1, "vs.
G2.

Analise de AgNORs e células enteroenddcrinas

Para todos os segmentos intestinais investigados nos grupos G2 e G3, houve
aumento significativo do numero de regides organizadoras de nucléolo por ntcleo de
enterocitos (AgNORs/nacleo) comparados a Gl. Em G4 e G5 o numero
AgNORs/nucleo foi significativamente menor comparados a G2. Nao houve diferenca
estatistica nesse parametro entre G1 ¢ G5 (Figura 6 A, B e C). Em todos os grupos
expostos @ DMH, houve redugdo significativa do nimero de células enteroenddcrinas
comparados a G1. Em G5 o nimero de células enteroenddcrinas foi significativamente

maior comparado a G2 (Figura 6 D, E, F e G).
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Figura 7. Regides organizadoras de nucléolo por niicleo de enterdcitos (AgNORs/nucleo,
A ¢ B) e células enteroendocrinas (D, E e F) do intestino grosso de ratos expostos a 1,2
dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonoide Hesperidina. Em (A) sdo observados
nucleos polimoérficos com um (seta) a nove (cabega de seta) AgNORs/nlicleo em animais
expostos 2 DMH (G2) (barra= 20 um). (B) Fotomicrografia representativa do grupo controle
(G1) indicando nucleos com um ou trés AgNORs/nucleo (barra = 15um). (C) Distribuicdo de
AgNORs/ntcleo nos grupos investigados. (D, E) Célula enteroendécrina na base do epitélio
(seta) (método de Grimélius, barra = 10um). (F) Célula enteroendodcrina nas bordas das criptas
intestinais (método de Grimélius, barra = 35um). (G) Distribuigdo de células enteroenddcrinas
por area histologica nos grupos investigados. Os pontos representam valores médios para cada
animal e para todos os segmentos intestinais. As linhas indicam os valores médios para cada
grupo. Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH +
Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100 mg/kg); G5, DMH + Hesperidina (200

mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; *vs. G1, vs. G2.

Analise bioquimica, hematoldgica e de elementos quimicos

A andlise dos parametros bioquimicos indicou niveis séricos de proteinas totais
significativamente reduzidos em G2 comparado a G1 e aumento significativo em G3
comparado a G2 (p>0,05) (Tabela 4). As analises hematologicas ndo mostraram
alteragOes significativas com exceg¢dao da contagem total de eritrocitos (RBC) que
apresentou reducgdo significativa em G2, comparado a G1 e aumento significativo em
G3 comparado a G2 (p>0,05) (Tabela 5). Os niveis de séricos de nitrito/nitrato em G2,
G3 e G4 foram significativamente superiores em relagdo a G1 (p>0,05), os quais ndo
apresentaram diferenca entre si (Figura 7). O G5 apresentou redugdo significativa do

nivel sérico de nitrito/nitrato em relagao a G2.
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Tabela 4. Parametros bioquimicos de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavon6ide Hesperidina.

Proteinas totais Albumina Triacilglicerois Colesterol Glicose
Grupos Contetdo Variacéo Contetdo Variacéo Conteudo Variacéo Conteudo Variacao Conteudo Variacdo
médio (g/dL) (%) médio (g/dL) (%) médio (mg/dL) (%) médio (mg/dL) (%) médio (mg/dL) (%)

Gl 81.7+3.7 B 3.6+0.5 B 180.2 +24.3 B 58.2+14.1 B 105.6 + 33.1 -

G2 66.9 + 11.0% - 18,1% 3.5+0.5 -2.,8 161.0+ 58.9 - 10,6 58.9+16.2 +1.2 116.8 + 28.4 +10,6
G3 843 +2.8 +3.2' 3.8+03 5,5 146.3 + 65.3 - 18,8 68.4+5.1 +17.5 109.1 +20.1 +3,3
G4 78.6 3.1 -3.8 3.7+0.1 +27 132.6+22.7 -264 65.3+5.9 12,2 121.0 = 18.5 +14,6
G5 77.1+1.8 -5,6 3.7+0.1 +2,7 152.4+25.7 -15.4 66.6 + 4.4 + 14,4 127.0+ 15.2 +20,3

Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100 mg/kg);

G5, DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenga estatistica p < 0.05; * vs. G1, 'vs. G2.
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Tabela 5. Parametros hematoldgicos de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o flavonéide Hesperidina.

RBC HCT (%) HGB WBC PLT
Grupos
Valor médio  Variagdo Valor médio Variacdo Conteldo médio Variagdo Valor médio  Variacao Valor médio  Variagédo

(x10° pL) (%0) (%0) (%) (g/dL) (%0) (x10° pL) (%) (x10° pL) (%)
G1 8.5+0.4 - 43.8+1.9 - 154+04 - 6.8+1.3 - 114.4+76.4 -
G2 7.6 + 0.4* - 10,6* 41.0+23 -6.4 15.0+ 0.5 -2,6 75+1.8 +10,3 104.9 +51.1 -8,3
G3 7.9+ 0.4 -7,0 41.5+0.9 -5,2 14.8+0.5 -39 79+1.6 +16,1 84.8 4+ 13.7 -25.9
G4 7.9+ 0.4 -7,0 409+ 1.9 - 6,6 14.7+0.6 -4,5 6.5+2.6 -44 1342+1453  +173
G5 8.6+0.5" +1,27 424+24 -3,2 15.0+ 0.6 -2,6 58+0.8 - 14,7 76.7 +26.5 -32,9

RBC, contagem total de eritrocitos; HCT, hematocrito; HGB, hemoglobina; WBC, contagem total de leucdcitos; PLT, contagem total de plaquetas.
Valores expressos como média e desvio-padrio (média + SD). Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugédo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH +

Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100 mg/kg); G5, DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, Tvs. G2.
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Figura 8. Niveis de 6xido nitrico no soro de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH)
e tratados com o flavonoide Hesperidina. A concentracdo de nitrito/nitrato (NO,/NO;3") foi
determinada pelo método de Griess. Os pontos representam valores individuais para cada
amostra de soro avaliada. As linhas indicam os valores médios de NO,/NOs". G1(sadio), NaCl
0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3, DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4,
DMH + Hesperidina (100 mg/kg); G5, DMH + Hesperidina (200 mg/kg). Diferenca estatistica p

<0.05; *vs. G1, " vs. G2.

A andlise de EED indicou distribuicio homogénea dos elementos quimicos, a
excegdo do calcio (Ca), na superficie da mucosa em todos os segmentos intestinais
investigados, tanto sobre o tecido displasico dos FCA quanto sobre o tecido normal
(dados nao mostrados). De forma geral, houve reducao significativa nos niveis teciduais
de Mg, Mn, Cu, Se, e Zn; e aumento significativo de Fe, Na, e K, S em G2 e G3
comparados a G1. Em G4 e G5 os niveis de Mg, Mn, Cu, Se ¢ Zn foram
significativamente superiores ao observado em G2, com os melhores resultados

encontrados em G5, o qual foi similar a G1(Figura 8).
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Figura 9. Analise representativa da distribuicdo e do contetido de elementos quimicos no co6lon médio de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados



com o flavonoide Hesperidina. As imagens representam o mapa de distribuicdo dos diferentes
elementos quimicos em uma cripta aberrante no célon médio de um animal exposto 8 DMH (G2).
Notar a homogeneidade na distribuicdo mineral, exceto para o calcio (Ca). Na tabela, os
percentuais de cada mineral analisado sdo expressos como média e desvio-padrdo (média + DP).
Devido auséncia de diferenca estatistica entre os segmentos do colon, os dados sdo expressos para
todo o intestino grosso. G1(sadio), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH + NaCl 0,9%; G3,
DMH + Hesperidina (10 mg/kg); G4, DMH + Hesperidina (100 mg/kg); G5, DMH + Hesperidina

200 mg/kg). Diferencga estatistica p < 0.05; *vs. G1, fvs. G2.
( gkg p

Discusséo

No presente estudo foi investigado o efeito do flavonoide Hesperidina em lesdes pré-
neoplasicas colorretais induzidas pelo carcindgeno quimico DMH. Os resultados
demonstraram que o tratamento com o flavondide contribuiu parcialmente para a
reorganiza¢do morfoldgica do epitélio intestinal, reduzindo a formagado dos FCA, o niimero
total de criptas aberrantes por foco, o numero de AgNORs/nucleo de enterdcitos, a
intensidade de displasia do epitélio das criptas, e aumentando a expressdo de muco, a
densidade de suas células produtoras e a distribuicdo de células enteroendocrinas. Os
resultados mais expressivos para todos os parametros avaliados foram encontrados no
tratamento que utilizou a maior dose deste flavonoide. O segmento médio do intestino foi o
que apresentou o maior numero de FCA nos trés grupos tratados conforme ja relatado por
Tanaka et al. (1997), Rao et al. (2001) e Larangeira et al. (1998).

Estudos anteriores sugeriram que o flavondide hesperidina exerceu agdo eficaz na
carcinogénese oral e esofdgica em ratos (Tanaka et al., 1997). No entanto, hd algumas
controvérsias quanto ao significado de potenciais agentes quimiopreventivos sobre a

formacdo de criptas aberrantes (Hardman & Cameron, 1996), nem todos os agentes
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quimiopreventivos sao eficazes no bloqueio e desenvolvimento dos FCA na carcinogénese
do colon (Pereira et al., 1994).

A baixa atividade do flavondide hesperidina observada na reducdo dos FCA pode
estar relacionada a sua biodisponibilidade in vivo. A solubilidade da hesperidina em agua é
inferior a 0,01%, o que limita seu emprego farmacoldgico (Yamada et al., 2006). Por
conseguinte, a glicosilacdo da hesperidina aumentou a solubilidade em agua 10000 vezes
maior do que a da hesperidina com quase a mesma atividade antioxidante e bioldgica in
vitro (Yamada et al., 2003).

Muitos flavondides sdo pouco soliiveis em agua, portanto, para administragdo via
oral, estes flavondides sdo geralmente dissolvidos em veiculos, tais como
carboximetilcelulose e propilenoglicol para elevar a sua absor¢ao (Yamada et al., 2006). O
flavonodide quercetina dissolvido em propilenoglicol, foi absorvido de forma mais eficiente
que a suspensdo em agua (Piskula & Terao, 1998). Isto significa que a extensdo da
absor¢ao dos flavondides depende da solubilidade no veiculo utilizado para a
administragdo. Isto quer dizer que o aumento da solubilidade ¢ importante para aumentar a
biodisponibilidade (Yamada et al., 2006).

A avaliacdo das propriedades antioxidantes da hesperidina em ratos mostrou eficicia
na supressao dos efeitos carcinogénicos somente quando administrada durante as fases de
iniciagdo e pos-iniciagdo do desenvolvimento do tumor colorretal (Qureshi et al., 1994). A
atividade da hesperidina no estresse oxidativo celular foi relacionada a diminuicdo da
glutationa peroxidase e glutationa redutase e a diminui¢cao dos danos ao DNA por agentes
oxidativos (Hwang & Yen, 2008).

Tem sido documentado que tanto a hesperidina quanto a hesperitina mostraram uma
grande variedade de efeitos farmacoldgicos incluindo antioxidante, anti-inflamatorio,

neuroprotetor, anticarcinogénico e antiviral (Cho, 2006; Lee et al., 2010). Alguns genes
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como p38, JNK 1/2 e ERK 1/2 fazem parte das vias de transducao de sinais inflamatorios
que também regulam a expressao das enzimas 6xido nitrico sintase e ciclooxigenase-2 em
macrofagos através da ativacdo de NF-kB (Lai et al., 2009; Kim et al., 2001; Kundu &
Surh, 2005). As propriedades antioxidantes e antiinflamatorias atribuidas aos flavonoides
hesperidina e hesperetina foram relacionadas a inibicdo da expressao destas vias de
sinaliza¢dao (Kumar & Wang, 2009).

Metabolitos da hesperetina obtidos a partir do soro de ratos tratados com este
flavonoide mostraram potencial acdo antiiflamatéria ao diminuir o estresse oxidativo,
como evidenciado pela regulacdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio, geragdo de
oxido nitrico e producdo de prostaglandinas, devido a inibi¢do da expressdo das enzimas
oxido nitrico sintase e ciclooxigenase-2 em macrofagos e/ou células musculares lisas (Cho,
2006). Os resultados obtidos a partir de varios estudos de sistemas antioxidantes suportam
a ideia de que os metabolitos da hesperetina exercem efeitos antioxidantes observados a
partir da atividade quelante de metal in vitro, reduzindo os dnions superoxido e os radicais
livres (Lee et al., 2010; Paredes et al., 2003).

O metabolismo de metais, especialmente o zinco, ¢ afetado em pacientes com cancer
(Hronek et al., 2000). Este mineral, com importante atividade antioxidante, ¢ liberado
durante o catabolismo de proteinas e pode passar através da membrana glomerular sendo
eliminado (Melichar et al., 1993). A reducao dos niveis séricos de zinco esta relacionada a
diminui¢do da resposta proliferativa de linfocitos, contribuindo para a queda da resposta
imunoldgica (Ferraroni et al., 1994).

Estudos anteriores mostraram uma diminuicdo na dosagem de selénio sanguineo em
pacientes com cancer (Kogata et al., 1988; Hocman 1988; Pawlowicz et al., 1991). Em
modelos de carcinogénese experimental o selénio inibiu a formacdo e crescimento dos

tumores, isto sugere que as enzimas dependentes de selénio como a glutationa peroxidase
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que protegem as membranas contra danos oxidativos, desempenham um papel chave neste
processo (Hocman 1988).

A diminui¢do dos minerais selénio e zinco no epitélio displasico dos FCA e o
aumento destes nos animais tratados com a maior dose do flavonoide reforga a importancia
da atividade antioxidante no processo de carcinogénese.

O oxido nitrico (NO) ¢ um regulador da diferenciagdo celular, essencial para
numerosos processos biologicos, incluindo a vasodilatagdo, neurotransmissao ¢ imunidade
mediada por macréfagos (Xu et al., 2002, Lala & Chakraborty, 2001). Também modula a
etiologia e fenotipo de células cancerosas (Perez-Sala & Lamas, 2001). Alguns estudos
vém enfatizando a importancia da via [-catenina/wnt nos estagios iniciais do
desenvolvimento do cancer colorretal, o acimulo de B-catenina pode ocorrer pelo aumento
de NO nas células do carcinoma colorretal (Bienz & Clevers, 2000; Kinzler & Vogelstein,
1966). NO ¢ gerado a partir de altos niveis de expressdo da enzima 6xido nitrico sintase,
fendomeno comum em doencas inflamatoérias cronicas e poOlipos adenomatosos, ambas
lesdes precursoras do cancer colorretal, ou produzidos por células do sistema imunologico
em estados inflamatorios (Rao et al., 2001; Ambs et al., 1998; Takahashi et al., 1997). No
presente estudo, o nivel sérico de nitrito/nitrato indicou elevado estresse nitrosativo
sistémico no grupo G2, condi¢do efetivamente inibida no grupo tratado com o a maior dose
do flavonoide Hesperidina.

O antigeno de proliferacao nuclear (PCNA) e as regides organizadoras de nucléolo
argirofilicas (AgNOR) foram estabelecidos como valioso meio de estudar o
comportamento bioldgico das células malignas (Tsuji et al., 1992). A marcacao de AgNOR
¢ um valioso método para avaliar as atividades metabolicas globais da célula, tais como a
proliferagdo, diferenciacao e sintese de proteinas (Chomette et al., 1991; Cabrini et al.,

1992). E geralmente aceito que o elevado niimero de AgNOR/nticleo em células tumorais,
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independentemente da sua origem, estd diretamente relacionado com reduzido tempo de
ciclo celular e consequentemente elevado ritmo de divisao celular (Derenzini et al., 1998;
Trere et al.,, 1996). No presente estudo, ocorreu reducao significativa do namero
AgNORs/nucleo nos animais tratados com o flavonodide hesperidina na maior dosagem,
indicando diminui¢do da proliferagdo celular no epitélio colonico neste grupo. Situagdo
similar foi relatada por Ohishi et al. (2002) na carcinogénese colorretal induzida por
azoximetano, onde o numero de AgNORs/ntcleo de enterdcitos foi significativamente
reduzido nos grupos de ratos tratados com uma substincia de origem vegetal.

O plasma contém uma mistura de proteinas como albumina, enzimas, proteinas
especificas de transporte, hormdnios protéicos e fatores de coagulagdo, que sdo em sua
maioria sintetizados pelo figado a partir de aminoécidos (Tvedten, 1993). A mensuragdo da
proteina total ¢ bastante utilizada para complementar a interpretagdo correta do
hemograma, auxiliando na avaliacdo das hemoconcentracdes e no diagnostico de algumas
hipoproteinemias (Dameron et al., 1992). Neste estudo, os niveis séricos de proteinas totais
significativamente reduzidos nos animais expostos ao carcindgeno quimico podem estar
relacionados a uma maior perda proteica ou a um déficit na produ¢do provocado pela
utilizacdo da DMH, sendo, portanto necessdrias analises complementares para esta
confirmacao.

O hemograma deve abranger as analises qualitativas dos eritrdcitos, dos leucdcitos e
das plaquetas, principalmente as que consideram o tamanho, a forma celular, a coloragao,
as inclusdes citoplasmaticas e nucleares, e as atipias celulares (Al Sahhaf, 2006). De forma
geral, neste estudo, ndo foram observadas alteragdes significativas dos parametros
hematoldgicos nos animais tratados com o flavonodide, quando comparados ao grupo

controle e a pequena reducdo de hemoglobina observada nos animais do grupo do grupo
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controle da inducdo, tratado apenas com o carcindgeno DMH, pode ser indicativo de
anemia.

O muco, secretado pelas células caliciformes localizadas nas criptas intestinais ao
longo da superficie mucosa, forma uma camada gelatinosa que, aderida ao epitélio
mucoso, confere protecdo quimica contra a agressdao ocasionada por antigenos, toxinas e
enzimas digestivas existentes no interior da luz intestinal (Pravda, 2005; Swidsinski et al.,
2007). A maior parte do efeito protetor exercido pela camada de muco encontra-se
relacionada a presenga de mucinas, glicoproteinas predominantes na sua composi¢cao
quimica (Finnie et al.,1995). O muco também possui propriedades lubrificantes
favorecendo a progressdo do contetdo fecal pelo trato gastrintestinal, principalmente nos
segmentos mais distais do colon e reto (Florey, 1955).

A andlise histoquimica neste estudo mostrou que o tratamento com o flavonodide
hesperidina aumentou o ntimero de células mucossecretoras e a propor¢cdo da area
histologica ocupada por estas células nas criptas de todos os segmentos intestinais.
Anormalidades da secre¢do, composi¢ao e padrdo de distribuicdo das mucinas no epitélio
intestinal vém sendo demonstradas em diversas afec¢des que acometem o colon,
representadas, principalmente, pelas colites bacterianas, retocolite ulcerativa inespecifica,
doenca de Crohn, colite de exclusdo, pdlipos adenomatosos e o cancer colorretal (Finnie et
al., 1995; Keli et al., 1997).

Assim como as células mucossecretoras (Fodde et al., 2001; Shibata et al., 1997),
acredita-se que as c€lulas enteroenddcrinas podem ser potencialmente uteis como
marcadores da evolucdo do cancer colorretal. Reconhecidamente, ambas as células
compartilham de um elevado grau de diferenciagdao e especializacdo (Garabedian et al.,
1997). No presente estudo houve marcada redu¢ao do niimero de células enteroenddcrinas

nos animais expostos a DMH. Embora essa redu¢do tenha sido parcialmente minimizada
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pelo tratamento com hesperidina, o papel das células enteroenddcrinas no carcinoma
colorretal necessita de estudos adicionais.

Os resultados indicaram que o flavonoide hesperidina, especialmente o tratamento
com a maior dosagem, foi eficaz em minimizar a desorganizagdo morfologica colorretal,
reduzindo o nimero de lesdes pré-neoplasicas em ratos expostos ao carcindgeno quimico
DMH. O efeito inibitério do flavondide hesperidina sobre a displasia do epitélio intestinal,
aparentemente apresenta influéncia limitada sobre lesdes tumorais previamente
estabelecidas. Acredita-se que parte dos resultados encontrados pode ser decorrente dos
efeitos deste flavondide na reducdo da proliferagao celular e recuperagao dos niveis de

minerais antioxidantes na mucosa intestinal.
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CAPITULO 4

Estudo da acéo antineopléasica do extrato hidroalcoodlico de Helianthus annuus

na carcinogénese induzida por 1,2 dimetilhidrazina em ratos

RESUMO - O cancer colorretal ¢ uma das neoplasias mais frequentes na populagao
adulta mundial, com grande prevaléncia e mortalidade dentre as neoplasias do trato
gastrointestinal. As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades
terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos, até
hoje amplamente utilizados na clinica. O Helianthus annuus (girassol) é rico em alguns
fitoquimicos como flavonoides, fitatos, acido clorogénico, fitoesterdis entre outros,
possivelmente relacionados a sua capacidade antioxidante. O objetivo deste estudo foi
investigar a agdo antineoplasica do extrato hidroalcoodlico de Helianthus annuus na
carcinogénese induzida por 1,2 dimetilhidrazina. Ratos Wistar fémeas pesando 130,8 =+
27,1g receberam injecdo subcutdnea semanal de 1,2-dimetilhidrazina (DMH, 20 mg/kg)
durante 10 semanas. Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais com 7 animais
em cada grupo. Grupo 1 (controle): NaCl 0,9%; Grupo 2 (controle da indu¢dao): DMH +
NaCl 0,9%; Grupo 3: DMH + extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus (10mg/Kg);
Grupo 4: DMH + extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus (100mg/Kg); Grupo 5:
DMH + extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus (200mg/Kg). Os resultados da
prospeccdo fitoquimica qualitativa do extrato indicaram a presenga de compostos
fenolicos, flavondides e taninos. Em G2 e G3 houve aumento significativo do nimero de
FCA e regides organizadora de nucléolo por nucleo de enterdcitos (AgNORs/nucleo)
comparado a Gl. Em G4 e G5 houve reducdo significativa do nimero de FCA e
AgNORs/nucleo comparado a G2. Foi observada reducdo significativa do nivel sérico de
nitrito/nitrato em G4 e G5 em relagdo a G2. O nivel de minerais antioxidantes como cobre,

magnésio, selénio e zinco foi significativamente reduzido no epitélio dos FCA em G2 e
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G3, mas similar nos grupos G4 e G5, comparados a G1. O extrato hidroalcodlico de
Helianthus annuus, especialmente na maior dose utilizada, foi parcialmente eficaz em
minimizar o remodelamento morfoldgico colorretal, reduzindo o desenvolvimento de
lesdes pré-neoplésicas em ratos expostos a 1,2-dimetilhidrazina. Sugere-se que parte desse
efeito pode ser decorrente da mistura de componentes quimicos presentes no extrato que

podem estar contribuindo em conjunto para o resultado observado neste estudo

Palavras-chave: cancer, intestino, Helianthus annuus, 1,2-dimetilhidrazina.
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Introducéo

Em todo o mundo, a cada ano, mais de 1 milhdo de individuos irdo desenvolver
cancer colorretal, doenca com taxa de mortalidade proxima a 33% em paises
desenvolvidos (Parkin et al., 2005). As lesdes polipdides, caracteristicas deste tipo de
tumor, sdo originadas a partir de uma projecdo ou elevagdo na superficie da mucosa
intestinal em direcdo a luz intestinal e podem originar-se de elementos da mucosa ou de
camadas mais profundas da parede intestinal (Park et al., 2008).

O processo evolutivo do cancer colorretal envolve uma série de etapas que estdo
relacionadas com o aciimulo de mutacdes genéticas (Chen et al., 2007). Mutacdes nos
genes K-ras e APC, por exemplo, tém importante papel na carcinogénese colorretal, o gene
APC atua principalmente na regulacdo da expressdo de uma proteina denominada -
catenina (Smith et al., 1994). Esta proteina, cuja func¢do ¢ aderéncia celular, ¢ degradada no
citoplasma por meio de protedlise pelo complexo de ataque APC/axina/GSK-3f3, a mutagdo
do gene APC pode ativar uma via que desestabiliza o complexo de ataque. Com isso, a
protedlise da [P-catenina ndo ocorre e esta molécula torna-se estavel no citoplasma,
podendo posteriormente alcangar o nucleo (Yang et al., 2006). No nucleo, a B-catenina
pode modular a expressdo de varios genes alvos que favorecem a carcinogénese, assim, a
partir de um epitélio normal, da-se inicio a prolifera¢do celular, passando pela etapa de
adenoma até carcinoma invasor (Huang & Du, 2008).

A carcinogénese ¢ um processo presumivelmente complexo, onde ocorrem eventos
celulares, moleculares e morfolégicos (Bird, 1995; Fodde, 2001). O processo de
carcinogénese depende da proliferagdo, diferenciagdo e morte das células. A proliferacao
celular desempenha um papel importante no processo de formagao do tumor (Farber, 1995)

por aumentar a frequéncia de mutacdes através da inducdo de erros na replicacio do DNA,
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reduzir o tempo de reparo do DNA e estar envolvida na determinacdao da relagdo dose-
resposta para alguns carcinogénicos (Tomatis, 1993).

O desenvolvimento do cancer colorretal envolve varios processos de alteragdes
genotipicas e fenotipicas, que morfologicamente podem se apresentar como alteragdes
microscopicas discretas da mucosa, denominadas focos de criptas aberrantes (FCA). Os
FCA sao considerados lesdes pré-neoplasicas da mucosa coldnica, utilizados como
marcadores para o risco de desenvolvimento do cancer colorretal e podem ser induzidos,
quimicamente, pela administracdo dos carcindgenos 1,2-dimetilhidrazina (DMH) ou
azoximetano (AOM) em animais de experimentagdo (Bird, 1987; Bird, 1995).

Os carcindgenos quimicos estimulam a proliferacdo celular e induzem a formacao de
tumores numa variedade de 6rgdos e tecidos, dependendo da via de administrag¢do, tempo
de administragdo, dose, duragdo, frequéncia da administragdo, e sexo do animal (Balish et
al., 1977). A DMH ¢ considerada um carcindgeno de a¢do indireta, que possui alto grau de
especificidade para o cdlon de variadas espécies de roedores (Oliveira et al., 2001). A
droga 1,2-dimetilhidrazina tem a capacidade de promover hipermetilagdo do DNA das
células epiteliais colonicas (Hoffman-Goetz, 2003). Este modelo tém sido de grande
importancia em estudos sobre diversos aspectos da morfologia e patogénese da doenga,
contribuindo para o aperfeicoamento do seu diagnostico, prevencao e tratamento (Oliveira
etal., 2001).

O crescente interesse pelo uso das plantas medicinais e de seus respectivos extratos
na terapéutica constitui uma ajuda nos cuidados primarios de saide e um complemento
terapéutico, compativel com a medicina convencional (Soares, 1998). As plantas, além de
seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, t€ém contribuido, ao longo dos

anos, para a obtencdo de varios farmacos, amplamente utilizados na clinica, como a
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emetina, a vincristina, a colchicina, a rutina, a forscolina, o taxol e a artemisinina (Cechinel
Filho & Yunes, 1998).

A espécie mais importante do género Helianthus do ponto de vista comercial é o
girassol, Heliantus annuus L., o qual ¢ utilizado como semente oleaginosa na alimentagao
(Leite et al., 2005). O Helianthus annuus L é uma oleaginosa de ampla adaptabilidade as
diferentes condig¢des climaticas, cujo rendimento agricola é pouco influenciado pela
latitude, altitude e fotoperiodo (Sachs et al., 2006).

O girassol ¢ rico em alguns fitoquimicos como fitatos, acido clorogénico e
fitoesterdis (Buerkert et al., 1998). O 4acido fitico forma complexo insolivel com célcio,
zinco e magnésio e também com proteinas sendo, portanto, considerado como antinutriente
que reduz a biodisponibilidade desses minerais (Maga, 1982). Pesquisas anteriores
demonstram que o fitato tem papel benéfico na inibicdo de oxidagdo lipidica (Lee &
Hendricks, 1997) e na prevencao de doencas do coracdo e cancer (Giada & Mancini-Filho
2009). O girassol possui também compostos fenolicos como os &cidos clorogénico, caféico
e quinico, sendo os dois ultimos provenientes da hidroélise do primeiro (Farag, 1999).

Dois dos grupos mais abundantes de metabdlitos secundarios presentes no género
Helianthus sao os sesquiterpenos especialmente guaianolideos, heliangolideos e diterpenos
(Macias et al., 2004). Diaz-Viciedo et al. (2008) isolaram trés diterpendides de Helianthus
annuus L., que possuem atividade antiinflamatoria pela redugdo na liberagdo do TNF-a e,
inibicdlo da COX-2 e NOS-2. Também foram isolados os flavondides tambulina,
kukulkanina, heliannona A e heliannona B da espécie H. annuus L (Macias et al., 1997).
As cumarinas escopoletina e aiapina sdo encontradas no girassol e acumulam-se nos
tecidos da planta apos lesdo mecanica, ataque por insetos ou inoculagdo com fungos
(Urdangarin et al., 1999). Giada & Mancini-Filho (2009) verificaram a capacidade

antioxidante das sementes de girassol e observaram uma alta capacidade antioxidante do
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extrato aquoso. Weisz et al., (2009), extrairam compostos fenolicos com atividade

antioxidante das sementes e cascas das sementes de girassol.

Material e Métodos

Preparo do extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus

O extrato foi obtido a partir das raizes da planta. O material coletado foi lavado em
agua corrente, seco em estufa a 40°C e umidade relativa controlada e moido em moinho de
facas (Marconi® - Modelo 340). Uma amostra de 10 g do material seco e triturado foi
adicionado a 100 mL de solvente. O solvente utilizado foi uma solu¢ao hidroalcoolica a
30%. Em seguida, a suspensdo foi submetida a 60 minutos de ultrasonicacdo (Unique® -
MaxiClean 1400), a temperatura ambiente (25°C). O extrato foi filtrado a vacuo e o filtrado

resultante analisado quimicamente.

Prospeccao fitoquimica

O extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus foi submetido a uma série de reagdes
de caracterizacdo, entre elas: agucares redutores, compostos fendlicos, naftoquinonas,
caracterizacdo de flavonodides, taninos, cumarinas, triterpenos e esteroides, identificagdo de
heterosideos cardiotdnicos e caracterizagdo de saponinas, tendo sido realizadas em
triplicata. Os testes se baseiam em reagdes cromaticas e de precipitacdo conforme descrito

por Simdes et al. (1999).

Animais e modelo experimental
Foram utilizados 35 ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas, com 8 semanas de
idade e peso inicial de 130,8 + 27,1 gramas fornecidos pelo Biotério Central da

Universidade Federal de Vigosa (UFV). Durante todo o experimento os animais foram
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alojados individualmente em caixas com sistema de ventilacdo automatizado (Ventilife
Alesco®, Sao Paulo, Brasil), mantidas em ambiente com temperatura (20°C £+ 2°C),
umidade (60% - 70%) e luminosidade (12/12 h claro/escuro) controladas, recebendo dgua e
racao ad libitum. Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais com 7 animais
em cada grupo. Grupo 1 (controle): NaCl 0,9%; Grupo 2 (controle da induc¢do): DMH +
NaCl 0,9%; Grupo 3: DMH + extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus (10mg/kg);
Grupo 4: DMH + extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus (100mg/Kg); Grupo 5:
DMH + extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus (200mg/Kg). O estudo foi conduzido
de acordo com as normas internacionalmente aceitas para o uso ¢ cuidados com animais de
laboratério e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de
Ciéncias Biologicas e da Saude - UNIVICOSA (protocolo de aprovagdo 00002/2012-1).

A carcinogénese colorretal foi induzida por meio de uma inje¢do subcutanea de 1,2
dimetilhidrazina (Aldrich Chemical Co, Milwaukee, USA) na dose de 20 mg/kg a cada
semana durante 10 semanas (Larangeira et al., 1998). A partir da 11* semana, o extrato
hidroalcodlico de Helianthus annuus foi administrado por gavagem 3 vezes, durante 14
semanas. Os animais dos grupos 1 e 2 receberam gavagem apenas com NaCl 0,9% (700
ul). O peso dos animais foi registrado semanalmente. Ao final das 25 semanas os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical sob anestesia (ketamina, 10 mg/kg; and

xilazina 2 mg/kg 1.p.) ap6s jejum de 12 horas.

Determinacéo dos focos de criptas aberrantes

ApOs a eutanasia o intestino grosso foi removido in totum, lavado em NaCl 0,9%,
aberto longitudinalmente, e fixado durante 24 horas em placas de parafina contendo formol
tamponado a 10%, pH=7.,2 (Bird 1987). Os intestinos foram medidos e divididos em trés

fragmentos iguais (colon proximal, médio e distal) em relagdao ao ceco. Em seguida, foram
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corados com azul de metileno 0,1% por um minuto e lavados em tampao fosfato, pH=7,2,
para analise microscopica. Para identificacdo e quantificacdo dos focos de criptas
aberrantes (FCA), a superficie mucosa do intestino grosso foi observada a partir dos
fragmentos intactos do colon com auxilio de microscopio de luz (Olympus BX-60%,
Toquio, Japan), com lente objetiva de 10 vezes (Bird 1987, 1995). Toda a area do coélon foi
avaliada e categorizacdo dos FCA foi realizada mediante a determinacao da frequéncia
observada de criptas aberrantes em cada foco. Dessa forma, as categorias estabelecidas

incluiram focos com 1 a 3, 4 a 10, acima de 10 criptas aberrantes, e tumor.

Andlise histopatologica e histomorfométrica

Ap0s a analise dos FCA, os fragmentos do c6lon foram descorados com lavagens
sucessivas em etanol 50%, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. Foram obtidos cortes de 4um de espessura em micrétomo rotativo (Leica
Multicut 2045%, Reichert-Jung Products, Alemanha) que foram corados com hematoxilina
e eosina (H&E) para caracterizagdo morfologica geral do tecido, e Alcian blue (AB), e
Acido Periddico de Shiff (PAS) para marcagio de células mucossecretoras (Yoshimi et al.,
2004; Meira et al., 2008). Para evitar a analise da mesma area histologica, foram utilizados
1 a cada 20 cortes do tecido. Os cortes foram visualizados e as imagens capturadas por
meio de um microscopio de luz (Olympus BX-60°, Toquio, Japan) conectado a uma
cAmera digital (Olympus QColor-3®, Tokyo, Japan). Para cada coloragio e grupo
investigado, foram obtidos aleatoriamente sessenta campos microscopicos com objetiva de
40 vezes, de modo que uma éarea total de 8,27x10°um” foi analisada para cada segmento
intestinal.

Os parametros histopatologicos analisados foram a presenga de displasia tecidual,

dilatagdo de criptas e morfologia dos enterdcitos (Meira et al., 2008). A partir de secgdes
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longitudinais corada com H&E, foram determinados os parametros morfométricos de
comprimento, largura, ¢ volume das criptas. Em sec¢des transversais foi determinada a
area das criptas e do seu limen. Em sec¢des transversais coradas com AB e PAS foi
determinado o numero de células mucossecretoras por unidade de area histoldgica. Nessas
mesmas secgoes, a densidade de volume (Vv) ocupada por mucinas acidas (AB+) e neutras
(PAS+) na éarea histologica foi estimada por contagem de pontos usando a seguinte
formula: Vv[AB+, PAS+]= Pp [AB+, PAS+] / Pr; onde Pp ¢ 0o numero de pontos que
incidem sobre cada tipo de mucina ¢ Pt ¢ o nimero total de pontos de teste. Para essa
analise foi utilizado um sistema de teste com 72 pontos aplicados sobre uma area
histologica padronizada de 20,0 x 10° umz (Mandarim-de-Lacerda, 2003).

A marcacgdo das regides organizadoras de nucléolo (AgNORs) foi realizada por meio
do método descrito por Howell and Black, (1980). Brevemente, cortes de 4 pm dos trés
segmentos intestinais foram incubados com solu¢do de prata coloidal na auséncia de luz
durante 60 minutos a temperatura ambiente. AgNORs foram visualizados em microscopio
de luz (Olympus BX-60", Toéquio, Japan) com aumento de 1000 vezes e contadas em
nucleos de 90 enterdcitos amostrados aleatoriamente em 30 criptas intestinais de cada
segmento intestinal para cada animal. Os resultados foram expressos para todo o intestino
como o numero de AgNORs por nucleo. Toda a anélise histomorfométrica foi realizada

por meio do software Image Pro-plus 4.5° (Media Cybernetcs, Silver Spring, MD, USA).

Microanalise de elementos quimicos

Fragmentos dos trés segmentos intestinais (proximal, médio e distal + reto) foram
dissecados, desidratados em etanol e submetidos a secagem ao ponto critico (CPD 030,
Bal-tec, Witten, North Rhine-Westphalia, Alemanha). O conteudo e a distribuicdo dos

elementos quimicos foram investigados por Espectroscopia de Energia Dispersiva de

139



140

Raios-X (EED) usando um microscopio eletronico de varredura (Leo 1430VP, Zeiss, Jena,
Alemanha) acoplado a um detector de Raios-X (Tracor TN5502, Middleton, WI, EUA).
Foi utilizado um aumento de 300 vezes, voltagem de aceleragao de 20 kV e distancia de
trabalho de 19 mm. Para cada grupo foi investigada uma érea total de 36.18 x 10° pm? em
cada segmento do colon. A proporcao dos elementos carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio
(O), flaor (F), sédio (Na), magnésio (Mg), fosforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), potassio
(K), célcio (Ca), manganés (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu) selénio (Se) e Zinco (Zn) foi

mensurada e expressa como o valor médio para todo o intestino.

Andlise bioquimica
Amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca no momento da eutandsia.
O sangue foi centrifugado e o soro utilizado para dosagem bioquimica de albumina,

proteinas totais, glicose, colesterol e triacilglicerois (Alize®, Franca).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (média = DP). Os dados
foram analisados por meio de analise de variancia (Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks) seguido pelo teste de Dunnett. Resultados com valor p<0,05 foram

considerados significativos.
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Resultados

Prospeccao fitoquimica

Os resultados da prospeccao fitoquimica qualitativa do extrato hidroalcoolico de
Helianthus annuus indicaram a presenga de compostos fendlicos, flavonoides e taninos
(Tabela 1).

Tabela 1. Prospecgao fitoquimica do extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus.

Constituintes Quimicos Extrato hidroalcodlico 30%
Compostos fendlicos +
Naftoquinonas -
Flavonoides ++
Taninos +
Cumarinas -

Triterpenos e esteroides -
Heterosideos cardiotonicos -

Saponinas -

(+) resultado positivo e (-) resultado negativo

Andlise biométrica e dos focos de criptas aberrantes
Nao houve diferenca significante no peso corporal (Figura 1) e comprimento intestinal

(dados ndo mostrados) entre os grupos apos as 25 semanas de experimento.
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Figura 1. Evolugdo do peso corporal de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e
tratados com extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus. *vs. Gl(sadio), NaCl 0,9%; fvs. G2
(controle da indugdo), DMH 20 mg/kg + NaCl 0,9%; G3, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de

Helianthus annuus 10mg/Kg; G4, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus

annuus100mg/Kg; G5, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 200mg/Kg.

A analise da superficie da mucosa intestinal demonstrou a presen¢a de FCA em todos os
segmentos investigados nos grupos expostos 8 DMH. Os FCA apresentaram-se distribuidos
ao longo de toda a superficie intestinal. Diferentes niveis de desenvolvimento dos FCA foram
observados, com predominio de focos contendo entre 1 e 3 criptas aberrantes circundadas por

criptas normais, distribuidos por toda a extensdo do intestino grosso dos animais (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografias representativas de criptas do colon distal de ratos controle (A) e
expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) (B, C e D) obtidas por montagem total do intestino. No painel
(A) s@o observadas criptas normais homogeneamente distribuidas. Nos animais expostos 8 DMH sio
identificados focos com 2 (B e C) e aproximadamente 10 (D) criptas aberrantes, caracterizadas por
dilata¢do do epitélio de revestimento intestinal e protrusdo em dire¢do a luz intestinal. No painel (C)
sd0 observadas criptas normais (cabega de seta) ao redor do foco de cripta aberrante (seta) (Coloragao

Azul de Metileno, barras =40 um).

A quantificacdo das lesdes da mucosa mostrou aumento do nimero de FCA nos trés
segmentos intestinais em todos os grupos expostos a DMH, especialmente em G2. De modo
geral, foi observada que as dosagens do extrato utilizadas em G4 e G5 promoveram redugao
significativa do numero total de criptas aberrantes por foco em relagao a G2. Em todos os
grupos tratados com o extrato houve redugdo dos FCA nos 3 segmentos do intestino. Foi

observada baixa frequéncia de tumores nos animais expostos a DMH, os tratamentos com o
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extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus foram eficientes na redu¢do do numero destes

tumores (Tabela 2).

Tabela 2. Analise dos focos de criptas aberrantes no intestino grosso de ratos expostos a

1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus.

Segmento intestinal /
Numero de cripta

Gl G2 G3 G4 G5
aberrante
por foco
Proximal
1-3 00+0,0 18,1+2,1* 268+38* 200+39*% 17,8+36*
4-10 0,0+£00  30+1,0% 3,0+1,3* 1,8+0,7%  1,3+0,5*
>10 0,0£00 13+04% 02+0,1* 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
Tumor 0,000  05+01* 04+0,1* 0,0+0,0"  0,0+0,0°
Médio
1-3 2,5+0,1 72,7+4,6% 534+68% 482+ 44% 34842 5%
41010 00+0,0 9,7+34%  64+20* 6,5+1,9% 42+12%
>10 0,0+ 0,0 0,000 02+01* 02+0,1* 0,5+0,1*
Tumor 0,0 = 0,0 0,7+0,2 0,0 +£0,0" 0,0+0,00  0,5+0,1*
Distal
1-3 0,7+03  42,6+89*% 29.0+28* 292+36* 298+3,0*
4-10 0,0£00  47+24*%  38+17* 1,0+04*"  05+0,1*
> 10 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0 +0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
Tumor 0,000 05+01* 04+0,1* 02+0,1* 02+0,1*

Valores expressos em relagdo a média e desvio-padrdo p < 0,05 *vs. G1(sadio), NaCl 0,9%; fys.

G2 (controle da indugdo), DMH 20mg/kg + NaCl 0,9%; G3, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de

Helianthus annuus 10mg/Kg; G4, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus

100mg/Kg; G5, DMH-tratado extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus 200mg/Kg.

Anélise histopatoldgica, histoquimica e histomorfométrica

A andlise histopatologica indicou a presenca de marcada reorganiza¢ao morfologica das

criptas intestinais. Em G2 foram observadas criptas hipertrofiadas com intensa displasia.

Neste grupos houve hipertrofia e aumento da densidade de enterdcitos com citoplasma e

nucleo alongados, marcada redu¢do da densidade de células caliciformes em toda a extensdo

das criptas, dilatacdo do espaco luminal e acentuado infiltrado de células inflamatorias. Em
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G3 e G4 houve evidente reducdo da displasia das criptas, com a presenga de enterdcitos
alongados, e espagco luminal consideravelmente dilatado. Em G5 pode-se observar o

remodelamento morfologico com criptas semelhantes a G1 (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Fotomicrografias representativas de sec¢des longitudinais de criptas do colon distal
de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o extrato hidroalcodlico de Helianthus
annuus. Animais controle (G1) apresentaram criptas normais com limen estreito e elevada densidade
de células caliciformes. Em G2 e G3 sdo observadas criptas com intensa displasia com enterocitos
alongados e reduzida densidade de células caliciformes. Em G4 sio observadas criptas alongadas com
as bases levemente dilatadas. Em G5 sdo mostradas criptas semelhantes a G1. (Coloracdo H&E, barra
=50 um). *vs. G1 (sadio), NaCl 0,9%; 'vs. G2 (controle da indu¢io), DMH 20mg/kg + NaCl 0,9%;
G3, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 10mg/Kg; G4, DMH-tratado extrato
hidroalcoodlico de Helianthus annuus 100mg/Kg; G5, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de

Helianthus annuus 200mg/Kg.
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Figura 4. Fotomicrografias representativas secgdes transversais de criptas do colon distal de
ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o extrato hidroalcodlico de Helianthus
annuus. Em A (Gl1) as criptas intestinais apresentam estrutura normal com formato circular ou oval e
limen estreito. Em B (G2) e C (G3) sdo mostradas criptas displasicas com lumen dilatado e
enterocitos alongados. Em D (G4) sdo observadas criptas moderadamente dilatadas. Em E (G5) sdo
mostradas criptas levemente dilatadas com limen estreito (Coloracdo H&E, barra = 60 pm). *vs.
G1(controle negativo), NaCl 0,9%; vs. G2 (controle da indugio), DMH 20mg/kg + NaCl 0,9%; G3,
DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 10mg/Kg; G4, DMH-tratado extrato
hidroalcodlico de Helianthus annuus 100mg/Kg; G5, DMH-tratado extrato hidroalcodlico de

Helianthus annuus 200mg/Kg.
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A andlise histomorfométrica das criptas mostrou aumento significativo de todos os
parametros avaliados em G2 em relacao a G1 nos trés segmentos do colon. De forma geral,
todos os grupos tratados mostraram reducao dos parametros avaliados em relagao ao G2 em
toda extensdo do intestino grosso. O G3 mostrou ser o tratamento menos eficiente quando
comparado ao G2, principalmente nos segmentos médio e distal. Os parametros analisados
foram significativamente inferiores em todos os segmentos intestinais em G5 comparados a

G2 (tabela 3).



Tabela 3. Analise morfométrica de criptas do intestino grosso de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o extrato

hidroalcodlico de Helianthus annuus.

Segmento Largura (um) Comprimento Areadacripta Areado limen Volume da Volume do limen
intestinal gura(H (um) (Lm?) (Lm?) cripta (um®)x10° (um®)x10°
Proximal

Gl 222.6 + 30,1 34,9 +7,1 1801,3 + 551,7 146,2 + 47,8 403,9 + 75,2 39.5+7,1
G2 337,5+403*% 71,9+18,5% 3717,5+659,1* 463,5+60,2*  698,7 + 100,1* 110,7 + 17,9%*
G3 2434+293" 447+64"  20168+421,5" 1558+473" 482.6 + 80,9° 57,5+9,1°
G4 215,1 532" 33,0+63"  1134,4+4954"  140,7 + 40,8" 4449 + 81,9° 42,1 +10,3
G5 212,5+46,5"  38,8+9.0"  1692,6+621,9" 1463 + 533" 417,7 +78,3" 38,9+ 10,9
Médio

Gl 242.6 +28.4 37,0 + 8,1 1709,5 + 398,3 177,3 65,2 382,1+495 39,9+92
G2 379,6 £51,8% 70,3+ 11,0+ 3106,1 +605,4* 531,8+119,0%¥ 9374+ 121,6* 120,5 + 24,1*
G3 300,9+403  51,3+10,8 2891,1 +597,8% 3292+ 5],8% 615,8 + 81,4* 71,5 + 14,2%
G4 268,0+357" 452+73"  1818,5+504,17 2322+51.8" 518,9 + 68,0*" 459+ 114"
G5 2453+503"  46,0+81"  17254+437.7"  202,5+47.7 500,2 + 9747 53,7+ 15,9
Distal

Gl 261,74+ 19,4 443 £ 6,8 1425,6 + 4183 121,7 + 46,0 399,6 + 73,1 423+65
G2 400,8 +53,7*  68,7+9,5% 2900,4+411,7% 3404+751*% 8498+ 117,3* 80,2 + 11,9*
G3 350,6 £29.6%  56,9+6,0% 27162 +445,1*%  285,6 + 50,2* 690,0 + 90,8%* 60,4 + 11,6*
G4 219,7+33,6°  47,6+6,17 18854+451,8" 129,1+62,1° 504,3 + 95,1 373+7,5"
G5 2549+3217  471+72" 1605,9+498,6" 1305+ 56,7 483,8 + 84,21 38,5+ 10,17
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Valores expressos em relagio a média e desvio-padrdo p < 0,05 *vs. G1(controle negativo), NaCl 0,9%; vs. G2 (controle da inducdo), 1,2 dimetilhidrazina-

DMH 20 mg/kg + NaCl 0,9%; G3 (DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 10mg/Kg); G4 (DMH-tratado extrato hidroalcodlico de

Helianthus annuus 100mg/Kg); G5 (DMH-tratado extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus 200mg/Kg).
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A partir da andlise histoquimica foi observada reducao da expressao de células
produtoras de mucinas acidas e neutras nas criptas dos animais expostos a 1,2
dimetilhidrazina comparados aos sadios. Nos animais sadios foi observada ampla densidade e
distribuicao homogénea de células caliciformes enquanto que nos animais expostos a 1,2
dimetilhidrazina notou-se reduzida densidade de criptas e células caliciformes, epitélio

hipertrofico e uma maior area ocupada por tecido conjuntivo circundando as criptas (Figura

5).
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Figura 5. Distribui¢do de células produtoras de mucinas 4cidas (A, B, C e D) e neutras (E e F)
nas criptas do colon distal de ratos sadios (G1) e expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) (G2). O

painel (A e E) mostra ampla densidade e distribuigdo homogénea de células caliciformes nas criptas de
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animal sadio (A, coloragdo Alcian blue, barra = 110 um; E, coloragdo Acido Periédico de Schiff e
Hematoxilina, barra = 70 pm). No painel (B) a mesma imagem (A) € observada sob luz polarizada.
Notar a polarizacdo e distribuicdo uniforme do muco por toda a area tecidual (barra = 110 pm). No
painel (C) sdo observadas criptas displasicas dilatadas (seta) de um animal exposto 8 DMH, observar
os focos com 1 e 2 criptas aberrantes confluentes (cabega de seta). Notar a reduzida densidade de
criptas e células caliciformes, e a maior area ocupada por tecido conjuntivo circundando as criptas
(coloragdo Alcian blue, barra = 110 pm). (D) Reducdo da area ocupada pelo muco ¢ claramente
observada na imagem sob luz polarizada (barra = 110 um). Em (F) criptas displasicas com epitélio
hipertrofico apresentando drastica redugdo de células caliciformes (seta) (coloragdo Acido Periédico

de Schiff e Hematoxilina, barra = 70 pm).

Células enteroenddcrinas e AQNORs

De forma geral, em todos os grupos expostos a DMH, houve redu¢do significativa do
nimero de células enteroendocrinas comparados a Gl. Em G5 o numero de células
enteroenddcrinas foi significativamente maior comparado a G2. Nao houve diferenga
estatistica nesse parametro entre G1 e G5 (Figura 6 A, B). Para todos os segmentos intestinais
investigados, houve aumento significativo do niimero de regides organizadoras de nucléolo
por nucleo de enterdcitos (AgNORs/ntcleo) em G2, G3 e G4 comparados a G1. Em G5 o
numero AgNORs/ntcleo foi significativamente menor comparado a G2. Nao houve diferenca
estatistica nesse parametro entre G1 ¢ G5 (Figura 6 C, D e G). Em todos os grupos
investigados foram observadas células do epitélio das criptas em diferentes fases da divisdao

celular, principalmente no epitélio displasico e tecido tumoral em G2.
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Figura 6. Células enteroenddcrinas do intestino grosso, regides organizadoras de nucléolo por
nucleo de enterdcitos (AgNORs/nucleo) e células do epitélio das criptas em divisdo de ratos expostos
a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus. (A)
Fotomicrografia representativa de células enteroenddcrinas na base do epitélio intestinal (método de
Grimélius, barra= 25um). (B) Distribuigdo de células enteroendodcrinas por area histologica nos grupos
investigados. Valores expressos como mediana e intervalos interquartil para todo o intestino.
Fotomicrografia representativa dos grupos 2 e 1 mostrando nucleos celulares com até 5 (C) ou 2 (D)
AgNORs, respectivamente (barra= 15um). (G) Distribui¢do de AgNORs/niicleo nos grupos
investigados. Células do epitélio das criptas em divisdo nas fases de anafase (E) e telofase (F).
Gl(sadio), NaCl 0,9%; G2, (controle da indugdo) DMH+NaCl 0,9%; G3, DMH+extrato
hidroalcodlico de Helianthus annuus (10mg/Kg); G4, DMH+extrato hidroalcodlico de Helianthus
annuus (100mg/Kg); G5, DMH+extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus (200mg/Kg). Diferenca

estatistica p<0.05; *vs. G1, fvs. G2.
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Analise bioquimica e de elementos quimicos

A analise dos parametros bioquimicos ndo mostrou diferengas significativas nos
parametros bioquimicos entre grupos investigados, para a dosagem de albumina, colesterol
total e glicose. A dosagem de proteinas totais indicou niveis séricos significativamente
reduzidos em G2 e G3 em relacdo ao G1, assim como a analise sérica dos triglicerideos que
no G5 também foi significativamente reduzida quando comparado ao G1 (p>0,05) (Tabela 4).
Os niveis de séricos de nitrito/nitrato em G2, G3 e G4 foram significativamente superiores em
relacdo a G1 (p>0,05) (Figura 7). Em G4 e G5 foi observada reducdo significativa do nivel

sérico de nitrito/nitrato em relagdo a G2.
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Tabela 4. Parametros bioquimicos séricos de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e tratados com o extrato hidroalcoolico de Helianthus
annuus

Proteinas totais Albumina Triacilglicerois Colesterol Glicose
Grupos Contetdo Variagdo  Conteudo Variagéo Conteudo  Variacdo  Conteudo Variacgéo Contetido Variagao
médio (g/dL) (%) médio (g/dL) (%) médio (mg/dL) (%) médio (mg/dL) (%) médio (mg/dL) (%)

Gl 81,7+3,7 - 3,6£0,5 B 180,2 + 24,3 - 58,2+ 14,1 - 105,6 + 33,1 -

G2 66,9+ 11,06 - 181% 3,540,5 -2.8 161,0+589 - 106 58,9 + 16,2 +1.2 116,8 + 28,4 +10,6
G3 73,5 + 2,4% - 10,0 3,7+0,3 28 1404 + 40,1  ~22.1 68,6 £9,4 +17.8 132,4 + 16,3 +254
G4 75,7 1,8 -7.3 3,940, +8.3 156,6+ 56,7 - 13.1 61,3+7,5 +3.3 138,44 24,9 +31,0
G5 77,7 +3,6 -4.9 3,8+0,1 +5,5 92,8 +12,5%  -485* 76,8 +9,7 +31.9 132,7+ 19,0 +25,7

Valores expressos em relagdo a média e desvio-padrdo p < 0,05 * vs Gl(controle negativo), NaCl 0,9%; t vs G2 (controle da indugdo), 1,2 DMH
20mg/kg + NaCl 0,9%; G3 (DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 10mg/Kg); G4 (DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus

annuus 100mg/Kg); G5 (DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 200mg/Kg).
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Figura 7. Niveis de 6xido nitrico no soro de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e
tratados com o extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus. A concentragdo de nitrito/nitrato (NO,”
/NOy") foi determinada pelo método de Griess. Valores expressos como média e desvio-padrao (média
+ DP). Gl(controle negativo), NaCl 0,9%; G2 (controle da indugdo), DMH 20 mg/kg + NaCl 0,9%;
G3 (DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 10mg/Kg); G4 (DMH-tratado
100mg/Kg); G5 (DMH-tratado extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus 200mg/Kg). Diferenga

estatistica p < 0.05; * vs. G1, vs. G2.

A andlise de EED indicou distribuicdo homogénea dos elementos quimicos, a exce¢ao
do calcio (Ca), na superficie da mucosa em todos os segmentos intestinais investigados, tanto
sobre o tecido displasico dos FCA quanto sobre o tecido normal (dados ndo mostrados). De
forma geral, houve reducdo significativa nos niveis teciduais de Mg, Mn, Fe, Cu, Zn e Se; e
aumento significativo de Na, K e S em G2 e G3 comparados a G1. Em G4 e G5 os niveis de
Mg, Mn e Se foram significativamente superiores, enquanto que os niveis de K e Fe foram
significativamente inferiores ao observado em G2, com os melhores resultados encontrados

em G5, o qual foi similar & GI(Figura 8).
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Figura 8. Analise representativa da distribui¢do e do conteudo de elementos quimicos no colon médio de ratos expostos a 1,2 dimetilhidrazina (DMH) e
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tratados com o extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus. As imagens representam o mapa de
distribuicao dos diferentes elementos quimicos em uma cripta aberrante no c6lon médio de um animal
exposto @ DMH (G2). Notar a homogeneidade na distribuicdo mineral, exceto para o calcio (Ca). Na
tabela, os percentuais de cada mineral analisado sdo expressos como média e desvio-padrao (média +
DP). Devido auséncia de diferencga estatistica entre os segmentos do co6lon, os dados sdo expressos

para todo o intestino grosso. G1(controle negativo), NaCl 0,9%; G2 (controle da indug¢do), DMH 20
mg/kg + NaCl 0,9%; G3 (DMH-tratado extrato hidroalcoodlico de Helianthus annuus 10mg/Kg); G4

(DMH- tratado extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus 100mg/Kg); G5 (DMH-tratado extrato

hidroalcodlico de Helianthus annuus 200mg/Kg). Diferenca estatistica p < 0.05; * vs. G1, " vs. G2.

Discusséo

No presente estudo foi investigado o efeito do extrato hidroalcoolico de Helianthus
annuus em lesdes pré-neoplasicas colorretais induzidas pelo carcindgeno quimico DMH. Os
resultados demonstraram que o tratamento com o extrato contribuiu parcialmente para a
reorganiza¢do morfologica do epitélio intestinal, reduzindo a formagao dos FCA, o numero
total de criptas aberrantes por foco, a intensidade de displasia do epitélio das criptas, o
numero de AgNORs/nucleo de enterdcitos, o estresse nitrosativo e aumentando a expressao de
muco, a densidade de suas células produtoras e a distribuicao de células enteroenddcrinas.

A prospeccdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus indicou a
presenca de metabdlitos secundarios como flavondides, taninos e compostos fendlicos que
podem estar relacionados a sua a¢do no tratamento de diversos disturbios. Martinez-Flores et
al. (2002) relata que os flavondides atuam na estabilizacdo de espécies reativas de oxigénio
por possuirem grupo orto-dihidroxi ou grupo catecol, o que confere maior estabilidade a
forma radicalar. Segundo Sanches et al., (2005), espécies vegetais com alto contetido de
taninos sao usadas na medicina popular como cicatrizantes, além de agirem como

antimicrobianas e desativadoras de radicais livres.
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Diversos estudos tém utilizado os FCA como marcadores para a triagem de compostos
indutores e inibidores da carcinogénese colorretal, principalmente em estagios iniciais
(Demarzo & Garcia, 2004; Newell & Heddle, 2004; Ma et al., 2002). A analise dos resultados
deste estudo indicou um possivel efeito inibitério dose-dependente do extrato hidroalcodlico
de Helianthus annuus sobre os FCA em todos os segmentos intestinais investigados, sendo
que os melhores resultados foram encontrados no grupo tratado com a maior dosagem do
extrato.

As criptas aberrantes podem ser identificadas na mucosa do cdélon, como Unicas ou na
forma de focos, sendo designados de FCA (Tudek et al., 1989). Os FCAs sao observados com
maior freqiiéncia no c6lon médio e distal, tanto em roedores como no homem (Di Gregorio et
al., 1997; Rodrigues et al., 2002). Neste estudo, o segmento médio do intestino foi o que
apresentou o maior numero de FCA nos trés grupos tratados conforme ja relatado por Tanaka
et al. (1997), Rao et al. (2001) e Larangeira et al. (1998).

Druckrey et al. (1967) demonstraram que a administra¢do do carcinégeno quimico 1,2-
dimetilhidrazina (DMH) resultou no desenvolvimento de cancer, tanto no intestino delgado
quanto no coélon de ratos. A partir de entdo, a DMH tem sido amplamente utilizada em
pesquisas de carcinogénese do colon para o estudo de varios aspectos da morfologia,
patogénese, prevencado e tratamento desta neoplasia (Martin et al., 1973; Sunter et al., 1978;
Ma et al., 2002). Os carcindgenos quimicos sdo moléculas altamente reativas capazes de
capturar elétrons de sitios nucleofilicos como DNA, RNA, proteinas e lipideos em células-
alvo especificas, o que resulta em alteracdes profundas que podem levar a célula a morte ou a
aquisicdo de mutacdes em genes criticos que controlam o ciclo celular e apoptose (Schulte-
Hermann et al., 1999; Baird et al., 2005).

Muitos minerais sdo fundamentais para manutencao da integridade do DNA e alteragdes

nos seus niveis ideais produzem efeitos enzimaticos desordenados semelhantes aos causados
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pela exposi¢do a compostos carcinogénicos (Fenech & Ferguson, 2001). Minerais como
cobre, magnésio, selénio e zinco apresentam importante papel nos estagios de iniciacdo,
promocao e progressao do desenvolvimento neoplasico (Jaiswal & Narayan, 2004; Dani et al.,
2007). No presente estudo, esses minerais foram marcadamente reduzidos no epitélio
displésico dos FCA em todos os segmentos intestinais.

Evidéncias experimentais demonstram que os FCA representam as manifestacdes
precoces dos fenomenos hiperplasicos e displasicos do epitélio intestinal, com elevado
potencial de evolugdo para carcinomas intestinais (Murillo et al., 2004; Suzuki et al., 2004;
Fujita et al., 2004). Estes focos apresentam mudangas no padrdo de atividade enzimatica,
como reducdo das taxas da hexosaminidase (Pretlow et al., 1993) e da produ¢do de mucinas,
com aumento de sialomucinas e perda de sulfomucinas, fenomeno geralmente associado ao
grau de displasia e multiplicidade das criptas (Femia et al., 2004). No presente estudo houve
reducdo do numero de células caliciformes produtoras de mucinas, com intensa displasia do
epitélio das criptas nos animais expostos a DMH. Embora essas alteracdes tenham sido
parcialmente minimizadas pelo tratamento com extrato hidroalcoodlico de Helianthus annuus,
o papel das células caliciformes no cancer de intestino permanece amplamente inexplorado.

O Helianthus annuus (girrassol) tem sido um importante recurso de 6leo natural e
lipideos ao longo dos séculos, além de ser usado como medicamento preventivo contra a
diarreia, diurese e varias doengas inflamatorias (Lewi et al. 2006). Park et al. (2007) relataram
a atividade inibitoria do extrato aquoso de Helianthus annuus na inibigdo de danos celulares
induzidos por perdxido de hidrogénio em células SH-SYS5Y de neuroblastoma. As plantas da
familia Compositac a qual pertence esta espécie contém o helianol como componente
predominante (29-86%), um triterpeno com atividade anti-inflamatéria contra inflamacao

induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato em modelos animais (Atis et al., 2002).
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Estudos anteriores demonstraram a presenca de alteragdes genéticas nos FCAs tais
como mutagdes nos genes K-ras, APC e TP53, relacionadas a proliferacao celular, presenca
de instabilidade de microssatélites, um marcador de erros no sistema de reparo do DNA, e
alteracdes em genes associados a inflamagdo tais como os relacionados com a expressao das
enzimas 0xido nitrico sintase e ciclooxigenase (Nucci et al., 1997; Takahashi & Wakabayashi,
2004). Portanto os resultados observados no presente estudo como a remodelagao tecidual das
criptas intestinais e o efeito inibitorio na progressao das lesdes principalmente na maior dose
do extrato, podem estar relacionados ao ja descrito efeito antioxidante e antiiflamatério de
compostos presentes no extrato desta planta.

No presente estudo, ocorreu reducdo significativa do nimero AgNORs/ntcleo nos
animais tratados com o extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus na maior dosagem,
indicando diminui¢do da proliferagdo celular no epitélio coldnico neste grupo. Estudos
correlacionando as AgNORs e variaveis histologicas convencionais como o estudo do nucleo
interfasico através dos métodos citogenéticos, a cinética celular, a imunorreatividade ¢ a
citometria de fluxo sugerem que as AgNORs estejam associadas principalmente a proliferagao
celular (Crocker et al., 1988; Derenzini et al., 1989). As AgNORs variam em tamanho e
forma, de acordo com a transcrigdo nucleolar, ¢ estdo intimamente relacionadas ao ciclo
celular e a ploidia (Ploton, 1987). Além disso, tém sido usadas para diferenciar processos
benignos e malignos em alguns tumores (Oshima & Forones, 2001).

O o6xido nitrico € uma molécula importante como sinalizadora de diversas fun¢des no
organismo tais como vasodilatagdo, neurotransmissao, regulacao da apoptose, carcinogénese e
metabolismo do ferro (Bredt & Snyder, 1992). A produgdo elevada de 6xido nitrico pode
favorecer o crescimento e a disseminacdao tumoral através do estimulo angiogénico, do
aumento da permeabilidade vascular e da supressdo da resposta imune (Lala & Orucevic,

1998). Em tumores, o 6xido nitrico assume particular importdncia na neovascularizagao,
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contribuindo para manuten¢do do fluxo sangiiineo adequado (Buttery et al., 1993). A indugdo
da sintese de oxido nitrico estd no contexto das defesas do organismo contra infecgoes,
inflamacgdes e muitas neoplasias, contudo, dependendo das quantidades geradas, pode levar a
morte celular e danos teciduais (Moncada & Higgs, 1993; Nathan & Xie, 1994; Wink et al.,
1998). No presente estudo foram identificados reduzidos niveis séricos de nitrito/nitrato nos
grupos tratados com o extrato hidroalcodlico de Helianthus annuus, compostos
frequentemente utilizados como indicadores indiretos da inibi¢ao da sintese de 6xido nitrico e
consequentemente da expressdo e/ou atividade da enzima 6xido nitrico sintase (Woo et al.,
2003; Leonardi et al., 2010).

As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais constituiram modelos para a sintese de um grande numero de
farmacos (Wall & Wani, 1996). Varios compostos quimicos ja foram identificados no girassol
como os acidos clorogénico, caféico e quinico, os sesquiterpenos e diterpenos (Macias et al.,
2004) e ainda alguns flavondides como a tambulina, kukulkanina, heliannona A e heliannona
B (Macias et al., 1997). Dessa forma, de acordo com os resultados apresentados neste estudo e
com os metabdlitos secundarios encontrados neste vegetal, sugere-se que a espécie Helianthus
annuus apresenta um potencial efeito inibitdério em estagios inicias da carcinogénese,
entretanto, esse aspecto permanece pouco compreendido e requer estudos adicionais.

O extrato hidroalcoolico de Helianthus annuus apresenta constitui¢ao complexa, devido
a mistura de componentes quimicos que podem estar contribuindo em conjunto para o
resultado observado neste estudo, assim como relatado por Suzuki et al.,, (2004). Os
constituintes de plantas medicinais com estruturas quimicas bem definidas podem servir de
amostras ¢ modelos para a sintese de drogas andlogas com maior eficacia e menos efeitos
adversos. Contudo, apesar dessas preparagdes ter mostrado potencial terapéutico em modelos

animais, ha ainda a necessidade de maiores avaliagcdes em estudos pré-clinicos e clinicos.
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CONCLUSOES GERAIS

v A indugdo da carcinogénese colorretal a partir da 1,2-dimetilhidrazina e os
tratamentos ndo provocaram diferencas significativas no peso corporal e comprimento

intestinal dos animais apos as 25 semanas de experimento.

v De forma geral, nos grupos controle da inducdo e tratado com a menor dose
houve aumento significativo do nimero de FCA com criptas displasicas dilatadas, das
AgNORs/nucleo e redugdo dos minerais antioxidantes como cobre, magnésio, selénio e zinco

comparado ao grupo sadio.

v Nas dosagens de 100 mg/Kg e 200 mg/Kg utilizadas foi observada reducdo da
desorganizacdo morfologica colorretal, com a diminui¢do do numero de lesdes pré-

neoplasicas em ratos expostos ao carcindgeno quimico DMH.

v Os segmentos inicial e médio do colon foram mais sensiveis ao efeito inibitorio
destes tratamentos sobre a displasia do epitélio intestinal, os quais aparentemente apresentam

influéncia limitada sobre lesdes tumorais previamente estabelecidas.

v Acredita-se que parte dos resultados encontrados pode ser decorrente dos
efeitos destes tratamentos na reducao da proliferagdo celular e recuperacdo dos niveis de

minerais antioxidantes na mucosa intestinal.





