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“Ha quem diga que todas

as noites sao de sonhos.

Mas ha também quem garanta

que nem todas,

s0 as de verao.

No fundo, isso ndo tem importancia.
O que interessa mesmo nao ¢

a noite em si, sao os sonhos.

Sonhos que o0 homem sonha sempre,
Em todos os lugares,

em todas as épocas do ano,
dormindo ou acordado.”

William Shakespeare
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RESUMO

Acgdo da Euphorbia tirucalli L. na formagdo de focos de cripta aberrante na mucosa colica
induzida por azoximetano em ratos. DENISE DE ALBUQUERQUE ANDRADE.Poés-
Graduacdo Stricto Sensu, Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara (Grau de Mestre em Cirurgia). Margo, 2007.
Orientador: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues.

A incidéncia e mortalidade por cancer colorretal apresentam tendéncia ao crescimento. O
cancer colorretal ¢ a quinta neoplasia mais incidente no Brasil. A etiologia esta relacionada
com hereditariedade ¢ modificagdes no estilo de vida. A lesdo pré-neoplasica mais precoce
com presenga de displasia ¢ o foco de cripta aberrante, estando relacionada como lesdao
precursora de adenomas colorretais e cancer em humanos. Entender a natureza destas lesdes
contribui na pesquisa de agentes preventivos eficazes no céncer colorretal. O objetivo foi
verificar o potencial quimiopreventivo da solu¢dao aquosa do latex de Euphorbia tirucalli L.
quanto a formacdo de focos de cripta aberrante (FCA) em ratos induzidos com azoximetano
(AOM). Foram usados 32 ratos da linhagem Wistar, machos, com peso médio estimado de
100g -200g (4 — 6 semanas). Foram distribuidos aleatoriamente em 04 grupos contendo 08
animais, denominados: GRUPO 01- grupo estudo com ratos induzidos com AOM e tratados
com extrato aquoso do latex da E. tirucalli L..GRUPO 02 - grupo estudo controle com ratos
induzidos com AOM sem tratamento com extrato aquoso do latex da E tirucalli L..GRUPO
03 - grupo estudo controle sem inducdo com AOM e tratados com extrato aquoso do latex da
E. tirucalli L.. GRUPO 04 - grupo estudo controle sem indugdo com AOM e sem tratamento
com extrato aquoso do latex da E. tirucalli L..Os animais dos Grupos 01 e 02 receberam
injecdo de AOM 12 mg/kg, intraperitoneal (IP), uma vez por semana, por 02 semanas. Uma
semana antes do inicio da administracdo do carcindgeno, foi administrado diariamente
solugdo por gavagem, respectivamente, de extrato aquoso do latex da E. tirucalli L.
400mg/Kg e solugao fisioldgica a 0,9% em uma administra¢ao didria. Os Grupos 03 e 04 ndo
foram induzidos com AOM e receberam solu¢dao por gavagem, respectivamente, de extrato
aquoso do latex da E. tirucalli L. 400mg/Kg e solucdo fisiologica a 0,9%. Todos os grupos
continuaram recebendo a solugdo por gavagem diaria até o dia estabelecido para eutandsia.
Foram mortos na 15* semana, ap6s a indu¢do com carcindogeno ou administragdo IP de
solugdo estéril para injecdo. Os animais foram avaliados quanto ao peso, alteracdo clinica,
presenca de adenomas ou tumores colicos, e quanto a presen¢a de FCA e o numero de criptas
por cada foco (multiplicidade) de acordo com a localiza¢do cdlica, definidas regido distal,
medial e proximal. Verificamos no presente estudo que o extrato aquoso da E tirucalli L.
(400mg/kg) apresentou uma diminui¢do significante do nimero de FCA do grupo 01 em
relacdo ao grupo 02 no segmento médio e proximal (p<0,05). Houve uma predominéncia no
estudo da presenca de 03 a 05 criptas por FCA nos grupos induzidos com carcinégeno. Este
estudo sugere que extrato aquoso de E. tirucalli L tem potencial quimiopreventivo em relagado
a carcinogénese colica, inibindo a formagao de FCA em ratos induzidos com AOM.

DESCRITORES: Euphobiaceae, Quimioprevengdo, Azoximetano , Cancer colorretal.



ABSTRACT

Effects of Euphorbia tirucalli L. on the formation of azoxymethane-induced aberrant crypt
foci in rats. DENISE DE ALBUQUERQUE ANDRADE. Stricto Sensu Post-Graduation.
Department of Surgery, Medical School, Federal University of Ceara (Degree of Master
in Surgery). March, 2007. Advisor: Prof. Dr. Lusmar Veras Rodrigues.

Colorectal cancer is the fifth most frequently diagnosed malignancy in Brazil. The etiology
may be related with inherited and life-style that can be modified. Aberrant crypt foci have
been recognized as early preneoplastic lesions and being related with colorectal adenoma and
precursors of cancer in humans. Undertanding the nature of early appearing lesions efforts to
find effective agents in colorrectal cancer. The aim of this study was verify the potential
chemopreventive of aqueous solution of the latex of Euphorbia tirucalli L. in aberrant crypt
foci (ACF) in rats induced with azoxymethane (AOM). Thirty-two Wistar male rats were
used, average weight 100g -200g (4 - 6 weeks). They were randomly divided into 04 groups
of 08 animals each. Group 01 with rats induced with AOM and treated with aqueous extract
of the latex of E. tirucalli L., group 02 with rats induced with AOM without treatment with
aqueous extract of the latex of E. tirucalli L., group 03 with rats without AOM induction and
treated with aqueous extract of the latex of E. tirucalli L. and group 04 with rats without
induction with AOM and without treatment with aqueous extract of the latex of E. tirucalli L..
The animals of the groups 01 and 02 were injected intraperitoneallly (IP), with AOM once a
weekly for 02 weeks at a dose level of 12 mg/kg body weight. One week before the
beginning of the administration of the carcinogen, it was administered solution daily by
intragastric gavage, respectively, aqueous extract of latex of E. tirucalli L. 400mg/Kg and
physiologic solution to 0,9%. The groups 03 and 04 were not induced with AOM and they
received daily solution by gavage, respectively, aqueous extract of the latex of E. tirucalli L.
400mg/Kg and physiologic solution to 0,9%. All groups continued receiving daily solutions
by intragastric gavage until the day established for euthanasia. All animals were sacrificed by
diethyl ether inhalation 15th week, after AOM initiation or sterile solution injected IP. The
animals were evaluated concerning to the weight, clinical alteration, presence of adenomas or
colic tumors, and the presence of ACF and the number of crypts for each focus (multiplicity)
in agreement with colic location, defined area distal, medial and proximal. We verified in the
present study that the aqueous extract of E. tirucalli L. (400mg/kg) presented a significant
decrease of the number of ACF group 01 in relation to the group 02 in the segments medium
and proximal (p<0,05). There was a predominance in the study of the presence of 03 - 05
crypts of ACF. This study suggests the aqueous extract of E. tirucalli L. has potential
chemopreventive against colon carcinogenesis with inhibition of the formation of ACF in rats
induced with AOM .

KEY-WORDS: Euphorbiacea , Chemoprevention, Azoxymethane, Colon cancer
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1 INTRODUCAO

Em todo mundo a incidéncia e mortalidade por cancer tém apresentado uma tendéncia
ao crescimento. Com o aumento da expectativa de vida do povo brasileiro, o perfil de
mortalidade no pais modificou, estima-se que em 2006 houve 472.050 novos casos de cancer,
configurando as neoplasias como um problema de saude publica (BRASIL, 2005).

O risco do aparecimento desta afec¢do aumenta a partir dos 50 anos de idade. A taxa
de sobrevida em 05 anos no caso de doencga localizada ¢ 90,5%, mas, para doenga metastatica
esta taxa fica em torno de 10% (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2007). Mais de 90% dos
tumores colonicos sdo adenocarcinomas, € a maior parte das lesdes surge de polipos
adenomatosos. A transformacdo polipo-cancer passa por uma seqiiéncia de varias mutagdes
genéticas. Este processo de transformagdo geralmente ¢ lento e pode levar mais de 10 anos,
desta forma, a historia natural do cancer propicia condi¢des ideais a sua prevencao e detec¢ao
precoces (ARAUJO, 2001).

No Brasil, as neoplasias colorretais t€ém cada vez mais importancia no perfil da
morbidade e mortalidade. Com base nos Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP)
estima-se que em 2006 foram diagnosticados 25.360 novos casos de cancer colorretal (CCR),
sendo 11.390 casos em homens e 13.970 em mulheres. Estes valores correspondem a um risco
estimado de 12 casos novos a cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil mulheres Ao
analisar a ocorréncia de casos de cancer de colorretal este se encontra na quinta neoplasia
mais incidente (BRASIL, 2005). Na analise da série de dados de mortalidade para o periodo
compreendido entre 1991 a 2001, observou-se um aumento do nimero de 6bitos de 69% em
homens e 67% em mulheres para 100.000 habitantes (BRASIL, 2003).

Nos EUA, estima-se que em 2007 havera 1.444.920 novos casos de céancer e que
559.680 pessoas morrerdo por esta afec¢do. O CCR ¢ a terceira neoplasia mais comum, em
2007 153.760 norte-americanos serdo diagnosticados com CCR e aproximadamente 52.180
morrerdo pela afec¢do (JEMAL, 2003; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2007).

A incidéncia de CCR varia de uma populagdo para outra, mas ¢ particularmente
elevada nos paises Ocidentais. Mesmo assim, existem diferengas entre paises quando se
compara populagdo urbana com a rural, nos Estados Unidos, por exemplo, em relacao aos
imigrantes, o cancer ¢ menos comum nos japoneses que nos americanos, contudo, os
imigrantes japoneses apresentam taxas mais altas de CCR quando comparados aos japoneses
que vivem em sua terra natal (CORMAN, 2002). No Brasil, a distribui¢do de casos novos de

CCR ¢ bem heterogénea entre as regides. As regides Sul e Sudeste apresentam maiores taxas,
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enquanto que as regides Norte e Nordeste apresentam taxas mais baixas e a regido Centro-

Oeste apresenta padrao de incidéncia intermediario (BRASIL, 2005).

A etiologia do CCR ainda ¢ desconhecida, o aumento na incidéncia e mortalidade

pode estar relacionado com envelhecimento das populagdes e modificacdes no estilo de vida,

tanto em relacdo a maior presenca do sedentarismo como utilizagao de dietas industrializadas,

porém o seu surgimento esta associado a alguns fatores etiologicos que se incluem:

a)

b)

d)

Fatores dietéticos: ingestdo de fibras insoluveis parece proteger contra CCR, bem
como, alguns estudos sugerem que o calcio também tem efeito protetor (NURKITT,
1971; STEMMERMANN, 1990). Gordura saturada correspondendo a mais de 20%
das calorias ingeridas resulta em um elevado risco para cancer, e ingestao elevada de
acucar refinado predispde ao aparecimento de adenomas (MACQUART-MOULIN,
1987).

Tabagismo: foi demonstrado um aumento na incidéncia de carcinoma apds uma
exposicao ao tabaco por mais de 35 anos (GIOVANNUCKCI, 1994);

Radioterapia: a irradia¢do pélvica esta associada a elevacdo do risco de cancer retal
(LEVITT, 1990);

Doenga inflamatdria intestinal: pacientes com retocolite ulcerativa (RCU) tém o risco
aumentado para CCR, estd relacionado com o tempo da doenca e extensao do
comprometimento da afeccdo. Apds 10 anos de doenca com comprometimento
universal dos colos, o risco de cancer esta entre 0,5 ¢ 1% (SOLOMON, 1998). Mesmo
em pacientes com doenca localizada apenas no colo esquerdo, apo6s trés ou quatro
décadas alcancam niveis semelhantes de possibilidade em desenvolverem CCR
(GYDE, 1998). Nos pacientes com doenga de Crohn, o risco ¢ menor para
desenvolver CCR em relacdo aos pacientes com RCU, mas ocorre em indices maiores
que na populacio em geral. Nesses pacientes ¢ dificil estabelecer o risco de CCR, mas
encontra-se na literatura um risco relativo de 5,6, e as mesmas consideragdes devem
ser realizadas em termos de acompanhamento para os mesmos (SOLOMON, 1998;
EADEN. 2004).

Adenomas: Pélipos adenomatosos t€m sido identificados com maior freqiiéncia, apos
a introducao de métodos para prevencao (teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes,
sigmoidoscopia, enema opaco e colonoscopia). A maioria dos CCR surge de polipos
adenomatosos pré-existentes (MUTO, 1975). E a retirada destes reduzem a incidéncia

e mortalidade do CCR (WINAWER, 1993). O tamanho do poélipo, sua extensdo para
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componente viloso sdo considerados fatores de risco independentes, mas associados a
um alto grau de displasia (O'BRIEN, 1990).

Dentre os modelos propostos para carcinogénese colorretal, a progressdao histoldgica da
mucosa normal para adenomas de fase precoce foi sugerido no modelo de Fearon e
Vogelstein (1990). Estes autores demonstraram que o surgimento de tumores colorretais € o
resultado de um actimulo seqiiencial de quatro a cinco mutagdes distintas correspondendo a
um estagio diferente na seqiiéncia adenoma-carcinoma. Neste modelo ocorrem mutagdes do
gene APC (“adenomatous polyposis coli”), ativacao da proteina k-ras e mutag@o das proteinas
DCC e p53 (FEARON, 1990). Um outro modelo descrito sdo os encontrados em pacientes
portadores de cancer colorretal hereditdrio nao-polipdide (HNPCC) estes apresentam
mutagdes nos genes reparadores de defeitos de replicagdo de DNA (“mismatch repair genes”),
conhecidos como hMSH2, hMLHI1, hPMS1, hPMS2 e hMSH6, existem evidéncias que além
dos pacientes portadores de HNPCC, que cerca de 15% dos carcinomas colorretais
esporadicos sejam formados a partir deste mesmo caminho (ROSSI, 1999). Além das duas
vias descritas para explicar a carcinogénese colorretal, alguns autores descrevem a existéncia
de que alguns carcinomas colorretais desenvolvem-se a partir de areas de mucosa desprovidas
de alteracdes macroscopicas prévias compativeis com adenomas, conhecido como carcinoma
“de novo”, essas areas foram estudadas e identificou-se mucosa colorretal com discreta
elevagdo acompanhado de coloragdo avermelhada e ocasionalmente contendo uma depressao
central compativel histolégicamente com adenoma tubular que apresentam atipias
significativas denominados adenomas planos, atribui-se a existéncia de uma transmissao
familiar como sindrome do adenoma plano hereditario , embora indice de malignizagao
elevado, existem ainda controvérsias a respeito de sua real incidéncia, assim como de sua
importancia na carcinogénese colorretal, embora evidéncias sugerem mutagdes relacionadas
ao gene APC em portadores desta sindrome, estas nao sdo capazes de explicar esse processo
de carcinogénese “de novo” em bases de biologia molecular (MUTO, 1985; LYNCH, 1988).

A associa¢cdo adenoma-cancer ¢ refor¢ada por evidéncias indiretas, pois ¢ descrito que a
distribui¢do geografica e topografica dos adenocarcinomas ¢ semelhante ao dos adenomas;
um ter¢o dos espécimes tumorais inclui seis vezes mais adenomas quando comparado com
grupos controle sem cancer; focos residuais de adenoma sao usualmente encontrados em
adenocarcinomas (ADACHI, 1991).

A carcinogénese ¢ um processo complexo de multiplos passos, envolvendo eventos
celular, molecular e morfolégico. Todo processo pode ser dividido em trés estagios: iniciagao,

promogdo e progressdo. Iniciagdo envolve a exposi¢do das células normais a agentes
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carcinogénicos de natureza quimica, viral ou fisica, que resulta em mudangas no genoma
levando a um crescimento seletivo das células. Promocgao envolve expansao clonal de células
iniciadas, que geralmente ¢ associado com modificagdes morfoldgicas ou fenotipicas.
Progressdo envolve por sua vez mudangas genéticas e fenotipicas associadas com
malignizagdo e metastases (BIRD, 1995). A expansao clonal de uma populagdo de células ¢é
geralmente denominada lesdao pré-neoplasica (BIRD, 2000).

As lesdes pré-neoplasicas com seus varios graus de displasia representam um passo
obrigatorio na carcinogénese do colo, e muito esfor¢o tem sido dedicado para identificacdo e
caracterizagdo dos processos displasicos em humanos ¢ modelos animais experimentais
(FEMIA, 2004).

A lesdo pré-neoplésica mais precoce com presenga de displasia ¢ o foco de cripta
aberrante (FCA), esta alteracdo esta relacionada como lesdo precursora de adenomas
colorretais e cancer em humanos (CUMMINGS; RONCUCCI, 2000; TAKAYAMA, 2001;
ADLER, 2002).

Entender a natureza do surgimento destas lesdes precoces na carcinogénese colorretal
deve contribuir para esclarecimento dos mecanismos subjacentes na neoplasia colica e nos
esfor¢os em encontrar agentes preventivos eficazes (MORI, 2005). O uso de modelos animais
apresenta-se como oportunidade para o estudo bioldgico do processo da doenca e para teste de
hipoteses ligada a fatores ambientais na etiologia e prevengdo do CCR. O conceito de
prevencao ¢ retardar, regredir ou eliminar lesdes pré-cancerigenas, baseando-se neste fato, o
estudo dos estadgios de crescimento de lesdes pré-cancerigenas torna-se possivel pela
identificacao de FCA em colo de roedores induzidos com carcindégenos (BIRD, 2000).

FCA foram inicialmente descritas por Bird (1987) em experimentos com colo de
roedores corados em azul de metileno e tratados com carcinogenos especificos. FCA sdo
definidos como criptas que apresentam: aberturas luminais alteradas; exibem espessamento
epitelial e sdo mais largas que as criptas adjacentes. Sao caracteristicas da cripta aberrante:
serem induzidas por agente carcinogénico especifico de modo dose-dependente; cada FCA
evolui de uma cripta alterada; exibem caracteristicas pré-neopldsicas (displasia, padrao
proliferativo anormal, mutagdo K-ras); tamanho e multiplicidade das criptas aumentam com o
tempo; caracteristicas como crescimento € numero predizem o desfecho tumoral e quantifica
os riscos, além de FCA estar presente nos individuos com alto risco para desenvolvimento de
cancer (BIRD, 2000).

Os FCA ocorrem em todas as espécies de roedores testadas com carcinégenos, como

hamsters, ratos e camundongos (BIRD, 2000). Contudo, o desenvolvimento espontaneo de
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FCA em baixa freqiliéncia em ratos ¢ também descrito na literatura (TANAKAMARU, 2001;
FURUKAWA, 2002).

A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e o azoximetano (AOM) sdo agentes carcinogénicos
que induzem cancer colico em roedores através de processo com multiplos passos
caracterizado pela formacdo seqiiencial de lesdes histopatoldgicas similares aquelas
observadas na carcinogénese espontanea em humanos (CADERNI, 2003). O azoximetano ¢
um metabolito da 1,2-dimetilhidrazina. A DMH foi estudada como substancia carcindgena em
varios experimentos em ratos e camundongos, principalmente em administragdo subcutanea.
Esta substancia quando dada na dosagem e forma de administragdo apropriada produz em
ratos uma alta incidéncia de adenomas e adenocarcinomas do colo e com menor extensdo para
intestino delgado. A DMH ¢ facilmente absorvida e apds metilacdo transforma-se em
formaldeido e pode ser oxidada por varios passos tranformando-se em metilazoximetanol.
Liga-se covalentemente com as proteinas, DNA e RNA em muitos tecidos de mamiferos. O
colo dos ratos ¢ o 6rgao-alvo para a toxicidade da DMH, onde produz criptas aberrantes. Esta
substancia requer bioativacao para tornar-se mutagénica e alquilar o DNA em varias espécies
in vivo e in vitro (SOHN, 1991; PAPANIKOLAOU, 1998; INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2005). O AOM ¢ ativado metabolicamente no figado,
sendo levado ao colon pela corrente sanguinea ou via biliar como glucoronideo conjugado.
Apds ativagdo, o DNA ¢ metilado principalmente nas posi¢des N'- e 0°- da guanina
(SHAFFHILL, 1985). O AOM ¢ geralmente preferido em relagdo ao DMH por ser mais
potente, baseado na sua molaridade e pelo realce na estabilidade quimica das solugdes
(PAPANIKOLAOU, 1998).

A planta medicinal utilizada em medicamentos ¢ um xenobidtico, isto ¢, um produto
estranho ao organismo humano, nele introduzido com finalidades terapéuticas. Como todo
corpo estranho, os produtos de sua biotransformagdo sdo potencialmente toxicos e assim
devem ser encarados até a comprovagdo dos fatos. Portanto, o uso popular, ¢ mesmo o
tradicional, ndo sdo suficientes para validar eticamente as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros. A autorizacdo oficial do seu uso medicamentoso deve ser
fundamentada em evidéncias experimentais comprobatdrias de que o risco a que se expdem
aqueles que a utilizam ¢ suplantado pelos beneficios que possam advir (ALVES, 2000).

Numerosos produtos a base de plantas utilizados na forma de tinturas, tabletes,
infusdes e capsulas sdo empregados de forma empirica no tratamento do cancer, baseados na
medicina popular e difundidos através de entidades religiosas ou outras entidades (RAM,

2001; CATALUNA, 2002).
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A efetividade dos agentes quimicos preventivos para células cancerigenas, com baixa
toxicidade proveniente de plantas medicinais e tradicionalmente utilizadas pela populacao tem
sido motivo para varias pesquisas. Na literatura, espécies de Euphorbia sp. tém sido
verificadas em relacdo a sua eficdcia como agente anti-viral, antinflamatéria e antitumoral
(BANI , 2000; RAM, 2001; BETANCUR-GALVIS; CATALUNA, 2002).

A Euphorbia tirucalli L., popularmente conhecida como Avelds, é nativa da Africa e
Asia, onde seu latex ¢ usado pela cultura popular para tratamento de reumatismo, nevralgias,
asma e afecgdes gastricas. A utilizagdo empirica para cancer no Brasil foi descrita na cidade
de Porto Alegre, e difundida de forma direta ou indiretamente por lideres ou entidades
religiosas locais. Os constituintes do latex desta planta sdo os diterpenos originados do
tigliano (ésteres de forbol) e dos tipos de ingenano (ésteres de ingenol). A utilizagdo da
Euphorbia tirucalli L. para tratamento de cancer ndo apresenta bases cientificas e até o
momento, sabe-se que os ésteres de forbol estdo envolvidos na habilidade de desenvolver
tumores. Exemplos destes sdo as substancias: 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato e o 4-
deoxiforbol que induzem o linfoma de Burkitt e o carcinoma de nasofaringe, que sdo
endémicos onde a espécie & distribuida na natureza (FURSTENBERGER, 1986;
CATALUNA, 2002).

A quimioprevengdo consiste no uso de substancias quimicas que promovem a
rediferenciagdo celular e, se possivel a apoptose de clones de células neoplasicas, ¢ uma nova
modalidade de interven¢do. Uma grande area de pesquisa atual ¢ o uso de inibidores de ciclo-
oxigenase-2 (“COX-2 inhibitors™) para a preven¢ao de cancer colorretal. Como o EGF (Fator
de Crescimento Epitelial) tem como um de seus efeitos aumentar a produgdo de
ciclooxigenase-2 (COX-2), esta intervencdo de bloqueio da COX-2 est4 sendo pesquisada em
cancer de pulmdo, de mama e de prostata, dentre outros. O inicio deste processo partiu do
principio de populagdes que faziam uso continuado de 4cido acetil salicilico para problemas
cardio-vasculares e cerebrais, apresentavam menor incidéncia de cancer colorretal e, em
menor propor¢ao, de outros tipos de neoplasia (YAMAGUCH]I, 2000).

Recentemente, identificaram-se novos marcadores biologicos especificos para
carcinogénese colica, em roedores tratados com AOM ou DMH, denominados: “mucin
depleted foci” (MDF) ou foco depletado de mucina, caracterizada pela formacdo de criptas
com auséncia ou escassez na producdo de muco, segundo alguns autores esta lesdo mostra
claramente caracteristicas displasicas nos cortes histologicos (CADERNI, 2003; FEMIA,
2004) e “P-catenin-accumulated crypts” (BCAC) ou criptas com acimulo de B-catenina, o

acumulo desta proteina no nucleo e/ou citoplasma além de abrigar mutagdes genéticas
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freqiientes indica-o como tendo um importante papel na carcinogénese (YAMADA, 2000;
2001; HIROSE, 2003; HATA; MORI, 2004).

Na supressdo da formagao de FCA, que representa a lesdo pré-neoplasica relacionada
com a carcinogénese em roedores, os modelos animais empregados no estudo da
carcinogénese colica tem sido 1Util na elucidagdo dos mecanismos e para fornecer
direcionamento na aproximacao de agentes preventivos no tratamento de seres humanos.
Virias drogas quimiopreventivas t€ém sido utilizadas, inclusive inibidores da ciclooxigenase-2
(COX-2), como extratos de plantas ou seus constituintes ativos (BROWN, 2000; CORPET,
2002; MORIOKA, 2004; FRANK; MARTINEZ-FERRER; TAKAHASHI, 2006).

Visto que as pesquisas ndo tém consenso com relagdo a atividade antitumoral da
Euphorbia tirucalli L. e com seu uso disseminado pela populacdo de forma empirica
incentivado por entidades religiosas, no presente trabalho, deseja-se verificar se o extrato
aquoso de Euphorbia tirucalli L., tem atividade supressora de FCA em ratos induzidos com

azoximetano.
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2 OBJETIVO

Verificar o potencial quimiopreventivo da solugdo aquosa do latex de Euphorbia tirucalli L.

quanto a formacao de focos de cripta aberrante em ratos induzidos com azoximetano.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 MATERIAL

A pesquisa foi realizada ap6s avaliagdo do Comité de Etica de Pesquisas em Animais
da Universidade Federal do Ceard (CEPA/UFC) sob numero de protocolo 27/05 e de acordo
com as Normas Internacionais para Pesquisa Biomédica em Animais (Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciéncias Médicas, 1990) e de acordo com a Lei Federal n°.
6.638 que estabelece normas para pratica didatico-cientifica da vivisseccao de animais, de 8

de maio de 1979.
- AMOSTRA

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus albinus, Mammalia Rodentia, Muridae)
da linhagem Wistar, machos, adultos, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceard. Com peso médio de 100g — 200g e com 4 a 6 semanas de vida. Os animais
foram mantidos no laboratdrio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard em numero de quatro por gaiola de
polipropileno com tampa de arame galvanizado com zinco, forradas com maravalhas.
Permaneceram alojados com umidade relativa do ar em torno de 50 %, e temperatura média
de 25° C, iluminagdo com turno 12h claro/escuro e ventilagdo mantida através de ventiladores
axiais. Receberam agua e ragdo ad libitum. Durante o periodo de 15 dias de adaptagao, todos
os animais foram previamente tratados com anti-helmintico de uso veterindrio 1ml/Kg de

peso do animal (Basken®- Pamoato de Pirantel e Pamoato de Oxantel).

3.2 METODOS

- DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos contendo 08 animais
cada, identificados e pesados previamente, ¢ foram denominados:
GRUPO 01 - G1 - Grupo estudo com ratos induzidos com azoximetano e tratados com
extrato aquoso do latex da Euphorbia tirucalli L. — Os animais receberam injecdo de
azoximetano 12 mg/kg, intraperitoneal (IP), uma vez por semana, por 02 semanas. Uma
semana antes do inicio da administragdo do carcinégeno, foi administrado em dose Unica
diaria solugdo por gavagem, de extrato aquoso do latex da Euphorbia tirucalli L. 400mg/Kg.
Continuaram recebendo a solug@o por gavagem didria até o dia estabelecido para eutanasia.

Os animais foram mortos na 15% semana, apds a indu¢do com carcinégeno.
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(GRUPO 02 - (G2) - Grupo estudo controle com ratos induzidos com azoximetano sem
tratamento com extrato aquoso do latex da Euphorbia tirucalli L. — Os animais receberam
inje¢do de azoximetano 12 mg/kg, intraperitoneal, uma vez por semana, por 02 semanas. Uma
semana antes do inicio da administragdo do carcindgeno, foi administrado em dose Unica
diaria por gavagem, solucdo salina a 0,9% 02 ml. Continuaram recebendo a solucdo por
gavagem diaria até o dia estabelecido para eutanasia. Os animais foram mortos na 15* semana,
apos a inducdo com carcindgeno.

GRUPO 03 - (G3) - Grupo estudo controle com ratos sem indu¢do com azoximetano e
tratados com extrato aquoso do latex da Euphorbia tirucalli L. — Uma semana antes do
inicio da administragcdo intraperitoneal de solucdo estéril para injecdo, foi administrado em
dose tnica diaria solugdo por gavagem, de extrato aquoso do latex da Euphorbia tirucalli L.
400mg/Kg. Continuaram recebendo a solucdo por gavagem didria até o dia estabelecido para
eutandsia. Os animais foram mortos na 15* semana, apos a administragdo com solugdo estéril
por inje¢ao.

GRUPO 04 - (G4) Grupo controle com ratos sem indugdo com azoximetano e sem
tratamento com extrato aquoso do latex da Euphorbia tirucalli L. — Os animais receberam
agua e racdo ad libitum. Foi administrado em dose tnica diaria solu¢do por gavagem, 2 ml de
Solucao Fisioldgica 0,9% (SF). Continuaram recebendo a solu¢do por gavagem didria até o
dia estabelecido para eutandsia. Os animais foram mortos na 15 semana, correlacionando-se

com inicio da administragdo do carcindégeno com grupo 01.

PROCEDENCIA DO CARCINOGENO

O Azoximetano (Sigma-Aldrich Co.) foi obtido através do contato com empresa
fornecedora. O mesmo veio na apresentacdo de frasco-ampola 100mg. Sendo este diluido em
dgua para inje¢dao estéril para manter uma concentracdo de 12mg/Kg do animal, sendo

administrado por via intraperitoneal uma vez por semana por duas semanas (Fig. 1).

PROCEDENCIA DO MATERIAL BOTANICO ESTUDADO

O material utilizado na elaboragdo deste trabalho procedeu do Horto de Plantas
Medicinais Professor Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceara,
campus do Pici (Fig. 2), e a planta identificada no Herbario Prisco Bezerra no Departamento
de Biologia na Universidade Federal do Ceara sob nimero de excicata 38702 com

classifica¢do taxondmica de Euphorbia tirucalli L. (Fig. 3).
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As coletas foram realizadas no periodo de agosto de 2005 a fevereiro de 2006. Durante
as coletas o vegetal manteve suas caracteristicas de coloragao verde-clara, caule filiforme nao
se observando em nenhum momento florescéncia neste periodo.

O latex foi coletado através de ranhuras obliquas no caule com profundidade méxima
de 0,5 cm com lamina de bisturi nimero 24 e o gotejamento do latex amparado em vidro

limpo e seco.

SEMANAS

0 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16

AOM AOM
Gmpo 1 |:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::':
08 RATOS
Grupo 2 ﬂ ﬂ
08 RATOS N \ §
grl‘g(} gs e
Grupo 4
08 RATOS

EUTANASIA

Figura 1 — Delineamento do experimento: Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano
(AOM); Grupo 02 — Azoximetano (AOM); Grupo 03 — Euphorbia tirucalli L; Grupo 04 —
Solucao Fisiologica 0,9%; Inducdo com Azoximetano (AOM) 12 mg/kg ﬂ ; Eutanasia —t .
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OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO DO LATEX DA Euphorbia tirucalli L.

Ao latex foi adicionada 4dgua destilada na propor¢do 1:1 e utilizado procedimento de
filtragdo com gazes, no intuito de separar o latex do extrato hidrofilico da planta. A filtragao
foi realizada por meio de gazes estéreis sob ar ambiente.

O extrato aquoso foi acondicionado em freezer a -20°C e depois de congelado
submetido a liofilizagdo (Savant modelo VLP200). O material liofilizado foi pesado em
balanga analitica (Mettler P3), com precisdo decimilesimal.

Para administracdo aos animais, o material liofilizado foi pesado mantendo uma
concentragdo de 400mg/kg do animal em questdo e diluido com agua destilada e adicionado
0,2ml de TWEEN 80 P.S. (Polissorbato 80 - Vetec®) para ajudar na homogeneizacao e
posteriormente centrifugado por cinco minutos com rota¢do de 3000 rpm e o sobrenadante

aspirado e administrado por gavagem ao animal.

PESAGEM DOS ANIMAIS

Todos os animais foram pesados pelo mesmo examinador e utilizando a mesma
balanca (balanga analitica Ohaus AS 2600): no inicio do experimento, semanalmente e¢ no dia

determinado para a eutandsia.
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Figura 2 — Planta Euphorbia tirucalli L. do Horto de Plantas Medicinais Professor Francisco
José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceard, campus do Pici



Figura 3- Excicata com classificagdo taxonomica de Euphorbia tirucalli L.
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GAVAGEM
Utilizou-se para gavagem oral canula curva com 8 cm e protetor distal esférico (18G x
2” x 2,25 mm) adaptada a seringa plastica de 05 ml, para evitar trauma em regido esofagica,

inserida na boca do animal, este sendo contido manualmente pela apreensao do dorso (Fig. 4).

Figura 04 — Infusdo por gavagem com canula com protetor esférico

AVALIACAO CLINICA
Os animais foram avaliados do ponto de vista clinico diariamente. Foi observado se
houve mudancas espontineas no comportamento (reatividade, imobilidade), contragdes

involuntarias, piloere¢do, ptose, respiragao.
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PROCEDIMENTO OPERATORIO

Os animais permaneceram 12 h recebendo somente dgua mineral ad libitum, até o
inicio do ato operatorio.

Foram anestesiados com vapor de éter dietilico em recipiente fechado e posicionados
em decubito dorsal sobre prancha de madeira ¢ imobilizados por fixagdo dos membros
superiores ¢ inferiores com ligas de borracha (Fig. 5). Entao, submetidos a laparotomia por
incisdo mediana xifo-pubiana com exposi¢cdo da cavidade abdominal (Fig. 6). Posteriormente,
realizou-se exposi¢do do reto e colo para realizagdo da proctocolectomia. Apds, os animais
foram mortos por sec¢dao da aorta abdominal com conseqiiente choque hipovolémico. A pega
foi aberta na borda anti-mesocolica, lavada com soro fisiologico e distendida sobre superficie

plana para avaliagdo macroscopica.

Figura 5- Posi¢ao do animal com tricotomia da parede abdominal para procedimento

operatorio
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Figura 6 — Laparotomia com incisdo mediana xifo-pubica.

AVALIACAO MACROSCOPICA

Apo6s a remogao do colo, este foi aberto longitudinal na borda antimesocolica e lavado
com soro fisioldgico. O mesmo foi cuidadosamente estendido em papel tipo “craft”, tendo
sido avaliado a presenca de adenomas ou tumores coélicos (Fig. 7).

Posteriormente, o colo foi dobrado cuidadosamente em seu eixo de forma concéntrica,
no intuito de reduzir a presenga de pregas na mucosa coélica, o que interferiria na visualiza¢ao

das criptas. O material foi submerso em solucdo de formalina a 10% para fixagao (Fig. 8).

Figura 7 — Exposicao longitudinal do colon aberto em papel “craft”
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Figura 8 — Peca envolta em papel “craft”, apos ser dobrada em seu eixo de forma

concéntrica.

AVALIACAO MICROSCOPICA

Os focos de cripta aberrante foram quantificados de acordo com Bird (1987), que os
definiu como criptas que apresentam: aberturas luminais alteradas; exibem espessamento
epitelial e s3o mais largas que as criptas adjacentes. A pega foi corada com azul de metileno a
0,1% em PBS (solucdo tamponada fosfatada) por 2 min previamente a contagem. A mucosa
colica foi avaliada por dois examinadores utilizando-se do microscopio de luz com
magnificacdo de 40X. O nimero de focos de cripta aberrante e o nimero de criptas por cada
foco (multiplicidade) foram avaliados de forma continua de acordo com a localizacao cdlica,
esta localizagdo foi determinada contando-se 05 cm a partir do anus para regido cecal e
definidas como regido distal, média e proximal a medida que se aproxima da regido cecal
(Fig. 9). O segmento coélico retirado foi dobrado e acondicionado sempre pelo mesmo

examinador.
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| _ | _ | ~ |5 em
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DISTAL MEDIA PROXIMAL

ANUS » CECO

Figura 9 — Esquema de segmento colico corado com azul de metileno 0,1 % de acordo
com a localizacdo célica, localizagdo foi determinada contando-se 05 cm a partir

do anus para regiao cecal e definidas como regiao distal, média e proximal.

AVALIACAO ESTATISTICA
Os resultados foram analisados nos diferentes grupos utilizando ANOVA e Teste-T

(independente). Diferencas estatisticamente significantes foram consideradas quando p<0,05.
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Foi realizado estudo comparativo entre os grupos estudados em relagdo ao peso,

avaliagdo clinica e avaliagdo macroscopica e microscopica (quantificagdo de focos de cripta

aberrante e sua multiplicidade) (Fig.10 -14).

4.1 AVALIACAO DO PESO

Durante as 16 semanas do experimento, ndo observamos diferenga significante entre

os grupos estudados. A distribuicdo da média dos pesos durante o experimento encontram-

se na tabela 1.

Tabela 1 — Distribui¢do do peso em gramas nas 16 semanas do experimento. Valores da
média dos grupos estudados: Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano
(AOM); Grupo 02 — Azoximetano (AOM); Grupo 03 — Euphorbia tirucalli L.;
Grupo 04 — Solugao Fisiologica 0,9% .

GRUPO/ G1 G2 G3 G4
SEMANAS
1# 139,62 162,25 221,50 192,50
22 153,12 176,37 227,37 204,00
32 148,75 171,37 215,00 206,62
42 147,62 208,25 231,25 233,28
52 187,85 207,50 199,37 229,28
62 203,57 220,00 206,87 237,85
72 225,00 234,37 239,37 247,14
82 242,85 255,00 261,87 258,50
92 255,00 268,75 276,25 272,50
10° 270,71 283,75 291,87 290,00
11° 250,71 27437 279,37 273,75
122 257,85 281,25 287,50 281,25
132 272,85 284,37 297,50 313,75
142 279,85 290,62 305,00 321,25
152 285,00 296,87 311,25 327,50
162 291,42 303,12 317,50 333,75
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Figura 10 — Progressdo temporal do peso nas 16 semanas do experimento. Valores da
média dos grupos estudados: Grupo 01 (Gl)- Euphorbia tirucalli L. +
Azoximetano (AOM); Grupo 02 (G2) — Azoximetano (AOM); Grupo 03 (G3) —
Euphorbia tirucalli L; Grupo 04 (G4) — Solugao Fisiologica 0,9%.

4.2 AVALIACAO CLINICA

No grupo 03, grupo estudo controle com ratos sem indu¢do com azoximetano e
tratados com extrato aquoso do latex da Euphorbia tirucalli L., observou-se agressividade
acompanhada de canibalismo com presenga de mutilagio em caudas, resolvido com
isolamento dos animais, mantendo um animal por caixa (Fig. 11).

Nao foram observadas nos outros animais mudangas espontaneas no comportamento
(reatividade, imobilidade), contragdes involuntarias, piloere¢do, ptose ou alteracdes na
respiragao.

Durante experimento, houve morte de 02 animais, um no grupo 01 e outro no grupo
04. Nao houve como avaliar a causa 0bito no animal do grupo 04 devido o grau avangado
de destrui¢do causada pelos outros animais da gaiola. O animal do grupo 01 morreu por
inoculagdo do extrato aquoso de Euphorbia tirucalli L. de forma acidental em via

respiratoria.
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Figura 11— Mutila¢do na cauda de animal do Grupo 03 - Euphorbia tirucalli L.

4.3 AVALIACAO MACROSCOPICA

Apods a remogdo do colo, este foi aberto longitudinal na borda antimesocoélica e

lavado com soro fisiologico, o0 mesmo foi cuidadosamente estendido em papel tipo “craft”

observando quanto a presenca de lesdes com aspecto adenomatoso (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribui¢do de lesdes de aspecto adenomatoso vistos @ macroscopia de acordo
com localizagdo colica entre os grupos estudados: Grupo 01- Euphorbia
tirucalli L. + Azoximetano (AOM); Grupo 02 — Azoximetano (AOM); Grupo 03
— Euphorbia tirucalli L; Grupo 04 — Solugao Fisiologica 0,9%.

GRUPOS ADENOMAS
DISTAL MEDIA PROXIMAL
G1 - - -
G2 03 01 ]
G3 - - -
G4 01 ; _
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4.4 AVALIACAO MICROSCOPICA
4.4.1 INDUCAO DE FOCOS DE CRIPTA ABERRANTE

4.4.1.1 CONTAGEM TOTAL DOS FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES

Foram observados focos de criptas aberrantes em animais de todos os grupos. Os
resultados da média e desvio padrdo dos grupos além da analise de normalidade pelo teste
K-S estao dispostos na tabela 3.

A analise estatistica entre os grupos sem o uso de azoximetano (Grupo 3 e Grupo 4)
nao mostra diferenga estatistica conforme teste de Mann-Whitney (P=0,1281). Assim, nao
sugere que haja fator pré-carcindgeno com uso do extrato aquoso da planta estudada (fig.
..... ).

Quando avaliado o comportamento do uso do extrato aquoso da Euphorbia tirucalli
L. em animais submetidos a indugdo de FCA por azoximetano (Grupo 01 e Grupo 02),
observa-se redugdo da indugdo dos FCA diante do uso do extrato da planta (P= 0,0037)
conforme teste T ndo-pareado com correcdo de Welch para amostras com variancia (fig.

..... ).

Tabela 3 - Distribuicdo da média e desvio padrao do ntimero total de FCA além da analise
de normalidade pelo teste K-S nos grupos estudados: Grupo 01- Euphorbia
tirucalli L. + Azoximetano (AOM); Grupo 02 - Azoximetano (AOM); Grupo 03
— Euphorbia tirucalli L; Grupo 04 — Solugédo Fisioldgica 0,9%.

GRUPOS MEDIA |DESVIO PADRAO TESTE K-S
Gl 8,43 +5,32 Sim
G2 17,57 +12,07 Sim
G3 1,29 +1,39 Sim
G4 0,65 +0,86 N&o

4412 AVALIACAO DA MULTIPLICIDADE DOS FOCOS DE CRIPTAS
ABERRANTES ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO COM CARCINOGENO

A avaliagdo da multiplicidade dos focos de cripta foi realizada comparando o

nimero de FCA com até 04 criptas em relagdo ao numero de FCA com cinco ou mais

criptas nos grupos G1 e G2. Os dados gerais estdo dispostos na tabela 4 e analise estatistica
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realizada através do teste qui-quadrado que demonstra reducdo da multiplicidade dos FCA

no grupo 01 em relagdo ao grupo 02 (P<0,0001).

Tabela 4 - Avaliagdo da multiplicidade dos focos de cripta foi realizada comparando o
nimero de FCA com até 04 criptas em relacdo ao numero de FCA com cinco ou
mais criptas no Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano (AOM) e
Grupo 02 - Azoximetano (AOM).

NUMERO DE
CRIPTAS POR
FOCO G1 G2 TOTAL
Até 04 criptas 154 201 355
05 ou mais Criptas 18 168 186
Total 172* 369 541

Teste qui-quadrado que demonstra redugdo significante da multiplicidade dos FCA no

grupo 01 em relagdo ao grupo 02 (P<0,0001)*.

4.4.2 AVALIACAO SEGMENTAR DA DISTRIBUICAO DOS FCA
4.4.2.1 SEGMENTO DISTAL

Observamos no segmento distal que a distribuicdo da média e desvio padrao do
numero de focos de cripta aberrante ndo apresentou diferencga significante entre os grupos

01 e 02 ao aplicar-se o teste T (ndao-pareado).

Tabela 5 - Distribui¢do da média e desvio padrao do nimero de FCA no segmento distal
nos grupos estudados: Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano (AOM);
Grupo 02 - Azoximetano (AOM); Grupo 03 — Euphorbia tirucalli L; Grupo 04 —
Solugao Fisiologica 0,9%.

GRUPOS N MEDIA DESVIO PADRAO
G1 7 14,00 +3,74
G2 5 30,00 +17,42
G3 8 1,87 +1,72
G4 4 1,00 +0,81
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Figura 12 — Média e desvio padrdo do numero de FCA em segmento distal nos grupos
estudados: Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano (AOM) e Grupo 02 —
Azoximetano (AOM).

4.4.2.2 SEGMENTO MEDIO

No segmento médio a distribui¢do da média e desvio padrao do nimero de focos de

cripta aberrante apresentou diferenga significante quando comparado o grupo 01 com grupo

02 ao aplicar-se o teste T (ndo-pareado) com P<0,001 (Tabela 6).

Tabela 6 — Distribui¢do da média e desvio padrdo do numero de FCA no segmento médio
nos grupos estudados: Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano (AOM);
Grupo 02 — Azoximetano (AOM); Grupo 03 — Euphorbia tirucalli L; Grupo 04
— Solugao Fisiologica 0,9%.

GRUPO N MEDIA DESVIO PADRAO
G1* 7 6,85 +4.56
G2 8 18,87 +3,90
G3 8 1,50 +1,19
G4 7 0,71 +0,95

" Diferenca significante do grupo 02 Teste T (ndo-pareado) (P<0,001)
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Figura 13 — Média e desvio padrao do numero de FCA em segmento médio nos grupos
estudados: Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano (AOM) e Grupo 02 —
Azoximetano (AOM). Diferenca significante do grupo 02 Teste T (ndo-pareado)
(P<0,001)*.

4.4.2.3 SEGMENTO PROXIMAL

No segmento proximal a distribuicdo da média e desvio padrao do niamero de focos

de cripta aberrante apresentou diferenga significante quando comparado o grupo 01 em

relagdo ao grupo 02 ao aplicar-se o teste T (ndo-pareado) com P=0,042.

Tabela 7 — Distribuicdo da média e desvio padrdo do numero de FCA no segmento

proximal nos grupos estudados:

Grupo 01-

Euphorbia tirucalli

L. +

Azoximetano (AOM); Grupo 02 — Azoximetano (AOM); Grupo 03 — Euphorbia
tirucalli L; Grupo 04 — Solucao Fisiologica 0,9%.

GRUPOS N MEDIA DESVIO PADRAO
Gl 7 4,42 +1,39
G2 8 8,50 +4,59
G3 8 0,50 +0,92
G4 7 0,28 +0,75

" Diferenca significante do grupo 02 Teste T (ndo-pareado) (P=0,042)
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Figura 14 — Média e desvio padrao do niimero de FCA em segmento proximal nos grupos
estudados: Grupo 01- Euphorbia tirucalli L. + Azoximetano (AOM) e Grupo 02
— Azoximetano (AOM). Diferenca significante do grupo 02 Teste T (ndo-
pareado) (P=0,042)*.
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5 DISCUSSAO

A incidéncia e mortalidade por cancer tém apresentado uma tendéncia ao
crescimento mundialmente, configurando as neoplasias como um problema de satde
publica. A alta prevaléncia de CCR em paises industrializados ocidentais, acompanhado do
aumento na sua incidéncia e mortalidade, pode estar relacionado com envelhecimento das
populagdes e modificacdes no estilo de vida, tanto em relagdo a maior presenga do
sedentarismo como utilizagdo de dietas industrializadas e gorduras saturadas (BURKITT,
1971; MACQUART-MOULIN, 1987; STEMMERMANN, 1990; WINJNANDS, 2004).

Atualmente ha um grande interesse na protecdo e terapéutica de certos componentes
quimicos existentes em plantas em algumas doengas cronicas. Essas substancias conhecidas
como componentes bioativos sdo disponiveis largamente na natureza. A melhor descri¢ao
destes componentes bioativos estd no poder antioxidante, como a vitamina E, componentes
fenolicos, flavonoides e carotendides (BOATENG, 2006).

Fearon e Vogelstein (1990), propuseram a seqiiéncia adenoma-carcinoma que
consiste em modelo de carcinogénese em que ocorre progressdao histologica da mucosa
normal para adenomas de fase precoce em humanos e que estes contém epitélio displasico e
surgem de mutagdes do gene APC (“adenomatous polyposis coli”), seguida de ativagdo da
proteina k-ras e mutagdo das proteinas DCC e p53 (FEARON, 1990). Segundo Winawer
(1999), os fatores ambientais e susceptibilidade hereditaria podem ser os principais agentes
nesta seqiliéncia de eventos.

A carcinogénese ¢ um processo complexo de multiplos passos, envolvendo eventos
celular, molecular e morfologico, neste ocorre discretas mudangas na mucosa normal para
um epitélio hiperproliferativo, evoluindo para uma transformagdo neoplasica (BIRD, 1995;
VOGELSTEIN, 1988; 2000; BOATENG, 2006). Todo o processo pode ser dividido em
trés estagios: inicia¢do, promog¢ao e progressdao. A formacao de lesdes pré-neopléasicas com
seus varios graus de displasia representam um passo obrigatorio na carcinogénese do colo,
e muito esforco tem sido dedicado para identificacdo e caracterizagdo dos processos
displasicos em humanos e em modelos animais experimentais, principalmente na pesquisa

de agentes preventivos (FEMIA; TAKAHASHI, 2004; MORI, 2005).
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O foco de cripta aberrante (FCA) tem sido implicado por autores como a lesdo pré-
neoplasica mais precoce com presenca de displasia, esta alteracdo esta relacionada como
lesdo precursora de adenomas colorretais e cancer em humanos (BIRD, 1995;
CUMMINGS; RONCUCCI, 2000; TAKAYAMA, 2001; ADLER, 2002).

Inicialmente descritas por Bird (1987), em experimentos com colo de roedores
corados em azul de metileno e tratados com carcindgenos especificos, os FCA sao
definidos como criptas que apresentam: aberturas luminais alteradas; exibem espessamento
epitelial e sdo mais largas que as criptas adjacentes. Apresentam como caracteristicas
serem induzidas por agente carcinogénico especifico de modo dose-dependente; cada FCA
evolui de uma cripta alterada; exibem caracteristicas pré-neoplésicas (displasia, padrao
proliferativo anormal, mutacdo K-ras); tamanho e multiplicidade das criptas aumentam
com o tempo; caracteristicas como crescimento ¢ numero predizem o desfecho tumoral e
quantifica os riscos, além de FCA estar presente nos individuos com alto risco para
desenvolvimento de cancer (BIRD, 2000).

Entender a natureza do surgimento destas lesdes precoces na carcinogénese
colorretal deve contribuir para esclarecimento dos mecanismos subjacentes na neoplasia
colica e nos esfor¢os em encontrar biomarcadores e agentes preventivos eficazes (HIROSE,
2003; MORI, 2005).

O uso de modelos animais apresenta-se como oportunidade para o estudo biolégico
da doenca e para teste de hipoteses ligada a fatores ambientais na etiologia e prevengao do
CCR. O rato foi escolhido para este estudo, pois ¢ de baixo custo apresenta tamanho
reduzido ¢ de facil aquisi¢do, manutengdo e apresenta elevada resisténcia a infec¢cdo e ao
trauma (FESTING, 1979; ANDRADE, 2002). Varias pesquisas que envolveram formagao
de FCA por carcinégenos quimicos utilizaram este animal, que se mostrou adequado aos
estudos (BIRD, 1987, 1995, 2000; CADERNI, 1995; BROWN, MAGNUSON, 2000;
CORPET, 2002; HIROSE, 2003; MORI, 2005; MARTINEZ-FERRER, 2006). Os FCA
ocorrem em todas as espécies de roedores testadas com carcindgenos, como hamsters, ratos
e camundongos (BIRD, 2000). Contudo, o desenvolvimento espontaneo de FCA em baixa
freqiiéncia em ratos ¢ também descrito na literatura (TANAKAMARU, 2001;
FURUKAWA, 2002).
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De fato, desde que FCA foram utilizados como preditor em animais induzidos com
carcinogenos, diferentes métodos tem sido adotados para definir as caracteristicas dos FCA
correlacionadas com a carcinogénese. Alguns estudos correlacionam com o nimero de
FCA, outros com a multiplicidade de criptas, ou com aumento na morfologia (CADERNI,
1995; MAGNUSON, 2000).

A escolha do modelo de formagdo de cripta aberrante por azoximetano foi pela sua
simplicidade, reprodutibilidade e facil aplicagdo aos animais de pequeno porte, sendo
amplamente utilizado na literatura (BIRD, 1987, 1995, 2000; CADERNI, 1995; BROWN,
MAGNUSON, 2000; CORPET, 2002; HIROSE, 2003; MORI, 2005; MARTINEZ-
FERRER, 2006). Nesse modelo, os FCA sdo produzidos pela ativagdo do AOM pelo
figado, sendo carreado ao coélon pela corrente sanguinea ou via biliar como glucoronideo
conjugado. Levando a metilagio do DNA, principalmente nas posi¢des N’- e O°- da
guanina (SHAFFHILL, 1985). Em lesdes induzidas por AOM, mutacdes K-ras sdo
freqlientes de modo semelhante ao cancer em humanos, enquanto mutagdes Apc e p53 sao
raramente observadas (CADERNI, 1997; BIRD, 2000).

Nesse estudo, foi utilizado azoximetano na dose 12 mg/kg, administrado por via
intraperitoneal, com intervalo de uma semana entre as administragdes. A dosagem de 12
mg/kg teve com base a literatura, verificou-se que os protocolos utilizavam entre 10 — 20
mg/kg do carcindgeno apresentando para estudo efetiva producdo de FCA (BIRD, 1987;
MAGNUSON, 2000; FURIHATA, 2002; HIROSE, 2003; BUNPO, 2004; BOATENG,
2006). A utilizacdo de duas administragdes baseia-se em Bird (1995) que suscitou um
questionamento sobre o efeito de uma ou multiplas administracdes na inducdo da
carcinogénese colica e no aspecto dos FCA. Verificou que para um melhor entendimento
dos mecanismos da carcinogénese multiplas exposi¢des do colon realgcam a incidéncia de
tumores e sua multiplicidade.

Para elucidar a natureza destes eventos, Bird (1995) realizou estudo utilizando ratos
Sprague-Dawley que foram expostos a uma, duas e quatro injecdes de AOM (10
mg/kg/semana/subcutineo), e mortos na 6, 14* e 28" semana apds a primeira indugio.
Demonstrou que existem disparidades regionais no célon em relacdo a aparéncia e

caracteristicas dos FCA e tumores, que a dinamica do processo da doenga como o nlimero e
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crescimento de FCA sdo afetados significativamente pela freqiiéncia da exposi¢do do
carcinogeno e o tempo do experimento.

O tempo do experimento utilizado neste estudo em 16 semanas baseia-se na
premissa de que a maioria dos protocolos utiliza avaliagdo em curto prazo. Caderni (1995)
justifica esta opcao devido a facilidade de realizacdo, o desenvolvimento rapido das lesdes
de FCA (2 a 4 semanas apds inducdo com carcindgeno) e a relativa diminui¢ao do niamero
de animais envolvidos nos testes de modulagdo de efeitos quimicos e/ou dietéticos para
carcinogénese .

A Euphorbia tirucalli L. pertence ao grupo das Angiospermas, encerra a classe
Magnolidae (dicotiledonea), que se subdivide na subclasse Rosidae, esta agrupada na
ordem das Euphorbiales, familia Euphorbiaceae (BARROSO, 1986).

O vegetal escolhido como objeto deste estudo se apresenta como arbusto grande de
caracterisica semi-lenhosa, originario da Africa. Apresenta altura de 3 a 7 metros, contendo
inimeros ramos verdes, suculentos, cilindricos e lactescentes. Praticamente ndo possui
folhas. Suas flores sdo pequenas e raras. No extrato aquoso da Euphorbia tirucalli L.
constata-se a presenca de compostos triterpendides, saponinas, flavondides, taninos e
compostos fenolicos. Atribui-se a atividade antitumoral aos componentes flavonoides e
compostos triterpendides, contudo com mecanismos ainda ndo elucidados
(FURSTENBERGER, 1986; ALVES, 2000).

Os ésteres de forbol sdo derivados de diterpenos tetraciclicos e parecem estar
restritos as familias Euphorbiaceae e Thymelaceae. Estes compostos sdo freqiientemente
estudados devido as suas atividades promotoras de tumor e inflamatorias.
Os mecanismos moleculares que regem a atividade promotora de tumor dos ésteres de
forbol sdo diferentes dos mecanismos que desencadeiam a atividade inflamatoria. A
atividade promotora de tumor parece estar associada a habilidade que os ésteres de forbol
apresentam de substituir o diacilglicerol na ativagdo da proteina quinase C, e também
devido 4s capacidades de estimular a sintese de proteinas, de RNA e de DNA,
comportando-se como agentes mitogénicos e estimulando o crescimento celular, mesmo em
doses muito baixas. J4 na atividade inflamatoria, os ésteres de forbol mobilizam
fosfolipideos, liberam &cido araquiddonico e causam a secre¢do de prostaglandinas, levando

a uma resposta inflamatoria dos tecidos (EVANS & EDWARDS, 1987). Cataluia (1999)
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descreveu a presenga de ésteres de forbol (12-O-tetradecanol phorbol-13-acetato e 4-
deoxyphorbol) como promotores no desenvolvimento de linfoma de Burkitt e carcinoma de
nasofaringe. Sendo estas afec¢des endémicas nos locais em que Euphorbia tirucalli L esta
distribuida no meio ambiente.

O’Pessoa (1992) em testes in vivo da atividade antitumoral com extrato
hidroalcodlico em carcinoma de Ehrlich (s6lido) nas doses de 1 e 2 mg/Kg , apresentou
inibi¢do significativa do crescimento tumoral respectivamente em 58 ¢ 60% , embora nao
tenha sido encontrada uma atividade citotoxica significativa, sugerindo uma atividade
antitumoral indireta.

Alves (2000) ndo observou redug¢do no volume de tumores solidos de Walker 256
nas dosagens intraperitoneais de 100 mg/kg e 400 mg/ kg de extrato aquoso de Euphorbia
tirucalli L., mas observou na concentra¢ao de 1000 mg/Kg o extrato induziu ou estimulou o
crescimento desses tumores.

Rezende (2004) evidenciou o potencial antimutagénico do latex de Euphorbia
tirucalli preparado nas concentragdes 0,1% e 0,2% pelo tratamento de conidios dormentes,
no sistema metionina, em Aspergillus nidulans. Observando que novas pesquisas podem ser
realizadas no intuito de extrair e purificar a molécula responsavel pela atividade
antimutagénica da planta.

No presente estudo, apesar de nao existir um estudo especifico na literatura que se
propusesse como parametro de realizagcdo e discussdo, outros protocolos utilizando drogas
quimiopreventivas (inibidores da ciclooxigenase-2 (COX-2), extratos de plantas ou seus
constituintes ativos) direcionados na supressdo da formagdo de FCA, serviram para o
delineamento da pesquisa (BROWN, 2000; CORPET, 2002; MORIOKA, 2004; FRANK;
MARTINEZ-FERRER; TAKAHASHI, 2006).

Rao (2002) observou em modelos animais de cancer colico induzidos por AOM um
aumento da atividade de Oxido Nitrico Sintetase induzido (iNOS) e COX-2 (cicloxigenase-
2) em mucosa colica de ratos F344. E demonstrou que ha importante supressdo destes
(iINOS e COX-2) nos animais que foram tratados com inibidores seletivos de iNOS.

Takahashi (1997, 2000) também demonstrou que a expressdao iNOS ¢ alta em cancer
de colon em humanos, e em marcadamente elevada em cancer célico de ratos induzidos

com AOM, também ¢ encontrado na maioria dos adenomas ¢ em FCA displasicos.
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Takahashi (2004) sugeriu modelo de carcinogénese induzida por AOM, envolvendo
alterag¢do na expressao de proteinas e em mutagdo genéticas. Segundo o autor o AOM induz
mutacdes K-ras contribuindo para induzir alteragdes hiperplasicas, enquanto mutagdes na
[-catenina parecem estar envolvidas em lesdes displasicas. O gene K-ras modificado altera
a regulacdo de ciclina-D1 e COX-2 realcando a expressao de iNOS na presenca do
estimulo inflamatorio. A superexpressdao de COX-2 produz excesso de prostaglandinas
levando a um decréscimo na apoptose e aumento na proliferagdo celular.

Apesar de resultados controversos na literatura sobre a antividade anti-neoplasica
e/ou atividade promotora dos extratos de Euphorbia tirucalli L.. Verificamos no presente
estudo que o extrato aquoso da Euphorbia tirucalli L. apresentou na concentragdo de
400mg/kg uma diminuicdo significante do nimero de FCA no segmento médio e proximal
(p<0,05).

Houve uma predominancia no estudo da presenga de 03 a 05 criptas por FCA em
todos os segmentos, nos grupos induzidos com carcinégeno. No segmento médio houve
diferenga significante do grupo 01 em relagdo ao grupo 02 em numero de criptas por focos
(P<0,05). No grupo 04 (SF) houve formacao espontanea de algumas criptas aberrantes.
Contudo, ¢ descrito na literatura o desenvolvimento espontineo de FCA em baixa
freqiiéncia em ratos (TANAKAMARU, 2001; FURUKAWA, 2002).

Os mecanismos da atividade inibitoria do extrato aquoso de Euphorbia tirucalli L,
ainda merecem elucidagdes. Sabe-se que a Centella asiatica possui componente
triterpénico (saponinas) semelhante a E. tirucalli. L, Bunpo (2004) evidenciou efeito
inibitorio da Centella asitica em FCA induzidas por AOM. O autor observou que o extrato
C. asiatica suprimiu a proliferacdo celular nas regides média e basal das criptas,
favorecendo inducdo a apoptose nas criptas coélicas, indicando que a modificacdo da
proliferagdo celular e o favorecimento da indugdo da apoptose estdo associadas com a
inibi¢ao da formagao dos FCA.

Este estudo sugere a possivel utilizagdo do extrato aquoso de Euphorbia tirucalli L.
como agente quimiopreventivo em relagdo ao desenvolvimento de focos de cripta
aberrante, mas os mecanismos da atividade inibitéria ainda merecem elucidagdes. Novos
estudos sdo necessarios para esclarecimento do papel inibitorio da Euphorbia tirucalli L. na

presenga de FCA induzidos por AOM.
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6 CONCLUSAO

- O uso do extrato aquoso de Euphorbia tirucalli L. na dose de 400mg /kg foi capaz de
inibir a formacgao de focos de cripta aberrante nos segmentos médio e proximal do colon

em ratos induzidos com azoximetano.



52

7 REFERENCIAS

ADACHI, M.; RYAN, P.; COLLOPY, B.; FINK, R.; MACKAY, J.; WOODS, R.;
OKINAGA, K.; MUTO, T.; MORIAKA, Y. Adenoma-carcinoma sequence of the large
bowel. Aust. N. Z. J. Surg., v. 61, n. 6,p. 409- 414, 1991.

ADLER, D.G.; GOSTOUT, C.J.; SORBI, D.; BURGART, L.J.; WANG, L,
HARMSEN, W.S. Endoscopic identification and quantification of aberrant crypt foci in
the human colon. Gastrointest. Endosc., v. 56,n. 5, p. 657-662, Nov. 2002.

ALVES, C.S.B. Estudo da atividade antitumoral da Euphorbia tirucalli L. (aveloz):
abordagens fitoquimica e farmacologica. Dissertacdo (Mestrado), Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, Brasilia, 2000.

AMERICAN CANCER SOCIETY. Cancer facts & figures 2007. Atlanta. American
Cancer Society, 2007. Disponivel em
<http://www.cancer.org/download/STT/CAFF2007PWSecured.pdf>. Acesso em 06 de
fevereiro de 2007.

ANDRADE, A. Animais de laboratorio: criagdo e experimentacdo. Organizado por
Antenor Andrade, Sérgio Correia Pinto e Rosilene Santos de Oliveira. — Rio de Janeiro:
Editora Fiocruz, 2002. 388 p.

ARAUJO, S.E.A.A.; ALVES, P.R.A.; HABR-GAMA, A. Role of colonoscopy in
colorectal cancer. Rev. Hosp. Clin. Méd. S. Paulo, v. 56, n.1,p. 25-35, 2001.

BANI, S.; KAUL, A.; JAGGI, B.S.; SURI, K.A.; SURI, O.P.; SHARMA, O.P. Anti-
inflammatory activity of the hydrosoluble fraction of Euphorbia royleana latex.
Fitoterapia, v.71, p. 655-662, 2000.

BARROSO, G.M. Sistematica das angiospermas do Brasil. Imprensa Universitaria,
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, 1986, v.1, 377 p.

BETANCUR-GALVIS, L.A.; MORALES, G.E.; FORERO, J.E.; ROLDAN, J.
Cytotoxic and antiviral activities of Colombian medicinal plant extracts of the
Euphorbia genus. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v. 97, n. 4, p. 541-546, 2002.

BIRD, R.P. Observation and quantification of aberrant crypts in the murine colon
treated with a colon carcinogen: preliminary findings. Cancer Lett., v. 37, p. 147-151,
1987.

BIRD, R.P. Role of aberrant crypt foci in understanding the pathogenesis of colon
cancer. Cancer Lett., v. 93, p. 55-71, 1995.

BIRD, R.P.; GOOD, C.K. The significance of aberrant crypt foci in understanding the
pathogenesis of colon cancer.Toxicol Lett, v.15, n.112-113, p. 395-402, Mar. 2000.



53

BOATENG, J.; VERGHESE, M.; CHAWAN, C.B.; SHACKELFORD, L.; WALKER,
L.T.; KHATIWADA, J.; WILLIAMS, D.S. Red palm oil suppresses the formation of
azoxymethane (AOM) induced aberrant crypt foci (ACF) in Fisher 344 male rats. Food
Chem. Toxicol., v. 44, p. 1667-1673, 2006.

BRASIL. Ministério da Satde — Instituto Nacional do Cancer — Estimativa da
Incidéncia e Mortalidade por Cancer no Brasil 2003. Rio de Janeiro, 2003.

BRASIL. Ministério da Satde. Secretaria de Atencdo a Saude. Instituto Nacional de
Cancer. Coordenagao de Prevengao e Vigilancia. Estimativa 2006: Incidéncia de Cancer
no Brasil. Rio de Janeiro, INCA, 2005. Disponivel em
<http://www.inca.gov.br/estimativa/2006>. Acesso em 06 de fevereiro de 2007.

BROWN, W.A.; SKINNER, S.A.; MALCONTENTI-WILSON, C.; MISAJON, A.; DE
JONG, T.; VOGIAGIS, D.; O’BRIEN, P.E..Non-steroidal anti-inflammatory drugs with
different cyclooxygenase inhibitory profiles that prevent aberrant crypt foci formation
but vary in acute gastrotoxicity in a rat model. J. Gastroenterol. Hepatol., v. 15, n. 12,
p. 1386-1392, Dec. 2000.

BUNPO, P.; KATAOKA, K.; ARIMOCHI, H.; NAKAYAMA, H.; KUWAHARA, T.;
BANDO, Y.; IZUMI, K.; VINITKETKUMNUEN, U.; OHNISHI, Y. Inhibitory effects
of Centella asiatica on azoxymethane-induced aberrant crypt focus formation and
carcinigenesis in the intestines of F344 rats. Food Chem. Toxicol., v. 42, p. 1987-1997,
2004.

CADERNI, G.; GIANNINI, A.; LANCIONI, L.; LUCERI, C.; BIGGERI, A.;
DOLARA, P. Characterisation of aberrant crypt foci in carcinogen-treated rats:
association with intestinal carcinogenesis. Br. J. Cancer, v.71, p.763-769, 1995.

CADERNI, G.; FILIPPO, D.; LUCERI, C.; FAZI, M.; DOLARA, P.; BAZZICALUPO,
M. Apc mutations in aberrant crypt foci and colonic tumors induced by azoxymethane
in rats. Proc. Am. Assoc. Cancer Res., v. 38, n. 3122, p. 467 — 472, 1997.

CADERNI, G.; FEMIA, A.P.; GIANNINI, A.; FAVUZZA, A.; LUCERLC,;
SALVADORI, M.; DOLARA, P. Identification of mucin-depleted foci in the
unsectioned  colon  of  azoxymethane-treated  rats: correlation  with
carcinogenesis.Cancer Res., v. 63, p. 2388-2392, May 2003.

CATALUNA, P.; RATES, S.M.K. The traditional use of the latex from Euphorbia
tirucalli linnaeus (euphorbiaceae) in the treatment of cancer in south Brazil. Acta Hort.
v. 501, p.289-296,1999.

CORMAN, M.L.; ALLISON, S.I.; KUEHNE, J.P. Handbook of colon & rectal surgery.
Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins, 2002, 391 p.



54

CORPET, D.E.; TACHE, S. Most effective colon cancer chemopreventive agents in
rats: a systematic review of aberrant crypt foci and tumor data, ranked by potency.
Nutr. Cancer, v. 43, n. 1, p. 1-21, 2002.

CRUZ, G.M.G. Coloproctologia: Propedéutica Geral — Volume I. Rio de Janeiro,
Livraria e Editora Revinter, 2000, 1444 p.

CUMMINGS, O.W. Pathology of the adenoma-carcinoma sequence: from aberrant
crypt focus to invasive carcinoma. Semin. Gastrointest. Dis., v. 11, n. 4, p. 229-237,
Oct. 2000.

EADEN, J. Colorectal carcinoma and inflammatory bowel disease [In Process
Citation]. Aliment. Pharmacol. Ther., v. 20 (Suppl 4), p. 24-30, 2004.

EVANS, F. J. & EDWARDS, M. C. Activity correlations in the phorbol ester series. In
Jury, S.L.; Reynolds, T.; Cutler, D. F.; Evans, F.J. The Euphorbiales chemistry,
taxonomy & economic botany. London, Academic Press, 1987, 397 p.

EISEN, G.M. Evidence-based approach to screening and surveillance for colorectal
cancer.Evidence-based Gastroenterol. v. 2, n.1, p. 44-49, 2001.

EKBOM, A.; HELMICK, C.; ZACK, M. Ulcerative colitis and colorectal cancer a
population-based study. N. Engl. J. Med., v. 323, p. 1228-1233, 1990.

FEARON, E.R.; VOGELSTEIN, B. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell,
vol. 61, n. 5, p.759-767, 1990.

FEMIA, A.P.; DOLARA, P.; CADERNI, G. Mucin-depleted foci (MDF) in the colon
of rats treated with azoxymethane (AOM) are useful biomarkers for colon
carcinogenesis.Carcinogenesis, v. 25, n. 2, p. 277-281, 2004.

FESTING, M.F.W. Suitability of the rat for different investigations. In: Laboratory
animals, mouse and rat. Bethesda, Fed. Am. Soc. Exp. Biol., v.1, p. 237-238, 1979.

FRANK, J.A.; XIAO, R.; YU, S.; FERGUSON, M.; HENNINGS, L.J.; SIMPSON,
P.M.; RONIS, M.J.J.; FANG, N.; BADGER, T.M.; SIMMEN, F.A. Effect of Shiitake
mushroom dose on colon tumorigenesis in azoxymethane-treated male Sprague-Dawley
rats. Nutr. Res., v. 26, p. 138-145, 2006.

FURIHATA, T.; KAWAMATA, H.; KUBOTA, K.; FUJIIMORI, T. Evaluation of the
malignant potential of aberrant crypt foci by immunohistoquimical staining for -
catenin inflammation-induced rat colon carcinogenesis. Int. J. Mol. Med., vol. 9, p.
353-358, 2002.



55

FURSTENBERGER, G.; HECKER, E. On the acive principles of the Euphorbiaceae,
XII. Highly unsatured irritant diterpene esters from Euphorbia tirucalli originating from
Madagascar. J. Nat. Prod., v. 49, n. 3, p. 386-397, May- Jun 1986.

FURUKAWA, F.; NISHIKAWA, A.; KITAHORI Y.; TANAKAMARU, Z.; HIROSE,
M. Spontaneous development of aberrant crypt foci in F344 rats. J. Exp. Clin. Cancer
Res, v. 21, p. 197- 201, 2002.

GIOVANNUCCI, E.; RIMM, E.B.; STAMPFER, M.J. A prospective study of cigarette
smoking and risk of colorectal adenoma and colorectal cancer in US men. J. Natl.
Cancer Inst., v. 86, p. 183-191, 1994.

GREENSTEIN, A.J.; SLATER, G.; HEIMANN, T.M. Comparison of multiple
synchronous colorectal cancers in ulcerative colitis, familial polyposis coli, and de novo
cancer. Ann. Surg., v. 203, p.123-128, 1986.

GYDE, S.N.; PRIOR, P.; ALLAN, R.N. Colorectal cancer in ulcerative colitis: a cohort
study of primary referrals from three centers. Gut, v. 29, p. 206-217, 1998.

HAO, X.P.; PRETLOW, T.G.; RAO, J.S.; PRETLOW, T.P. B-catenin expression is
altered in human colonic aberrant crypt foci. Cancer Res., vol. 61, p. 8085-8088, Nov.
2001.

HATA, K.; YAMADA, Y.; KUNO, T.; HIROSE, Y.; HARA, A.; QIANG, S.H;
MORI, H. Tumor formation is correlated with expression of B-catenin-accumulated
crypts in azoxymethane-induced colon carcinogenesis in mice. Cancer Sci., v. 95, n. 4,
p- 316-320, Apr. 2004.

HIROSE, Y.; KUNO, T.;, YAMADA, Y.; SAKATA, K.; KATAYAMA, M.,
YOSHIDA, K.; QIAO, Z.; HATA, K.; YOSHIMI, N.; MORI, H. Azoxymethane-
induced beta-catenin-accumulated crypts in colonic mucosa of rodents as an

intermediate biomarker for colon carcinogenesis. Carcinogenesis, v. 24, n. 1, p.107-
111, 2003.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER. 1,2-
dimetylhydrazine. IARC Summary & Evaluation, v.71, p. 947, 1999. Disponivel em
<http://www.inchem.org/documents/iarc/vol71/036-dimhydr.html>. Acesso em 06 de
fevereiro de 2005.

JEMAL, A.; MURRAY, T.; SAMUELS, A.; GHAFOOR, A.; WARD, E.; THUN, M.J.
Cancer statistics 2003. CA Cancer J. Clin., v. 53, p. 5-26, 2003.

LEAHY, K.M.; ORNBERG, R.L.; WANG, Y.; ZWEIFEL, B.S.; KOKI, A.T,;
MASFERRER, J.L. Cyclooxygenase-2 inhibition by celocoxib reduces proliferation
and induces apoptosis in angiogenic endothelial cells in vivo. Cancer Res., vol. 62, p.
625-631, Feb. 2002.



56

LEVITT, M.D.; MILLAR, D.M. & STEWART, J.O. Rectal cancer after pelvic
irradiation. J. R. Soc. Med., v. 83, p. 152-154, 1990.

LYNCH, H.T.; SMYRK, T.; LANSPA, S.J. Flat adenoma in a colon cancer-prone
kindred. J. Natl. Cancer Inst., v. 80, p. 278-282, 1988.

MACQUART-MOULIN, G.; RIBOLI, E; CORNEE, J. Colorectal polyps and diet: a
case-control study in Marseilles. Int. J. Cancer, v. 40, p. 179-181, 1987.

MAGNUSON, B.A; SOUTH, E.H.; EXON, J.H.,; DASHWOOD, R.H.; XU, M,
HENDRIX, K.; HUBELE, S. Increase susceptibility of adult rats to azoxymethane-
induced aberrant crypt foci. Cancer Lett., v. 161, p. 185-193, 2000.

MARTINEZ-FERRER, M.; VERGHESE, M.; WALKER, L.T.; SHACKELFORD, L;
CHAWAN, C.B.; JHALA, N. Lycopene reduces azoxymethane-induced colon tumors
in Fisher 344 rats. Nutr. Res., v. 26, p. 84-91, 2006.

MORI, H.; YAMADA, Y.; KUNO, T.; HIROSE, Y. Aberrant crypt foci and B-catenin
accumulated crypts; significance and roles for colorectal carcinogensis. Mutat. Res., v.
566, p. 191-208, 2004.

MORI, H.; HATA, K.; YAMADA, Y.; KUNO, T.; HARA, A. Significance and role of
early-lesions in experimental colorectal carcinogenesis. Chemico-Biological Inter., v.
155, p. 1-9, 2005.

MORIOKA, T.; SUZUI, M.; NABANDITH, V.; INAMINE, M.; ANYIA, Y,
NAKAYAMA, T.; ICHIBA, T.; MORI, H.; YOSHIMI, N. The modifying effect of
Peucedanum japonicum, a herb in Ryukyu Islands, on azoxymethane-induced colon
preneoplastic lesions in male F344 rats. Cancer Lett., v. 205, p. 133-141, 2004.

MUTO, M.; BUSSEY, J.H. & MORSON, B.C. The evolution of cancer of the colon
and rectum. Cancer, v. 36, p. 2251-2270, 1975.

MUTO, T.; KAMIYA, J.; SAWADA, T. Small “flat adenoma” of the large bowel with
special reference to its clinico-pathologic features. Dis. Colon Rectum, v. 28, p. 847-
851, 1985.

NURKITT, D.P. Epidemiology of cancer of the colon and rectum. Cancer, v. 28, p. 3-
13, 1971.

O'BRIEN, M.J.; WINAWER, S.J.; ZAUBER, A.G.; GOTTLIEB, L.S.; STERNBERG,
S.S.; DIAZ, B.; DICKERSIN, G.R.; EWING, S.; GELLER, S.; KASIMIAN, D. The
National Polyp Study. Patient and polyp characteristics associated with high-grade
dysplasia in colorectal adenomas. Gastroenterology, v. 98, n. 2, p. 371-379, 1990.



57

O’PESSOA, C. Testes in vivo e in vitro para avaliacdo da citotoxidade e atividade
antitumoral de plantas do Nordeste Brasileiro. Dissertacdo (Mestrado). Universidade
do Ceara, Fortaleza, 1992.

PAPANIKOLAOU, A.; WANG, O.; DELKER, D.A.; ROSENBERG, D.W.
Azoxymethane-induced colon tumors and aberrant crypt foci in mice of different
genetic susceptibility. Cancer Lett., v. 130, n. 1-2, p. 29-34, 1998.

RAM, V.J.; KUMARLI, S. Natural products of plant origin as anticancer agents. Drug
News Perspect, v. 14, n. 8, p. 465-482, Oct. 2001.

RAO, C.V.; INDRANIE, C.; SIMI, B.; MANNING, P.T.; CONNOR, J.R.; REDDY,
B.S. Chemopreventive properties of a selective inducible nitric oxide synthase inhibitor
in colon carcinogenesis, administered alone or in combination with celocoxib, a
selective cyclooxygenase inhibitor. Cancer Res., v. 62, p. 165-170, 2002.

REZENDE, J.R.; RODRIGUES, S.B.; JABOR, LA.S.; PAMPHILE, J.A.; ROCHA,
C.L.M.S.C. Efeito antimutagénico do latex de Euphorbia tirucalli no sistema metionina
em Aspergillus nidulans. Acta Scientiarum. Biol. Sci. v. 26, n. 4, p. 481-484, 2004.

RODRIGUES, M.AM.; SILVA, L.A.G.; SALVADORI, DM.F.; De CAMARGO,
J.L.V.; MONTENEGRO, M.R. Aberrant crypt foci and colon cancer:comparison
between a short- and medium-term bioassay for colon carcinogenesis using
dimethylhydrazine in Wistar rats. Braz. J. Méd. Biol. Res., v. 35, n.3, p.351-355, 2002.

RONCUCCI, L.; PEDRONI, M.; VACCINA, F.; BENATTI, P.; MARZONA, L.; DE
POL, A. Aberrant crypt foci in colorectal carcinogenesis. Cell and crypt dynamics. Cell
Prolif., v. 33, n. 1, p. 1-18, Feb. 2000.

ROSSI, B.M. Genética e biologia molecular para o cirurgido/ Benedito Mauro Rossi,
Mauro Pinho. — Sdo Paulo: Lemar, 1999.

SAFFHILL, R.; MARTGISON, G.P.; O’CONNOR, P.J. Mechanisms of
carcinogenesis induced by alkylating agents. Biochem. Biophys. Acta, v. 823, p. 111-
145, 1985.

SENO, H.; OSHIMA, M.; ISHIKAMA, T.; OSHIMA, H.; TAKAKU, K.; CHIBA, T.;
NARUMIYA, S.; TAKETO, M.M. Cyclooxygenase 2- and prostaglandin E, receptor
EP, — dependent angiogenesis in Apc*’'® mouse intestinal polyps. Cancer Res., vol. 62,
p. 506-511, Jan. 2002.

SOHN, O.S.; ISHIZAKI, H.; YANG, C.S.; FIALA, E.S. Metabolism of azoxymethane,
methylazoxymethanol and N- nitrosodimethylamine by cytochrome P450IIE1.
Carcinogenesis, v. 12, p. 127-131, 1991.



58

SOLOMON, M.J.; SCHNITZLER, M. Cancer and inflammatory bowel disease: bias,
epidemiology, surveillance and treatment. World J. Surg., v. 22, p. 352-358, 1998.

STEINBACH, G.; LYNCH, P.M.; PHILLIPS, R.P.; WALLACE, M.H.; HAWK, E.;
GORDON, G.B.; WAKABAYASHI, N.; SAUNDERS, B.; SHEN, Y.; FUIIMURA, T.,
SU, L.K.; LEVIN, B. The effect of celocoxib, a cyclooxygenase-2 inhibitor, in familial
adenomatous polyposis. N. Engl. J. Med., v. 342, p.1946-1952, 2000.

STEMMERMANN, G.N.; NOMURA, A. & CHYYOU, P.H. The influence of dairy
and non-dairy calcium on subsite large bowel cancer risk. Dis. Colon Rectum, v. 22,
p-190-194, 1990.

TAKAHASHI, M.; FUKUDA, K.; OHATA, T.; SUGIMURA, K.; WAKABAYASHI,
K. Increase expression of inducible and endothelial constitutive nitric oxide synthases
in rat colon tumors inducide by azoxymethane. Cancer Res., v. 57, p. 1233-1237, 1997.

TAKAHASHI, M., MUTOH, M.; KAWAMORI, T.; SUGIMURA, K;
WAKABAYASHI, K. Altered expression of B-catenin, inducible nitric oxide synthase
and cyclooxygenase-2 in azoxymethane-induced rat colon carcinogenesis.
Carcinogenesis, v. 21, p. 1319-1327, 2000.

TAKAHASHI, M.; WAKABAYASHI, K. Gene mutations and altered gene expression
in azoxymethane-induced colon carcinogenesis in rodents. Cancer Sci., v. 95, n. 6, p.
475-480, Jun. 2004.

TAKAHASHI, M.; MUTOH, M.; SHOJI, Y.; SATO, H.; KAMANAKA, Y.; NAKA,
M.; MARUYAMA, T.; SUGIMURA, T.; WAKABAYASHI, K. Suppresive effect of
an inducible nitric oxide inhibitor, ONO-1714, on AOM-induced rat colon
carcinogenesis. Nitric Oxide, v. 14, p. 130-136, 2006.

TAKAYAMA, T.; OHI, M.; HAYASHI, T.; MIYANISHI, K.; NOBUOKA, A
NAKAJIMA, T.; SATOH, T.; TAKIMOTO, R.; KATO, J.; SAKAMAKI, S.; NIITSU,
Y. Analysis of K-ras, APC, and beta-catenin in aberrant crypt foci in sporadic adenoma,
cancer, and familial adenomatous polyposis. Gastroenterology, v. 121, n. 3, p. 599-
611, Sep. 2001.

TANAKA, T.; KOHNO, H.; YOSHITANI, S.; TAKASHIMA, S.; OKUMURA, A
MURAKAMI, A.; HOSOKAWA, M. Ligands for peroxisome proliferator-activated

receptors o and y inhibit chemically induced colitis and formation of aberrant crypt foci
in rats. Cancer Res., v. 61, p. 2424-2428, Mar. 2001.

TANAKAMARU, Z.; MORI, 1.; NISHIKAWA, A.; FURUKAWA, F.; TAKAHASHI,
M.; MORI, H. Essential similarities between spontaneous and MelQx-promoted
aberrant crypt foci in the F344 rat colon. Cancer Lett., v. 172, p. 143-149, 2001.



59

TIWARI, S.; SINGH, P.; SINGH, A. Toxicity or Euphorbia tirucalli plant against
freshwater target and non-target organisms. Pak. J. Biol. Sci., v. 6, n. 16, p. 1423-1429,
2003.

VOGELSTEIN, B.; FEARON, E.R.; HAMILTON, S.; KERN, S.; PREISINGER, A.
LEPPERT, M.; NAKAMURA, Y.; WHITE, R.; SMITS, A.; BOS, J. Genetic alterations
during colorectal-tumor development. N. Engl. J. Med., v 319, p. 525-532, 1988.

WIINANDS, M.V.M.; VAN ERK, M.J.; DOORNBOS, R.B.; KRUL, C.AM,;
WOUTERSEN, R.A. Do aberrant crypt foci have predictive value for the occurrence of
colorectal tumours? Potencial of gene expression profiling in tumours. Food Chem.
Toxicol., v. 42, p. 1629-1639, 2004.

WINAWER, S.J.; ZAUBER, A.G.; HO, M.N. Prevention of colorectal cancer by
colonoscopic polypectomy. N. Engl. J. Med., v. 329,p. 1977-1981, 1993.

WINAWER, S.J. Natural history of colorectal cancer. Am. J. Méd, v. 25, n. 106(1A),
p-3S-6S, 1999.

YAMADA, Y.; YOSHIMI, N.; HIROSE, Y.; KAWABATA, K.; MATSUNAGA, K;
SHIMIZU, M..; MORI, H. Frequent B-catenin gene mutations and accumulations of the
protein in the putative preneoplastic lesions lacking macroscopic aberrant crypt foci
appearance, in rat colon carcinogenesis. Cancer Res., vol. 60, p. 3323-3327, Jul. 2000.

YAMADA, Y.; YOSHIMI, N.; HIROSE, Y.; MATSUNAGA, K.; KATAYAMA, M.;
SAKATA, K.; SHIMIZU, M.; KUNO, T.; MORI, H. Sequential analysis of
morphological and biological properties of B-catenin-accumulated crypts, provable
premalignant lesions independent of aberrant crypt foci in rat carcinogenesis. Cancer
Res., v. 61, p. 1874-1878, Mar. 2001.

YAMADA,Y.; MORI, H. Pre-cancerous lesions for colorectal cancers in rodents: a new
concept. Carcinogenesis, vol. 24. p. 1015-1019, 2003.

YAMAGUCHI, N. H. Desenvolvimento de novos tratamentos para o cancer: da
pesquisa basica ao seu uso clinico. RSBC, vol. 10, p. 06-16, 2000.



60

APENDICE A- PROTOCOLO CLINICO

GRUPO RATO

SEMANAS/DATA PESO (g) ALTERACOES
CLINICAS

10

11

12

13

14

15

16

ALTERACOES CLINICAS: PILOERECAO, MUDANCAS ESPONTANEAS NO COMPORTAMENTO
(REATIVIDADE, IMOBILIDADE), CONTRACOES INVOLUNTARIAS, PTOSE, RESPIRACAO,
CANIBALISMO.




APENDICE B - PROTOCOLO FOCO DE CRIPTA ABERRANTE
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ANALISE DO NUMERO DE CRIPTAS COLON : G: R:
LOCALIZACAO N. DE FOCOS N. DE

COLON DE CRIPTA NUMERO DE CRIPTAS ADENOMAS/

ABERRANTE TUMORES
4 1516|7819 10 >10

DISTAL

TOTAL

MEDIA

TOTAL

PROXIMAL

TOTAL




