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RESUMO

O Ipé Roxo (Tabebuia avellanedae), uma arvore da familia
Bignoniacea encontrada no Brasil, € conhecida pela medicina popular como
agente antitumoral contra varias neoplasias, entre elas o cancer colorretal. O
objetivo do presente trabalho € estudar a ag&o antitumoral da B-lapachona,
que é um constituinte extraido do ipé roxo, na carcinogénese colbnica
induzida experimentalmente pelo azoximetano em camundongos. Foram
utilizados 50 camundongos divididos em 5 grupos: grupo | administrado
AOM; grupo Il - B-lapachona; grupo Il - veiculo (diluente); grupo IV - veiculo
+ AOM; e grupo V - B-lapachona + AOM. Observou-se presenga de focos de
criptas aberrantes em todos os animais dos grupos | e IV, 50% no grupo Il e
90% no grupo V. Concluiu-se que o azoximetano induz lesdes do tipo focos
de criptas aberrantes hiperplasicas e displasicas em célon de camundongos
e que a B-lapachona extraida do ipé roxo nédo apresentou efeito protetor das

lesbes induzidas pelo azoximetano em colon de camundongos.

Palavras-chaves: carcinogénese, cancer colorretal, azoximetano, ipé roxo,

B-lapachona.
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ABSTRACT

The Purple Ipe (Tabebuia avellanedae), a tree of the Bignoniacea family
found in Brazil, is known by the popular medicine as antitumoral agent
against some neoplasias, between them the colorretal cancer. The objective
of the present work is experimentally to study the antitumoral action of -
lapachone, that is an extracted constituent of purple ipe, in colonic
carcinogenesis azoximethane-induced in mice. 50 mice divided in 5 groups
had been used: group I: AOM; group II: B-lapachone; group lll: vehicle
(diluente); group IV: vehicle + AOM; e group V: B-lapachone + AOM.
Presence of aberrant crypt foci was observed in all the animals of groups |
and IV, 50% in group Il and 90% in group V. It concluded that the
azoximetano induces injuries of the type aberrant crypt foci hyperplastic and
dysplastic in colon of mice and that b-lapachone extracted of purple ipe did
not present protective effect of the induced injuries for the azoximetano in

colon of mice.

Keywords: carcinogenesis, colorectal cancer, azoximethane, purple ipe, B-

lapachone.
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1. INTRODUCAO

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saude cerca de
seis milhdes de pessoas morrem anualmente por cancer em todo o mundo.
Dado o impacto para a populagdo, € muito natural que sejam enormes 0s
esforcos para encontrar formas mais eficazes de enfrentar a doenca. As
frentes mais importantes nesta batalha s&o o aprimoramento do diagndstico
(a deteccdo precoce permite maior chance de controle da doenga), novas
modalidades de tratamento (procedimentos menos agressivos e dirigidos
essencialmente as células malignas) e medidas preventivas aplicaveis a
populagdo (para cuja adogdo € essencial conhecer as causas e 0s

mecanismos de aparecimento do cancer)”.

Neoplasia pode ser entendida como proliferacdo celular anormal,
descontrolada e autdnoma (fora do controle dos mecanismos que regulam a
multiplicagdo celular), na qual as células reduzem ou perdem a capacidade
de se diferenciar, em consequéncia de alteragdes nos genes que regulam o

crescimento e a diferenciacao celulares.

A incidéncia e mortalidade por cancer de colon apresenta no mundo
todo uma tendéncia ao crescimento, em especial em paises desenvolvidos e
areas urbanas de paises menos desenvolvidos. No Brasil, com o aumento
da expectativa de vida da populagdo, as neoplasias de célon vém ganhando
cada vez mais importancia no perfil de morbidade e mortalidade °,
encontrando-se entre os dez primeiros tipos de cancer no Brasil, sendo a
quinta causa de morte por cancer no pais °. Assim, € de se esperar o
enorme interesse pelo estudo desta doenga, com trabalhos que envolvem
desde fatores ambientais, bem como dieta e habitos de vida, até lesdes

consideradas pré-malignas, como os focos de criptas aberrantes .



Neste sentido, varios tratamentos experimentais vém sendo
testados, dentre eles, o estudo de plantas tipicas de varias regides. No
Brasil, o cerrado é o segundo grande dominio ecolégico com cerca de 220
espécies de plantas estudadas e usadas na medicina tradicional %,

O Ipé Roxo, uma arvore tipica do cerrado brasileiro, ja € ha anos
utilizado na medicina popular como tratamento para varias doencas 2. Nas
décadas de 60 e 70, houve grande investimento em estudos das substancias
extraidas desta planta, principalmente o lapachol e a pB-lapachona, que
chegou a ser comercializado para uso em quimioterapia coadjuvante para

tratamento de leucemia %> #’.

Este trabalho vem estudar a acido do ipé roxo em modelo animal de

carcinogénese de colon induzida por azoximetano.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CARCINOGENESE E AZOXIMETANO

A carcinogénese € um processo complexo, multifasico e dependente
de fendbmenos genéticos que culminam com o surgimento de clones de
células que adquirem a capacidade de invadir os tecidos vizinhos e de dar

metastases em érgdos distantes 2.

O desenvolvimento neoplasico é um processo dindmico
caracterizado por etapas denominadas iniciagao, promogao, progressao e
manifestacdo % ®. A iniciacdo constitui o primeiro passo e corresponde a
interacdo do agente quimico com o DNA da célula-alvo. E um processo
irreversivel porque leva a uma alteracdo permanente da estrutura do DNA. A
eficiéncia da iniciacdo depende da replicacdo do DNA e divisdo celular
subsequentes a interagcdo com o agente quimico, “fixando” a alteragao do
genoma. Portanto, a célula iniciada apresenta genoma alterado, mas que

nao é expresso, tendo assim um fenétipo normal.

E a etapa seguinte, de promoc&o, que vai proporcionar a expressao
da alteragdo do genoma. Em geral, os agentes promotores ndo reagem
diretamente com o material genético da célula, mas afetam sua expressao
por diferentes mecanismos, por exemplo, interagindo com receptores de
membrana celular, com proteinas nucleares indutoras de mitose, ou com
proteinas de membranas reguladoras de canais de ions. Desta forma, os
agentes promotores estimulam a proliferacdo celular e modulam sua
diferenciagcao, resultando em expansao clonal das células iniciadas e na
expressao fenotipica da alteracdo do genoma. Experimentalmente, a etapa
de promocédo é caracterizada pelo desenvolvimento de lesbes tumorais

benignas ou focos de células fenotipicamente alteradas 2 por exemplo, 0s



focos de criptas aberrantes (FCA) estudados em carcinogénese induzida em

colon de ratos.

A etapa da progressao compreende a fase de evolugdo da neoplasia
maligna que ja esta expressa fenotipicamente a nivel histolégico sendo

caracterizada pela instabilidade cariotipica das células neoplasicas.

Substancias quimicas segura ou presumivelmente cancerigenas
encontram-se amplamente distribuidas na natureza e compreendem desde
alimentos naturais até compostos altamente modificados pelo homem.
Muitos carcindgenos quimicos tém interesse apenas na carcinogénese

experimental, outros sdo causa importante de canceres humanos .

Os carcinégenos quimicos sao divididos em duas grandes
categorias: 1) carcindgenos diretos e 2) indiretos. Os primeiros sdo agentes
alquilantes ou acilantes que ja possuem atividade eletrofilica intrinseca; por
isso mesmo podem provocar cancer diretamente. A maioria das substancias
cancerigenas, contudo, precisam primeiro sofrer modificacbes quimicas no

organismo antes de se tornarem eletrofilicas e ativas (as indiretas).

Os principais carcindgenos quimicos conhecidos podem ser
agrupados nas categorias: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (os
alcatrdes); aminas aromaticas; azocompostos; alquilantes; nitrosaminas;
aflatoxinas; asbesto; cloreto de vinil; e carcinégenos inorganicos (arsénio,

cromo, niquel, ferro).

Os azocompostos sao derivados do azobenzeno, que em si ndo é
cancerigeno. Todos os azocompostos sdo carcinégenos indiretos. Muitos
deles tém importancia na carcinogénese experimental. Para a espécie
humana, tém interesse porque muitos corantes usados na industrializagao
de produtos alimentares pertencem a essa categoria. Um exemplo

conhecido é o do amarelo-manteiga, que era usado para dar a margarina a



mesma cor da manteiga. O azoximetano (AOM) é um azocomposto utilizado
para induzir neoplasia de colon em ratos similar ao tumor de colon em

humanos .

O azoximetano é metabolizado no figado e possivelmente em outros
tecidos, e € logo N-hidroxilado a metilazoximetanol, substancia
quimicamente instavel em temperatura corporal. Durante o decorrer deste
processo forma-se um agente alquilante, o metildiazonio, o qual gera um ion

carbonico capaz de metilar DNA, RNA e proteinas *.

2.2. CARCINOGENESE COLONICA E FOCOS DE CRIPTAS
ABERRANTES

Até o presente momento ndo se compreende completamente o
processo basico do desenvolvimento do carcinoma do intestino grosso. No
entanto, grandes progressos tém sido obtidos recentemente para uma maior
compreensado, particularmente com o advento das técnicas da biologia

molecular " 8.

Embora existam sindromes genéticas bem definidas, os
fatores ambientais ainda parecem ser os mais importantes. Uma vez que
varios estudos tém demonstrado de maneira consistente que certos
constituintes dietéticos correlacionam-se bem com as variagdes geograficas
da doenca, uma énfase consideravel tem sido dada aos fatores que podem

ser responsaveis por essas diferengas " %1% 1112,

A grande maioria dos autores concorda que o cancer € o resultado
do acumulo de alteracbes adquiridas e herdadas na sequéncia de DNA de
oncogenes e genes supressores tumorais. A ativacdo dos oncogenes,
geralmente, resulta em proliferacdo celular descontrolada, devido a
exacerbagao da funcdo dos seus produtos na célula 3. Assim, no carcinoma

de cdélon haveria multiplicidade de etapas de transformacao, que poderiam



ser esquematizadas em: formacgao de areas displasicas no epitélio colénico;
formagdo de polipos adenomatosos; progressao que adquire as
caracteristicas de adenocarcinoma; escape da vigilancia imunolégica, que
permitiria ao tumor progredir e invadir, até metastaticamente outros tecidos

organicos .

A maioria dos carcindbgenos experimentais, como 0 azoximetano
(AOM), utilizados para a inducdo de carcinoma colorretal em animais de
laboratério, primeiramente produzem microadenomas que evoluem para

adenoma e subseqiientemente como um adenocarcinoma invasivo ’.

A injecédo multipla e repetida de carcinégeno em ratos resulta em
aumento na incidéncia de tumor colorretal . O azoximetano (AOM) é
reconhecido como carcinégeno indutor de foco de cripta aberrante (FCA) em

tumor colorretal '° e é usado amplamente como modelo de carcinogénese

experimental "% 1718,

Os FCA foram primeiramente descritos por Bird em 1987 ' definidos
como criptas que apresentam: a) alteracdo da abertura do lumen; b) epitélio
espessado; e ¢) maior que criptas normais adjacentes ' Durante a ultima
década, numerosos estudos que incluem analise molecular enfocaram o
significado do FCA em eventos precoces na carcinogénese de colon, e é

considerado como lesédo pré-maligna e com potencial para cancer de colon
14, 19, 20, 21

2.3. IPE ROXO E BETA-LAPACHONA

O Ipé Roxo (Tabebuia avellanedae), também chamado de
Pau’'Darco, taheboo e lapacho, uma arvore da familia Bignoniacea,

encontrada no Brasil, € conhecida pela medicina popular como agente



antitumoral, principalmente contra neoplasias de mama, prostata, ovarios,

colon e leucemias %2

O lapachol é uma importante naftoquinona obtida da casca do Ipé
Roxo, e seu derivado, a quinona p-lapachona, existe principalmente neste
tipo de ipé. Varias atividades farmacoldgicas foram atribuidas ao lapachol e
seus derivados semi-sintéticos, como ag¢ao antimicrobiana, antifungica,
cercaricida, moluscicida, leishmanicida, tripanossomicida, antimalarica, anti-
inflamatdria, antineoplasica, anti-ulcerante , anticonceptiva e contra

enteroviroses 2% 232425,

Ndo mais do que um século foi necessario para que estudiosos
ficassem fascinados pela variedade de propriedades do lapachol e de seus
derivados. E muito significativa a sua propriedade de inducéo de apoptose,
por agirem sobre as enzimas topoisomerases | e Il. Até o momento, a
bioquimica da indugdo ndo esta de todo esclarecida, entretanto, com as
informacdes disponiveis na literatura pode-se apontar para uma agao de
inducdo de apoptose através da inibicdo do complexo topoisomerase-DNA.
Uma série de processos de importancia crucial para as células, como a
inducdo da apoptose e os danos provocados pelo estresse oxidativo estao
entre os principais efeitos que as quinonas provocam em sistemas

bioldgicos®2.

As topoisomerases | e |l sdo enzimas nucleares criticas para o
funcionamento normal de qualquer célula. S&o elas que mantém a
integridade do DNA, reparando-o quando danificado. Qualquer alteragdo no
balanco entre estas enzimas € suficiente para induzir apoptose — que € a

morte celular programada .

Em sua acao natural, estas topoisomerases assentam-se na
estrutura do DNA por uma supertor¢ao (dobras) topolégica, quando fazem

cortes, permitindo que as funcdes de transcri¢cdo, reparacao, replicacado e



estruturacdo do cromossomo ocorram normalmente. Apos esta abertura, as
células dividem-se seguindo uma série de etapas bem definidas (G1, G2 e
M). Na primeira, chamada de G1, a célula copia o DNA para os seus
cromossomos num estagio conhecido como sintese (ou S). A célula divide-
se, e um segundo conjunto idéntico de cromossomos vai para a célula-filha
(metafase M), sendo este estagio chamado de mitose. Durante cada estagio
da divisdo, a célula possui um compasso de espera, ponto de checagem,
quando entdo faz uma auto-avaliagdo do novo conjunto de cromossomos,
conferindo se é realmente idéntico ao antigo. Se por acaso a avaliagdo nao
for favoravel, o processo de divisao é colocado em modo inercial a espera
do reparo. Se o dano no cromossomo for muito grande, sem possibilidades
de reparo a contento, a célula, na tentativa de se preservar, interrompe o seu
ciclo vital cometendo suicidio. Acredita-se que esta seja uma estratégia de
protecdo dos organismos, que assim evitam passar o dano para uma nova

geracao de células?®.

Nas células cancerosas nao existem os pontos de checagem Gf1,
G2 e M e isto evita sua apoptose mesmo tendo ocorrido um acumulo de
danos genéticos. Uma estratégia de combate as células cancerosas seria o
uso de substancias que induzissem a formacdo de pontos artificiais de
checagem no processo da divisdo celular. Se assim ocorrer, havera a
inducdo da morte das células malignas. Nestas condi¢des, qualquer agente
(ou inibidor) que afete nas neoplasias o complexo topoisomerase-DNA
poderia induzir este processo letal. Como as células cancerigenas crescem
e se multiplicam com rapidez, estardo mais sensiveis aos inibidores da
topoisomerase | que as ceélulas normais. Portanto, estas enzimas séo alvos
especiais na nova quimioterapia antitumoral®?.

Entretanto, a acao inibitoria sobre sistemas reparadores parece nao
ser 0 unico modo de atuagédo da B-lapachona, uma vez que fungos, que nao
expressam as topoisomerases, também s3o inibidos por esta quinona #. Ao

que parece, a B-lapachona é um xenobidtico de atuagéo critica sobre mais



de um alvo intracelular, que nédo sé a topoisomerase |. Uma outra hipétese
alternativa seria o ataque pela B-lapachona a pontos especificos do ciclo
catalitico que expressa a acado da topoisomerase | como, por exemplo, a
pontos de checagem G1 e S, por agcédo outra que ndo a de uma simples
intercalacdo. Recentemente, foi relatado que a p-lapachona induz a
apoptose de células malignas epiteliais, de glioma humano, e de pigmentos

retinais humanos?.

Outras atividades importantes também estao relatadas na literatura
para a B-lapachona. Recentemente, varios pesquisadores relataram que a -
lapachona também atua fortemente na indug&o da apoptose por interferéncia
no complexo topoisomerase [I-DNA. Em concentragdes menores que 8 uM,
esta substancia induziu a morte celular com caracteristicas de apoptose de
células malignas da prostata, o que sugere que esta seja uma substancia
promissora para a quimioterapia desta doenca. Em um estudo sobre a
indugado da topoisomerase |l, com tipos de células sensiveis e resistentes a
quimoterapicos, observou-se que esta substancia é também citotoxica frente
a diferentes células tumorais apresentando, inclusive, atividade sobre células
resistentes a camptotecina. Este estudo revelou que o envenenamento da
topoisomerase |l pela B-lapachona é independente do ATP e envolve a

formacdo de complexos que podem ser clivados reversivelmente®.

Existem poucos trabalhos cientificos que utilizaram o lapachol e
seus derivados como agentes antineoplasicos, principalmente no estudo do

cancer de colon .



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a agao antitumoral do ipé roxo na carcinogénese coldnica

induzida experimentalmente pelo azoximetano em camundongos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudo da B-lapachona (constituinte do ipé roxo) na inibicdo da

carcinogénese colbnica induzida em camundongos.



4. METODOS

Amostra

Foram utilizados 50 camundongos, machos, com 8 semanas de

idade, peso médio de 20 gramas, originarios do Biotério Central da UFMS.

Ambiente

- Local da experimentagdo: Laboratério de Carcinogénese do
Departamento de Clinica Cirurgica da UFMS;

- Condig¢des de alojamento: caixas de polipropileno com tampa
de galvanizado, tamanho padrao para 6 animais;

- Periodo de adaptacao de 7 dias.



5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 50 animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos,
conforme protocolo:

Grupo I: 10 (n) animais submetidos a administracdo de 2 doses de

azoximetano, sendo uma na primeira semana e outra na segunda;

Grupo II: 10 (n) animais submetidos a administracado de B-lapachona

em doses diarias durante 6 semanas;

Grupo lll: 10 (n) animais submetidos a administracdo de veiculo

(diluente) da B-lapachona em doses diarias durante 6 semanas;

Grupo IV: 10 (n) animais submetidos a administracdo de veiculo

(diluente) da B-lapachona em doses diarias durante 6 semanas, e de 2

doses de azoximetano, sendo uma na primeira semana e outra na segunda;

Grupo V: 10 (n) animais submetidos a administracdo de -
lapachona em doses diarias durante 6 semanas e de 2 doses de

azoximetano, sendo uma na primeira semana e outra na segunda.

Tabela 1. Protocolo de administracdo de substancias a cada semana

conforme cada grupo de animais. Campo Grande, 2007.
4 5

Semana 1 2 3

*

Grupo |

Grupo Il
Grupo Il
Grupo IV
Grupo V

* Dose de azoximetano

* *

* *

Uso do veiculo

Uso de B-lapachona



Diagrama 1. Protocolo de divisdo de grupos conforme substancia utilizada.
Campo Grande, 2007.

GRUPO | AOM
GRUPOIII B-lapachona
GRUPO Il Veiculo

GRUPO IV AOM + Veiculo

GRUPO V AOM + B-lapachona




6. PROTOCOLOS

PREPARO E DILUIGAO DA BETA-LAPACHONA

Preparada no laboratério de quimica da Univerwidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) pela Dr? Rosiney Lousada Brum e diluida com
solucdo (veiculo) de etanol a 20%. Realizada administracdo da substéncia
diariamente por via oral através de gavagem na dose de 25mg/Kg ou de seu

veiculo, também diariamente.

INDUGAO DO CANCER

Azoximetano em dose de 15mg/Kg peso/dose diluido em soro
fisioloégico 0,9%, via subcutanea, em duas doses durante experimento — 1% e

2% semanas.

AMBIENTAL

Temperatura; 23-24°C

Luminosidade: luz artificial, ciclo claro/escuro 12/12hs (=130 a 325 lux)

Ruido: menor 30 decibéis

Limpeza da gaiola a cada 3 dias. Desinfeccdo com solucéo de
hipoclorito 2%.

Colocacao de maravalha esterilizada em autoclave.



CONTROLE SANITARIO

Peso no inicio e no fim do experimento.
Avaliagéo fisica diaria.
Obitos e causa.

Exclusédo animal por causa - nao obito.

EUTANASIA

Os camundongos foram identificados, pesados e realizou-se a
eutanasia com administracdo de tiopental na dose de 150mg/kg, via

intraperitoneal. Método aceito pelo Report of the AVMA Panel on

Euthanasia. Verificagao do oébito.

Figura 1: Posicionamento do animal apds eutanasia e preparo para retirada
da peca para estudo.



RETIRADA DA PECA PARA ESTUDO

O camundongo era posicionado em decubito dorsal, procedendo-se
incisdo longitudinal mediana da pele, estendendo-se do processo xifoide até
0 pubis; diérese dos planos da parede abdominal; identificacédo da regido
ileo-cecal e reparo com pinga; colectomia total apds seccdo de toda
extensdo do mesocolon, excluindo-se o reto e o apéndice, que nao foram

utilizados no experimento; retirada da peca operatodria.

Figura 2: Incisdo mediana realizada para exploragao e localizagao do célon.

Figura 3: Retirada do c6lon sem o reto e ainda com apéndice.



PREPARO DA PEGA OPERATORIA PARA ESTUDOS

Abertura do célon na borda anti-mesentérica; lavagem da mucosa
com solugéo de ringer; fixagdo do colon em papel cartdo e colocado em
formol tamponado a 10%, permanecendo durante 24 horas; a seguir,
inclusdo em parafina; diérese com micrétomo de borda proximal, a nivel de 3
cm utilizando-se toda extensdo em largura do reto em corte longitudinal; e
colocagdo em lamina de vidro para processamento histopatoldégico com

coloracado de hematoxilina e eosina (HE).

T4 - - * \'*‘ —
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Figura 4: Célon ja preparado para fixagdo em papel cartdo.

HISTOPATOLOGIA

Realizou-se analise histologica e estudo morfoldgico, classificando-
se em:

Foco de cripta aberrante hiperplasico: apresenta moderada
hipercelularidade, com discreto alargamento da luz e forma anormal,

Foco de cripta aberrante displasico: além do alargamento da luz,
ha bastante tortuosidade da cripta que € marcadamente hipercelular e com
pseudoestratificacao;

Microadenoma: severamente  hipercelular, presenca de

diferenciagao celular, hipercromasia e perda da polaridade celular %°.



7. RESULTADOS

Apds as analises histopatoldgicas realizadas conforme NAMBIAR E
COLS (2004), onde os critérios usados para classificagéo histologica foram:
foco de cripta aberrante hiperplasico, foco de criptas aberrantes displasicos
e microadenomas, observou-se o resultado apresentado na tabela 2.
Considerou-se como positivo a presenca de foco de criptas aberrantes

hiperplasicos ou displasicos. Nao houve presenga de microadenomas.

Tabela 2. Animais dos grupos I, I, 1ll, IV e V conforme a presencga ou n&o de
alteragdes histolégicas caracterizadas em laminas coradas com
HE. Campo Grande, 2007.

Alteragao Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

histolégica | | ]| v Vv
Animal 1 + + - + +
Animal 2 + + - + +
Animal 3 + + - + +
Animal 4 + - - + +
Animal 5 + - - + +
Animal 6 + - - + +
Animal 7 + - - + +
Animal 8 + - - + +
Animal 9 + + - + +
Animal 10 + + - + -
Total (%) 100 50 0 100 90

(+) presente; (-) ausente.

A tabela 2 mostra a presenca de alteragdes histolégicas em todos os

animais dos grupos | e IV, em metade do grupo Il e em 90% do grupo V.



Figura 5: Fotomicrografia mostrando les&o classificada como foco de cripta
aberrante hiperplasico em animal do grupo | (10X).

B

Figura 6: Fotomicrografia mostrando leséo classificada como foco de cripta

aberrante displasico (na seta) de animal do grupo | (5X).
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Figura 7: Fotomicrografia mostrando les&o classificada como foco de cripta

aberrante hiperplasico de animal do grupo Il (5X).
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Figura 8: Fotomicrografia mostrando caracteristicas normais do colon de

animal do grupo Il (10X).



Figura 9: Fotomicrografia mostrando lesao classificada como foco de cripta
aberrante displasico de animal do grupo IV (5X).
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Figura 10: Fotomicrografia mostrando a mesma lesdo da figura anterior,
classificada como foco de cripta aberrante displasico, de animal do grupo IV,

em aumento 10X.



Figura 11: Fotomicrografia mostrando lesao classificada como foco de cripta
aberrante hiperplasico de animal do grupo IV (10X).

Figura 12: Fotomicrografia mostrando les&o classificada como foco de cripta

aberrante hiperplasico de animal do grupo V (5X).



Figura 13: Fotomicrografia mostrando caracteristicas normais do colon do

unico animal do grupo V que nao apresentou alteragdes (5X).

Também observou-se a presenca de agregados linfocitarios nas
mucosas de coélon principalmente nos grupos |, IV e V, visto nas figuras 14 e
15.

=h

Figura 14: Fotomicrografia mostrando agregados linfocitarios (na seta) em

mucosa de célon de um animal do grupo | (10X).



Figura 15: Fotomicrografia mostrando agregado linfocitario (na seta) em
mucosa de célon de um animal do grupo IV (5X).



8. DISCUSSAO

A utilizacdo de animais do mesmo sexo possibilitou a comparagao
dos resultados além de permitir sua uniformidade '8, pois ha evidéncia que
os estrogénios tém relagio com a carcinogénese induzida
experimentalmente. Um estudo sobre os efeitos secundarios da inducao de
cancer de coélon pelo azoximetano em ratos, mostrou que em fémeas houve
aparecimento de tumor renal, o que ndo ocorreu em machos *. Sabe-se
também que os camundongos machos toleram o uso oral do lapachol

diferentemente das fémeas ?’.

A idade de 8 semanas de vida foi escolhida pois sabe-se que
camundongos jovens sao muito mais susceptiveis ao azoximetano do que

camundongos adultos > 3".

Sabe-se que o azoximetano tem a propriedade de induzir neoplasia
em camundongos ** 3 ¥ Varios estudos tém demonstrado que ratos e
camundongos sao bons animais para a indugcdo de tumores intestinais por
AOM, ja que essa doencga raramente se desenvolve espontaneamente nos
mesmos, além de que os tumores desenvolvidos sdo bastante semelhantes

aos dos humanos 2% %2,

A dose de azoximetano utilizada foi de 15 mg/Kg de peso em duas

26, 27, 30

doses semanais, que € a dosagem habitualmente utilizada , porém

existe uma variancia de 3,75 a 20 mg/Kg, podendo ser usada em dose unica

29, 31, 36, 37, 38

a até mesmo em 6 aplicagdes em doses semanais , geralmente

em trabalhos onde ha acompanhamento por tempo superior a 20 semanas.

Encontrou-se presenga de agregados linfocitarios em praticamente
todos os animais, em todos os grupos. Na literatura encontram-se
comentarios sobre o achado, mas ndo ha um consenso estabelecido. Em um

estudo sobre supressao de tumores coldnicos induzidos com azoximetano



em camundongos ocorreram grupos com aumento e outros com diminuigao
de agregados linfocitarios, sendo realizada apenas analise descritiva do

achado %8,

Optou-se por realizar avaliacédo de lesdes pré-malignas induzidas
pelo azoximetano, assim nao haveria necessidade de acompanhamento por
grandes periodos, ja que essas lesbes ja aparecem com 6 semanas apoés a
inducdo do cancer. Entdo, devido ao tempo de evolugao das lesdes, nao
foram encontrados microadenomas em nenhum animal, pois sabe-se que
estas lesbes aparecem apdés 16 semanas da indugdo do tumor por
azoximetano '® e raramente com 12 semanas *'. Foi demonstrado que uma
dose unica de AOM associada a colite induzida por dextran em
camundongos produziu o aparecimento de adenocarcinoma colénico em até
4 semanas de experimento, sugerindo relagdo de neoplasia com processo

inflamatorio induzido 7.

O foco de cripta aberrante tem sido usado para detecgao precoce

|3, 40

de fatores que influenciam a carcinogénese colorreta , sendo encontrado

tanto em roedores tratados com carcindbgenos, como de forma espontanea

4, 41, 21

em seres humanos . Evidéncias experimentais suportam a hipdtese

21, 33, 41, 42, 43, 45, 46 e consistem em

4, 43, 48

que esse tipo de lesido é pré-neoplasica
criptas que apresentam lumen alargado e de forma anormal
provavelmente evoluindo cronologicamente com fendmenos proliferativos,

hiperplasicos, displasicos e, enfim, pequenos adenomas * °.

Houve necessidade da realizacdo de dois grupos de controle do
veiculo da p-lapachona, pois seu diluente é alcodlico (etanol 20%) *, dos
quais o grupo lll, tratado apenas com o veiculo, ndo apresentou alteragdes

histopatolégica, como ja visto na literatura 2’.

E o grupo IV apresentou
alteragdes semelhantes ao grupo |, devido ao uso do promotor de tumor

(AOM).



O lapachol e seu derivado B-lapachona s&o naftoquinonas com
potencial terapéutico contra alguns tipos de cancer A B-lapachona exibe
in vitro variados tipos de atividade contra diferentes linhagens de células,
principalmente malignas dos céanceres de pulm&o, mama, -colorretal,
préstata, melanoma e leucemia. Apesar do amplo espectro de bioatividades,
0s mecanismos de atuagdo da p-lapachona em modelos experimentais
ainda ndo estdo bem delineados. E mesmo assim, ha um forte interesse
voltado ao uso comercial da substancia, que pode ser demonstrado pelas
diversas patentes concedidas ao longo dos ultimos anos envolvendo esta

quinona, provavelmente como garantia de uso comercial futuro %,

A B-lapachona foi utilizada por via oral, através de método de
gavagem, diariamente na dose de 25 mg/Kg, mas nao existem muitos
trabalhos a respeito, sendo que a dose varia de 600mg a menos de 1 mg por
dia, em uso intramuscular, endovenoso e oral, a maioria ndo especificando

22 20 4748 Ha também resultados

diluichio e modo de aplicacao
demonstrando que camundongos toleram menos o uso oral de

naftoquinonas que ratos %',

Em estudo in vitro, sabe-se que a B-lapachona possui atividade
contra cerca de 60 linhagens de células tumorais humanas, dentre elas o
cancer de colon *®. Também induz apoptose de células do cancer de mama;
possui consideravel atividade anticancerigena em células de mieloma
multiplo; inibicdo da enzima NO-sintase, o que pode abrir novos caminhos
para o desenvolvimento de antiinflamatoérios; em baixas concentracbes pode
induzir a morte celular de cancer de prostata; € citotoxica frente a diferentes
células tumorais apresentando, inclusive, atividade sobre células resistentes

a outros quimioterapicos .

Mas também observou-se toxicidade sobre embrides de ratas,

47

provocando efeito abortivo *', e que quando associado ao carcindégeno



metilcolantreno aumenta o indice de tumores em ratas, comportando-se

como potente promotor oncogénico, com alta toxicidade hepatica e renal ',

Nos animais do grupo Il encontraram-se focos de criptas aberrantes
hiperplasicos em 50% dos cortes. Nao se encontrou na literatura dados que
expliquem este fato, exceto um estudo que relata a importancia dos
trabalhos ja realizados que demonstram de fato sua agdo marcadamente
antitumoral em doses altas de lapachol e seus derivados, mas que ainda

sabe-se muito pouco sobre seus efeitos colaterais e doses utilizadas #’.

Neste estudo foram encontradas apenas focos de criptas aberrantes
dos tipos hiperplasicos e displasicos, sendo que o primeiro tipo foi
encontrado em todos os animais que apresentavam alteraces
histopatolégicas, e o segundo foi pouco comum em todos os grupos. A
maioria dos trabalhos realiza apenas avaliagdo descritiva da histopatologia
de laminas coradas por método de hematoxilina e eosina, e apresentam
esultados com avaliagdo de imunohistoquimica, genética (DNA) ou

biOQUI'micos 4,21, 22, 33, 41, 45, 46, 48

Apenas um animal do grupo V n&o apresentou alteragdes
histopatolégicas, o que demonstrou que n&o houve alteragdes significativas
na reducado dos focos de criptas aberrantes em camundongos que tiveram
indugdo de tumor de célon com azoximetano e tratados com B-lapachona.
Assim, nao ficou comprovado que a B-lapachona extraida do ipé roxo inibe o
aparecimento de lesbes em colon de camundongos quando é administrado

em modelo AOM induzido.



9. CONCLUSOES

O azoximetano induz lesdes do tipo focos de criptas aberrantes

hiperplasicas e displasicas em célon de camundongos.

A B-lapachona extraida do ipé roxo nao apresentou efeito protetor

das lesdes induzidas pelo azoximetano em célon de camundongos.

Para que se possam obter maiores informacdes a respeito da acéo
antitumoral do ipé roxo seriam necessarios mais estudos para se
estabelecer um melhor modelo experimental, com diferentes doses e
concentragbes da B-lapachona, diferentes agentes oncogénicos e maior

tempo de experimento.
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
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Certificamos que o Protocolo n°. 71/2005 da Mestranda Roberta
Alves Higa, sob a Orientagdo do Prof. Ricardo Dutra Aydos, referente ao
projeto de pesquisa "Estudo da aclio antineoplisica do Ipé Roxo na
carcinogénese induzida por azoximetano em ratos”, estd de acordo com os
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal
(COBEA), com a legislagdo vigente e demais disposigbes da ética em
investigagdo que envolvem diretamente os animais ¢ foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunifo

de 21 de fevereiro de 2005.
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