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RESUMO

Objetivo: desenvolver um modelo experimental de carcinogénese em colo de rato
induzido pelo azoximetano e estabelecer um padrdo de acdo protetora do hexafosfato de
inositol, pela expressdao da enzima superdxido dismutase em foco de cripta aberrante.
Métodos: 48 ratos Wistar, adultos, machos, foram mantidos em observacdo por seis
semanas. GI (n=12) recebeu injecdes de solugdo salina subcutanea durante a terceira e
quarta semanas, enquanto que o GII (n=12), no mesmo periodo, recebeu azoximetano
(AOM) na dose 20mg.Kg™' subcutdnea. O GIII (n=12) recebeu inositol hexafosfato 1%
(IP6) na agua de beber durante as seis semanas, enquanto que o GIV, além do IP6 na
agua de beber, recebeu também as injecdes subcutineas de AOM durante a terceira e
quarta semanas. Ao término da sexta semana os animais sofreram a eutanasia e foram
coletados segmentos de intestino grosso a cerca de um centimetro da transicao ileo-
colica. Fragmentos foram preparados e submetidos a coloragdo imunoistoquimica para
de anticorpo primario anti-SODI1 (superdxido dismutasel) e anticorpo secundario anti-
rato, revelador de cor DAB (diamino-benzidina) com obten¢do de expressao SODI1 na
coloragdo marrom. A porcentagem da expressao de SOD em FCA (foco de cripta
aberrante) foi quantificada por meio de processamento de imagem assistida por
computador (ImagelLab). Os resultados foram submetidos aos testes de analise de
variancia (ANOVA) e estabelecido o nivel de 5% (p<0,05) para rejeicdo da hipotese de
nulidade. Resultados: a porcentagem média da expressao da SOD no GI (16,0 + 3,7)
foi semelhante ao GIII (16,9 = 3,1) mostrando que a solugdo salina (controle) e o IP6
ndo provocaram alteragcdes em FCA; o grupo II (26,7 £ 3,5) mostrou uma significante
porcentagem de expressdo da SOD em FCA, demonstrando sua capacidade de provocar
lesdes pré-malignas em colon de roedores; por outro lado este estimulo de indugao
carcinogénica foi protegido pela administragdo de IP6 representada pelos resultados do
GIV (20,9 + 3,3). Conclusdes: O estimulo carcinogénico do AOM proporcionou um
modelo de carcinogénese em colo de rato Wistar que foi protegido pela administragdo
do IP6, sendo que a expressio da SOD em FCA mostrou-se um parametro
imunoistoquimico confidvel para representar as lesdes pré-neoplasicas em FCA.



ABSTRACT

Objective: to develop an experimental model of carcinogenesis in Wistar rats induced
by the azoximethane and to establish a pattern of protecting action of the inositol
hexafosfate, for the expression of the enzyme superoxide dismutase in foci of aberrant
crypts. Methods: 48 Wistar male rats, adults, were maintained in observation by six
weeks. GI (n=12) received injections of subcutaneous saline solution during the third
and fourth weeks, while GII (n=12), in the same period, received 20mg.Kg-1 of
subcutaneous azoximetano (AOM). GIII (n=12) received inositol hexafosfato 1% (IP6)
in the drinking water during the six weeks, while GIV, besides IP6 in the drinking
water, also received the subcutaneous injections of AOM during the third and fourth
weeks. At the end of the sixth week large intestine segments were collected to the about
a centimeter of the ileo-colic transition. Fragments were prepared and submitted to the
imunohistochemical process to antibody primary anti-SOD1 (superoxide dismutasel)
and antibody secondary anti-rat, color discloser DAB (diamino-benzidina) with
expression obtaining SOD1 in the brown coloration. The percentage of the expression
of SOD in FCA (focus of aberrant crypt) was quantified through image processing
attended by computer (ImageLab). The results were submitted to the tests of variance
analysis (ANOVA) and established the level of 5% (p<0.05) for rejection of the nullity
hypothesis. Results: the medium percentage of the expression of SOD in GI (16.0 £
3.7) was similar to GIII (16.9 £ 3.1) showing that the saline solution (controls) and IP6
didn't provoke alterations in FCA; the group II (26.7 + 3.5) showed a significant
percentage of expression of SOD in FCA, demonstrating the capacity to provoke
preneoplasic lesions in colon of rodents; on the other hand this promotion of
carcinogenic induction was protected by the administration of IP6 showed by the results
of GIV (20.9 + 3.3). Conclusions: The carcinogenic action of AOM provided a
carcinogénese model in colon of Wistar rat that was protected by the administration of
IP6, and the expression of SOD in FCA was a histochemical parameter reliable to
represent the preneoplasic lesions in FCA.
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia e a incidéncia do cancer de colo sdo varidveis entre as diferentes
populagdes humanas. Evidéncias epidemioldgicas indicam que estas diferencas sdo
influenciadas fortemente pela drea geografica, cultura e habitos alimentares "2,

A ocorréncia de lesdes pré-neoplasicas e neopldsicas no célon e reto estdo
associadas com a biotransformagdo, bem como a ativacdo ou detoxicacdo de produtos
quimicos exo6genos ingeridos na dieta °.

O entendimento das lesdes pré-neoplasicas ou pré-cancerosas do coélon e reto ¢
fundamental para o esclarecimento dos mecanismos da carcinogénese colorretal e a
prevengao da ocorréncia do cancer colorretal, a maior causa de doenga e morte em muitos
paises 3,

Focos de criptas aberrantes (FCA), inicialmente identificadas na mucosa colorretal
de roedores expostos 4 agdo de substincias carcinogénicas *> foram também reconhecidos e
identificados em humanos® e desde entdo considerados como um marcador bioldgico
confiavel de lesdes pré-cancerosas ou pré-neoplasicas do intestino grosso °.

FCA sdo conceituados como criptas simples ou multiplas que tém a abertura
luminal alterada, epitélio mais espesso e sdo maiores que as criptas adjacentes . Os FCA
aumentam com os indutores carcinogénicos em mucosa colonica de hamsters e
camundongos, mas sdo praticamente evidenciados no célon de todos os animais expostos a
carcindgenos especificos ®'°. O rato da linhagem Fisher 344 ¢ o que mais freqiientemente
citado na literatura como modelo animal na inducdo de FCA, pois nestes animais a
ocorréncia espontanea de FCA ¢ praticamente nula e sdo mais susceptiveis aa inducao de
carcinogénese coldnica por drogas ''2.

Dentre as drogas associadas a indu¢do de FCA o azoximetano (AOM) ¢ a que mais
largamente tem sido referida na literatura pertinente. Tem-se atribuido ao aumento da
expressao do gene c-fos e a diminui¢ao do gene c-myc, assim como a muta¢ao do gene K-
ras a responsabilidade pelo mecanismo de indugio de lesdes pré-neoplasicas do AOM *'¢

Além disso, ha uma relacao estabelecida entre o estresse oxidativo e a lesdo de estruturas

A . 1
celulares na génese das neoplasias '’



Evidéncias que apoiam o envolvimento de radicais livres em promog¢ao de tumor
incluem: (a) varias combinagdes geradoras de radicais livres estdo associadas aos
promotores de tumor em varios modelos de sistemas em animais; (b) sistemas geradores
espécies reativas de oxigénio (EROs) podem imitar a agdo bioquimica de promotores de
tumor, (c) alguns promotores de tumor estimulam a produ¢do de EROs, (d) os promotores
de tumor modulam os sistemas de defesa de antioxidantes celulares, e (e) remog¢ao de
radicais livres, detoxificadores e antioxidantes inibem o processo de promog¢ao de tumor. O
papel de EROs na progressdo organizada da carcinogénese ¢ evidente pelo fato que varios
radicais livres em diferentes combinac¢des geradoras aumentam a conversao maligna de
papiloma benigno para carcinoma e a sua efetividade pode ser relacionada ao tipo de
radicais produzido no sistema biologico .

A superoxido dismutase (SOD) ¢ uma enzima responsavel pela eliminacdo de
radicais superdxido e ¢ considerada enzima antioxidante chave em células aerdbicas.
Consumo celular de oxigénio ¢ essencial para fosforilagdo durante a geragdo ATP na
mitocOndria, ja este metabolismo celular leva a produgdo de espécies reativas oxigénio,
incluindo o radical superdxido (O:") e hidrogénio peroxidase (H:O:). O actimulo de Eros
resulta em estresse oxidativo, e se ndo corrigido, pode levar dano biomolecular da
membrana lipidica, proteinas citoplasmaticas e do DNA nuclear. Uma vez que a SOD ¢
enzima chave no primeiro degrau da eliminagdo de superdxido, deficiéncia de SOD ou
inibi¢do da atividade enzimatica pode causar acimulo de radicais livres de oxigénio e levar
a morte celular. Entdo a inibi¢do da SOD pode ser uma nova forma de morte de células
cancerosas. Ha hipdtese de que inibicdo da SOD pode preferencialmente destruir células
malignas através de mecanismo mediado por radicais livres '*.

Estd demonstrado tanto in vivo quanto in vitro que os niveis de enzimas
antioxidantes estdo alteradas no cancer. O achado mais consistente em estudos bioquimicos
tém sido a 6xidodismutase-manganés (MnSOD), uma enzima antioxidante mitocondrial,
que esta diminuida em muitos tipos de canceres primarios e linhagens de células de cancer
examinados ', Entretanto, em outros tumores a SOD encontra-se elevada ¢ o entendimento

de sua regulacdo no cancer ¢ explicado pelo polimorfismo na seqiiéncia do gene MnSOD
18



As caracteristicas bioldgicas, patologicas e bioquimicas do mecanismo de
carcinogénese induzida ainda precisam ser melhor esclarecidas 7>,

A analise do FCA na superficie da mucosa intestinal ¢ simples e permite um
conveniente estudo in vivo da influéncia de agentes quimioprotetores e de outros
parametros como a inibicdo da proliferacdo celular e apoptose celular. Dentre estes
protetores inclui-se uma série de agentes naturais como os dacidos polifendlicos,
flavondides, carotendides e compostos organo sulfurados, assim como produtos quimicos
sintéticos como os inibidores da ciclooxigenase2 (COX2), inibidores da enzima 6xido
nitrico sintetase ***'.

Ha uma relacdo inversa entre o consumo de dietas ricas em fibras derivadas de
graos de cereais e o risco do cancer de colon. Modelos em animais demonstraram que o
efeito protetor no desenvolvimento do cancer de colon depende da fonte e da natureza da
fibra. Fibras do trigo inibem a carcinogénese coldnica mais eficazmente que as fibras do
milho e da aveia %

A propriedade das fibras de serem moduladoras da génese tumoral estd associada a
quantidade de 4cido fitico ou hexafosfato de inositol (IP6). O 4cido fitico ¢ um constituinte
de ocorréncia natural nas plantas, sendo encontrado em sua grande maioria nas leguminosas
e cereais, em especial no trigo e soja .

O IP6 ¢ um carboidrato polifosforilado presente em consideravel quantidade em
quase todas as plantas e células dos mamiferos. Recentemente foi reconhecido como sendo
possuidor de multiplas fungdes bioldgicas **.

Sua natural capacidade de anticancerigena foi demonstrada em diferentes modelos
experimentais. Acrescida a capacidade de reduzir a proliferagao celular, o IP6 aumenta a
diferencia¢do das células malignas, freqiientemente resultando em reversdo ao fendtipo
normal. Administrada por via exodgena ¢ rapidamente defosfoforilado em fostatos inusitois
de cadeia mais baixa as quais interferem no sinal das vias transdutoras do ciclo de
reproducao celular. Estimula as propriedades imunologicas e antioxidantes contribuindo
para a destruicdo das células tumorais. Por ser abundante na dieta regular, ser

eficientemente absorvido pelo trato gastrintestinal e seguro, o IP6 tem grandes perspectivas
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na elaboragdo de estratégias para a prevengao e tratamento do cancer .



O IP6 tem sido referido como tendo significantes efeitos inibitorios contra uma
variedade de tumores primarios incluindo o de mama e de c6lon *°. Uma revisdo na base de
dados Medline entre 1996 e 2002 revelou que, em modelos experimentais, o IP6 tem
propriedades anticancerigenas na mama, no célon, no figado, na prostata, na pele, em
leucemia e sarcomas®. Estas evidéncias em animal de experimentagdo ddo suporte a
extensdo da pesquisa em seres humanos nas fases clinicas I e IT 2.

Contudo muitos pontos ainda nao esclarecidos do mecanismo de agdo do IP6 podem
e devem continuar a serem testados em animal de experimentacdo. Existem na literatura
numerosas referéncias a diferentes tipos de modelos de experimentagdo animal testando as
propriedades do inositol hexafosfato (IP6).

E fundamental para testar-se os efeitos do IP6 a existéncia de um modelo de
carcinogénese in vivo que seja simples, confidvel, exeqiiivel e em situacdes que exijam
pouco recursos tecnologicos. Um modelo de avaliagdo para estudo de cancer de colon
usando biomarcadores como os FCA podem preencher estes requisitos.

O Programa de Po6s-Graduagdo em Cirurgia e Experimentacao dentro de uma linha
de pesquisa inicial em modelo animal de carcinogénese intestinal, em que tem a intengdo de
estudar o efeito de drogas indutoras e protetoras de lesdes précancerosas, propde-se a
elaborar um modelo animal de carcinogénese que possa ser reprodutivel e exeqiiivel em
nosso meio. Assim, a proposta desta pesquisa € utilizar o rato Wistar (Rattus norvegicus
albino) que submetido a agdo do azoximetano possa produzir lesdes colonicas tipicas como
os FCA. Além disto, a proposta ¢ também verificar a possibilidade de se utilizar a SOD
como marcador de estresse oxidativo nestes FCA e estabelecer sua relagdo com eventuais

drogas protetoras tendo como padrao de comparagao o IP6.



2. OBJETIVOS

Geral: estudar a carcinogénese intestinal induzida por agentes oxidantes.

Especifico: desenvolver um modelo experimental de carcinogénese em colo de rato
induzido pelo azoximetano e estabelecer um padrio de agdo protetora do
hexafosfato de inositol, pela expressdo da enzima superoxido dismutase em foco de

cripta aberrante.



3. METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissido de Etica Médica do Hospital Sio
Paulo — UNIFESP-EPM, sob o n° 28/05 e pela Comissio de FEtica no Uso de
Animais/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS, protocolado sob
o n°® 61/04.

Amostra

Foram utilizados 48 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, com oito
semanas de idade, peso médio de (156 + 26) gramas, origindrios do Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS — Campus de Campo Grande).

Os animais foram alojados no Laboratério de Carcinogénese Experimental, Biotério
da UFMS em caixas de polipropileno com tampa de arame galvanizado, tamanho padrao
para cinco animais, ficando quatro animais em cada gaiola. A distribui¢do de animais nas
gaiolas foi por sorteio e as gaiolas foram distribuidas aleatoriamente na estante. Observou-
se periodo de sete dias para a adaptacdo dos animais ao ambiente. Exposi¢do sob luz
artificial (130 a 325 lux) e com ciclos claro/escuro de doze horas. Temperatura média de
(24 £ 2)°C; umidade média entre (52 + 8)%. Alimentagdo com rag¢do propria para a espécie
(Nuvilab®, CR 01) oferecida a vontade; agua filtrada oferecida a vontade.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos por sorteio e ficaram em
observacdo por seis semanas. A identificacdo dos animais foi realizada por meio de
tatuagem na cauda, utilizando-se caneta de tinta indelével permanente, cor preta,
identificando-se os grupos de 1 a 4 e com a numeragao alfabética crescente de A at¢ M em
cada grupo.

Grupo I (controle): os animais (n=12) receberam a administragdo semanal de
solugdo salina de cloreto de so6dio a 0,9%, via subcutanea, em volume equivalente 10ml.Kg
! iniciando-se na terceira semana e por um periodo de duas semanas.

Grupo II (AOM): os animais (n=12) receberam a administracdo semanal de
azoximetano (AOM), via subcuténea, em volume equivalente a 10ml.Kg™" iniciando-se na
terceira semana e por um periodo de 2 semanas.

Grupo IIT (IP6): os animais (n=12) receberam a administracdo de hexafosfato de



inositol (IP6), iniciando-se na primeira semana por um periodo de seis semanas.
Administragdo semanal solugdo salina de cloreto de sédio a 0,9% via subcutanea,
iniciando-se na terceira semana e por um periodo de duas semanas, em volume equivalente
a 10mLKg".

Grupo IV (AOM + IP6): os animais (n=12) receberam a administracdo de
hexafosfato de inositol (IP6) iniciando-se na primeira semana por um periodo de seis
semanas. Administracdo semanal de azoximetano, iniciando-se na terceira semana e por um

periodo de duas semanas, em volume equivalente a 10ml.Kg™ ™.

Ratos
n =48
l
l l l l
Grupo | Grupo I Grupo lll Grupo IV
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Controle AOM IP6 IP6 + AOM

Figura 1 - Fluxograma da distribui¢do dos animais nos diversos grupos de estudo.

Procedimentos

Administracio de drogas (Figura 2)

1- Hexafosfato de inositol - o IP6 (Sigma®, P3168) foi administrado em
agua de beber com solucdo a 1% e oferecido a vontade aos animais dos
grupos III(IP6) e IV(AOM + IP6), durante as seis semanas de
observacao.

2- Azoximetano — 0 AOM (Sigma®, lote 70K0847) foi administrado na
dose de 20mg.Kg" (tendo-se: 100mg de AOM/0,1ml + 49,9ml de solugdo
salina de cloreto de sddio a 0,9%; resultando em 2mg AOM/ml), via
subcutanea, nos animais dos grupos II[(AOM) e IV(AOM + IP6),

iniciando-se na terceira semana e por um periodo de duas semanas.



3- Solugdo salina de cloreto de sédio a 0,9% - aos animais dos grupos
I(controle) e ITI(IP6) foi administrada solugdo salina de cloreto de sédio a
0,9% em volume de IOmI.Kg'l, via subcutanea; corresponde ao volume
de dilui¢do do AOM nos animais dos grupos I[I(AOM) e IV(AOM+IP6),

iniciando-se na terceira por um periodo de duas semanas.

Semanas
01 02 03 04 05 06
S 2 Grupo I S.F.0,9% | S.F.0,9%
£ 2 [ Grupoll AOM AOM
g é Grupo III | 1P6 IP6 IP6 IP6 IP6 IP6
g g Grupo IV | IP6 IP6 IP6+AOM | IP6+AOM 1P6 1P6

Figura 2 - Esquema de aplicagdo das drogas aos animais ao longo das seis semanas de
observacao.

Periodo de observacao

Os animais dos quatro grupos foram avaliados diariamente pelo tratador e pelo
pesquisador. Foram pesados semanalmente e avaliados quanto a capacidade de
movimentagdo espontanea e estimulada na gaiola, aceitagdo e consumo da dieta e agua,
aspectos da pelagem, caracteristicas das fezes e sinais de sofrimento (imobilizacdo,

freqiiéncia respiratdria e presenga de secre¢@o ocular).

Eutanasia



Ao final do periodo de seis semanas, os animais devidamente identificados foram
pesados e submetidos a administragio de tiopental sodico na dose de 150mg.Kg™”, via
intraperitoneal, cuja dose letal causou o 6bito de modo rapido e indolor por agdo nervosa

central com parada cardio-respiratoria.

Coleta de material

O rato foi imediatamente posicionado em dectbito dorsal, procedeu-se a incisdo
longitudinal mediana na pele, estendendo-se do processo xifoide até o pubis; diérese dos
planos da parede abdominal; identificacdo regido ileocecal; enterotomia completa em nivel
do ileo terminal; a cerca de cinco centimetros da transi¢ao ileocecal, colectomia direita apos

seccdo de toda extensdo do meso-colon direito e retirada da peca operatoria.

Preparo da peca operatoria para fixagio

Abertura do colon pela borda anti-mesentérica; lavagem da mucosa com solucao de
Ringer; resseccdo de um segmento de coélon direito com extensdo de 1cm de comprimento,
distal a transicao ileocecal (Figura 2); afixagdo do retalho de colon pelas suas extremidades
entre duas placas de molde plastico duplo e rigido para manter o segmento intestinal
retificado em um plano uniforme; colocagdo da peca em frasco contendo formol tamponado
a 10% em volume suficiente para cobri-la completamente, permanecendo assim durante 24

horas.
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Figura 3 - Foto da peca operatéria mostrando: 1) ileo terminal e o ceco direito; 2)
segmento de colon direito e a sec¢do do ceco a partir da valvula ileo cecal e
aberto pela borda anti-mesentérica.

Preparo de blocos e lAminas

As pecas foram incluidas em parafina (mantendo-se identificacio da amostra);
seguindo rotina de preparo padronizado dos procedimentos histoldégicos. As pecas
emblocadas de modo a manter a forma de um plano retificado, foram seccionadas com
micrétomo em corte sagital da parede do colon, interessando trés micrometros de espessura.
Fixacdo em lamina de vidro silanizada do corte e identificacdo do grupo e correspondente
animal.
Procedimento de coloracio imuno-histoquimica

O processamento imuno-histoquimico foi realizado com a utilizagdo de anticorpo
primario anti-SOD1 (SantaCruz Biotechnology Inc®) diluicao 1:500. Anticorpo secundario
anti-rato. Revelador de cor DAB (diamino-benzidina); e obten¢dao de expressdo SODI1 na

colora¢ao marrom.
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Seqiiéncia da coloragdo imuno-histoquimica:
a) Preparacdo dos cortes histologicos (desparafinizacao e hidratacao):

- Xilol a 60 °C por 15 minutos

- Xilol a temperatura ambiente por 15 minutos

- Etanol 100% (3x) por 30 segundos

- Etanol 95% por 30 segundos

- Etanol 80% por 30 segundos

- Etanol 70% por 30 segundos
b) Recuperagao antigénica:

- Incubagdo das laminas em solucao de recuperacao antigénica em panela a
vapor a 95 °C na dilui¢@o 1:10 durante 20 minutos.
¢) Bloqueio da peroxidase endogena com solugdo de perdxido de hidrogénio a 3%
em metanol, em dois banhos de 10 minutos cada; apos realizar lavagem em agua
corrente e destilada e tampao TRIS.
d) Dilui¢ao de anticorpo primario anti-SOD1 a 1:100 com diluente de anticorpo
marca Dako, coddigo K0609-1.
e) Aplicag¢do do anticorpo primario anti-SOD1 (Santa Cruz, codigo SC11047) nas
laminas por 30 minutos.
f) Lavagem com tampao TRIS.
g) Aplicacdo do polimero conjugado a peroxidase, por 30 minutos.
h) Lavagem com tampao TRIS.
1) Aplicagdo da solugdo de substrato-cromégeno DAB, diluida a 1:10 por 5 minutos.
j) Lavagem em agua destilada.
k) Contra coloragdo das laminas com hematoxilina de GILL II, por um minuto.
1) Lavagem das laminas em 4gua destilada por 2 minutos.
m) Hidratacdo das laminas em passagem de 30 segundos cada, em etanol, conforme
0 passo (a) da seqiiéncia de coloracao.

n) Montagem com laminula com resina de Entellan.

Equipamento de captura de imagens da microscopia optica.
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Microscopia Optica realizada utilizando-se Microscopio (Nikon®, modelo Elipse
E200), lente binocular com aumento 10X e objetiva aumento 10X/0,25. Acoplado a camera
de video (Samsung®, modelo SCC131); conexdo ao microcomputador via placa de video
Pinnacle Studio® PCTV — USB; microcomputador Duron® 750 Mhz, 128 Mb Ram, HD
20 Gigabytes e sistema operacional Microsoft Windows® 98 SE.

5] ImageLab 2000 - [C:AE1DC1T2.BMP]
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Figura 4 - Foto da imagem da tela de computador onde sdo identificadas as diversas etapas
da captura e calculo da quantificagdo da superdxido dismutase.

Procedimento de leitura e quantificacdo da expressao de SOD.

Realizou-se a quantificagdo da SODI1 através de processamento de imagem assistida
por computador com a utilizagdo do Software ImageLab®, em dez imagens capturadas em
cada animal; cada imagem capturada arquivada (para documentagdo) seguindo-se

codificacio elaborada®®. Quantificacio da densidade de cor marrom (utilizando o filtro
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RGB, cor de fundo azul, intervalo de cor de 0 a 147) que corresponde a fragdo de area
capturada-T2 com a expressio SODI, pela area total capturada® (Figura 3). Para
quantificagdo foram examinadas e selecionadas as criptas e FCA ,dependendo do grupo,
(Figura 4), sendo que na presenga de varios FCA foram escolhidos os FCA com duas
criptas. Na auséncia de FCA (com 2, 3 e 4 criptas), foram selecionadas criptas
aleatoriamente (cripta ou FCA com uma cripta).
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Figura 5 — Foto de uma imagem capturada para exemplificar a quantificagdo da area com a
expressdo SOD1 (area azul). Imunoistoquimica. 400X.
Critérios de identificacao dos FCA

Focos de cripta aberrante sdo conceituados como criptas simples ou multiplas que

tém a abertura luminal alterada, epitélio mais espesso e sdo maiores que as criptas

adjacentes. As figuras 6, 7 e 8 sdo representativas destes critérios de identificagao.

Figura 6 - Identificagdo de um foco de cripta aberrante segundo o critério de alargamento
do eixo maior da abertura do 6stio do l[imen (seta). Imunoistoquimica. 400X.
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Figura 7 - Identificagdo de um foco de cripta aberrante segundo o critério de espessamento
do epitélio (setas). Imunoistoquimica. 400X.
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Figura 8 - Identificacdo de um foco de cripta aberrante segundo o critério de extensdo do
eixo maior da cripta em relacdo as adjacentes (seta). Imunoistoquimica. 400X.

Estudo Estatistico
A Andlise Estatistica desse estudo foi realizado na Disciplina de Bioestatistica da

UFMS. De acordo com a natureza das variaveis foram usados os testes:
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- teste ANOVA para avaliagdo da média dos pesos por ocasido da distribuicdo
aleatoria dos grupos no inicio do experimento e da diferenca do ganho de peso entre os
grupos;

- 0 teste ANALISE DE VARIANCIA foi usado para avaliar a quantificacio da
expressao de superoxido dismutase entre os grupos do experimento.

Estabeleceu-se o nivel de 5% (p<0,05) para rejeicdo da hipotese de nulidade

assinalando com um asterisco os valores significantes.



4. RESULTADOS

Tabela 1 - Distribuicdo do peso (em gramas) inicial, média da variagdo ponderal e desvio

padrdo dos animais no Grupo I (controle), Grupo II (AOM), Grupo III (IP6) e

Grupo IV (IP6/AOM).
Peso (g)
Administracao
Grupos . n desvio )2
Substancias inicial final média

padrio
I Controle 12 1855 3420 140,3 +22,8

II AOM 12 2061 3619 129,8 +13,4 0,3196
111 1P6 12 1932 3420 124,0 + 25,5
v IP6/AOM 12 1876 3420 128,7 +22,9

Grifico 1 - Distribuicao do peso (em gramas) inicial, média da variagdo ponderal nos animais

do Grupo I (controle), Grupo II (AOM), Grupo III (IP6) e Grupo IV (IP6/AOM).
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Tabela 2 - Distribuicao dos valores individuais da porcentagem da expressao de SOD em

FCA, quantificada por meio de processamento de imagem assistida por

computador, nos diversos animais do Grupo I (controle), Grupo II (AOM),

Grupo III (IP6) e Grupo IV (IP6/AOM), com respectivas médias, desvio-

padrdo e coeficiente de variancia.

AMOSTRA GRUPOS
I II 11 v
A 13,3 24,8 18,9 20,7
B 22,8 21,2 14,3 21,4
C 14,6 24,9 19,7 233
D 9,9 24,7 16,9 19,9
E 12,4 242 16,7 22,8
F 21,7 32,6 15,1 17,1
G 16,0 33,1 15,5 25,1
H 15,8 24,5 21,4 23,9
I 17,0 26,5 17,3 16,4
J 15,5 26,8 20,7 233
L 13,5 30,2 16,0 14,7
M 18,9 25,4 10,2 22,1
Média +
Desvio Padrio 16,0 + 3,7 26,7+3,5 16,9 + 3,1 20,9 +£3,3
Coeficiente de
variancia 13,3 23,5 18,2 15,7
GI<GII*
GI=GIl
GI<GIV*
GII>GII*
GII>GIV*

GII<GIV*
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Grafico 2 — Distribui¢ao dos valores médios e do desvio-padrao da porcentagem da expressao
de SOD, quantificada por meio de processamento de imagem assistida por
computador, comparando os Grupos entre si, dois a dois, de acordo com a

significancia estatistica encontrada e mostrada na Tabela 2.
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Comparacgao entre os grupos dois a dois

Tabela 3 - Distribuicdo da média e desvio-padrao da porcentagem de expressao de
SOD em FCA, quantificada por meio de processamento de imagem
assistida por computador, nos diversos animais do Grupo I (controle),

Grupo II (AOM), Grupo III (IP6) e Grupo IV (IP6/AOM).

Expressao SOD1
Variaveis de estudo p*
Média
Grupo | 16,0 £ 3,7
Grupo II 26,7 +3,5
0,0078
Grupo 11 16,9 + 3,1
Grupo IV 209+33

F=4,5085. * significancia, p < 0,05
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Grafico 3 - Distribuicdo da média e desvio-padrao da porcentagem de expressao de SOD em
FCA, quantificada por meio de processamento de imagem assistida por
computador, nos diversos animais do Grupo I (controle), Grupo II (AOM),

Grupo III (IP6) e Grupo IV (IP6/AOM).
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Figura 9 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo I (controle) mostrando um
foco de cripta aberrante (FCA) com a corresponde expressdo de SOD-1 em
coloracio  marrom  decorrente do revelador DAB  utilizado na
imunohistoquimica.(400X).
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Figura 10 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo I (controle) mostrando um
foco de cripta aberrante (FCA) com a corresponde expressao de SOD-1 em

coloracdo azul decorrente do processamento de imagem assistida por computador.
(400X).
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Figura 11 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo II (AOM) mostrando um
foco de cripta aberrante (FCA) com a corresponde expressdo de SOD-1 em
coloragdo  marrom  decorrente do revelador DAB  utilizado na
imunohistoquimica.(400X).

Figura 12 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo II (AOM) mostrando um
foco de cripta aberrante (FCA) com a corresponde expressdo de SOD-1 em

coloracdo azul decorrente do processamento de imagem assistida por computador.
(400X).
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Figura 13 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo III (IP6) mostrando um foco de
cripta aberrante (FCA) com a corresponde expressdo de SOD-1 em coloracdo marrom
decorrente do revelador DAB utilizado na imunohistoquimica.(400X).

Figura 14 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo III (IP6) mostrando um foco de
cripta aberrante (FCA) com a corresponde expressdo de SOD-1 em coloragdo azul
decorrente do processamento de imagem assistida por computador. (400X).
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Figura 15 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo IV (IP6/AOM) mostrando um
foco de cripta aberrante (FCA) com a corresponde expressio de SOD-1 em coloragio
marrom decorrente do revelador DAB utilizado na imunohistoquimica.(400X).

Figura 16 — Fotomicrografia caracteristica de um animal do grupo IV (IP6/AOM) mostrando um
foco de cripta aberrante (FCA) com a corresponde de expressao SOD-1 em coloracdo azul
decorrente do processamento de imagem assistida por computador. (400X).



5. DISCUSSAO

O entendimento sobre a natureza e desenvolvimento das lesdes pré-neoplasicas
ou pré-cancerosas que ocorrem na mucosa do coélon e reto sdo fundamentais para o
esclarecimento dos mecanismos da carcinogénese colorretal”®.

O intestino delgado e o grosso sdo importantes barreiras contra agentes exogenos
incluindo as substancias carcinogénicas. A ocorréncia de lesdes pré-neoplasicas esta
relacionada a biotransformagao, ativagdo ou detoxicacdo e ingestdo de substancias
quimicas exdgenas”.

A lesdo pré-neoplasica ou pré-cancerosa do célon pode ser caracterizada em
termos morfologicos e pelo fenotipo histoquimico. Entretanto, a histogénese e as
relacdes das diversos tipos de lesdes malignas ainda n3o estdo inequivocamente
determinadas. Focos de cripta aberrante (FCA) identificados na mucosa do célon de
roedores e seres humanos ¢ frequentemente usado como um confidvel biomarcador para
detec¢do experimental de agentes quimiopreventivos contra cancer colorretal, embora a
natureza da instalagdo da FCA e sua valorizagdo como biomarcador em roedores e
humanos ainda seja motivo de maiores esclarecimentos **.

19,27,28
b

A ocorréncia espontanea de FCA em ratos tem uma freqiiéncia baixa mas

existe uma clara associagdo do aumento do nimero de criptas isoladas ou multiplas com
aberracdes morfologicas ap0s a exposi¢io a substancias carcinogénicas’'°.

Considerando a relevancia da doenga neoplésica e a importancia das propostas
preventivas, assim como da necessidade de maiores informagdes sobre o mecanismo de
instalacdo e manifestagdo das lesdes pré-neopldsicas, procurou-se estabelecer um
modelo experimental em ratos com o intuito de iniciar uma linha de pesquisa em
carcinogénese.

O rato da linhagem Fisher 344 ¢ o que mais freqiientemente citado na literatura

como modelo animal na indu¢do de FCA, pois nestes animais a ocorréncia espontanea

de FCA ¢ praticamente nula e sdo mais susceptiveis a inducdo de carcinogénese

11,12 29,30

coldnica por drogas . Ha poucos relatos utilizando o rato Sprague-Dawley ou o
rato Wistar *'. Para desenvolver um modelo experimental foi escolhido o rato Wistar,
pelo seu uso difundido e fécil obtencdo adequando-se assim as condi¢cdes do nosso

meio. Os resultados, que serdo analisados detalhadamente mais adiante, mostraram que
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foi possivel identificar os focos de cripta aberrante na mucosa do célon distal e
passiveis de diferenciar os grupos de inducdo por droga carcinogénica € 0s grupos
controle e sob acdo de drogas quimioprotetoras.

O modelo estudado deu enfoque para a inducdo de curta duragdo com o emprego
do azoximetano recomendado pela Organizacdo Mundial de Satde (Internacional
Agency for Research on Cancer — IARC)*® também ja estabelecido como um
procedimento padrio para estudos de carcinogénese de colon *>.A manifestagio de
criptas tnicas ou multiplas com caracteristicas morfoldgicas aberrantes ja estd também
plenamente referendada pela literatura pertinente como um parametro confidvel para
avaliacdo da indug¢dao de lesdes pré-neoplasicas e seu controle por substancias
quimioprotetoras >,

O desenvolvimento de estratégias para quimioprevencdo do cancer colorretal
tem sido facilitado pelos relevantes modelos em animais de experimentacdo que
mimetizam os processos neoplasicos que ocorrem em humanos, incluindo similaridades
na histopatologia e nas lesdes moleculares e genéticas durante os estdgios iniciais e de
promogio e manutencio da carcinogénese’.

Estudos com o azoximetano em ratos tém mostrado que determinadas
substancias naturais ou sintéticas podem influir de modo decisivo na manifestagao de
lesdes pré-neoplasicas, diminuindo ou abolindo suas manifestacdes™. Estas substancias
devem combinar beneficios clinicos com minina toxicidade. A historia natural do cancer
colorretal, desde as criptas aberrantes displasicas at¢ adenomas e adenocarcinomas,
oferece multiplas oportunidades para avaliar e intervir. E preciso identificar os alvos
moleculares que sdo criticos no crescimento e sobrevivéncia da célula maligna
colorretal e os fatores que modulam este mecanismo™.

Ha uma vasta gama de agentes que foram identificados no desenvolvimento de
cancer de colon em animais. Isto sugere que o cancer de colon em humanos pode ser
conseqiiéncia de diversos tipos de deficiéncias no estilo de vida, uma vez que
determinadas substancias presentes na dieta quando suprimidas aumentam o
aparecimento de displasia em criptas do célon. Por outro lado dietas contendo gordura
omega 3 (3 fatty acids -3 PUFAs), antiinflamatdérios ndo hormonais, inibidores da
COX2 e inibidores da oxido nitrico sintetase (iNOS) e curcumin podem reduzir a
incidéncia de cancer colorretal®.

O inositol hexafosfato (IP6) ¢ um carboidrato polifosoforilado encontrado em

fontes alimenticias naturais ricas em fibras, embora esteja praticamente presente em
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todas as espécies de plantas em quantidades variaveis. Também ¢ identificavel em
varias cé€lulas animais. O IP6 tem sido associado com efeitos inibitdrios sobre uma
grande variedade de tumores inclusive de mama, pancreas e colon. O IP6 age reduzindo
a proliferacdo celular e aumentando a diferenciagdo de células malignas, o que
frequentemente resulta em regressdo ao fendtipo normal. Estimula as propriedades
imunologicas do organismo contribuindo para a destruicdo das células tumorais. Tem
acdo antioxidante uma vez que o IP6 exdgeno uma vez administrado ¢ desfosforilado
em inositol fosfatos, o que interfere no sinal de transdu¢do e no ciclo vital da célula.
Uma vez que é abundante na dieta regular, ¢ eficazmente absorvido pelo trato
gastrointestinal e ¢ seguro, quase isento de toxicidade, figura como uma opg¢ao atraente
nas estratégias de prevengdo e tratamento do cancer ou na melhora da qualidade de vida
em pacientes com metastases e/ou em tratamento com quimioterapia24.

Contudo para a consecu¢ao do modelo experimental a identificacdo e contagem
dos focos de criptas aberrantes mostrou-se um procedimento trabalhoso e sujeito a
variagdes e vieses comuns as contagens que dependem de uma caracterizagao
qualitativa. Informag¢des da literatura sugerem que o estresse oxidativo ¢ um evento
precoce na carcinogénese e que a expressdo da superoxido dismutase (SOD) estd
alterada em diversos tecidos com neoplasia®’. Deste modo procurou-se inovar o
processo de identificagdo e quantificagdo dos focos de criptas aberrantes a partir de um
projeto piloto que mostrou haver correlagdo entre a expressao da SOD, marcada por
imunoistoquimica e a mensuragdo por colorizagdo computacional das dareas
correspondentes a imunomarcacao.

A contagem de dez campos aleatorios com arquivamento € contagem total de
cada animal permitiu um tratamento estatistico confidvel para os resultados obtidos. A
padronizagdo do filtro RBG (red-blue-green) e da intensidade da imunocoloracdo
permitiu uma uniformidade dos resultados minimizando ou impedindo as eventuais
falhas na mensuracdo das areas e no calculo dos porcentuais da expressio da SOD?°.

As figuras 5 a 12 apresentam fotomicrografias caracteristicas de cada grupo de
animais, tanto na fase de imunocolorag¢do quanto na fase de marcacao colorimétrica para
a leitura computacional. E possivel identificar as criptas aberrantes e a coloragio
marrom permite verificar a expressao da SOD nestas mesmas criptas.

Os resultados referentes a evolugdo ponderal dos animais mostraram que houve
um ganho de peso em todos os grupos, uma vez que se tratava de animais adultos jovens

(trés meses de idade) e que normalmente ganham peso até por volta do sexto més de
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vida. A média da variacdo ponderal foi semelhante para todos os grupos, sem diferenga
estatisticamente significante (Tabela 1 e Graficol). Deste modo pode-se inferir que o
IP6 ou mesmo o azoximetano (AOM), nas doses empregadas ndo apresentaram efeitos
toxicos, o que certamente influiria na ingestdo alimentar destes animais e
consequentemente no peso corporal.

A expressao da SOD nos animais do grupo I (16,0 = 3,7), em que nenhuma
droga foi ministrada permite verificar que a superdxido dismutase ¢ uma enzima
presente nas células das criptas intestinais do colon e que podem estar relacionadas com
a atividade exercida por este tecido de funcionar como uma barreira aos fatores
agressivos exogenos em que existem em quantidade variavel no limen intestinal.
Devido ao processo de mensuragcdo empregado ndo foi possivel comparar estes achados
com os de outros na literatura que usam metodologia diversa. No entanto, ¢ referida na
literatura alta atividade de SOD em diversos tecidos em condic¢des fisioldgicas tais
como tecido hepatico, células do miocardio, células de musculos estriados, células
acinares do pancreas, cé¢lulas epiteliais do tabulo renal, células epiteliais do intestino
delgado e colon.*'™*.

Os animais do grupo III, que receberam o IP6 (16,9 + 3,1) na dgua de beber, nao
mostraram diferenca estatisticamente significante na expressao da SOD em relagdo aos
animais do grupo I (16,0 £ 3,7). Isto significa que o [P6 em condigdes fisioldgicas nao
interfere na manifestagdo da SOD e, portanto ndo interfere nos processos do estresse
oxidativo em condi¢des fisiologicas.

Por outro lado os animais do grupo II (26,7 £ 3,5) que receberam o azoximetano
em duas doses subcutaneas mostraram uma diferenca estatisticamente significante na
expressdao da SOD em relagdo aos grupos I (16,0 +3,7 ) e 11 (16,9 = 3,1 ), identificando
que o processo de lesdo pré-neoplasica, caracterizado pela presenca do foco de cripta
aberrante estd associado ao estresse oxidativo de forma marcante. Assim para o
desenvolvimento do modelo experimental mostrou-se que ha uma relagdo entre a
presenca de cripta aberrante e a expressdo da SOD e que esta relagdo pode ser
estabelecida pela metodologia proposta por esta pesquisa.

A expressao da SOD nos animais do grupo IV (20,9 £ 3,3), que receberam a
injecdo de azoximetano (AOM) e concomitante ingestdo oral de IP, mostrou diferenca
estatisticamente significativa em compara¢do com os animais do grupo II (26,7 £ 3,5),

que ndo receberam o IP6. Deste modo ficou demonstrado que o IP6 tem acgdo
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antioxidativa, diminuindo a expressdo da SOD nas criptas aberrantes e, portanto
favorecendo uma agdo protetora contra as lesdes pré-neoplasicas.

De acordo com a estratégia de organizar um modelo experimental para estudo da
carcinogénese em mucosa de coélon de rato mostraram-se pertinentes as escolhas
realizadas para o tipo de animal (rato Wistar), para o tipo de indutor carcinogénico
(azoximetano), para o tipo de critério de avaliagdo do mecanismo de carcinogénese
(focos de cripta aberrante) e o tipo de substancia inibidora (IP6) para testar a eficacia do
modelo. A inovacdo ficou por conta da medicdo da expressdo da superdxido dismutase
tanto na sua concepg¢do de associagdo com o estresse oxidativo e carcinogénese como
pelo método de associar a imunoistoquimica com a coloracdo e medicdo por
computador

Os resultados encontrados mostraram que o modelo proposto ¢ factivel e
confiavel, reforcando o uso do rato Wistar como animal de experimenta¢cdo na pesquisa
de focos de cripta aberrante, e que estes resultados se sobrepde a outros trabalhos
referidos na literatura.

O modelo proposto, no entanto precisa ser testado mais vezes e aprimorado em
alguns aspectos praticos de sua execu¢do, mas contribuiu para estabelecer um modelo
adaptado as condigdes do nosso meio. Devera ser aplicado para esclarecer os relevantes
mecanismos envolvidos no desencadeamento € manutencao das lesdes pré-neoplasicas e

nos fatores protetores e inibidores destas lesoes.



6. CONCLUSOES

1 — O rato Wistar (Rattus norvergicus albinus) mostrou ser um modelo viavel e confiavel de

inducdo de foco de cripta aberrante (FCA) induzido pelo azoximetano (AOM).

2- O azoximetano (AOM) induziu a formagdo de focos de cripta aberrantes (FCA) em

proporc¢ao estatisticamente significante em colo distal de ratos Wistar.

3- O fosfato de inositol (IP6) mostrou ser uma substancia capaz de inibir a manifestacdo de

focos de cripta aberrantes em colo de ratos Wistar, induzidas pelo azoximetano.

4- A expressdo da enzima superoxido dismutase (SOD) por marcagdo imunohistoquimica
mostrou ser um método confiavel para marcacao bioldgica de estresse oxidativo em focos de

cripta aberrantes (FCA) induzidos pelo azoximetano (AOM).
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9. APENDICE

PROTOCOLO

Data de inicio de administrag¢do de drogas: ...... AT [N

Grupo (sorteio): GI [ Gl G GIve
Animal Numero (sorteio): 101 2 [ 301 401 501 601 701801 901 100) 1100 1201

SeX0: vvviieiieieen Peso: ..oeiennnn, gramas Idade: ....................

Droga: Solugdo salinal]  IP6 [1 Azoximetano!]

Semanas:

10 ... T TR 200 ...... T [ 300 ... [ e VAR

400...... T A 500...... J A A 60]...... JA [

Volume: .......cccovveenveeenne. DoSe: oo

Coleta de segmento intestinal ~ Data: ...... J [ e

ANEStESICO: ..vvveerrrerieeireeenne, Volume: .....cccooeevvveeiieeeiieeen DoSe: i,
Numero do frasco de coleta: ..............

Processamento da Microscopia Optica — Data: ...... [ veesnns [ eeernnne

Descricao do FCA: ...t e e e e e e areeas
Porcentagens da Expressao da SOD: ........cccooiiiiiiiiiiniininncecececeeseee e

Observacoes :

Figura 14 —Apéndice — Copia do ficha padronizada para as anotagdes pertinentes a cada
animal em cada grupo de estudo.



PLANILHAS DOS RESULTADOS DA IMUNOISTOQUIMICA EM 10 FOCOS DE
CRIPTAS ABERRANTES DE CADA ANIMAL

Grupo I - controle

38

Grupo 1

o _ |®
S5 |8 |8 |3 |8 |8 |5 |8 |3 |B |2
=

A 14,3 18,6 12,3 9,8 8,3 6,3 9,8 26,6 | 16,4 11 13,
3

B 23,8 36 34,2 32,4 15,9 26,8 17,4 | 11,3 | 13,6 | 164 | 22,
8

C 14,8 13,9 15,1 14,9 11,2 11 9,6 214 | 17,7 | 15,9 | 14,
6

D 9,4 7,5 8,8 8,3 5,6 9,2 9,1 12,7 | 154 | 13,2 | 99
E 10,6 14,7 12,8 11,3 9 21 10,2 | 10,7 | 134 | 10,2 | 12,
4

F 19,8 26,9 29.8 19,6 26,7 16,9 13,5 | 24,7 | 18,3 21 21,
7

G 19,5 14 13,5 13,6 13,6 15,3 13,5 | 18,2 18 21,9 | 16,
0

H 15,8 16,9 17,7 18,2 11,9 12,4 13 22,1 14,2 | 15,6 | 15,
8

I 19,9 13,4 14 17,3 18,4 21,5 18 12,6 | 17,6 | 17,3 | 17,
0

J 16,4 6,7 7,7 14,3 18,1 16,5 214 | 184 | 17,9 | 17,4 | 15,
5

L 11 12,4 11,4 11,5 11,1 8,3 9,9 16,1 | 25,7 | 17,9 | 13,
5

M 11,6 15,4 21,2 26,9 23,6 19,8 21,1 17,9 | 164 15 18,
9

Média 16,




PLANILHAS DOS RESULTADOS DA IMUNOISTOQUIMICA EM 10 FOCOS DE

CRIPTAS ABERRANTES DE CADA ANIMAL

Grupo I - AOM

39

Grupo 2

o O

E 3 O S 3 $ S S |8 |3 |5 c

=
A 9,7 23,6 24,7 25,6 22,2 219 | 24,4 | 38,5 30 27,2 | 24,8
B 19,7 27,8 19 15,8 16,3 16,7 | 21,3 | 33,5 | 20,2 | 21,4 | 21,2
C 26,2 18,4 32,8 25,8 26,5 28 29,1 24 19,8 | 18,8 | 24,9
D 28,1 14 24,2 20,8 20,9 20 15,9 | 29,3 | 36,5 | 37,7 | 24,7
E 23,9 26,8 29,8 23,7 27,9 27,1 12,1 | 31,2 | 25,1 | 24,7 | 25,2
F 29,8 29,7 19,9 21,6 30,2 | 363,4 | 32,9 | 51,5 | 34,9 | 39,2 | 32,6
G 28,7 28,1 17,4 16,5 26,5 27 37,1 | 56,6 | 49,2 44 33,1
H 16,1 19,7 15,5 19 21,2 249 | 20,7 | 42,2 | 32,2 | 33,3 | 24,5
I 27 19 27,6 17,4 20,3 26,1 | 31,9 | 19,8 30 | 46,3 | 26,5
J 12,1 33,7 26,3 28,5 21,8 243 12,6 | 33,9 | 36,4 | 38,3 | 26,8
L 17,1 27 26,5 21,7 29,2 31 29,1 | 32,3 | 45,8 | 41,8 | 30,2
M 18,7 30,8 33,9 33,4 26,1 35,1 18,5 | 21,2 | 12,8 | 23,9 | 254
Média 26,7
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PLANILHAS DOS RESULTADOS DA IMUNOISTOQUIMICA EM 10 FOCOS DE

CRIPTAS ABERRANTES DE CADA ANIMAL

Grupo III - IP6

Grupo 3

o - | S

5 s | |8 | |8 |8 | | |0 |T |3

=
A 24,4 18,8 20 23.9 23,8 21,1 | 13,9 | 16,4 | 13,7 | 12,9 | 18,9
B | 27,1 | 107 14 11,6 | 134 | 13,8 | 132 [ 12,6 | 151 | 11,1 | 143
C 15,7 19,5 17,4 17,7 22,8 24,1 18,4 | 21,9 | 21,1 | 182 | 19,7
D 23,2 13,1 10,2 9,4 15,2 12,6 | 12,1 23 1249 | 253 | 16,9
E 16,9 18,7 21,2 20,1 12,9 16,2 | 13,7 15 16,6 16 | 16,7
F 22,6 17,8 18,6 12 12,3 129 | 12,6 | 143 | 154 | 12,1 | 15,1
G 22 9,5 10,6 11 12,6 10,9 | 109 | 234 | 20,8 | 23,3 | 15,5
H 19,9 19,2 21,2 18,2 29,4 22,5 | 31,2 | 13,5 | 204 18 | 21,4
I 22,4 16,3 15,3 14,1 15,6 199 | 12,5 | 214 | 148 | 20,2 | 17,3
J 25,4 20,1 29,2 20,7 20,7 199 | 224 | 16,1 | 16,3 | 15,9 | 20,7
L 17,1 12,9 15,6 15,6 12,7 13,8 | 11,6 | 19,1 | 21,8 | 20,2 | 16,0
M 20,2 9,1 9,1 6 7,2 11,9 5,9 9,5 | 10,1 | 12,5 | 10,2
1 Meédia 16,9
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PLANILHAS DOS RESULTADOS DA IMUNOISTOQUIMICA EM 10 FOCOS DE
CRIPTAS ABERRANTES DE CADA ANIMAL

Grupo IV - AOM/IP6

Grupo 4

<«

O . 9

= — 9\ on <t e} \O o~ o0 N = <

é @) O O O O O © O © O ':qa)

=
A 11,6 18 22,6 | 29,1 14,4 174 | 21,2 | 26,1 | 21 | 25,6 | 20,7
B 20,1 28,7 | 22,2 18,2 37,7 19,1 | 21,6 | 10,8 | 18,9 | 16,4 | 214
C | 222 | 30,6 | 27,6 | 23,7 | 21,7 | 21,6 | 244 | 17,5| 20,3 | 23,8 | 23,3
D 254 | 249 16,8 13,6 9,5 24 18,7 | 15,7 | 25,1 | 25,3 | 19.9
E 20,2 | 20,6 17,8 129 | 34,5 | 234 | 28,6 | 27,1 | 27 | 16,1 | 22,8
F 25 17,7 9 16,6 | 263 | 13,1 | 99 | 158 | 16,7 | 20,8 | 17,1
G 31,5 19,7 | 244 | 21,1 21,2 | 30,9 | 25,6 | 30 25 | 31,4 | 25,1
H 28 189 | 21,5 22,5 17,9 | 25,7 | 21,6 | 26 | 29,9 | 27 23,9
I 16,5 20,7 18,3 13,6 15,8 152 | 181 | 16,9 | 15,2 | 13,8 | 164
J | 286 | 26,7 | 174 | 129 | 17,2 | 27,8 | 33,7 | 169 | 26,5 | 25 | 233
L 18,6 13,4 10,6 15,1 14,5 16 17,5 | 13,7 | 13,6 | 13,6 | 14,7
M | 237 | 293 26,2 | 204 | 223 153 | 265| 18 | 19,5 | 20 22,1
Meédia 20,9




