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ObjetivoObjetivoObjetivoObjetivoObjetivo: Avaliar as repercussões hepáticas da carcinogênese colônica induzida por diferentes doses e tempos de exposi-

ção ao azoximetano em ratos Wistar. MétodosMétodosMétodosMétodosMétodos: Quarenta e quatro ratos foram distribuídos em quatro grupos. Os animais

tinham oito semanas no início do experimento.  No grupo 1, receberam 1.0mL de solução salina intraperitonealmente uma

vez por semana por duas semanas. No grupo 2, receberam 15 mg/kg de azoximetano intraperitonealmente uma vez por

semana por duas semanas. Esses animais foram mortos na 15ª semana do experimento. Os animais do grupo 3 receberam

solução salina intraperitonealmente uma vez por semana por duas semanas. Os animais do grupo 4 receberam 20mg/kg de

azoximetano intraperitonealmente uma vez por semana por duas semanas. Esses animais foram mortos na 26ª semana do

experimento.  Os fragmentos de tecido hepático foram corados pela hematoxilina e eosina e avaliadas microscopicamente.

ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados: Grupo 1 e grupo 2 diferiram significantemente em relação a esteatose, mas não houve diferença entre o

grupo 3 e o grupo 4. No entanto, no grupo 4 foram observadas lesões pré-neoplásicas (focos de células alteradas, claras,

vacuoladas, basofílicas, anfofílicas, tigróides, oncocíticas, pequenas ou acidófilas, espongioses e pelioses) e lesões neoplásicas

(colangiomas e adenomas) contendo hepatócitos atípicos de permeio, não identificados no grupo 3. Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão: No modelo

de carcinogênese colorretal, lesões hepáticas pré-neoplásicas e neoplásicas aparecem e evoluem na proporção do tempo e

dose de exposição ao azoximetano.

Descritores:Descritores:Descritores:Descritores:Descritores: Neoplasias do colo. Neoplasias colorretais. Marcadores biológicos de tumor. Azoximetano. Fígado gorduroso.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

O câncer colorretal (CCR) está entre os tipos mais fre-
 quentes de neoplasias malignas. É a terceira causa

mais comum de câncer no mundo, em ambos os sexos, o
quarto tipo mais frequente no sexo masculino e o terceiro
entre mulheres1. Representa a quarta neoplasia mais
diagnosticada nos Estados Unidos, com 178.000 casos no-
vos ao ano e mortalidade em torno de 47 para cada 100.000
habitantes2.

 A causa é resultado de uma complexa interação
de variáveis externas, como agentes ambientais, dietéticos
e fatores internos de natureza somática ou hereditária3.
Quando detectado em estágios mais precoces, ele apre-
senta maiores chances de cura e sobrevida4.

Considerando a relevância da doença neoplásica,
além da necessidade de entender a fisiopatologia do
surgimento das lesões precoces, utilizam-se diversos mo-
delos de carcinogênese colorretal5,6. O modelo de Bird pro-
move a carcinogênese por 1,2 dimetilhidrazina (DMH) ou
azoximetano (AOM) e avalia a formação de criptas
aberrantes em mucosa cólica de roedores, sendo ampla-
mente utilizado em pesquisas experimentais. As lesões
induzidas por AOM, mutações K-ras, APC e p53, são de
modo semelhante ao CCR em humanos e também podem
ser encontradas em outros órgãos, como fígado, intestino
delgado e peritônio7-9.

São poucos os trabalhos sobre lesões hepáticas
causadas pelo AOM10,11 durante a carcinogênese colorretal
provocada no modelo de Bird12-16.
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O objetivo desse estudo é avaliar a relação entre
a dose e o tempo de exposição do azoximetano sobre as
repercussões hepáticas durante a carcinogênese cólica em
ratos.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

A pesquisa foi realizada após aprovação pelo
Comitê de Ética em Pesquisas Animais da Universidade
Federal do Ceará (CEPA/UFC) sob número de protocolo 09
do dia 03/02/2009 e de acordo com as Normas Internacio-
nais para Pesquisa Biomédica em Animais.

Foram utilizados 44 ratos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia, Muridae) da linhagem Wistar,
machos, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceará, com oito semanas de vida e peso médio
de 180g. Os animais foram mantidos em gaiolas individu-
ais de polipropileno com tampa de arame galvanizado com
zinco, forradas com maravalhas no laboratório de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceará. Permane-
ceram alojados em condições adequadas, umidade relati-
va do ar em torno de 50%, e temperatura média de 25ºC,
ciclo claro e escuro de 12/12 horas e ventilação adequa-
das. Receberam água e ração ad libitum.

Os animais foram identificados, pesados e distri-
buídos aleatoriamente em quatro grupos. Após o desma-
me, foram alimentados com dieta padrão da Biobase Biotec
Ratos e Camundongos  composta de 59% de carboidratos
(CHO), 29% de proteínas (PTN) e 12% de lipídios (LIP)
(Figura 1).

Os grupos foram assim compostos:     Grupo 1 –
(G1) grupo controle com ratos não expostos ao AOM (n=9):
os animais receberam injeção de 1.0 ml de solução salina
0,9% estéril, intraperitoneal, uma vez por semana por duas
semanas e foram mortos na 15ª semana após injeção de
solução salina; Grupo 2 – (G2) grupo estudo com ratos
expostos ao AOM 15 mg/kg (n=9): os animais receberam
injeção de AOM 15 mg/kg, intraperitoneal uma vez por
semana por duas semanas e foram mortos na 15ª semana
após injeção de AOM; Grupo 3 – (G3) grupo controle com
ratos não expostos ao AOM (n=14): os animais receberam
injeção de 1.0 ml de solução salina 0,9% estéril,
intraperitoneal uma vez por semana por duas semanas e
foram mortos na 26ª semana após injeção de solução sali-
na; Grupo 4 – (G4) grupo estudo com ratos expostos ao
AOM 20 mg/kg (n=12): os animais receberam injeção de
AOM 20 mg/kg, intraperitoneal uma vez por semana por
duas semanas e foram mortos na 26ª semana após injeção
de AOM.

Na 15ª semana (grupos 1 e 2) e na 26ª semana
(grupos 3 e 4) após as primeiras injeções, os animais foram
anestesiados com 80 mg/Kg ketamina e 8 mg/Kg xylazina
intraperitoneal e posicionados em decúbito dorsal para iní-
cio do ato operatório. Foram submetidos à laparotomia por

incisão mediana xifopubiana com exposição da cavidade
peritoneal para protocolectomia e hepatectomia total. Es-
tes órgãos foram medidos, pesados e avaliados quanto à
presença de lesões macroscópicas. Amostras de lóbulos de
fígado foram clivadas e encaminhadas para estudo
histopatológico de rotina. O colo foi aberto na borda anti-
mesocólica, lavado com solução salina e estendido em
papel tipo kraft, dobrado  em seu eixo de forma concêntri-
ca e imerso em solução de formalina a 10% para fixação e
estudos posteriores. Em seguida, os animais foram mortos
por choque hipovolêmico, após secção da aorta abdomi-
nal.

Todos os órgãos foram clivados sendo retirados
dois fragmentos de fígado (lobo lateral direito e esquerdo)
bem como as lesões observadas na macroscopia. Os teci-
dos foram fixados em formol 10% tamponado, por 24 ho-
ras e a seguir levado para processamento histotécnico. Após
emblocamento em parafina foram feitos cortes com 5µm
de espessura e corados pela hematoxilina e eosina (H/E).

 As variáveis do estudo são nominais. Utilizou-se
o teste de qui-quadrado para comparação de amostras não-
pareadas em tabelas de contigência 2 x 2, comparando-se
os grupos 1 e 2 e os grupos 3 e 4 quanto à presença de
esteatose hepática. O nível de significância foi de 5%, sendo
estatisticamente significante o valor de ñ < 0.05.

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

O exame histopatológico do fígado evidenciou
esteatose leve em todos os grupos. Ela foi menos incidente
no grupo 1, no qual os animais eram mais jovens e não
receberam AOM.

Os grupos 1 e 2 diferiram significantemente (x2

= 7.54, r = 0.011) com relação à esteatose hepática na
eutanásia (15 semanas após a injeção de solução salina e
AOM 15 mg/kg, respectivamente) (Tabelas 1 e 2). Os gru-
pos 3 e 4 não diferiram (x2 = 2.08, r = 0.216) com relação
à esteatose hepática na eutanásia (26 semanas após a
injeção de solução salina e AOM 20 mg/kg, respectiva-
mente) (Tabelas 1 e 3).

As lesões prémalignas e neoplásicas, entretanto
foram observadas apenas nos ratos do grupo 4 que rece-
beram maior dose de AOM (20 mg/kg). Das lesões
prémalignas, a de maior incidência foram as células
anfofílicas vistas em seis animais do grupo 4 (Figuras 1 e
2). As lesões neoplásicas mais frequentes foram os
colangiomas e adenomas. Foi observado um caso de carci-
noma in situ e um de hepatocarcinoma. A espongiose e
peliose também foram frequentes neste grupo.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

O foco de cripta aberrante, lesão pré-neoplásica
da mucosa cólica, foi inicialmente descrito por Bird7. Apre-
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senta como característica ser induzido por agente
carcinogênico específico de modo dose-dependente e é
visto na mucosa cólica precocemente, de duas a quatro
semanas após a dose de iniciação. O tamanho e
multiplicidade das criptas aumentam com o tempo e ca-
racterísticas como proliferação e displasia predizem o des-
fecho tumoral6-9.

O AOM é um metabólito da DMH, cujo meca-
nismo de indução de lesões pré-neoplásicas é atribuído ao
aumento da expressão do gene c-fos e à diminuição do
gene c-myc, assim como à mutação do gene K-ras, altera-
ções similares àquelas observadas na carcinogênese es-
pontânea em humanos17,18. Este é geralmente preferido

Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 - Lesões hepáticas por azoximetano.

LesõesLesõesLesõesLesõesLesões GruposGruposGruposGruposGrupos
G 1G 1G 1G 1G 1 G 2G 2G 2G 2G 2 G 3G 3G 3G 3G 3 G 4G 4G 4G 4G 4

Esteatose Leve 4 8 7 9
Moderada  2 1 1
Severa     

Lesões pré- malignas Clara    2
Vacuolada    2
Basofílica   1 1
Intermediária     
Anfofílica  1  6
Tigróide    1
Oncocítica    2

Espongiose    7
Peliose    5
Colangioma    6
Adenoma    3
Carcinoma in situ    1
Hepatocarcinoma    1

Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 -Tabela 2 - Esteatose hepática nos grupos 1 e 2.

Lesões hepáticasLesões hepáticasLesões hepáticasLesões hepáticasLesões hepáticas

Sem esteatose (%)Sem esteatose (%)Sem esteatose (%)Sem esteatose (%)Sem esteatose (%) Com esteatose (%)Com esteatose (%)Com esteatose (%)Com esteatose (%)Com esteatose (%) Total (%)Total (%)Total (%)Total (%)Total (%)

Grupos Grupo 1 5 (55,6) 4 (44,4) 9 (100)
Grupo 2 0 (0) 10 (100) 10 (100)

Total 5 (26,3) 14 (73,7) 19 (100)

X2 = 7.54, r = 0.011 - corrigido pelo teste de Fisher.

Tabela 3 -Tabela 3 -Tabela 3 -Tabela 3 -Tabela 3 - Esteatose hepática nos grupos 3 e 4.

Lesões hepáticasLesões hepáticasLesões hepáticasLesões hepáticasLesões hepáticas

Sem esteatose (%)Sem esteatose (%)Sem esteatose (%)Sem esteatose (%)Sem esteatose (%) Com esteatose (%)Com esteatose (%)Com esteatose (%)Com esteatose (%)Com esteatose (%) Total (%)Total (%)Total (%)Total (%)Total (%)

Grupos Grupo 3 6 (42,9) 8 (57,1) 14 (100)
Grupo 4 2 (16,7) 10 (83,3) 12 (100)

Total 8 (30,8) 18 (69,2) 26 (100)

X2 = 2.08, r = 0.216 - corrigido pelo teste de Fisher.

Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2Figura 2 - Colangioma cístico - HE 10x.

Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1 - Espongiose – HE 10x.

em relação ao DMH por ser mais potente e requerer pou-
cas reações para sua ativação. É ativado no fígado por
N-oxidação, gerando compostos reativos essenciais para a
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carcinogênese química (metilazoximetanol e íon metil
diazóxido) sendo levados ao colo pela corrente sanguínea
ou via biliar como glucoronídeo conjugado. Após ativação,
o DNA é metilado principalmente nas posições N7- guanina
e O6 - guanina19.

No presente estudo, as lesões pré-neoplásicas
aparecem no fígado e evoluem proporcionalmente à dose
e ao tempo de exposição do carcinógeno.

O AOM causa proliferação de hepatócitos. Estes
são considerados ainda pré-neoplásicos, pois não parecem
ter nenhum grau de crescimento autônomo, designado por
focos e nódulos de hepatócitos alterados. Três linhagens
hepatocíticas podem ser identificadas durante a evolução
dos testes para tumores hepáticos em roedores:
glicogenólica-basofílica, anfofílica-basofílica e xenomórfica-
basofílica20,21.

As lesões pré-neoplásicas (focos de células
alteradas, claras, vacuoladas, basofílicas, anfofílicas,
tigróides, oncocíticas, pequenas e acidófilas, espongiose e
peliose) e neoplásicas (colangioma e adenoma) podem ser
distintas do tecido não-transformado ao seu redor por alte-
rações na expressão de várias enzimas, incluindo a
adenosina trifosfatase (ATPase), glicose-6-fosfatase,
g-glutamiltranspeptidase (gGT) e glutationa S-transferase
forma placentária (GST-P), estas são comumente utiliza-
das como marcadores da doença maligna22-24.

Esteatose foi vista mais frequentemente no gru-
po 2 do que no grupo 1. No entanto, a diferença entre o
grupo 3 e 4 não foi significante. Por outro lado, animais do
grupo 4 apresentaram lesões pré-neolásicas e neoplásicas,
possivelmente devido ao maior tempo de exposição ao AOM
(11 semanas a mais). Estudos morfométricos mostraram
que focos de células vacuoladas (células de gordura) po-
dem se desenvolver de células de glicogênio e progressiva-
mente evoluir para células mistas e neoplasia maligna he-
pática22.

Comparando os grupos 1 (15 semanas) e 3 (26
semanas), a esteatose foi mais evidente no último, onde a
única variável foi o tempo (11 semanas).  O fígado de ani-
mais senis pode apresentar degeneração, com áreas de
esteatose, células mais claras, vacuolizadas e abalonadas,
núcleos mais volumosos e de forma irregular25.

Neste estudo, o AOM causou lesões hepáticas
pré-neoplásicas e neoplásicas proporcionalmente de acor-
do com a dose e o tempo de exposição, semelhante aos
achados de Bird na carcinogênese colorretal. No entanto,
tornam-se necessários mais estudos para fortalecer esses
achados.

Em conclusão, no modelo de carcinogênese
colorretal envolvendo ratos, as lesões pré-neoplásicas e
neoplásicas hepáticas aparecem e evoluem proporcional-
mente ao tempo de exposição e à dose utilizada do AOM.

A B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C TA B S T R A C T

ObjectiveObjectiveObjectiveObjectiveObjective: To evaluate the hepatic effects of colonic carcinogenesis induced by azoxymethane at different doses and times of
exposure in rats. MethodsMethodsMethodsMethodsMethods: Forty-four Wistar rats were divided into four groups. The animals were eight weeks at the beginning
of the experiment. group 1 received 1.0ml of saline intraperitoneally once a week for two weeks. Group 2 received 15 mg/kg of
azoxymethane intraperitoneally once a week for two weeks. These animals were killed at the 15th week of the experiment. The
animals of group 3 received saline intraperitoneally once a week for two weeks. Group 4 animals received 20mg/kg of azoxymethane
intraperitoneally once a week for two weeks. These animals were killed at the 26th week of the experiment. The fragments of liver
tissue were stained with hematoxylin and eosin and evaluated microscopically. ResultsResultsResultsResultsResults: Groups 1 and 2 differed significantly in
relation to steatosis, no difference having been found between group 3 and group 4. However, in group 4 we observed pre-
neoplastic lesions (foci of altered, clear, vacuolated, basophilic, amphophilic tigroid, oncocytic, small or acidophilus cells, spongiosis and
peliosis) and neoplastic lesions (adenomas and colangiomas) containing atypical hepatocytes in between, not identified in group 3.

ConclusionConclusionConclusionConclusionConclusion: In the model of colorectal carcinogenesis, preneoplastic and neoplastic hepatic lesions appear and evolve in proportion
to the time of exposure and dose of azoxymethane.

Key wordsKey wordsKey wordsKey wordsKey words: Cervical neoplasms. Colorectal neoplasms. Biological markers of tumor. Azoxymethane. Fatty liver.
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