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Resumen

Sanchez Negrette, M.; Montenegro, M.A.; Lértora, W.J.; Borda, J.T.: Estudio histoqui-
mico y ultraestructural de focos de criptas displasicas del intestino grueso inducidos con
1,2—dimetilhidrazina en ratas. El objetivo de este estudio fue verificar cambios histoquimi-
cos y ultraestructurales en los focos de criptas displasicas (FCD) inducidos por el carcino-
geno 1,2—dimetilhidrazina (DMH) en intestino grueso de ratas. Fueron utilizadas 30 ratas
Wistar machos, de 3 meses de edad, mantenidas con dieta balanceada (20 experimentales y
10 controles). La DMH fue administrada a los animales experimentales por via subcutanea
durante 16 semanas, a dosis de 20 mg/kg de peso corporal. Luego de la ultima inoculacion
se sacrificaron todos los animales de ambos grupos. En el intestino grueso se localizaron
los FCD, en los cuales se estudiaron los cambios histoldgicos e histoquimicos del epitelio
intestinal a partir de muestras seccionadas en 5um, coloreadas con hematoxilina y eosina,
PAS y azul alcian a pH 2,5; también fueron examinados mediante microscopia electronica
de barrido. Histoquimicamente los FCD se caracterizaron por disminucion o ausencia de la
coloracion de mucosustancias neutras y acidas, reaccionando negativamente al PAS y al azul
alcian. Desde el punto de vista ultraestructural se registraron aumentos del tamano de las
criptas (hiperplasia y crecimiento desorganizado de las células glandulares) y cambios en
la superficie, caracterizados por una leve distorsion de las bocas de aberturas de las criptas,
aumento del grosor de sus paredes y disminucion del nimero y tamafio de las microvellosi-
dades (menor grado de maduracion). Las lesiones halladas indican que la superficie mucosa
del intestino grueso de ratas tratadas con DMH desarrolla cambios morfologicos durante la
carcinogénesis, evidenciables antes de la aparicion del tumor visible macroscopicamente.
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INTRODUCCION

La histogénesis del carcinoma inducido quimica-
mente en animales de laboratorio es un tema amplia-
mente debatido. Algunos investigadores describen que
los focos carcinomatosos microscopicos se originan en
la mucosa superficial, independientemente de una le-
sion adenomatosa previa (feoria de novo) 2%, Otros
consignan focos microscopicos originados en poélipos
(teoria de la secuencia adenoma—carcinoma) > '* .
Esta misma discusion existe sobre la génesis del cancer
de colon en los seres humanos *# % 12 13.19.26.

Resultan interesantes los resultados obtenidos
referentes a las lesiones preneoplasicas observadas en
el epitelio colonico de roedores tratados con la droga
cancerigena 1,2—dimetilhidrazina (DMH). Observa-
ciones tempranas muestran que antes del desarrollo de
una franca lesion neoplasica existen cambios caracte-
rizados por disminucion de la secrecion de mucina y
distorsion de las criptas, incluyendo areas de dilatacion

quistica '. Otras experiencias demuestran un aumento
de la longitud de las criptas, de su circunferencia, del
nimero de mitosis y de la zona proliferativa constitu-
yendo fendmenos hiperplasicos 2.

Estos cambios son seguidos por la formacion de
criptas displasicas conocidos como focos de criptas
displasicas (FCD), caracterizados por un incremento
en el diametro, luz dilatada en su parte media inferior
acompaifiada de algunas irregularidades y tortuosida-
des, con ocasionales evaginaciones de la capa epitelial
de la mitad superior de la cripta. Las células de estos
FCD manifiestan basofilia citoplasmatica, baja relacion
nucleo—citoplasmatica, nucléolos prominentes y pérdi-
da de la polaridad 7. Mediante estudios histoquimicos e
inmunohistoquimicos se han identificado las variacio-
nes de los componentes mucopolisacaridos de la super-
ficie epitelial del cancer colonico en seres humanos y
en animales de laboratorio * '8,

El objetivo del presente trabajo fue determinar me-
diante histoquimica y microscopia electronica de barri-
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do (MEB), los cambios quimicos y ultraestructurales
que ocurren en los FCD y en la superficie mucosa del
intestino grueso, en ratas tratadas con el carcinégeno
DMH.

MATERIAL Y METODOS

Fueron utilizadas 30 ratas Wistar, machos, de 3 me-
ses de edad, con un peso promedio de 180 g, alojadas
en jaulas individuales en ambientes con temperatura
controlada de 21°C y mantenidas con dieta balancea-
da y agua ad-Ilibitum. Diez animales operaron como
testigos, en tanto que los 20 restantes constituyeron el
grupo experimental. Estos tltimos fueron sometidos a
inyecciones subcutaneas semanales de DMH durante
16 semanas, a dosis de 20 mg/kg de peso corporal, para
inducir FCD en el intestino grueso.

La droga cancerigena fue preparada como una so-
lucion conteniendo 400 mg de DMH disuelta en 100 ml
de agua destilada estéril conteniendo 37 mg de EDTA
como agente estabilizador y mantenida a pH 6,5 con
hidroxido de sodio. A fin de evitar contaminaciones
quimicas del medio ambiente y de los animales no tra-
tados con la droga cancerigena, sendos grupos fueron
alojados en salas separadas.

Todos los animales fueron sacrificados inmediata-
mente luego de la ultima dosis de DMH. El intestino
grueso fue extraido en su totalidad, abierto longitudi-
nalmente y colocado sobre una plancha de carton, tras
lo cual fue fijado con formol bufferado al 10% durante
24 horas y procesado por la técnica histoldgica clasica
para bloques parafinados. Posteriormente el material
procesado fue cortado en micrétomo tipo Minot, en
Sum de espesor y coloreado con hematoxilina—eosina y
técnicas histoquimicas del PAS y azul alcian a pH 2,5.

Para el estudio con MEB, se procedi6 a lavar el
intestino con glutaraldehido al 3% en buffer cacodilato
de sodio 0,1M; luego se extrajo la porcion de intestino
a estudiar (no mayor a 1xlcm), la cual se adhirié a una
plancha de carton mediante alfileres, para ser fijado
durante 2 h en glutaraldehido al 3%. Posteriormen-
te, dicho material fue deshidratado con alcoholes de
graduacion creciente e inmerso en acetona, para luego
ser secado a punto critico, montado sobre un cabo de
aluminio y cubierto con oro—paladio. El estudio fue
realizado mediante un microscopio electronico de ba-
rrido JEOL 5800LV.

RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los animales tratados con DMH fueron
observados FCD, ubicados en ciego, colon proximal,
colon distal y recto, preferentemente en criptas aleja-
das de los nodulos linfoides asociados al intestino. Las
ratas controles no desarrollaron lesiones.

Los FCD se caracterizaron por comprometer gru-
pos de 2 a 3 criptas (Figura 1), hasta grupos con nume-
rosas criptas (Figura 2), ubicandose en la superficie de
la mucosa, en la parte media o comprometiendo casi

todo el espesor de la misma. Se caracterizaron por mar-
cada basofilia citoplasmatica, disminucioén y/o ausen-
cia de células caliciformes, nicleos prominentes con
cromocentros gruesos y evidente nucléolo, frecuentes
mitosis, en ocasiones estratificacion celular y pérdida
de la polaridad, asi como dilatacion y formacion de
pseudopapilas y/o brotes glandulares.

Histoquimicamente los FCD se caracterizaron por
disminucion o ausencia de la coloracion de mucosus-
tancias neutras y acidas, reaccionando negativamente
al PAS y al azul alcian a pH 2,5 (Figuras 3 y 4). En los
FCD que presentaron células caliciformes, las mismas
aparecieron como vacuolas claras, en ocasiones débil-
mente coloreadas en sus bordes. En otros se observo
una débil coloracion de la superficie apical de las cé-
lulas correspondientes a la chapa estriada y de algunas
pequeiias vacuolas localizadas en muy pocas células.
En todos los casos, las criptas vecinas a los FCD mos-
traron una mucosa que reaccionaba muy débilmente a
las coloraciones PAS y azul alcian.

Si bien los FCD presentaron una débil reaccion
histoquimica tanto con la técnica del PAS como con
la de azul alcian, no se encontraron diferencias en la
intensidad de coloracion como para inferir que se tratd
de FCD con distintos grados de diferenciacion. La dis-
minucion y/o ausencia de mucosustancias en FCD, ade-
nomas y adenocarcinomas se deberia probablemente al
menor grado de diferenciacion celular, asi como a la
ausencia o menor numero de células caliciformes 322,
pero debido a que este comportamiento es similar entre
un FCD y un adenocarcinoma, resulta de poca utilidad
como posible marcador oncogénico a fin de diferenciar
en etapas previas si un FCD podria evolucionar hacia
un tumor benigno o maligno.

En ratas tratadas con DMH se produjo disminucion
en el nimero de células caliciformes del tejido displa-

Figura 1: FCD compuesto por algunas criptas, con
compromiso de todo el espesor de la mucosa (Hy E,
100x).
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sico y tumoral 2%, Al comparar resultados de estudios cion de focos de criptas hiperplasicas, con apariencia
experimentales en ratas y ratones con cancer de colon histoldgica normal, pero caracterizados por el aumento

inducido con diferentes carcinogenos, se descubrid |
h.

la existencia de una secuencia de cambios comunes, ] T [ ' i *i.u
semejantes entre el cancer experimental en roedores ' 1
y el cancer espontanco del hombre y los animales
domésticos

2l Estos cambios consisten en la forma-

Flgura 5: FCD Las ﬂechas 1ndlcan dlstors1on dela
luz y engrosamiento de la pared de las criptas (MEB,
100x).

Figura 2: FCD que abarca numerosas criptas en la
superficie de la mucosa (H y E, 40x).

x4, 8B8

Figura 6: Superficie de celulas ubicadas alrededor de
una boca de abertura de una cripta en el colon distal
Flgura 3: Margen de un FCD, a la derecha superﬁc1e de una rata control, mostrando abundantes microvello-
epitelial débilmente coloreada con relacion a la chapa sidades (MEB, 4.000x).

estriada y criptas con células caliciformes escasamen-
te positivas. A la izquierda el FCD es negativo al PAS
(PAS—Hematoxilina, 200x).

- S

Figura 7: Celulas con la misma locahzac1on que 1as

: de Figura 6, en una cripta correspondiente a un FCD
Flgura 4 El mismo FCD de la ﬁgura 3 A la derecha en el colon distal de una rata tratada con DMH, mos-
se observa la mucosa débilmente coloreada con azul trando acortamiento y disminucion de las microvello-
alcian (200x). sidades (MEB, 4.000x).
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del nimero de células y de las mitosis. Posteriormente,
dentro de estos focos de criptas hiperplasicas aparecen
atipias celulares que darian origen a focos de displasia.
A menudo todos estos cambios ocurren luego de la ex-
posicion al carcinégeno DMH, causando modificacio-
nes celulares irreversibles que permitirian el desarrollo
secuencial de hiperplasia, displasia y neoplasia, citado
recientemente por otros investigadores '°. Los cambios
hiperplasicos y displasicos del presente trabajo, asi
como la disminucidn de las mucosustancias, son seme-
jantes a los anteriormente decriptos.

Ultraestructuralmente los FCD fueron evidentes
a pequeflo aumento, manifestandose como grupos
de criptas que sobresalen de la superficie mucosa. Se
caracterizaron por cambios en la superficie, leve dis-
torsion de las bocas de aberturas de las criptas (Figura
5), aumento del grosor de la pared, disminucion de las
microvellosidades (Figuras 6 y 7) y aumento del tama-
o de las criptas (Figuras 8 y 9).

Flgura 8: Superficie mucosa normal del colon distal
en una rata control. Se pueden contar mas de 12 crip-
tas glandulares, cada una con un diametro promedio
de 45um (MEB, 550x).

Figura 9: Superficie mucosa de un FCD localizado en
el colon distal en una rata tratada con DMH. Se ob-
servan menos criptas por campo, aumento del grosor
de la pared de las criptas y distorsion de la luz (MEB,
550x%).

La mayoria de los hallazgos aqui efectuados coin-
cide con los de otros trabajos experimentales en ratas '¢
y ratones * ¢ tratados con DMH. No obstante, nuestras
observaciones demuestran ademas un aumento signifi-
cativo, mas del doble, del tamafio de las criptas de los
FCD, al compararlos con la superficie mucosa vecina al
mismo y con la superficie mucosa normal del intestino
de ratas controles. Este aumento probablemente pueda
deberse a la hiperplasia y al crecimiento desorganizado
de las células glandulares.

La disminucion de microvellosidades constatada
en las células de los FCD evidenciaria un menor grado
de maduracion. Estos hallazgos son similares a los ob-
servados en otras investigaciones sobre células neopla-
sicas de tumores, en los que la distribucion, tamafo y
numero de las microvellosidades estaban disminuidas "
23,24 No obstante, las lesiones descritas en el presente
trabajo corresponden a una fase mas temprana, antes
de la transformacion tumoral.

En conclusion, los hallazgos indican que durante el
proceso de carcinogénesis por DMH, la superficie mu-
cosa del intestino grueso de la rata desarrolla cambios
histoquimicos y ultraestructurales, evidenciables antes
de la aparicion del tumor visible macroscopicamente.
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Abstract

Sanchez Negrette, M.; Montenegro, M.A.; Lértora,
W.J.; Borda, J.T.: Histochemical and ultrastructural
study of large intestinal dysplastic crypt foci induced
by 1,2—dimethylhydrazine, in rats. The main objective
of this study was to determine the histochemical and
ultrastructural changes of the large intestinal dysplas-
tic crypt foci induced by 1,2—-dimethylhydrazine, in
rats. Wistar male rats, 3 months—old, were fed ad—Ii-
bitum with a nutritionally adequate diet and deminera-
lized drinking water. Large intestinal dysplastic crypt
foci (DCF) were induced by 1,2—dimethylhydrazine
(DMH), given subcutaneously as 16 weekly doses at 20
mg/kg body weight. After the last carcinogen injection,
all animals were sacrificed and examined for intestinal
DCEF. Histological and histochemical changes of intes-
tinal epithelium and mucins were observed at the end of
the experience in specimens sectioned at 5 pm, stained
with hematoxylin and eosin, PAS and alcian blue pH
2,5. Scanning electron microscopy of dysplastic crypt
foci were examined. The findings indicate that the
surface of the intestinal mucosa of DCF—treated rats
develops abnormalities during carcinogenesis, before
the appearance of a macroscopically visible tumour.

Key words: colonic dysplasia, dimethylhydrazine, his-
tochemistry, ultrastructure, rat.
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