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“[...] Nem ha tempos futuros nem pretéritos. E improprio

afirmar que os tempos sdo trés: pretérito, presente e futuro.

Mas talvez fosse proprio dizer que os tempos sao trés: presente

das coisas passadas, presente das coisas presentes, presente das coisas
futuras. Existem, pois, estes trés tempos na minha mente que niao vejo
em outra parte: lembranga presente das coisas passadas, visdo presente
das coisas presentes e esperanca presente das coisas futuras.”

(Santo Agostinho, 400 d.C.)






APRESENTACAO

A carcinogénese de bexiga € um processo patologico humano
que envolve muitos fatores de riscos ambientais pela contaminagdo da
agua, dos alimentos e do ar, que estdo no cerne das questoes que envol-
vem a poluicdo ambiental e a sobrevivéncia do homem na terra, desde os
efeitos ocupacionais nas grandes industrias de anilina e tecidos na
Alemanha do século passado e, mais atualmente, os que envolvem os
derivados de petroleo, tais como a gasolina, tintas entre outros. Em vir-
tude dos acidentes ocorridos, a energia nuclear, tdo festejada pela cién-
cia, esta ampliando os niimeros do cancer de bexiga. Outro escandalo
nao resolvido ¢ a contaminagdo dos lengois freaticos com arsénico em
paises da Asia, sem falar no consumo indiscriminado de analgésicos nos
paises ocidentais. Todos esses fatores elevaram em mais de 40% a inci-
déncia da neoplasia vesical em apenas 20 anos. Estamos em um mo-
mento critico da histéria humana e do meio ambiente; € preciso trabalhar
e fazer algo para o futuro. E preciso estudar mais estas questdes.

Este livro ¢ objeto de minha tese de doutorado (mais especifica-
mente de sua parte ainda nao publicada), desenvolvida no Programa de
Pés-Graduagao strictu sensu em Cirurgia da Universidade Federal do
Ceara: “Efeitos da Propolis verde e da L-lisina na carcinogénese e an-
giogénese de tumores de bexiga, induzidos pelo BBN em ratas Wistar”
sob a orientagdo do professor Manoel Odorico de Moraes; portanto,
escrevemos este e os demais trabalhos por ela gerados. Foram publica-
dos trés artigos na revista Acta Cirurgica Brasileira: “Chemoprevention
with green propolis extracted in L-lysine versus carcinogenesis promo-
tion with L-lysine in N-Butyl-N-[4-hydroxybutyl] nitrosamine (BBN)
induced rat bladder cancer”, “Angiogenesis inhibition by green propo-
lis and the angiogenic effect of L-lysine on bladder cancer in rats” e
“Potential Chemoprotective effects of green propolis, L-lysine and ce-
lecoxib on bone marrow cells and peripheral blood lymphocytes of



wistar rats subjected to bladder chemical carcinogenesis”. Todos os re-
sultados publicados sdo originais e acrescentam a ciéncia um pouco mais
do que ja se conhecia, entretanto outra contribui¢do vem do sistema de
escore, ja concluido e apresentado em defesa publica, porém ainda nao
abordado nos artigos citados, tratando-se de uma nova ferramenta para
avaliagdo da carcinogénese experimental de bexiga: o Indice de
Carcinogénese (IC). O interesse maior desta publicacao estd no fato de
que o IC foi validado e ¢ eficaz na avaliagdo da carcinogénese experimen-
tal de bexiga, uma motivacao a mais para a publicagdo do seu contetido.

Conceicdo Dornelas
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INTRODUCAO
O cancer de bexiga

A relevancia para o estudo da carcinogénese vesical esta no
fato de que o cancer de bexiga tem alta prevaléncia no nosso meio.
Estima-se que, em 2015, nos EUA, serao diagnosticados 74.000 casos e
morrerao 16.000 pessoas (NACIONAL CANCER INTITUTE, 2015).
No Brasil, a previsao para o ano de 2016, segundo o (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2016) ¢ de 9600 casos e a incidéncia de
7,26/100.000 casos para homens e de 2,76/100.000 para mulheres. Sua
maior incidéncia, entretanto, ocorre, principalmente, no norte da Europa,
em especial na Escécia e Dinamarca. A Eucan (International Agency for
Research on Cancer) previu, em 2012, uma incidéncia para a Bélgica de
26,5/100.000 e de 21,9/100.000 para a Dinamarca (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2014). De 1985 a 2006, nos
Estados Unidos da América, a incidéncia aumentou em 50% no homem e
25% na mulher, e isso ndo se deve ao avango tecnologico, pois raramente
o cancer de bexiga ¢ um achado incidental (GOLIJANIN et al., 2006).
Na Coreia e na China, ¢ o tumor do sistema urinario mais frequente.

E uma doenga diretamente ligada a0 ambiente em que vive o in-
dividuo, por isso a incidéncia e prevaléncia aumenta com a idade e se
relaciona com a exposi¢do direta de toxinas (JEMAL et al., 2008 apud
WOOD JUNIOR, 2012) e de substancias provenientes da ocupagdo do
individuo nas industrias quimicas de tintas, petroleo, gasolina, bem
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como pela ingestdo de agua contaminada com arsénico, ingestao de ali-
mentos contaminados por energia radioativa (po6s-bombas atdmicas no
Japao e desastre de Chernobyl na Ucrania), abuso de uso de analgésicos
(fenacetina, paracetamol), uso de tabaco e doentes portadores de es-
quistossomose vesical, muito comum nos paises da Africa e Oriente
Meédio (FUKUSHIMA; WANIBUCHI, 2000).

O principal tipo histolégico dos tumores de bexiga ¢ o carci-
noma de células transicionais (CCT). Sendo um tumor de células tran-
sicionais, o CCT pode ocorrer desde a pelve renal até a uretra. A ca-
racteristica mais importante dessa doenga sao as multiplas recorréncias
apos resseccao transuretral associada ou ndo a tratamento local com
BCG ou quimioterapicos. A maioria dos tumores de bexiga (70 a
80%) sao tumores superficiais exofiticos e papilares bem diferen-
ciados e ndo penetram na membrana basal. Outra via biologica do
tumor se faz através de lesdo epitelial de carcinoma in situ, que esta
quase sempre associada a tumores papilares. Existe uma relagdo di-
reta entre carcinoma in situ ¢ CCT invasivo. A genética, a citogenética
e a imunohistoquimica tém mostrado uma alta propor¢ao de delegdes
e mutagdes do P53 em carcinoma in situ e cancer invasivo de bexiga.
O carcinoma in situ parece ser um precursor de tumores invasivos de
bexiga. O carcinoma superficial de bexiga s6 muito raramente apre-
senta estas alteragdes genéticas no P53, exceto em pacientes muito
jovens (MESSING, 2007).

O CCT ¢é uma doeng¢a multifocal e diferentes conceitos vém ten-
tando explicar esse fendmeno de extraordinaria importancia clinica,
principalmente no que se refere a recorréncia de 20 a 60% da doenga
em dois anos, apos tratamentos convencionais. Duas teorias sdo pro-
postas para explicar a multifocalidade e as recorréncias: a teoria mono-
clonal e a teoria policlonal ou field effect (KNOWLES, 2006). A teoria
monoclonal foi sugerida em estudos citogenéticos, ou seja, tumores
sincronicos ou metacronicos de bexiga sdo derivados de focos de mi-
crometastases que migrariam do sitio de origem (SIMON et al., 2001).
Em oposicdo, investigacao de alteragdes morfologicas e mapeamento
histoquimico em éreas adjacentes aos sitios tumorais resultaram em
conclusdes de uma teoria policlonal. Em sintese, segundo essa teoria,
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todo urotélio € instavel, com muitos clones, dando origem a tumores
policlonais (TAKAHASHI et al., 1998; KNOWLES, 2006). A maioria
dos tumores de bexiga ¢ monoclonal e pequena porcentagem ¢ poli-
clonal (JONES et al., 2005). Recentemente, estudos utilizando analise
genética através de hibridizacdo gendmica comparativa e analise de
mutacdo do gene FGFR3, sugeriram uma origem monoclonal
(KAWANISHI et al., 2007).

A possibilidade de recorréncia do CCT na forma invasiva (15 a
20%), o sofrimento causado aos pacientes (altos indices de recorrén-
cias, multiplas ressecgdes endoscopicas e inimeras instilagdes intrave-
sicais de BCG ou quimioterapicos) ¢ o aumento progressivo da inci-
déncia da doenga e do nimero de mortes sdo fatores que justificam
pesados investimentos em pesquisas de outras possibilidades terapéu-
ticas, principalmente quimiopreventivas, levando-se em consideracao
que se esta diante de uma realidade ambiental carcinogénica, propicia
ao aumento progressivo desta doenga, evidenciada em observagoes cli-
nicas e epidemioldgicas.

A carcinogénese

A carcinogénese ¢ um processo complexo com diversas etapas
que envolvem multiplos eventos genéticos e epigenéticos (YU et al.,
2002; TING; McGARVEY; BAYLIN, 2006).

Os principais alvos da lesdo genética pertencem a quatro classes
de genes: os proto-oncogenes (genes promotores de crescimento), genes
supressores do tumor (inibidores do crescimento), genes que regulam a
morte celular programada (apoptose) e genes do reparo do DNA.

Para que uma célula alcance um fenotipo maligno, ela precisa
adquirir algumas caracteristicas basicas (baseadas na perda de ativi-
dades dos alvos citados): autossuficiéncia no sinal do crescimento, in-
sensibilidade dos sinais inibidores do crescimento, evasdo da apoptose,
defeitos no reparo do DNA, potencial infinito de replicacdo, angiogé-
nese mantida, capacidade de invadir e metastizar, além de vencer a imu-
nidade e a rejeicao (STRICKER, 2013).
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Os proto-oncogenes transformam as células com a mutagdo de
apenas um de seus alelos. Entre outros, tem-se: ERB, RET, K-RAS,
H-RAS, N-RAS, C-MYC, N-MIC, N- MYC, ciclina D, ciclina E CDK.
Os genes supressores de tumor necessitam de que ambos os alelos es-
tejam lesionados para transformar as células. Perdem sua fungdo por
inativagdo ou perda de um de seus alelos. S3o genes supressores: NF,
APC/B catenina, PTEN, RB, p53, Ink4a, BRCA. Os genes do reparo do
DNA afetam a proliferacao celular (sobrevida) e reparam as lesdes cau-
sadas por outros genes, inclusive proto-oncogenes, genes supressores
do tumor e genes que regulam a apoptose. A incapacidade de genes do
reparo deixa a célula susceptivel a transformagao neoplasica. Ambos os
genes do reparo devem ser inativados para induzir instabilidade geno-
mica (STRICKER, 2013).

Os eventos epigenéticos referem-se a toda mudanga reversivel e
herdavel no genoma funcional que nio altera a sequéncia do nucleo-
tideo, mas muda a expressdo génica (FLANAGAN, 2007). Esses
eventos estdo ligados a metilacdo do DNA. Em células tumorais, foram
identificados dois padrdes de metilagdo do DNA: a hipermetilagdo e a
hipometilagdo generalizada. A hipermetilagdo, caracterizada principal-
mente pela metilacdo do DNA em regido promotora de genes, ou seja,
a adicdo de grupos metil a citosina em ilhas de sequéncia de DNA CpG
(uma citosina ligada a uma guanina) em genes supressores de tumores,
impedindo a transcri¢do, levando ao silenciamento destes genes. A hi-
pometilacao generalizada do genoma traz instabilidade cromossémica,
ativacdo do retrotransposon (expressao de elementos genéticos moveis
do genoma, podendo gerar mutagénese insercional) e ativacao de pro-
to-oncogenes, principalmente de genes promotores do crescimento e
desenvolvimento tumoral (LAIRD, 2005; CLARK, 2007).

Outras duas alteragdes epigenéticas foram identificadas na carci-
nogénese: a primeira em histonas, que podem ocorrer com a ligacao de
grupo acetil ao aminoacido lisina no final de duas histonas; ¢ a segunda
em RNAs ndo codificadores (RNAmi — micro RNA), com silencia-
mento pos-transcricional de genes com o bloqueio da transducdo ou
degradacao do RNA alvo (LAIRD, 2005; FRAGA; ESTELLER, 2005;
COLLER; FORMAN; MILLER, 2007).
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As alteragdes epigenéticas nem sempre sdo focais e, as vezes,
elas podem atingir, de forma global, grandes regioes, trazendo disfun-
coes semelhantes as que ocorrem em alteracdes genéticas grosseiras,
como na delecdo e perda heterozigética. Qualquer cancer pode simulta-
neamente apresentar alteracdes genéticas e epigenéticas, e ¢ dificil dife-
renciar se uma mudanca genética, por exemplo, ¢ causa ou conse-
quéncia de uma alteragdo epigenética. O que se pode dizer ¢ que a
alteragdo epigenética envolve metilacdo de DNA e acetilagdo de histona
e produz grande instabilidade genética, proporcionando, com isso, ine-
vitaveis alteracdes genéticas (CLARK, 2007).

Em uma célula normal, os proto-oncogenes expressam proteinas
que se ligam aos receptores dos fatores de crescimento, ativam esses
receptores que, uma vez ativados, ativam determinadas proteinas trans-
dutoras de sinais, seguindo-se a transcricdo do DNA, iniciando o ciclo
celular e levando a multiplicagdo da célula. Oncogenes (proto-onco-
genes mutados) promovem divisao celular sem precisar de sinais mito-
génicos normais. Suas oncoproteinas podem se comportar como li-
gantes, como receptores de fator de crescimento, transdutores de sinal,
fatores de transcri¢do e componentes do ciclo celular, ou seja, podem
burlar toda a sistematica da divisdo celular, objetivando a autossufici-
éncia nos sinais de crescimento. As mutagdes nos genes que regulam
estas atividades sao observadas em todos os tumores; o que diferencia
sdo as vias genéticas destas mutagcdes (STRICKER, 2013).

O crescimento celular normal é o resultado de um balanco entre
controle positivo (proto-oncogenes e fatores de crescimento) e controle
negativo (senescéncia, apoptose, supressores de tumor). Esse intrincado
balango entre duas forgas opostas é necessario para renovacao tecidual
enquanto mantida a homeostase. Mas esse balanco nao ¢ estatico, ele ¢
dindmico, principalmente quando as células sdo submetidas a varias
agressoes patogénicas. Quando um proto-oncogene mutado (oncogene) €
ativado, € necessario que esteja atuando um gene supressor para que
ponha um fim a proliferacdo. A faléncia desse sistema leva a célula a uma
proliferacdo descontrolada e a tumorigenesis. Dessa forma, deve existir
cooperagao entre oncogenes ¢ inativacao de genes supressores de tumor
para o surgimento das neoplasias (YAO et al., 2004; MO et al., 2007).
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Um tumor maligno necessita progredir ao nivel molecular
(acumular alteragdes genéticas) para atingir as diversas caracteris-
ticas fenotipicas, como crescimento local, invasao e capacidade de
formar metastases.

A carcinogénese comumente ¢ dividida em trés estagios indepen-
dentes: iniciagdo, promogao e progressao.

A iniciagdo ¢ o primeiro estagio da carcinogénese e resulta de
alteragdes irreversiveis no DNA. Para que ocorra a iniciagao, a alte-
racdo do DNA tem que ser herdada e tem que passar por, pelo menos,
um ciclo de proliferacdo para que a alteragao de DNA se torne perma-
nente (PITOT, 1993). A iniciacdo ¢ um evento muito comum e, as
vezes, ocorre espontaneamente e pode ser facilmente induzido em mo-
delos experimentais e em humanos. No entanto, a maioria das células
iniciadas nunca segue os estagios subsequentes ¢ permanece quies-
cente por toda a vida. O estagio de iniciacao tem sido pouco estudado
devido a dificuldade de se isolar e caracterizar uma célula iniciada
(STRICKER, 2013).

A promogao ¢ efetuada por agentes promotores em cé¢lulas ini-
ciadas. Os promotores sdo capazes de levar células iniciadas a prolife-
racao e, com isso, desenvolver mutagdes adicionais. Os promotores nao
sdo capazes de produzir mutagdo, mas a condi¢do de manter a prolife-
racao celular é obrigatoria para que possam contribuir para a carcinogé-
nese (PITOT, 1993).

O estagio de progressdo foi descrito pela primeira vez por
Founds, em 1954 (apud PITOT, 1989), e inicialmente o conceito de
progressao se referia a fase subsequente a iniciagdo, como um processo
inteiro da carcinogénese apds a iniciagdo. Entretanto, devido a fase de
promogao ser reversivel e tratar-se de um processo ndo genético e que
segue imediatamente o estagio de iniciagdo, o termo “progressao” deve
ser modificado. Por vezes, a agentes carcinogénicos em altas doses, em
condigdes especificas, pode ser aplicado o conceito original de Founds.
Mais comumente, o estagio de progressao desenvolve-se de células no
estagio de promogao. As células malignas possuem maior alteragao ge-
nética, que envolve mudangas estruturais no cariotipo da célula. Em
sintese, o estagio de progressao trata-se de uma continuidade, uma evo-
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lugdo de anormalidades cromossomiais que pode levar a célula a in-
vadir e metastisar (PITOT, 1989; PITOT, 1993).

Os tumores solidos sdo compostos por dois compartimentos: o pa-
rénquima e o estroma. O parénquima € constituido pelas células malignas
e 0 estroma ¢ o suporte de tecido conjuntivo vascular. Ambos estdo co-
nectados entre si por moléculas de sinalizagdo (DVORAK, 2003).

O papel do estroma (micro meio ambiente) no desenvolvimento
do cancer ¢ fundamental. Ele ndo apenas suporta a carcinogénese, mas
também contribui ativamente para a iniciacdo, progressao e metastase
(HU; POLYAK, 2008).

Durante a progressao, as células que compdem o tumor sdo sub-
metidas as mudancas epigenéticas e fenotipicas. Sinaliza¢des paracrinas
entre células do epitélio e do estroma sdo importantes para a regulacdo
da proliferacdo e da invasdo, para a angiogénese e para o comporta-
mento metastatico de células cancerosas.

Nem sempre a caracterizacdo de anormalidades genotipicas de
carcinomas pode delinear manifestagdes clinicas e fenotipicas do
tumor. A tentativa de classificagdo das alteragdes genéticas associada
a evolug¢do do tumor ndo esta definitivamente afinada. Parece haver
um descompasso entre as caracteristicas das células tumorais e o com-
portamento biologico tumoral. Esse descompasso estaria ligado aos
efeitos que o estroma exerce no desenvolvimento do tumor (HU;
POLYAK, 2008).

Utilizando um sistema de andlise serial de expressdo génica ¢
examinando células epiteliais normais de mama, de carcinoma in sifu e
células de carcinoma invasivo de mama observou-se uma mudanca dra-
matica na expressdo génica ndo apenas nas células tumorais, mas
também nas células endoteliais, mioepiteliais, miofibroblastos e leuco-
citos durante a progressao do cancer de mama. A presencga de alteragdes
na expressao génica sem alteracdes genéticas fez pensar em alteragdes
epigenéticas (ALLINEN et al., 2004; HU; POLYAK, 2008).

As metastases tém sido estudadas como um bom exemplo da in-
teracdo entre microambiente e tumor. Receptores expressados por cé-
lulas neoplasicas podem se ligar a quimiocinas expressadas pelo orgao-
-alvo de metastase, como nas células do cancer de mama, que podem
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produzir receptores CXCR4, e o pulméo (principal sitio de metastase
para cancer de mama), que € rico em quimiocinas CXCL12.

As células tumorais também enviam sinais para a medula 6ssea mo-
bilizar BMD-MSCs (steam cells mesenquimais). Estas células medulares
sdo recrutadas pelo tumor primario e também mobilizadas para outros 6r-
gaos, criando um nicho pré-metastatico. A interagdo entre as BMD-MSCs
com o tumor primario aumenta a motilidade celular, ampliando a capaci-
dade de invasao ¢ metastase via interagdo paracrina. As BMD-MSCs
podem se diferenciar em miofibroblasto e outras células estromais para
suportar o crescimento ¢ a progressao do tumor (HU; POLYAK, 2008).

Pesquisadores estdo concentrados nas alteragdes moleculares ob-
servadas nas trés fases da carcinogénese, ¢ o destaque tem sido para o
papel de receptores e transdutores de sinais e ativadores da transcrigao,
na iniciagdo e progressao dos tumores, e suas cascatas até o nucleo de
célula transformada em diversos tipos de cancer em animais ¢ humanos.
Um importante ativador da transcri¢ao ¢ a familia STAT.

Os STAT (transdutores de sinal e ativadores da transcrigdo) foram
originalmente descobertos como mediadores de vias sinalizadoras de
citocinas, em 1993, por James Darnell (apud CALO et al., 2003). Com
o desenvolvimento da tecnologia de investigacdo gendmica e da imu-
nohistoquimica, a acdo do STAT na carcinogénese vem sendo larga-
mente investigada. A familia STAT ¢ constituida por STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5A STAT5B e STAT6, que sao codificados por
diferentes genes (CALO et al., 2003).

O STAT3 ¢ a principal proteina da familia STAT; encontra-se no
citoplasma em forma inativa e ¢ ativada pela fosforilagdo, em caso de
hipoxia, ou seja, se houver energia proveniente da glicélise anaerobica
e impedimento de fosforilagdo oxidativa. Os efeitos do STAT3 sdo me-
diados ¢ manifestam-se através da expressdo de genes-alvo de STAT3.
Os genes-alvo conhecidos sdo reguladores do ciclo celular, genes antia-
poptoicos, fatores pro-angiogénicos e genes envolvidos com a invasao
e metastase tumoral (YU et al., 2002; CALO et al., 2003; LEEMAN-
NEILL, 2008).

Apesar de a ativacdo pela fosforilagdo do STAT3 sempre ser ci-
tada como importante para a oncogénese, achados experimentais tém
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sugerido que o STAT3 ativado ndo fosforilado (porém submetido a mu-
tagdo por virus) tem sido capaz de induzir a expressdo de alguns genes
regulados pelo STAT3 fosforilado como os genes c-fos, c-jun, bel-xl1,
c-mic dp-1. Isto sugere que o STAT3 ativado ndo fosforilado pode
também contribuir para a carcinogénese (YANG etal., 2005; LEEMAN-
NEILL, 2008).

O STAT3 nao apenas esta envolvido no processo da oncogénese,
mas igualmente ¢ necessario na angiogénese, fundamental para desen-
volvimento, invasdo e metastase tumoral.

O modelo para estudo da carcinogéenese de bexiga

O modelo classico de carcinogénese quimica de bexiga em ratos mais
conhecido ¢ o que utiliza 0 BBN (N-butil-N-[4-hidroxibutil| nitrosamina).

Os primeiros experimentos de observagdo da carcinogénese do
trato urinario em animais datam de 1895, quando Rehn comegou a inves-
tigar possiveis fatores etioldgicos do cancer de bexiga em homens traba-
lhadores da industria de anilina, na Alemanha (BRYAN; COHEN, 1984).

Mas as bases para carcinogénese de bexiga foram apresentadas
por Huerpe, em 1938, com a 2 — naphtylamina (um derivado da anilina)
administrada em caes. A introdug@o ao estudo de carcinogénese em roe-
dores ocorreu um pouco mais tarde, em 1941, com o uso oral de 2 — ace-
tilaminofluorene (AAF). Porém, foi no final dos anos 1960 e inicio da
década de 1970, que foram sintetizados carcindgenos, orgdo especifico
para bexiga de roedores: o BBN (N-butil-N-[4-hidroxibutil] nitrosa-
mina, administrado em dagua), o FANFT (N-[4-(5-nitro-2-furil)-2-
thiazolil] formamida, administrado na dieta) e o MNU (N-metil-N-
nitrosourea, instilado na luz vesical) (BRYAN; COHEN, 1984).

O BBN ¢ um potente carcindgeno de acao seletiva no epitélio de
bexiga de ratos. Ele foi sintetizado pela primeira vez por Drunkrey, em
1964 (BERTRAM; GRAIG, 1972).

Na maioria dos estudos, BBN ¢ administrado na agua de beber a
0,05%, porém alguns trabalhos utilizam a administra¢ao intragéstrica
(KUNZE; CHOWANIEC, 1990).
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E considerado um carcinégeno completo, ou seja, é capaz de ini-
ciar e promover a carcinogénese de bexiga. E carcindgeno direto e indi-
reto: produz neoplasia vesical se instilado na bexiga ou através de seu
metabolito hepatico, quando ingerido via oral.

O BBN ¢ administrado pela via oral, metabolizado no figado e eli-
minado pela urina na forma de outras substancias. O mais importante me-
tabolito do BBN eliminado pela urina ¢ o butil (3-carboxipropil) nitrosa-
mina (BCPN), que resulta da oxidagdo, por enzimas hepaticas (alcool/
aldeido desidrogenase) do radical alcool do BBN para um radical carboxil
(HASHIMOTO, SUZUKI, OKADA, 1974). Por a-hidroxilagdo BCPN e
BBN sao quimicamente clivados em seu correspondente alkilcarbono que
se ligam covalentemente ao DNA, levando a carcinogénese vesical.

Da mesma forma que o carcindgeno ¢ ativado, ele pode ser de-
toxificado pelo figado por aumento de expressao de algumas enzimas,
como a GSTs (Glutationa-S-transferase) e UGTs (UDP-Uridino-
dofosfato glucoronosil transferase), que vao conjugar carcindgenos
(neste caso especifico, o BBN) e cofatores (glutationa e acido glicurd-
nico), gerando a BBN glucoronide. Quando isso ocorre, ha diminuicao
de BCPN pelo figado, suprimindo, assim, a carcinogénese vesical. O
aumento da enzima UDP ajuda na protecdo da carcinogénese pelo au-
mento da solubilidade de compostos quimicos genotoxicos (IIDA et
al., 2004; IIDA et al., 2007).

Este processo de aumento de enzimas de detoxificagdo constitui
a fase Il de detoxicagdo enzimatica e tem importante papel na prote¢ao
contra carcinégenos quimicos. Alguns compostos com agdo antioxi-
dante, como o 2,3 — butil - 4 hidroxianisole, o 1,2 — ditiole 3-tione ¢
isotiocianatos, tém sido citados como importantes ativadores da fase I1.
Genes da fase II sdo regulados pela via ARE/EpRE (elemento de res-
posta oxidante e elemento de resposta eletrofilica). O Nrf2, fator de
transcrigdo nuclear, se liga ao ARE e inicia a expressdo genética das
vias de sinalizagdo de estresse oxidativo na regido promotora destes
genes, mediando a expressao de enzimas protetoras (fase II), via hete-
rodimerizacao com a proteina Maf (IIDA et al., 2004; [IDA et al., 2007).

Administrando Oltipraz o 4-metil-5[2-pyrazini]-1,2-ditiole-
-3-tione (um dos mais potentes indutores da fase 1), em camundongos
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que receberam BBN, constatou-se uma diminui¢do de BCPN.
Camundongos nocaute para Nrf2 tiveram susceptibilidade aumentada
para a carcinogénese vesical e abolicdo da eficacia do Oltipraz. A in-
ducdo de detoxificagdo mediada pelo Nrf2 ocorre em células uroteliais
periféricas e no figado, aumentando a detoxificagdo e diminuindo o es-
tresse oxidativo. Dessa forma, o Nrf2 tem um importante papel na pre-
vengdo de carcinogénese induzida pelo BBN (IIDA et al., 2007).

Tanto o BBN quanto o BCPN sdo carcindgenos, 6rgao especifico
para bexiga, e podem transformar células trancisionais tanto in vitro
(HASHIMOTO; SUZUKI; OKADA, 1972) quanto in vivo
(HASHIMOTO; KITAGAWA, 1974). Apesar de o BBN ser reconheci-
damente um carcindgeno, sitio especifico para bexiga, existem estudos
comprovando que ele também pode ser um iniciador da carcinogénese
hepatica (HAGIWARA et al., 1999).

Os outros metabolitos do BBN identificados na urina e em pe-
quena quantidade sd@o: butil (3-hidroxipropil) nitrosamina (BHPN),
propil (4-hidroxybutil) nitrosamina (PHBN), butil (2-hidroxietil) nitro-
samina (BHEN), butil (carboximetil) nitrosamina (BCMN), butil
(2-oxopropyl) e nitrosamina (BOPN). Dentre esses metabdlitos me-
nores, tanto o BOPN quanto o BHEN, pela via oral, em ratos, podem
induzir aparecimento de hepatoma e a tltima nitrosamina citada pode
estimular o crescimento de papiloma de esofago (OKADA;
HASHIMOTO, 1974).

O conceito de iniciagdo e promogao ¢ importante quando se uti-
lizam modelos de carcinogénese vesical. O epitélio vesical ¢ muito vulne-
ravel e evolui com hiperplasia e metaplasia, na presenga de cristais, corpo
estranho, infecgdo urinaria de repeti¢do. Tudo que ¢ ingerido ou secretado
e eliminado via urinaria, obrigatoriamente, passara pelo urotélio.

Nem sempre uma substincia promotora de carcinogénese para
um determinado tecido vai se comportar como promotora de carcinogé-
nese para outro tecido em uma mesma espécie € em um mesmo animal.
Isso pode ser observado em avaliag@o experimental de ratos submetidos
a carcinogénese da bexiga pelo BBN, que iniciou tanto células do epi-
télio vesical, como células hepaticas. Quando se administrou o
L-ascorbato, na investigacao de promog¢ao de carcinogénese vesical e
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hepatica, no mesmo animal, ele teve uma agao promotora para carcino-
génese vesical, mas ndo foi promotora da carcinogénese hepatica

(HAGIWARA et al., 1999).

Classicamente, os promotores da carcinogénese de bexiga foram
descritos e classificados na década de 1980 (ITO; FUKUSHIMA, 1989;
FUKUSHIMA, 1991), com recentes modificagoes (OLIVEIRA et al.,

2006), (Quadro 1).

Quadro 1 - Classificagao de promotores de cancer de bexiga.

TIPO

PROMOTORES DE CANCER DE BEXIGA

Sais de sodio ou potassio

Compostos que induzem a urolitiase

Antioxidantes

Agentes antineoplasicos

Aminoacidos

Outras drogas

Sacarina de sodio
Ciclamato de sodio

L-ascorbato de sodio
Citrato de sodio

Bicarbonato de sodio
Eritorbato de sodio
Fenobarbital sodico

Carbonato de potassio com/sem acido ascorbico
Uracil

Difenil

Hidroxianisole butilado

Hidroxitolueno butilado

Butil hidroquinona terciaria
Etoxiquina
t-butilhidroxiquinona
2-t-butil-4-metilfenol
Adriamicina

Mitomicina

DL-triptofano

L-leucina
L-isoleucina

Componentes da urina (fracao I e II)
Alopurinol
Acido dimetilarsinico

Fonte: (ITO; FUKUSHIMA, 1989).

Todas as substancias promotoras citadas no Quadro 1 atuam em
doses e mecanismos especificos e todas elas levam a proliferagao ce-
lular. Nao sdo genotoxicas. Trés hipdteses tentam explicar como a
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concentracao de sais de sddio e potassio pode afetar a carcinogénese
vesical: o so6dio e o potassio podem agir diretamente na célula, esti-
mulando a sintese de DNA com proliferacdo celular; o sodio interage
com varias moléculas, como as proteinas e, devido a competicdo com
outros fatores urinarios especificos, ions administrados ou metabod-
litos podem alterar a configuracdo e a fungdo das macromoléculas; o
sodio seria citotoxico, agindo diretamente pelo efeito osmdtico. O di-
fenil e o uracil atuam através de estimulos irritativos dos célculos e
cristais, aumentando a proliferacdo celular regenerativa. Nao ha hi-
poteses publicadas para explicar a promogao das demais substancias
citadas (ITO; FUKUSHIMA, 1989; FUKUSHIMA, 1991; OLIVEIRA
et al., 2000).

Os agentes promotores de carcinogénese de bexiga podem ser
muito Uteis na constitui¢do de modelos experimentais para estudo da
carcinogénese de bexiga e sdo utilizados para este fim (OLIVEIRA,
1993), (Quadro 1).

Para o entendimento da carcinogénese de roedores, é preciso
conhecimento da embriologia, da histologia do aparelho urinario e da
histopatologia de tumores produzidos pelo BBN.

O sistema urinario de roedores ¢ constituido pela pelve renal,
pelos ureteres, bexiga e uretra. Sua parede € constituida por quatro ca-
madas: mucosa, submucosa, muscular e serosa parcialmente.

O epitélio da bexiga ¢ constituido por trés camadas: superficial,
intermediaria ¢ basal. Na regido de trigono vesical podem estar pre-
sentes até cinco camadas. No ureter e na pelve renal podem chegar a ter
dez camadas. Entretanto, a papila renal é revestida por uma tnica ca-
mada de células cuboides (BRYAN; COHEN, 1984).

O urotélio normal é caracterizado por ser poliploide. As cé-
lulas basais s@o diploides, as intermediarias tetraploides e as superfi-
ciais octaploides.

A maior parte da bexiga ¢ embriologicamente derivada da endo-
derme cloacal, formada de uma extensdo da alantoide. No entanto, o
trigono origina-se de ductos wolfiano mesodermais. A complexa origem
embriologica pode explicar a variedade de fenotipos expressados em
neoplasia epitelial (KUNZE; CHOWANIEC, 1990).
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Foi publicada, em 1992, uma classificagdo internacional de tu-
mores do sistema urinario de ratos pela International Agency for
Research on Cancer (IARC). Essa classificacao foi baseada em estudos
prévios de carcinogénese quimica, uma vez que tumores espontaneos
do sistema urindrio em ratos sdo raros.

As lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas sao as surgidas na bexiga
apos a administragao do carcindgeno.

As alteragoes pré-neoplasicas sao as hiperplasias. A hiperplasia é
uma proliferagdo de células do urotélio. Ela se divide em hiperplasia
simples, papilar e nodular. Na hiperplasia simples, ocorre um aumento
de células com crescimento do numero de camadas a partir da mem-
brana basal. Pode ser leve (quatro a seis camadas), moderada (sete a dez
camadas) ou severa (acima de dez camadas). A hiperplasia papilar e a
nodular ocorre como estagios seguintes (OYASU, 1995). A hiperplasia
papilar consiste em projecdes papilares para a luz vesical, constituida
por camadas de células epiteliais ao redor de um eixo fibrovascular. A
hiperplasia nodular apresenta um crescimento endofitico de células epi-
teliais bem diferenciadas, formando nodulos, com proliferacdo vascular
acentuada. As hiperplasias podem ser focais, multifocais ou difusas e
apresentar atipias celulares. Podem apresentar metaplasia escamosa
(com produgao ou ndo de ceratina), bem como metaplasia glandular.

As neoplasias sdo os papilomas, carcinomas e os tumores nao
epiteliais. Os papilomas de células transicionais podem apresentar um
padrao exofitico ou endofitico. No papiloma exofitico, a apresentagao
histopatoldgica consiste de delicadas ramificagdes de eixos papilares
cobertos por trés ou mais camadas de células uroteliais bem diferen-
ciadas. A atividade mitotica é baixa e o padrao endofitico pode coe-
xistir. Podem apresentar metaplasia escamosa (com produgdo ou nao
de ceratina) ou metaplasia glandular. O papiloma invertido transicional
¢ caracterizado pelo aspecto arborescente, com cordoes celulares ini-
ciando na superficie do urotélio, formando ninhos. Podem formar es-
pacos cisticos. O estroma possui numerosos capilares. A metaplasia
escamosa e glandular pode estar presente.

Os papilomas podem apresentar atipias e, muitas vezes, o diag-
noéstico diferencial entre um papiloma e um carcinoma em animais ¢
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dificil, ndo apenas pelas atipias, mas quando existirem duvidas sobre a
existéncia ou nao de invasdo de submucosa. Em humanos, o consenso
para a classificagcdo de neoplasia urotelial de bexiga em humanos, em
1998, classificou a lesdo limitrofe entre papilomas e carcinomas como
Lesdo de Baixo Potencial Maligno (EPSTEIN et al., 1998).

Em ratos, os tumores espontaneos de bexigas sao raros, menos de
1%, e estdo predominantemente associados ao envelhecimento do
animal. A alta incidéncia de neoplasia urotelial tem sido relatada em
duas ragas: a Brown/Norway e a Dark/Agouti, e estdo associadas a pre-
senca de litiase (OLIVEIRA et al., 2006).

A carcinogénese de bexiga estd na dependéncia da dose e do
tempo de administragdo do carcinégeno. Alguns tumores podem se ori-
ginar de hiperplasia papilar ou de transformagdes de papilomas de cé-
lulas transicionais (KUNZE, SCHAUER, SHATT, 1976; OYASU et al.,
1987; KUNZE; CHOWANIEC, 1990).

O aspecto macroscopico de tumores de bexiga induzidos expe-
rimentalmente tem um padrdo exofitico com crescimento papilar, po-
lipoide ou com aspecto de couve-flor. A base do tumor pode ser séssil
ou pediculada. Podem ser lesdes unicas ou multiplas e localizar-se em
qualquer regido da bexiga. Os tumores tendem a se tornar confluentes
e, as vezes, ¢ impossivel separar essas lesdes umas das outras.
Neoplasias exofiticas ocasionalmente podem atingir um grande vo-
lume, ocupando toda a luz vesical. Tumores grandes podem apre-
sentar hemorragias e necrose, causando hemattiria. Podem ainda
causar obstru¢do em nivel de juncdo ureterovesical e, como conse-
quéncia, causar ureterohidronefrose uni ou bilateral, com consequente
pielonefrite e morte do animal. Tumores invasivos se infiltram na pa-
rede da bexiga e penetram em tecidos adjacentes. Em tumores vesi-
cais induzidos por carcindégenos quimicos, a metastase ¢ rara (0,3%) e
se da preferencialmente para pulmdes e linfonodos regionais. Parece
que a incidéncia de metastase esta relacionada com a espécie e também
com o tipo histologico. Ha descrigao de até 13% de incidéncia em
ratos Sprague-Dawley, baixa incidéncia em carcinomas de células
transicionais e até 50% de carcinomas de células escamosas (KUNZE;
CHOWANIEC, 1990).
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O carcinoma de células transicionais pode evoluir com diferen-
ciacdo escamosa, glandular ou pseudoglandular. Caso isso ocorra,
tendem a se tornar mais invasivos. O termo diferenciagao € utilizado
para caracterizar pequenos focos de carcinoma escamoso ou de adeno-
carcinoma em carcinoma de células transicionais. A diferenciag¢ao pseu-
doglandular pode ocorrer. Trata-se de formacgdes pseudoglandulares,
com centro necrdotico (BRYAN; COHEN, 1984), lembrando comedo-
carcinomas. Caso o componente de diferenciag@o seja maior e mais ex-
pressivo, a associa¢ao entre carcinoma trasicional e outro tipo histold-
gico ¢ denominada de tumor misto (OYASU, 1995).

Carcinoma de células escamosas ocorre na frequéncia de 5,5%
em ratos (KUNZE; SCHAUER, 1977), quando sob uso de BBN ¢
tendem a ser rapidamente invasivos.

A indugdo de adenocarcinomas em bexigas de ratos é rara. Com
BBN a incidéncia foi de 2,2% (KUNZE; SCHAUER, 1977). Carcinoma
de células transicionais com diferenciagdo glandular foi observado
numa incidéncia de 21% (FUKUSHIMA et al., 1976).

Bertram e Ohno demonstraram que o tumor induzido pelo BBN
sofre influéncia do hormonio testosterona, modulando a ac¢ao do carci-
négeno, antecipando o aparecimento de tumores em camundongos.
Porém nao existem relatos desta influéncia hormonal em carcinogénese
de bexiga pelo BBN em ratos, embora o N-hydroxy-N-2-
fluorenilacetamida seja mais carcinogénico em bexiga de ratos
(BERTRAM; GRAIG, 1972; OHNO, 2000).

As mudangcas histopatologicas sequenciais do epitélio vesical, na
inducdo da carcinogénese pelo BBN, estao relacionadas com a dose ¢ a
susceptibilidade de diferentes espécies (ITO et al., 1969; ITO et al.,
1973; ITO, 1976). O modelo de carcinoma induzido em ratos, via oral
e em determinada dose, € do tipo papilar, pediculado, usualmente mul-
tiplo e superficial. Quando a dose ¢ aumentada e o tempo de adminis-
tracdo prolongado, a tendéncia € se tornar invasivo (KUNZE, 1976).
Dessa forma, o modelo de carcinoma de bexiga em ratos ¢ adequado
para estudos experimentais do carcinoma papilar de bexiga humano
(OYASU, 1995). O modelo de carcinomas de bexiga com o BBN em
camundongos ¢ do tipo invasivo ndo papilar (HIROSE et al., 1976).
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Diferentemente do modelo em ratos, em camundongos a evolucdo da
carcinogénese apresenta-se com displasia, carcinoma in sifu e carci-
noma invasivo, lembrando o carcinoma in sifu de bexiga no homem,
um bom modelo para estudo de carcinoma invasivo de bexiga (OHTANI
etal., 1986).

Baseados nos estudos anteriores de Cohen (1983), Kunze (1976)
e Oyasu (1987), foi proposta a histogénese da carcinogénese de bexiga
em roedores (OYASU, 1995) na seguinte sequéncia (Figura 1).

Epitélio Normal

.

Hiperplasia Simples

.

Displasia Hiperplasia Papilar  Hiperplasia Nodular  Hiperplasia

Metaplasia
Escamosa
Papiloma Papiloma invertido
Displasia Displasi Displasi
v
Carcinoma  Carcinoma Carcinoma
In situ Papilar n/ invasivo  Papilar n/ invasivo
| I

Invasdo do pediculo  Papiloma

/ CSCamoso

Carcinoma invasivo, estagio A
(Invasdo de submucosa) Carcinoma invasivo
Carcinoma invasivo, estigio B—»  Escamoso
(Invasdo de musculo)
Carcinoma invasivo, estagio ¢
(I o de tecido gord )
Carcinoma metastitico, estagio D

Figura 1 — Histogenese da carcinogenese de roedores.
Fonte: (OYASU, 1995).
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Existem varios parametros que podem afetar a carcinogénese de
bexiga, como dieta, fluidos, pH urinario, volume osmolar, cations,
anions e proteinas, e esses parametros diferem entre homem, rato e ca-
mundongo. Portanto, as semelhangas e diferencas entre as espécies
homem e modelos devem ser estudadas.

Hé muitas semelhangas entre a estrutura celular que compde o
epitélio da bexiga de roedores e do homem, bem como sua origem em-
briologica. Entretanto, a osmolaridade em ratos e camundongos varia de
300 a 1500 mOsm; no homem ¢ de 500 mOsm. Essa diferenca tem im-
portancia na carcinogénese, uma vez que a urina nos animais ¢ bem mais
concentrada que no homem, possibilitando uma maior concentragdo de
carcinogenos. A concentragdo de proteina na urina de roedores ¢ 100 a
1000 vezes maior que a observada em humanos. E esta proteina encon-
trada em ratos, principalmente em machos (10 x mais que em fémeas), é
de baixo peso molecular oLy globulina. No homem, a proteina ¢ de alto
peso molecular, especialmente a albumina (COHEN, 1995; RODENT
BLADDER CARCINOGENESIS WORKING GROUP, 1995).

O pH, dentre estes parametros, sem diivida, € o mais importante € o
que mais varia em funcdo da alimentacao e ingestdo de fluidos. Ele pode
potencializar ou inibir a ac¢ao de eletrolitos na formagao de litiase urinaria
que, por sua vez, ¢ importante na carcinogénese vesical por elementos nao
genotoxicos. Sais de célcio precipitam em pH alto e sais de urato preci-
pitam em pH baixo. A litiase urinaria no homem € muito frequente, porém
a associacao entre litiase e cancer de bexiga no homem ¢ rara. Entretanto,
em ratos e camundongos, cristais e calculos urinarios aumentam a probabi-
lidade de carcinogénese vesical (COHEN, 1995; RODENT BLADDER
CARCINOGENESIS WORKING GROUP, 1995).

O epitélio vesical ¢ semelhante entre as espécies; no entanto,
existem diferencas anatdmicas, que podem explicar fisiopatologicamente
a associagdo entre calculo e carcinogénese em animais. Durante o esva-
ziamento vesical, o sistema urinario dos roedores esta na horizontal e, no
homem, esta na vertical. Quando a bexiga contrai, toda ela se “enrruga”,
exceto aregido do trigono. Quando existem calculos no interior da bexiga
de ratos, esses cristais soltos na parede anterior, com a contragao, pro-
movem um dano de toda mucosa. Em humanos, corpos estranhos se lo-
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calizam no trigono, a regido que nao contrai durante a mic¢éo. Com isso,
diminui o dano na mucosa. Por essa mesma razdo anatdmica, humanos
eliminam mais rapidamente os cristais que estao no interior da bexiga. Os
calculos no homem, quando causam obstru¢ao, causam dor, na maioria
das vezes, e isso faz com que seja providenciado tratamento e desobs-
trugdo. Dessa forma, fatores anatomicos podem tornar os roedores mais
susceptiveis a carcinogénese de bexiga (DeSESSO, 1995; RODENT
BLADDER CARCINOGENESIS WORKING GROUP, 1995).

Esses conceitos sdo muito importantes, como foi dito anterior-
mente, pois alguns centros de pesquisas tém utilizado o BBN por quatro
a oito semanas e, apds esse periodo, utilizam o uracil, constituindo mo-
delos mais econdmicos para estudo da carcinogénese vesical. A fisiopa-
tologia da carcinogénese de bexiga pelo uracil esta pautada nesses co-
nhecimentos e na sua condig¢do de promotor de carcinogénese de bexiga
(OLIVEIRA, 1993).

A maioria dos tumores de bexiga em humanos manifesta-se como
carcinoma de células transicionais puro. Também no rato, quase 100%
dos tumores sdo carcinomas transicionais, porém de 26 a 37% possuem
diferenciagdo escamosa. A diferenciagdo escamosa apenas ocorre em
tumores indiferenciados em humanos (OYASU, 1995).

Recentemente, estudos moleculares chegaram a conclusdes inte-
ressantes. A inativacdo do gene p53 e pRb induz ao carcinoma in situ e
invasivo e metastatico de bexiga, ao passo que a ativa¢do do H-ras em
camundongos transgénicos causa hiperplasia urotelial e hiperplasia su-
perficial e ndo invasiva. Portanto, existem evidéncias experimentais de
que diferencas fenotipicas sdo causadas por distintos defeitos genéticos
(YAO et al., 2004; MO et al., 2007).

Estudos realizados na tentativa de estabelecer credenciamento
molecular do modelo de carcinogénese de bexiga de ratos e camun-
dongos induzida pelo BBN constataram a expressao de oito genes ho-
mologos nas trés espécies, principalmente quando se comparam carci-
nomas de bexigas invasivos em humanos (WILLIAMS; LEE;
THEODORESCU, 2008).

Em que pesem as diferencas citadas, os modelos de carcinogé-
nese de ratos e camundongos com o BBN sdo os mais amplamente co-
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nhecidos e estudados. Curiosamente, os dois modelos se completam:
em rato, ele se manifesta em seu fenotipo papilar superficial e, em ca-
mundongos, ele se manifesta intraepitelial como carcinoma in sifu, in-
vadindo a parede precocemente. Essas duas vias de transformagao neo-
plasica de bexiga sdo observadas no homem. Atualmente, esses sdo os
modelos de carcinogénese quimica mais utilizados em pesquisa para
avaliag@o de produtos e farmacos na carcinogénese vesical.

O indice de carcinogénese: a ideia

A ideia surgiu quando iniciamos o estudo histopatoldgico das
bexigas dos animais submetidos a carcinogénese pelo BBN. Compreen-
demos, naquele momento, o significado literal do diagrama da histogé-
nese da carcinogénese de bexiga de roedores proposto por Oyasu, em
1995, (baseado em dados e estudos de Cohen, 1985, Kunze et al., 1976
e Oyasu et al., 1987). A exuberancia e a multiplicidade de lesdes em
varios estagios da carcinogénese encontradas em uma sé bexiga im-
pressionavam e deixavam claro o arduo trabalho que teriamos pela
frente. A pergunta era: como transformar toda informacgdo obtida da
analise histopatologica destas multiplas lesdes em um nimero que ex-
pressasse o estagio de carcinogénese alcangado por bexiga, para que
pudéssemos comparar os grupos de forma mais clara e objetiva? O
Indice de Carcinogénese (IC) surgiu, entdo, da necessidade de simpli-
ficar os dados para que se pudesse, de forma mais sintética e cristalina,
avaliar a evolugdo da carcinogénese no interior da bexiga de cada
animal e que se tornasse possivel comparar os grupos utilizando apenas
um numero, que nao os parametros habituais, tais como incidéncia,
multiplicidade, invasdo, atipia e diferenciagdo.

Foi assim que surgiu a ideia de elaborar um sistema de escores,
para cada lesdo vesical, de forma progressiva, com enfoque em aspectos
da histogénese da carcinogénese de bexiga de roedores proposta por
Oyasu (1995), propondo um computo final, que seria, entdo, o Indice de
Carcinogénese. Esta ideia foi amplamente aceita pelo patologista que
nos orientava na época (professor Paulo Roberto Carvalho de Almeida)



CARCINOGENESE EXPERIMENTAL DE BEXIGA E O INDICE DE CARCINOGENESE ‘ 33

e que nos ajudou a implementa-la. Para esse propodsito foram entio
criados escores progressivos para cada fase evolutiva da carcinogénese.
A palavra escore vem da lingua inglesa e quer dizer pontuacao. O escore
de desempenho padrao, por exemplo, ¢ util para comparar a posi¢ao de
um individuo dentro de um grupo ao qual pertence. Na verdade, escores
sdao numeros desprovidos de unidades de medidas. Sdo convencionados
e criados a partir de observagdes e analises prévias detalhadas. O IC é a
representacao numérica da lesdo na bexiga cujo fenomeno neoplasia esta
no seu apice, ou melhor, o IC nada mais ¢ que o nimero que expressa o
atual estagio de carcinogénese de cada bexiga.

Propolis

A propolis € um produto elaborado por abelhas, sendo consti-
tuido por resinas colhidas de ramos, brotos e flores de plantas, que se
localizam em torno da colmeia. A essas resinas sao acrescidas secregoes
e enzimas salivares no interior das colmeias (MARCUCCI, 1996). Nao
se conhecem ainda os fatores que direcionam a abelha para uma espécie
vegetal, embora existam estudos sugerindo que a mobilizagao se da por
diferentes substancias volateis produzidas pela planta atrativa ao inseto
(TEIXEIRA et al., 2005).

As propriedades fisicas da propolis, tais como a cor, o sabor € 0
aroma, bem como suas propriedades quimicas, variam de acordo com
as caracteristicas fitogeograficas da regido e do tipo da espécie de
abelha que a habita e seu alcance, geralmente cerca de 4 a Skm, em
torno da colmeia, em se tratando de Apis mellifera (MENEZES, 2005;
SALATINO et al., 2005). A cor da propolis possui variagdes sempre
relacionadas com a vegetagao de entorno a colmeia, podendo ser negra,
amarela, marrom, verde ou vermelha (DAUGSCH et al., 2006;
TRUSHEVA et al., 2006; ALENCAR et al., 2007). A composicao da
propolis também varia sazonalmente e pelas reservas de polen e mel na
colmeia. A diferenga de composi¢ao quimica traz como resultado mul-
tiplas atividades farmacologicas, principalmente quando provenientes
de regides em que o clima ¢ tropical, onde a vegetacdo tem maior



34 | Estudos da Pos-Graduagao

abundancia em espécies, quando comparadas a outras em que o clima
¢ temperado (BANCOVA; CASTRO; SFORCIN etal., 2000; CASTRO
et al., 2007).

A palavra propolis ¢ de origem grega: pro - a favor de; e polis -
cidade. A propolis ¢ utilizada pelas abelhas para proteger as colmeias
contra variagdes térmicas e invasdo de micro-organismos, tornando o
local asséptico para a postura de ovos. Insetos e pequenos animais tém
sido encontrados recobertos pela propolis no interior de colmeias, mu-
mificados ¢ mantendo-se em perfeito estado de conservagao. Essa pro-
priedade foi objeto de observacao dos antigos egipcios: existem descri-
¢oes de que sacerdotes egipcios embalsamavam corpos com a propolis
(1700 a.C.). Assirios, gregos, romanos ¢ incas também fizeram uso da
propolis para tratamento de doengas (PEREIRA; SEIXAS, 2002).

A propolis foi utilizada por médicos militares em ferimentos du-
rante a guerra Anglo-Boer, na Africa do Sul, nos anos de 1880 a 1902.
Na Segunda Guerra Mundial, Khandros, na cidade de Sveerdlovsk, ad-
ministrou propolis em pacientes cirurgicos para a cicatrizagdo de fe-
ridas (IOIRISH, 1981).

O processo de industrializagdo e o consumo da propolis como
um produto natural foram importantes para que pesquisadores ini-
ciassem a identificacdo dos compostos e o estudo de seus efeitos farma-
coldgicos. No XX Congresso Internacional de Apicultura, em Bucareste,
em 1965, Adelina Derevic, Popescu e N. Popescu (apud IOIRISH,
1981) apresentaram um relatoério sobre propriedades experimental-
mente demonstradas em cobaias, na cicatrizacdo em queimaduras, agao
regenerativa e protetora sobre os tecidos, € apontou um composto do
grupo de flavonoides, dentre as quais a galangina, como sendo o res-
ponsavel por essas agdes benéficas. Na década de 1970, na Europa,
Lavie e Popravco (apud MARCUCCI, 2006) identificaram a presenga
de flavonoides na propolis, tendo comparado sua composi¢do com exu-
datos de choupo e bétula naquela regio.

Quando se trata de agao farmacologica, a principal classe de cons-
tituintes da propolis ¢ a de compostos fenolicos. Os compostos fenodlicos
de fontes vegetais sdo divididos em dois grandes grupos: os flavonoides
e os acidos fenolicos. Essa diferenca ¢ importante quando se compara
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com a propolis europeia, cujo teor de flavonoides € mais expressivo que
o de acidos fendlicos. Com a propolis brasileira ocorre o inverso, ou
seja, existe um predominio de acidos fenolicos em relagdo aos flavo-
noides, muito embora, no Brasil, no estado do Rio Grande do Sul, os
flavonoides ja comecem a aparecer em maior concentracdo, ja que o
clima daquele estado se assemelha ao de zonas temperadas da Europa, e
as fontes vegetais parecem ser bem semelhantes (MARCUCCI, 2006).

Até a década de 1990, os trabalhos publicados sobre a utilizagao
da propolis em geral eram provenientes de paises da Europa Oriental. A
partir de entdo, o Japdo vem assumindo essa lideranca, tendo deposi-
tado 43% das patentes referentes a esse estudo com sintese de substan-
cias bioativas, principalmente a partir da propolis brasileira, sendo seu
principal importador (PEREIRA; SEIXAS, 2002).

Na revisao da literatura, foram encontrados varios estudos expe-
rimentais in vitro e in vivo, confirmando ou sugerindo atividades: anti-
microbiana, dentre elas antibacteriana (GRANGE; DAVEY, 1990;
AGA et al., 1994; LANGONI et al., 1996; BIANCHINI; BEBENDO,
1998; KUJUMGIEV; TSVETKOVA; SERKEDIJIEVA et al., 1999;
KONISHI; CHRISTINE; SAWAYA, 2000; PINTO; FARIA;
MESSAGE, 2001; MARCUCCI et al., 2001; HEGAZI; HADY, 2002;
KATIRCIOGLU; MERCAN, 2006; SILVA et al., 2006; TOSI et al.,
2007; MOHAMMADZADEH et al., 2007; MELLIOU; ESTRATIS;
CHINOU, 2007; SALOMAO et al., 2007); antifungica (AGA et al.,
1994; LANGONI et al., 1996; KUIUMGIEV et al., 1999; KONISHI;
CHRISTINE; AWAYA, 2000; SFORCIN et al., 2001; MURAD et al.,
2002; HEGAZI; HADY, 2002; VARGAS et al., 2004; SAWAYA et al.,
2004; SONMEZ et al, 2005; HAYACIBARA et al., 2005;
KATIRCIOGLU; MERCAN, 2006; MOHAMMADZADEH et al.,
2007; MELLIOU; ESTRATIS; CHINOU, 2007; SALOMAO et al.,
2007); antivirotica (AMOROS et al., 1992; KUJUMGIEV et al., 1999;
PARK; IKEGAKI; ALENCAR, 2000; HULEIHEL; ISANU, 2002;
GEKKER et al., 2005); anti-Helicobacter pylori (BANSKOTA et al.,
2001); atividade antitripanossoma (MARCUCCI et al., 2001;
PRYTZYK et al., 2003; SILVA FILHO et al., 2004; DANTAS et al.,
2006; SALOMAO et al., 2007, SALOMAO et al., 2009); amebicida
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(VURAL et al, 2007); anti-Leishmania (MACHADO; LEON;
CASTRO, 2007); anti-inflamatoria (IVANOVSKA et al., 1995; PARK;
KIM; PARK, 1996; PARK; KAHNG, 1999, NAGAOKA et al., 2003;
PAULINO et al., 2003; CARDILE et al., 2003; BLONSKA et al., 2004;
WOO et al., 2005; PAULINO et al., 2006; RAMOS; MIRANDA,
2007); cicatrizante (FUNARI et al., 2007); propriedade imunomodula-
dora (DIMOV et al, 1991; DIMOV et al., 1992; IVANOVSKA et al.,
1995; ORSI, et al., 2000; SFORCIN, 2002; ORSOLIC; BASIC, 2003;
ORSOLIC et al., 2004; ORSOLIC; BASIC, 2005; SFORCIN; OSRSI;
BANKOVA, 2005; DANTAS et al., 2006, FISCHER, CONCEICAO et
al., 2007); propriedade antioxidante (VOLPERT; ELSTNER, 1993;
SHARMA et al, 1997; MORENO; ISLA; SAMPIETRO, 2000;
BANSKOTA et al., 2000; ISLA et al., 2001; BANSKOTA et al., 2001;
NAGAI et al., 2003; SIMOES GREGORIO et al., 2004; TAMER et al.,
2004; KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004; OKUTAN
et al., 2005; SHIMAZAWA et al., 2005; FULIANG et al., 2005;
OGETURK et al., 2005; INOKUCHI et al., 2006; SILVA et al., 2006;
NAKAGIMA et al., 2007; JASPRICA et al.,, 2007; TURKYLMAZ et
al., 2007); atividade antidiabetes (OKUTAN et al., 2005; FULIANG et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2002; ZAMAMI et al., 2007); atividade
neuroprotetora (SHIMAZAWA et al., 2005, INOKUCHI et al., 2006;
NAKAGIMA et al., 2007); atividade hepatoprotetora (SHARMA et al.,
1997, BANSKOTA etal., 2000; BANSKOTA et al.,2001; EL-KHATIB;
AGHA; MAHRAN, 2002); atividade anti-hipertensiva (MISHIMA et
al., 2005); atividade relaxante em traqueia (PAULINO et al., 2002);
atividade analgésica (PAULINO et al., 2003; PAULINO et al., 2006);
efeito radioprotetor (ORSOLIC et al., 2007; BENKOVIC et al., 2008);
atividade cicatrizante na tulcera gastrica (BARROS et al., 2007); ati-
vacdo de receptores de estrogénio (SONG et al., 2002); atividade em
pancreatite experimental (TURKYLMAZ et al., 2007); inibi¢ao de ati-
vacdo plaquetaria (HSIAO et al, 2007); inibicdo de tumores
(BANSKOTA et al., 2002; SUZUKI et al., 2002; ORSOLIC; BASIC,
2003; LEE et al., 2003; WOO et al., 2004; ORSOLIC; KOSALEK;
BASIC, 2005; ORSOLIC et al., 2005; ORSOLIC; BASIC, 2005;
MISHIMA et al., 2005; BUFALO; CANDEIAS; SFORCIN, 2007;
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WENG et al., 2007; BENKOVIC; KNEZEVIC; BRONZOVIC, 2007;
HERNANDES et al., 2007; AWALE et al., 2008); inibi¢ao da carcino-
génese (RAO et al., 1993; RAO et al., 1995; MITAMURA et al., 1996;
NAGASAWA, 1996; HUANG et al., 1996; HIROSE et al., 1997; JENG
etal.,2000; KIMOTO etal.,2001; BORRELI et al., 2002; SUGIMOTO
et al., 2003; OZKUL et al., 2005; ORSOLIC et al., 2005; atividade na
metagénese (EROGLU; TATLISEN; OZKUL, 2004); inibi¢do da an-
giogénese inflamatdéria (SONG et al., 2002; HEPSEN; ER; CEKIC,
1999); inibi¢ao de angiogénese tumoral (AHN et al., 2007; JUNG et al.,
2007; KUNIMASA et al., 2009).

No inicio do século XXI, pesquisadores da Unicamp (Univer-
sidade de Campinas) avaliaram amostras de propolis coletadas em di-
versas regides brasileiras, com excecdo da regido norte, na tentativa de
classificar a propolis brasileira, segundo suas caracteristicas fisico-qui-
micas e propriedades biologicas. Foi possivel classificar 12 grupos de
propolis distintos: cinco na regido sul, seis na regido nordeste e um na
regido sudeste. A maior diversidade ocorreu na regido nordeste. Todas
exibiam excelente agdo antioxidante, exceto dois grupos da regido nor-
deste (PARK; IKEGAKI; ALENCAR, 2000).

Em 2006, a professora Cristina Marcucci, da Uniban (Univer-
sidade Bandeirante de Sdo Paulo) desenvolveu um método para tipi-
ficar a propolis brasileira na tentativa de padronizar a propolis.

A tipificagdo trata-se de processo quimico de identificacdo e
quantificagdo dos compostos quimicos majoritarios de amostras de pro-
polis, baseando-se na presenga de marcadores ja previamente identifi-
cados e selecionados como proprio da composicdo quimica da propolis
brasileira, empregando-se a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (MARCUCCI, 2006).

Esse perfil de estudo dos componentes majoritarios foi obtido
através de investigacdo de varias amostras, empregando analise qui-
mica de propolis brasileira proveniente da regido sul, sudeste e centro-
-oeste, para controle de qualidade, com a finalidade de utilizar a pro-
polis tipificada pela indistria farmacéutica, permitindo maior incentivo
para pesquisas brasileiras sobre suas agdes farmacologicas, papel que
vem sendo desempenhado de forma ostensiva pelo Japao.
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Os flavonoides identificados na propolis brasileira foram o can-
feride (5, 6, 7 trihidroxi - 3,4’ dihidroxiflavona) aromadendrina — 4 -
metil éter, pinobanksina, crisina e galagina.

Os acidos fenolicos mais comumente encontrados foram acidos
p-cumaricos (p- cum) prenilados, acido 3 — prenil - 4 — hidroxicindmico
(PHCA), 9-E e 9-Z-2,2 — dimetil - 6 — carboxietinil - 8 — prenil - 2H - 1
— benzopirano (DCBEN), acido 3,5 — diprenil - 4 — hidroxicindmico
(DHCA) e acido 2,2 — dimetil - 8 — prenil - 2H - 1 — benzopirano - 6 —
propenoico (DPB), vanila (G1), 3 — metoxi — 4 - hidroxinamaldeido
(G2), 2 - [1-hidroximetil] — vinil - 6 — acetil - 5 — hidroxicumarano (I),
e os ainda desconhecidos, isolados pela professora Marcucci: H, K, L1,
L2 M e N (MARCUCCI, 2006).

Ap6s analise cromatografica pela CLAE (Cromatografia de Alta
Eficiéncia), o perfil das amostras, baseado na identificacdo dos marca-
dores acima citados p-CUM, CAF (acido cafeico), PHCA, DCBEN,
DHCA, DPB, G1, G2 e I, estavam presentes em praticamente todas as
amostras. O marcador principal é o acido 3,5 — diprenil - 4 — hidroxici-
namico (DHCA), o Artepillin C®, registro de patente japonesa, que o
sintetizou e o comercializou para tratamento de tumores.

Baseados nos compostos isolados, a propolis brasileira foi entao
classificada em 4 tipos BRG, BRP (PR), BRP (MG/SP) e BRPG.

A BRG aparece nos estados do Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, com marcadores G1, G2 e I; o BRP (PR), com marca-
dores DCBEN, DPB, PHCA; o BRP (SP/MG) que aparece nos es-
tados de Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Rio de Janeiro, com os marca-
dores CAF, DHCA e p-CUM. Observa-se que o DCBEN esté presente
apenas no tipo BRP (PR). O BRPG ¢ uma interface entre os tipos BRP
(PR) e BRG e contém compostos dos dois grupos (MARCUCCI,
2006) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Tipos de propolis quanto aos seus marcadores e
distribuicao geografica.

Tipo de BRG BRP (PR) BRP (SP/MG) BRPG (interface)
Propolis
Locaisde  pp g RS PR SP, MG, RJ PR, SC, RS
coleta
DCBEN, pPB,  CAF DHCA, G1,G2, I, DCBEN,
Marcadores G1,G2el PHCA DPB. PHCA
p-CUM ’

Fonte: tabela elaborada pelos autores com dados provenientes de Marcucci, 2006.

A propolis verde é uma prépolis encontrada na regido sudeste e
sul do Brasil, principalmente nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo.
Ela é assim denominada pela sua cor verde e tem sido objeto de estudo
no Japdo e em paises da Europa Central, como a Croacia ¢ a Bulgaria.
Esta cor se deve a pigmentos presentes em material coletado pela abelha
ao visitar a Baccharis dracunculifolia, um arbusto nativo da regido que
pode atingir até quatro metros de comprimento. A Baccharis dracuncu-
lifolia é conhecida como alecrim do campo e vulgarmente denominada
de vassourinha, pelo costume local de utiliza-la para confecgdo de vas-
souras para limpeza de quintal.

Existem duas plantas, uma feminina e outra masculina, e, apesar
de diferencas entre os compostos quimicos exalados, elas sdo visitadas
igualmente pelas abelhas.

O numero de compostos identificados em propolis dos estados de
Minas Gerais ¢ Sao Paulo pelas técnicas de cromatografia liquida de
alta eficiéncia e cromatografia gasosa com espectometria de massa con-
firmou que a resina de espécie vegetal de Baccharis dracunculifolia é a
principal fonte de resina para elaboragdo das propolis produzidas nesses
estados (ALENCAR et al., 2005).

Existem pelo menos 500 espécies de Baccharis das quais 120 sdao
brasileiras e a maioria delas ¢ nativa do continente sul-americano. O
artepillin C acido 3,5 — diprenil - 4 — hidroxicinamico foi isolado pela
primeira vez na propolis verde e relatado como composto antimicro-
biano, em 1994, no Japao (AGA et al., 1994), e patenteado pela indus-
tria farmacéutica japonesa Hayshibara Pharmacéutica Co Okayama
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Japdo. A seguir, o artepillin C foi isolado em brotos tenros de Baccharis
dracunculifolia (PARK et al., 2004). Dai por diante ele tem sido isolado
em Baccharis grisebacchi, na Argentina, e outras Baccharis ssp no
Brasil. A propolis brasileira ¢ internacionalmente conhecida como pro-
polis verde. Esse nome ¢ utilizado pelos japoneses para sua rapida iden-
tificagdo no processo de comercializagdo. A cor ¢ dada pela drupamina,
artepillin C e bacarina e mais fragmentos de Baccharis dracunculifolia.
No entanto, existem propolis no estado do Parana que nao sdo propolis
verde e possuem artepillin C.

Extracao da propolis

Um dos grandes desafios para o estudo farmacoldgico da pro-
polis em experimentagdo ¢ a complexidade e diversidade de sua com-
posicao. A maioria desses compostos € insoluvel em agua e o que se
verifica € uma tendéncia para a extragao em solugdo alcodlica.

Existem varios métodos de extragao utilizando alcool, éter e dgua.
Cada um destes métodos ¢ importante para a separagdo das substancias
que possuem interesse farmacoldgico. A escolha do método de extracao
estd ligada a solubilidade do composto de interesse e ao destino farma-
cologico deste composto. A maioria dos trabalhos experimentais utiliza
o extrato alcodlico. Entretanto, se se considerar, por exemplo, que a sua
aplicagdo se destina a pesquisa farmacologica em modelos experimen-
tais no olho, a extragdo em alcool devera ser reavaliada.

Uma extragdo de propolis soliivel em agua tem o inconveniente
de ndo extrair substancias de interesse farmacoldgico insoluveis em
agua. No entanto, existe um método de extracdo da propolis em agua
que vem sendo estudado. E o WSDP (Water Soluble Derivative
Propolis), um método patenteado que, desde 1987, é utilizado por pes-
quisadores da Croacia e Bulgaria. O método consiste na extragdo, em
trés vezes, em etanol. Apos a filtracdo, ¢ deixado evaporar. Apods a
evaporagdo, o produto resinoso ¢ extraido em L-lisina a 8%, na pro-
porcdo de 10 gramas desse resinoso material para 150ml de solucao de
L-lisina a 8%, na temperatura entre 50 e 60° centigrados e, a seguir, o
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produto acondicionado a 4° centigrados ¢ liofilizado. Varios centros de
pesquisa na Europa utilizam a prépolis de sua regido e também a pro-
polis verde e vermelha do Brasil, extraida em L-lisina, principalmente
na investigacao de seus efeitos na carcinogénese em modelos animais
(NICOLOV et al., 1987; KRELL, 1996; ORSOLIC et al., 2007,
BENKOVIC et al., 2008).






O EXPERIMENTO

E ste trabalho foi desenvolvido sob aprovagdo da Comissao de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Cear4,
em 23 de maio de 2006 (Protocolo nimero 03/06), estando de acordo
com o0s principios éticos na experimenta¢do animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Os animais

Foram utilizadas 125 ratas albinas da linhagem wistar, classe
mammalia, ordem rodentia, familia muridea, género Rattus, espécie
novergicus, com cinco semanas de idade, pesando em média 77
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Cear4d, tendo sido avaliadas em quarentena por duas semanas apos
o desmame.

Os animais foram colocados em gaiolas de polipropileno com
dimensdes de 41 x 34 x 16cm, alojados em niimero de cinco animais
por gaiola, forradas com maravalha branca de pinho, autoclavada
(Basequimica - SP). Durante o experimento, 0os animais permaneceram
no Biotério da P6s-Graduacgdo da Cirurgia, recebendo ragdo basal pele-
tizada (Biobase - SC Bio-tec “9301”) e agua ad libitum. Os animais
foram mantidos em temperatura em torno de 22 graus, ciclo de luz de
12 horas claro/escuro, com sistema continuo de exaustio.
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Condicoes de manutencao do biotério e protecao
individual e ambiental

O biotério foi preparado para o experimento segundo as reco-
mendagdes da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), em termos de
uso de materiais, manejo dos animais e protecdo para técnicos, frequen-
tadores do biotério e meio ambiente (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 1979; 1982).

Na porta de entrada do biotério, foram colocados mascara respi-
ratoria para gases (ADVANTAGE 200 CA8558 MAS, com filtros
GME-H CL-1 218157 MSA), material para antissepsia e informagdes
de adverténcia para o uso obrigatorio de mascara e permanéncia restrita
no ambiente.

Pictogramas informando perigo de toxicidade e de risco de ex-
plosao, bem como de EPI (Equipamento de Protecdo Individual) foram
fixados em lugares estratégicos, em vasilhames, frascos, refrigeradores
e prateleiras no biotério.

O técnico responsavel pela higienizacdo e limpeza do biotério
recebeu treinamento exaustivo de como se paramentar, utilizar mas-
caras respiratorias, procedimentos de rotina no manuseio de animais e
gaiolas, bem como todo material indispensavel para sua protegdo indi-
vidual: luvas de latex, luvas de borrachas, mascaras respiratorias para
gases - ADVANTAGE 200 CA8558 MSA, com filtros GME-H CL-1
218157 MSA, 6culos protetores, gorro, botas de borracha, pijamas de
polietileno, aventais impermeaveis, aparelhos e cremes para barbear.

Para higienizacdo das gaiolas, foram fornecidos NAOH (hidro-
xido de sodio) a 10%, vassouras, espatulas, baldes, forros de polieti-
leno, armario e cabides.

Todos os envolvidos no experimento receberam treinamento para
manipulagcdo dos animais e prote¢do individual, como pijamas, maca-
cOes, aventais, mascaras respiratorias (ADVANTAGE 200 CA8558
MAS, com filtros GME-H CL-1 218157 MSA), gorros, propés e oculos
protetores, ¢ foram acompanhados direta e diariamente em suas ativi-
dades pelo pesquisador.
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O volume de agua ingerido por grupo de cinco animais foi ava-
liado previamente por um grupo piloto paralelo e projetado para uma
mamadeira de polipropileno de 250ml com bico de ago acoplado por
uma tampa de borracha. A escolha teve como critérios evitar perdas,
derramamento, acidentes de contaminag¢do ambiental ¢ controle abso-
luto sobre o volume ingerido. As mamadeiras foram trocadas a cada
dois dias e todas foram revestidas de folhas de papel aluminio (para
impedir a degradacao da solu¢do de carcindgeno pela luz) e protegidas
com capas de poliestireno, improvisadas, por metade de uma garrafa de
refrigerante de dois litros, impedindo, assim, que os animais roessem o
aluminio. As mamadeiras receberam cuidados especiais por 14 se-
manas, sendo o pesquisador o Unico responsavel pela manipulagdo
destas. A cada duas semanas, bicos € mamadeiras foram colocados em
solugdo de soda caustica a 10% por 90 minutos e lavados em agua cor-
rente. Toda solugdo de carcindgeno a ser desprezada, previamente, foi
tratada, acondicionada em reservatorio, sendo neutralizada com solugao
de permanganato de potassio em acido sulfurico, conforme recomen-
dado pelo manual da OMS (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEACH ON CANCER, 1982), e s6 entdo desprezada em esgoto
comum. Ao final de 14 semanas, as mamadeiras € os bicos foram enca-
minhados para incineragdo pela firma especializada, sendo estas substi-
tuidas por mamadeiras de vidro.

As maravalhas das gaiolas foram trocadas trés vezes por semana
e acondicionadas em duplos sacos de polietileno, sendo encaminhadas
para incineracdo por empresa especializada. A higienizagdo das gaiolas
foi realizada apds cada troca de maravalha, com solu¢do de NaOH a
10% imersas pelo periodo de duas horas e lavada em agua corrente.

A administragdo oral e injetavel de substancias em todos os ani-
mais foi realizada em sala anexa ao biotério, e o transporte das gaiolas
foi realizado sob completa protecao individual.

Todo o espago fisico do laboratorio e biotério foi sinalizado com
adverténcias por cartazes, com orientacdo sobre o risco de contami-
nag¢do e procedimento adequado na prevencao de acidentes.

Durante o tratamento dos animais, com sondagem es6fago-gas-
trica, ou injecao subcutanea, todos os envolvidos no experimento utili-
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zaram roupas especiais para o procedimento: pijamas de polietileno,
macacoes, aventais, mascaras respiratorias, gorros, propés, oculos pro-
tetores, luvas de latex, luvas de borracha, sendo acompanhados direta-
mente pelo pesquisador. As mesas de suporte da gaiola e da balanca de
pesagem foram devidamente protegidas de excre¢des dos animais du-
rante o procedimento, sendo forradas com folhas de polietileno e jornal,
diariamente. Todo o lixo foi enviado para incineracgao.

As substancias utilizadas

O BBN

Foram utilizados cinco frascos de 25 gramas cada um (total de
125 gramas) de BBN (n — butil — n {4 — hidroxibutil} nitrosamine),
adquirido na TCI America 9211 N Harbogate Street Portland OR
97203. Numero do catdlogo B0938. Formula quimica: CH3(CH2),N
[( CH2),0H INO. CAS (Chemical Abstract Service) 3817-11-6.

Os frascos foram armazenados a 4° centigrados no Laboratorio
de Cirurgia Experimental. Cada frasco de carcindgeno contendo BBN
na concentragdo a 97% foi diluido gradativamente. Primeiro, em so-
lucdo mae, a 2,5%, acrescida de dez gotas de solug¢ao de Tween 80, em
vidro ambar de um litro. Essa solucgdo foi conservada a 4° centigrados e
rediluida a cada dois dias, a 0,05%, em volume calculado previamente
para consumo imediato. Todo o procedimento de manipulagdo do carci-
nogeno foi realizado sobre fluxo laminar BII, com exaustdo completa e
paramentagdo do pesquisador com pijama de polietileno sobre macacao
impermeavel em pega Unica e pijama cirurgico, mascaras respiratorias
para gases (ADVANTAGE 200 CA8558 MAS, com filtros GME-H
218157 MSA), gorros, protetores, botas de borrachas, propés, luvas de
latex e luvas de borrachas, segundo normas internacionais estabele-
cidas pela OMS para manipulagdo de nitrosaminas, bem como no
MSDS (Material Safety Data Sheet) da substancia. Foram também es-
tabelecidos protocolos para neutralizagao de carcindgeno puro, diluido,
bem como para descontaminagdo em caso de acidentes ambientais e
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humano, incluindo primeiros socorros (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEACH ON CANCER, 1979; 1982).

As solucoes neutralizantes

A solucdo de dacido sulfurico e permanganato de potéssio
(CASTEGNARO et al., 1982), cujo principio de agdo ¢ de oxidagao de
nitrosaminas, foi manipulada na Farmacia Escola da Universidade
Federal do Ceara ¢ utilizada para descontaminacdo de vidros, instru-
mental, para casos de contaminagdo do fluxo laminar e derramamento
acidental de carcinogeno puro ou diluido. O acido sulfurico concen-
trado foi diluido para 3 mols/l, adicionando-se acido a agua, nessa
ordem, para evitar risco de explosdo (reagdo extremamente exotér-
mica). A seguir, foi imersa em banho de agua fria.

A solucdo de permanganato de potassio foi preparada na con-
centracdo de 0,3 mols. As duas solucdes foram colocadas em frascos
de vidro ambar e mantidas junto ao fluxo laminar e no Laboratorio de
Cirurgia Experimental, como estabelecido no protocolo de seguranca.

A solucdo de soda catistica e aluminio INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEACH ON CANCER, 1979; (GANGOLLI,
1974) foi utilizada com o principio de redugdo eletroquimica de nitro-
saminas em aminas, para descontaminacdo de material de polipropi-
leno, aluminio e inoxidavel. A Solugao de NaOH (125 g/litro) 12,5%
foi acrescida de folha de papel aluminio picada (10 gramas por litro),
no momento imediato ao seu uso. Essa solugdo necessita de cinco
horas de imersdo dos objetos para se obter a descontaminagao.

O Celecoxibe

Celebra 200mg do Laboratorio Pfizer.
Administrado nas doses de 30 mg/kg peso, via gavagem.

A L-lisina

Aminoacido com origem e procedéncia da Alemanha
L-lisina cloridrato.
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Lote 040309 (certificado de qualidade, em Anexo E).

Formula: C6 H14 N2 O2. HCL PM 182,65.

CAS- 657-27-2. Estrutura quimica na Figura 12.

Preparada em solu¢ao de H20 destilada a 8% para extragdo de
propolis. Administrada nas doses de 150 e 300 mg/kg/peso dia.

A extracao da propolis verde em L-lisina

A propolis verde bruta, embalada a vacuo, foi coletada na ci-
dade de Passa Quatro, MG, pelo produtor Francisco José Neto, resi-
dente na Avenida Salgado Scarpa, nimero 413, que também nos enviou
exemplares da planta predominante em torno das colmeias, sendo iden-
tificada como Baccharis dracunculifolia (Figuras 2 e 3).

Figura 2 — A - Local da coletada em Passa Quatro, Minas Gerais (MG). B - Propolis verde
in natura a vacuo. Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 3 —Vegetacao em torno da colmeia em Passa Quatro (MG).
Arbustos de Baccharis dracunculifolia, entre outros.
Fonte: Foto da Colméia registada pelo fornecedor.

A propolis foi coletada nos meses de setembro e outubro de 2005,
evitando os meses de inverno com baixas temperaturas na regiao.

A propolis foi extraida seguindo principios da patente para extragao
de propolis soluvel em dgua (WSDP - water soluble derivative propolis) —
depositada em Sofia, Bulgaria, sob registro n2 79903 (NICOLOV et al.,
1987), com algumas modificagdes, no Laboratorio de Biocatalise de
Produtos Naturais do Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade
Federal do Ceara, sob a coordenagdo e orientacao da professora doutora
Telma Lemos, pelo doutor Irineu Albuquerque. A cépia da patente
(NICOLOV et al., 1987) foi gentilmente enviada pelo professor Nada
Orsolic, do Departamento de Fisiologia Animal da Universidade de Zagreb,
na Croacia, pesquisador que estuda a propolis brasileira. A patente, em bul-
garo, foi traduzida para o portugués por Nina Gueorguieva Grigorovauma,
funcionaria bulgara do consulado da Bulgaria no Brasil (RJ).

Apropolis foi fragmentada em por¢des menores e colocada em frasco
contendo alcool etilico, nele permanecendo por 15 dias. Foram realizadas
mais duas extracoes em alcool etilico. O extrato alcodlico foi levado a con-
centracdo em “banho-maria” por trés dias. O extrato concentrado foi subme-
tido a processo de particionamento liquido-liquido. Inicialmente, com éter
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de petroleo, para extragdo dos acidos graxos e, a seguir, com éter etilico para
extracdo das substancias mais polares. Este extrato foi levado a concen-
tragdo em “‘banho-maria” por cinco dias. Uma solugdo L-lisina a 8% con-
tendo 1500ml foi aquecida em “banho-maria” a uma temperatura entre 51 e
60° centigrados. A essa solugao foram acrescentados 100 gramas de extrato
de propolis concentrado, mantendo a solugdo em movimentos rotatorios,
continuamente, pelo periodo de 30 minutos. Assim feito, a soluco foi res-
friada em temperatura ambiente e conservada por 24 horas na temperatura
de 4° centigrados. O extrato da propolis/lisina foi filtrado, imediatamente
levado ao freezer (desprezando-se o residuo), sendo entdo liofilizado em
liofilizador de bancada. O produto final resultou em p6 de cor amarelo claro,
de odor adocicado, lembrando mel. A propolis liofilizada foi acondicionada
em frascos estéreis, hermeticamente fechados, em pequenas porgdes, € co-
locados em refrigeragdo a 4° graus centigrados. A cada 15 dias, apds pe-
sagem dos animais, a quantidade para cada grupo foi recalculada, pesada em
balanca digital, e a por¢ao diaria para uso foi acondicionada em eppendorfs,
e estes colocados em frascos vedados e sob refrigeracdo (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Extragao da propolis WSDP: A — Propolis bruta; B e C — Extragcao em alcool
etilico; D — Concentragao em “banho-maria”; E, F, G, H, |, ) e L — Extracao em éter de
petroleo. Fonte: (DORNELAS et al., 2012b).
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Figura 5 — Extracao da propolis WSDP continuagao: M e N — Extracao em éter etilico; O
— Concentragao e evaporagao do extrato de propolis; P, Q e R — Extracao em L- lisina; S —
liofilizagao; T- Propolis liofilizada.
Fonte: (DORNELAS et al., 2012b).

Tipificacao e quantificacao da propolis

A propolis (liofilizada e na forma in natura) foi encaminhada
para tipificagdo, com analises desenvolvidas em um cromatégrafo li-
quido com rede de fotodiodos e injetor automatico. As condi¢des cro-
matograficas utilizadas foram: fase movel 4agua-acido formico
(Merck), (95:5, solvente A) e metanol grau cromatografico (Merck)
(solvente B). A eluigao foi desenvolvida em um fluxo de 1ml/min uti-
lizando-se um gradiente linear. O tempo maximo de analise foi de 50
minutos e a detec¢do efetuada em comprimentos de onda de 280 e 340
nm. Empregou-se um softwaer apropriado para interpretacdo e quan-
tificagdo dos resultados obtidos (TIP®). O processo incluiu a entrada
de dados em uma planilha para a quantificacdo das substancias identi-
ficadas pela CLAE e estabeleceu uma tipagem da amostra pela quan-
tidade de cada componente proprio da composicdo quimica da pro-
polis brasileira. Esse processo de tipificacdo foi desenvolvido e
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realizado pela professora Maria Cristina Marcucci, da Universidade
Bandeirante (Uniban), na cidade de Campinas, SP. Paralelamente,
foram isoladas outras substancias da propolis no Laboratorio de
Quimica Organica da UFC.

Teste de atividade antioxidante

Amostras de produto da prépolis verde solivel em agua (Water
Soluble Derivative of Propolis (WSDP), liofilizada, e da propolis in
natura foram avaliadas quanto ao potencial antioxidante in vitro
(HEGAZI; HADY, 2002), no Laboratorio de Quimica Organica da
UFC, através do método do sequestro de radical DPPH (1,1-difenil-2
picril-hidrazil). As amostras analisadas de propolis e das substancias
isoladas foram diluidas em trés concentragdes de 1000, 250, 62,5 ppm,
que foram dissolvidas em 1.0ml de etanol e adicionadas a uma solugao
etanolica de DPPH (1,0ml), na concentracao de 60uM; adicionou-se em
uma cubeta cerca de 1ml de DPPH e 1ml de etanol; testaram-se subs-
tancias em diferentes concentracdes. Foram realizadas medidas de ab-
sorbancia na faixa de 520nm em espectrofotometro de UV, no tempo
inicial e apos 30 minutos. A percentagem de inibi¢ao foi feita por com-
paracdo da absorcdo da solugdo contendo amostra, em relagdo a uma
solucdo controle de DPPH sem amostra. Como padrdes positivos de
referéncia, utilizaram-se a vitamina C e Trolox, um antioxidante sinté-
tico similar a vitamina E.

Os resultados foram expressos em porcentagens de capacidade
de sequestrar ou reduzir o DPPH, dados em porcentagem de atividade

antioxidante, calculados pela formula 7/ =1 —( w )o 100 e

Abranco
1C50, calculados pela regressao linear de graficos dados pela concen-

tracdo em mg/ml (eixo x) e pela porcentagem de atividade antioxidante
(eixo y), calculada na equacdo de Mensor:

Absamostra — Absbranco

%A =100—( )e100.

Abscontrole
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Delineamento do experimento

Foram utilizadas 125 ratas com cinco semanas de idade, distribu-
idas em 14 grupos (Tabela 3). As 125 ratas wistar foram distribuidas em
grupos: 1, ITA, 1IB, III, K, L M N, X, XI, XII e XIII, nesta ordem. Os
grupos de I a X receberam BBN a 0,05% por 14 semanas em agua de
beber. O grupo I foi tratado com propolis ig 150mg/kg/peso, por 44 s,
iniciado 30 dias antes do inicio do BBN. Os grupos IIA, III foram tra-
tados com propolis (150mg/kg/peso), por 40 s, sc e ig, respectivamente,
iniciada, simultaneamente, com o BBN. Na 322, os animais dos grupos
L, M e N, foram tratados ig com: L-lisina (300mg/kg/peso), celecoxibe
(30mg/kg/peso) e propolis (300mg/kg/peso), respectivamente, até a 402
s. Os grupos que receberam apenas BBN (IIB e K) foram tratados com
agua, via sc e oral, respectivamente, por 40 s. Os grupos: XI, XII e
XIII receberam, nesta sequéncia, propolis (150mg/kg/peso), L-lisina
(150 mg/kg/peso) e agua ig por 40 s (detalhes na Figura 6). Os grupos
K, L, M e N foram utilizados para estudo de angiogénese tumoral
(DORNELAS et al., 2012b).
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Figura 6 — Delineamento do experimento.
Fonte: Elaborada pelos autores.

Propolis (150mg/kg/peso) e

L-lisina (150mg/kg/peso) (I

BBN (0,05% agua de beber) I

celecoxibe (30mg/kg/peso) [iiii], H20[ ]
Propolis dose dupla (300mg/kg/peso) I,
L-lisina dose dupla (SOOmg/kg/peso)@

n — namero de
d-dia

s — semana
Administracao
Administracao

animais,

intragastrica, dose Gnica diaria I, IlI, X, L, M, X1, XII, XIII.
subcutanea, dose Unica diaria llA e lIB.
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Estudo da macroscopia da bexiga fixada em formol

A bexiga foi distendida com formol tamponado a 10%, com liga-
dura de uretra e ureter bilateralmente. Assim foi fotografada em micros-
copio cirtirgico estereoscopico (DF VASCONCELLOS M90
VASCONCELLOS S. A.), acoplado a uma camara de video (HITACHI
VCC -151), conectado a um computador, com sistema de captura de
video (PIXELVIEW PV TV304P) e imagens estaticas, com placa de
captura e software, sob lentes de 10, 16, 25 ¢ 40 vezes de aumento. O
plano de fundo foi iluminado com negatoscopio, sendo registrados os
vasos, seu calibre, distribuicdo, bem como aspectos a contraluz do con-
teudo vesical e invasdo de parede (Figura 19 AB). A bexiga foi aberta
em plano coronal, dividindo a bexiga em metade ventral e metade
dorsal. As lesoes foram fotografadas (Figura 7), mapeadas e identifi-
cadas (Figura 8).

ERR NN s
Figura 7 — Exame da bexiga: A e B - Bexiga fixada em formol a 10%, seccionada em
plano coronal, parede ventral e dorsal. Na superficie externa (A e B), notam-se vasos
proeminentes calibrosos, alguns espiralados, e na luz vesical; C e D - Observam-se
multiplas lesoes papilares difusas, ocupando mais de 1/3 da parede - Grupo N - Rato 7.
Fonte: Elaborada pelos autores.
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GRUPO........RATO.......DATA..........OBITO ( ) EUTANASIA ( )

Vasos

Descricao das lesoes

Tumores

U

Figura 8 — Mapas para lesbes vesicais.
Fonte: Elaborada pelos autores.

Avaliacao da carcinogenese: analise histopatologica

Bexiga, rins direito e esquerdo, ureteres, figado, pancreas, eso-
fago, pulmdes, baco e coracao fixados em formol a 10% foram clivados,
examinados sob microscopio estereoscopico com aumento de 40x, para
avaliacdo de metastases.
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Uma vez mapeadas, as lesoes foram classificadas obedecendo a
Classificacao Internacional de Tumores do sistema urinario de ratos,
publicada pela International Agency for Research on Cancer (IARC)
em 1992, com atualizagdo (OYASU, 1995). Para a LBPM (Lesao de
Baixo Potencial Maligno), foi acrescido o consenso da WHO/ISUP
2004 para humanos (World Health Organization/ International Society
of Urologial Pathology).

O Indice de Carcinogéenese atraves de escores por lesao

Em virtude da caracteristica multifocal das lesdes vesicais, bem
como da multiplicidade de lesdes em diversas fases da carcinogénese em
uma mesma bexiga, foram adotados critérios de avaliagdo, com sistema
de escores, baseados no comportamento bioldgico do tumor no modelo
experimental com BBN (OYASU, 1995), e em estudos prévios (BRYAN;
COHEN, 1984; KUNZE; SCHAUER; SCHATT, 1976; OYASU et
al.,1987) e foi criado o Indice de Carcinogénese (IC), que levou em con-
sideracao as diversas fases da carcinogénese, conforme se segue:

Para cada lesdo histopatologica evolutiva sequencial foi estabe-
lecido um escore de forma que sempre a lesdo subsequente recebesse
um escore inicial igual a0 somatorio maximo possivel de ser obtido nas
lesoes anteriores, conforme Tabela 2.

Tabela 2 — Escore inicial para cada lesao histopatologica vesical.

Lesoes histopatologicas Escore inicial
Hiperplasia simples 0
Hiperplasia papilar 6
Hiperplasia nodular 6
Papiloma de células transicionais exofitico 12
Papiloma de células transicionais invertido 12
Lesao de baixo potencial maligno 15
Carcinomas 18

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Escores por lesao

Hiperplasia simples:

Escore inicial = 0; Acrescenta 0 a 3 (conforme o nimero de camadas de
células): Leve (4 a 7 camadas) =1 ;

Moderada (7 a 10 camadas) = 2; Severa (>10 camadas) = 3.

Atipias 0 a 3: Leve = 1; Moderada = 2; Severa = 3

Escore méximo: [Escore inicial (0) + nimero de camadas (3) + atipias

(3)]=6

Hiperplasia papilar ou Hiperplasia nodular:

Escore inicial = 6; Escore fixo da lesdao = 3

Atipias (0 a 3): Leve = 1; Moderada = 2; Severa =3

Escore maximo: [Escore inicial (6) + escore (3) + atipicas (3)] = 12

Papiloma exofitico e Papiloma endofitico:
Escore inicial = 12; Escore fixo = 3 (para ambas lesdes)
Escore maximo: [Escore inicial (12) + escore (3)] = 15

Lesao de Baixo Potencial Maligno:
Escore Inicial = 15; Escore fixo =3
Escore méaximo: [Escore inicial (15) + escore (3)] = 18

Carcinomas:
Escore inicial = 18

Gradacio histopatolégica (maximo = 9);

Diferenciacdo: Bem = 1, Moderado = 2; Indiferenciado = 3
Atipia celular: Baixo grau = 1; Alto grau=2a 3

Numero de mitoses: At¢ 10=1; 10a20=2; >20=3

Invasao: (maximo 6): Intramucosa = 1; Submucosa = 2; Muscular = 3;
Serosa = 4; Peritonio = 5; Metastase = 6

Subtipos de lesdes histopatologicas de carcinomas: (maximo 3)
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Puro: CCT = 1; Escamoso = 3; Adenocarcinoma = 3
CCT com diferenciacao e (outro tipo histologico)
Escamosa = 3; Glandular = 3; Escamosa/glandular = 3; Psudoglandular = 3

Misto (CCT e mais um tipo histoldgico no mesmo tumor)
Escamoso = 3; Adenocarcinoma = 3; Escamoso/adenocarcinoma = 3;

Escore maximo: [Escore inicial + (Gradagao histopatologica x Invasdo
x subtipo de carcinoma)]

Ap0s classificacdo, todas as lesdes de cada bexiga foram introdu-
zidas em tabelas individuais para cada bexiga (Apéndice A). A lesdo
que obteve o maior escore foi computada como indice de carcinogénese
alcancado pela bexiga (Apéndice A). Uma vez analisadas todas as be-
xigas de um grupo, os indices obtidos foram introduzidos em tabelas
individuais por grupo (Apéndice A).

Para avaliacao da carcinogénese, também foram contabilizados
os numeros de bexigas com lesdes vesicais benignas e malignas: hiper-
plasias, papilomas, lesdo de baixo potencial maligno LBPM (papilomas
com atipias ou dividas quanto a invasdo) e carcinomas.

Os critérios para avaliagao do grau de atipias estdo discriminados
na Tabela 3.

Tabela 3 — Critérios para avaliagao do grau de atipia.

Critérios Baixo grau (1) Alto grau (2 e 3)

Aumento de celularidade
2 Se mais de um critério ou se

Hipercromasia nuclear Se apresentar
p ) lp 4 todos de leve a moderada
Nucléolo proeminente qualquer dos intensidade
criterios.

Pleomorfismo celular
3 Se todos de intensidade

Pleomorfismo nuclear acentuada

Presenca de mitose atipica

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Além do indice de carcinogénese (IC) por escore, foram ainda
realizados estudos da incidéncia de carcinomas, da multiplicidade de
CCT de bexigas (nimero de tumores por bexiga) com avaliagdo do
numero total de tumores por bexiga e por grupo, da invasao de cada
um destes tumores de seu grau de atipia celular.

Critérios de exclusao para avalia¢do da carcinogénese: foram
excluidos os animais que desenvolveram tumores em ureter e/ou pelve
renal, animais vitimas de canibalismo da bexiga ou tumores com au-
tolise intensa.

Todas as laminas receberam codigo secreto desconhecido dos
examinadores.

Os animais foram pesados a cada 15 dias, sendo realizada a curva
de varia¢do temporal de massa corporal. (A variagdo temporal da massa
corporal (AMC), em termos percentuais, calculada em fungdo da massa
corporal verificada no inicio do estudo, conforme a seguinte expressao:

_MC(s)-MC(S)
CMC(s,) '

basal, mensurada no inicio do estudo, ¢ MC(S,) corresponde a massa
corporal verificada numa dada semana i).

00 ,onde MC(S)) ¢ a massa corporal

Exames de ultrassonografia

Todos os animais foram submetidos ao exame de ultrassonografia
de bexiga. O procedimento foi realizado no Servigo de Radiologia do
Hospital Universitario da UFC. Esse exame foi realizado na 312 e na 402
semana, ap6s o inicio do carcindgeno, sob anestesia peritonial com keta-
mina e xilazina, nas doses de 80mg/kg e 8mg/kg peso, respectivamente.
Apds anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia abdominal e
oclusdo do meato uretral, com fio 30, com apenas um no firme, evitando
isquemia para impedir o esvaziamento vesical. Alguns animais, por in-
suficiéncia do enchimento vesical, foram submetidos a cateterizagdo
uretral, apds rigorosa antissepsia com polivinilpirrolidona, utilizando-se
de cateter de polietileno Angiocat 24 BD, sem agulha, a olho nu, com
cuidado, levando em considerag@o o trajeto uretral paralelo ao canal va-
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ginal, fazendo uma angulagao cefalica a 6mm do meato. Ao penetrar na
bexiga, a confirmagdo da posi¢cdo ocorreu com a imediata eliminagdo
espontanea de gotas de urina pelo cateter. Com uma seringa contendo
agua destilada estéril, a bexiga foi insuflada até a fécil palpacao em re-
gido hipogastrica. A uretra foi ocluida com fio de algodao 30. As ima-
gens foram obtidas em cortes transversais e sagitais, sendo medidas em
seus maiores didmetros. O procedimento foi realizado no aparelho de
ultrassom PHILIPS, com sonda linear de 12 MHz sob gel (Figura 9).

+Length = 0,623 ¢
X Length = 0,615 ¢

b +

- P - . " 5 ~

Figura 9 — Ultrassonografia A — Rata anestesiada preparada para ultrassonografia
de bexiga; B — Sonda linear no abdome; C — Ultrassonografia: imagem vegetante
tumoral projetando-se para o interior da bexiga cheia (janela aclstica vesical).
Medidas de seus maiores diametros (cortes transversal e sagital); Grupo M - Rato
3 - 40 semanas.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Eutanasia

Na 412 semana ap0s iniciado o carcinégeno, os animais foram
entdo submetidos a avaliacao de cavidade abdominal, coleta de sangue
para exames bioquimicos, eutanasia e necropsia. Para tais procedi-
mentos foram anestesiados com ketamina e xilazina nas doses 80mg/kg
e 8mg/kg peso, respectivamente. Foi realizada incisdo abdominal longi-
tudinal mediana xifopubiana, interessando pele, subcutaneo ¢ muscula-
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tura, até a cavidade abdominal. Inventario da cavidade foi realizado
metodicamente, iniciando pela bexiga, observando tamanho, mobili-
dade, aspecto da serosa, parede vesical, tumoragoes, aspectos macros-
copicos de tumoracdes, consisténcia, invasdo, vascularizagdo, ade-
réncia, linfonodos. Rins e ureteres foram inspecionados em tamanho,
cor, dilatagdes, tortuosidades, tumoracdes, bem como al¢as intestinais
figado, bago, estdmago e retroperitonio. Apds exame cuidadoso da ca-
vidade abdominal, o colo vesical e ureteres foram entdo dissecados e
ligados com fio cirargico 30. A seguir, o retroperitonio foi exposto com
dissecc¢ao delicada de fascia anterior de aorta.

A tipificacao da propolis

A Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE), com a quantifica¢ao
e identificacdo dos marcadores em mg do composto/por grama de pro-
polis bruta, foi realizada pela professora Cristina Marcucci, na Uniban,
e evidenciou-se a presenca do mais importante marcador da propolis
verde, o artepillin C, com 13,60mg/g de propolis. Foram também iden-
tificados oito derivados do artepillin C na quantidade de 3,60mg/g. Os
derivados sdo compostos cujas estruturas quimicas foram identificadas
e tém um aspecto UV praticamente idéntico ao do artepillin C. Os com-
postos isolados podem ser observados na Figura 10 ¢ na Tabela 4:

LooBs14

Absorbance (AU)
o
o
|

9,49, 1294035
23,71, 660288

LML I I I I I I I I I I I I I O R R B I AR R R R R A AR R A |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Retention Time (min)

Figura 10 — Cromatograma (CLAE) da amostra de propolis bruta.
Fonte: Elaborada por Cristina Marcucci (Uniban).
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Tabela 4 — Quantificagao dos marcadores identificados na propolis
bruta (mg do composto/grama de propolis).

Composto mg/g %
2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano 0,415 0,04
Acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propenoico 0,943 0,09
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) 13,60 1,36
Acido 3-[4-hidroxi-3-(oxo-butenil)-fenilacrilico] ou propol 0,453 0,04
Acido 3,4-dihidroxi-5-prenilcinamico 0,243 0,02
Acido 3-prenil-4-(2-metilproprionil-oxi)- cindmico 0,438 0,04

Acido 4-hidroxi-3(E)-(4-hidroxi-3-metil-2-butenil)-5-prenil
cindmico

Acido 3,4-diprenil-4-hidroxicinamico 0,533 0,05
Acido  (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoiloxi)-3-

0,114 0,01

metil-2-butenil]-5-prenil-fenil } -2-propenoico 0,411 0,04
Acido E/Z comunico 0,360 0,04
15 Metil éster do acido agatico 1,046 0,11
Acido 3-prenil-4-diidrocinamoiloxicindmico 1,835 0,18
Acido 3-prenil-4-hidroxicindmico 3,703 0,37
Acido cafeoilquinico 1 1,310 0,13
Acido cafeoilquinico 2 0,810 0,08
Acido cafeoilquinico 3 3,053 0,30
Acido cafeoilquinico 4 5,797 0,58
Acido cafeoilquinico 5 0,996 0,10
Acido p-cumarico 3,121 0,31
Canferide 2,753 0,27
Total 41,94 4,19

Fonte: Elaborada por Cristina Marcucci (Uniban).

Na Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE), quantificagido e
identificacdo dos marcadores da propolis liofilizada em mg do com-
posto/por grama do po, ndo foi observada a presenca do artepillin C,
mas apenas um de seus derivados foi identificado (Acido 3-[4-hidroxi-
-3-(oxo-butenil)-fenilacrilico] ou propol).

Os compostos da propolis liofilizada encontram-se discriminados
na Figura 11 e na Tabela 5.
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Figura 11 — Cromatograma: (CLAE) de propolis liofilizada
Fonte: (DORNELAS et al., 2012b).

Tabela 5 — Quantificacao dos marcadores identificados no

liofilizado (mg do composto/grama do po).

Composto mg/g %
Il).mpo1 Acido 3-[4-hidroxi-3-(oxo-butenil)-fenilacrilico] ou 0.385 0.04
2. Acido 3-prenil-4-hidroxicindmico 0,453 0,04
3. Acido cafeico 2,450 0,24
4. Acido cafeoilquinico 1 1,128 0,11
5. Acido p-cumarico 35,99 3,60
Total 40,41 4,04

Fonte: (DORNELAS et al., 2012 b).
As estruturas quimicas isoladas podem ser observadas na Figura 12.
Atividade antioxidante da propolis

A propolis liofilizada (WSDP) e o extrato etanolico da propolis in
natura, submetidos a ensaio antioxidante, usando o método do se-
questro de radical DPPH (1,1-difenil-2 picril-hidrazil), na concentracao
de 1000ppm, obtiveram valores proximos ao da atividade antioxidante
dos controles vitamina C ¢ Trolox (Tabela 6 e Figura 13).
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Figura 12 — Estruturas dos compostos isolados: a — Acido 3-[4-hidroxi-3-(oxo-butenil)-feni-
lacrilico] ou propol; b — Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; ¢ — Acido cafeico; d — Acido
cafeiolquinico - d’- 4’ Acido metil-4,5-di- o -cafeoilquinico ou d”’ - Acido metil-3,4 - di
— o - cafeoilquinico ou acido 3,4 - di —o- cafeolquinico e- Acido p-cumarico ou acido
4- hidroxicinamico.

Fonte: Marcucci (2006).
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Tabela 6 — Atividade antioxidante da propolis verde bruta e liofilizada
comparada a atividade antioxidante da vitamina C e Trolox nas
concentragdes de 1000, 250 e 62,5ppm.

Concentragio (ppm)

1000 250 62.5

Tratamento
A % Atividade % A % IC,, (ppm)

Controle 0.3440  00.00 0.3440 00.00 0.3440 00.00  00.00
Trolox (T) 0.0104 96.96 0.0197 94.26 0.0206 94.00 0.001
Vitamin C 0.0095  97.25 0.0187 94.59 0.0210 93.92  0.007
EE prop 0.0200  94.19 0.0280 91.86 0.0400 88.37 0.04

Liof-1 0.0170  95.06  0.0200 94.19 0.1180 65.70  28.62

A - Atividade, EE prop — Extrato etanolico de propolis bruta
Liof -1 — Propolis liofilizada (WSDP)
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 13 — Atividade antioxidante da (WSDP) e extrato etanolico da propolis in na-
tura, comparadas com o controle positivo Vitamina C e Trolox, nas concentracoes
de 1000, 250 e 62,5ppm.

Fonte: Dornelas et al. (2012b).
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Variacao temporal da massa corporal

Para a avaliacdo da AMC, consideradas da 12 4 302 semanas.

Os dados foram expressos como média e desvio padrio.
Comparagdes entre os grupos I, ITA, IIB, III, VIIL, X, [ IV, V, VI, VI, IX
foram feitas pela analise de variancia (ANOVA), associada ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferengas entre os
grupos dois a dois.

Constatou-se que a AMC (variagcdo da massa corporal) mensu-
rada no grupo I foi significantemente maior (P< 0,0001) que a verifi-
cada nos demais grupos em todos os tempos estudados (Figura 14).
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Figura 14 — Variagao temporal da massa corporal (AMC), em
termos percentuais, verificada nos grupos I, 1A, I1B, 1lI, VIII, X,
IV, V, VI, VIl e IX, durante as primeiras 30 semanas do estudo.
Dados expressos como média e desvio padrao. Constatou-se
que a AMC mensurada no grupo | foi significantemente maior
(P< 0,0001) que a verificada nos demais grupos em todos os
tempos estudados.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Para a avaliagdo da AMC, entre a 12 ¢ a 412 semanas.

Os dados foram expressos como média e desvio padrio.
Comparagdes entre os grupos 1, ITA, 1IB, III, VIII, XI, XIII, X, XI, XII
e XIII foram feitas pela analise de variancia (ANOVA), associada ao
teste de comparagdes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre
os grupos dois a dois.

Constatou-se que a AMC (variagcdo da massa corporal) mensu-
rada no grupo I foi significantemente maior (P < 0,0001) que a verifi-
cada nos demais grupos em todos os tempos estudados (Figura 15).
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Figura 15 — Variagao temporal da massa corporal (AMC), em termos
percentuais, verificada nos grupos 1, lIA, 1B, I, VIII, X, XI, Xl e XIII,
durante as 41 semanas do estudo. Dados expressos como média e
desvio padrao. Constatou-se que a AMC mensurada no grupo | foi
significantemente maior (P < 0,0001) que a verificada nos demais
grupos em todos os tempos estudados.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Para a avaliagdo da AMC, consideradas as semanas 322 a 402,

Os dados foram expressos como média e desvio padrio.
Comparagdes entre os grupos K, L, M e N foram feitas pela analise de
variancia (ANOVA), associada ao teste de comparagdes multiplas de
Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois.

Nao foi constatada diferenca estatisticamente significante entre
os grupos em nenhum dos tempos avaliados (Figura 16).
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Figura 16 — Variagao temporal da massa corporal (AMC), em termos percen-
tuais, verificada nos grupos K, L, M e N, durante o periodo compreendido
entre a 322 e a 412 semana do estudo. Dados expressos como média e
desvio padrao. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente signifi-
cantes entre os grupos em nenhum dos tempos avaliados.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Avaliacao do peso corporal e peso do figado, baco e rins

Na avaliagdo dos pesos do corpo, figado e bago, no momento do
obito ou eutanasia, ndo foram verificadas diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos (ANOVA: F = 0,8865; P = 0,5560), peso
do figado (ANOVA: F =0,9018; P =0,5416) e peso do baco (ANOVA:
F =1,0220; P = 0,4330). A analise de variancia evidenciou diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos em relagdo ao peso dos
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rins (ANOVA: F = 3,6100; P = 0,0002). Aplicou-se entdo o teste de
Tukey, sendo verificado que o peso dos rins relativo ao grupo XIII foi

significantemente maior que o referente aos grupos IIB (P<0,01), X

(p<0,01), K (p<0,05), M (P<0,05) ¢ N (P<0,001) (Tabela 7).
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Evolucao clinica, mortalidade, sobrevida e
causa mortis dos animais

Evolucao clinica:

Os sinais clinicos da neoplasia vesical foram: hematuria,
massa palpavel suprapubica, massa visivel em abdome e dois casos
de ascite.

A hematuria foi o sinal clinico mais observado. O primeiro caso
de hematiria macroscopica ocorreu na 262 semana (rato Grupo III).
Ao sinal de hematuria, os animais foram isolados em gaiolas indivi-
duais, pelo risco de canibalismo. O canibalismo ocorreu em cinco
casos e a bexiga tumoral foi o primeiro 6rgdo a ser ingerido pelos
animais. Ao final da 412 semana, 85% dos animais apresentavam he-
matiria macroscopica.

A hemoptise ocorreu em cinco animais dos grupos que foram
submetidos a gavagem com propolis durante o procedimento, sem ou-
tras complicagdes. Cinco ratos sofreram mordeduras com ferimentos
cutaneos. Curativos com iodopovidona a 10% promoveram cicatri-
zagao rapida.

Os 125 animais exibiram uma boa evolucdo clinica, até a 212
semana. A partir da 222 semana, sete de 58 animais (grupos que rece-
beram apenas carcindgeno) e trés de 43 animais (que receberam carci-
noégeno e propolis + lisina intragastrico) apresentaram sinais de com-
prometimento respiratdrio, tais como espirros, tosse, dispneia e
diminui¢do da ingestdo de liquidos e alimentos. Estes animais foram
isolados dos demais e evoluiram para o 6bito.

O ntmero de 6bitos ocorrido entre a 12 ¢ a 312 semana foi de dez
animais (12,50%). Estes animais foram excluidos da avaliag¢do final
(Tabela 10).

Entre a 322 e a 412 semana, ocorreram 27 6bitos (23,47%). Em 41
semanas, o total foi de 37 obitos (29,06%) (Tabela 8).

Mortalidade: Encontram-se nas Tabelas 8 € 9 a mortalidade
ocorrida nas 41 semanas.
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Tabela 8 — Mortalidade entre a 12, e a 31°. semana.

MORTALIDADE ENTRE A 12 E 312 SEMANA

SEMANAS
Grupo Substancia N Ne % 23s 29s  30s  3ls
1 BBN/P/L P um més antes 10 0 00,00
07
IIA BBN/P/L Subcutaneo 0 00,00
1B BBN/H,0 Subcutaneo 06 0 00,00
1 BBN/P/L intragastrica 10 1 20,00 01
VI BBN/P/L intragastrica 10 2 10,00 02
subtotal 43 03
v BBN 10 1 10,00 01
\% BBN 10 1 10,00 01
VI BBN 10 1 10,00 01
VII BBN 10 2 20,00 02
IX BBN 18 2 11,11 01 01
Subtotal 58 7
X BBN/L intragastrica 06 0 00,00
X1 P/L 06 0 00,00
XII L 06 0 00,00
XIIT H,0 06 0 00,00
Total 12 ¢
125 10 12,50%
328

N - ene; No — numero de 0bitos; H20 — Agua; s — Semana; BBN/P/L — BBN e propolis
extraida em lisina; BBN/L — BBN e lisina; P — Propolis; L — lisina.
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 9 — Mortalidade entre a 322 e a 412 semana.

MORTALIDADE ENTRE A 322 E 412 SEMANA

SEMANAS
G Substincias N Ne %
Tupo ubstanctas ° 3215 35%s 36's 37%s 38%s 3%%s 40%s 41°s
BBN/P/L
I Pummés 10 0 00,00
antes
1A BBNPIL 07 00 01
Subcutaneo
1B BBN/HO o6 o 00,00
Subcutaneo
mranevin  BBNVPL g 3000 01 o1 03 ol
Intragéstrica
40 7 17,50
K BBN 13 4 3076 o1 ol 02
L BBNALL 13 6 4615 01 o 02 02
M BBN/Cel 12 5 4166 o1 o1 2 ol
N BBNPP 13 3 2307 o1 01 01
5118 3529
X BBNL o6 | 1666 ol
Intragéstrica
06 1 1666
X1 PL 06 0 00,00
XII L 06 1 1666 O
X111 H,0 06 0 00,00
18 1 0550

Total 312e4l2s

115 27 2347

Geral 12e412s

125 37 29,06

N - ene; No —

niimero de Obitos; H20 — Agua; s — Semana; BBN/P/L — BBN e propolis

extraida em lisina; BBN/L — BBN e lisina;
P — Propolis; L — Lisina; LL — Dupla dose de lisina; PP — Dupla dose de propolis extraida

em lisina; Cel —

Celecoxibe;

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Analise de sobrevida

Baseadas nas tabelas anteriores 11 e 12, a analise de sobrevida
foi realizada segundo o método de Kaplan-Meier, dados expressos
como o percentual do nimero de animais vivos em relagao ao niumero
de ratos que iniciou o estudo. A comparagao entre os grupos através do
teste de log-rank ndo evidenciou diferenca estatistica entre os grupos
que ingeriram apenas carcindgeno (IV+V+VI+VII+IX) e os grupos que
ingeriram carcindgeno e outra substancia propolis/lisina ¢ 4gua em di-
ferentes vias I, IIA, I1IB e III+VIII nas primeiras 31 semanas (Figura 17)

100 o = e e = i = i L e ) o
“.m.aim, =+ Socarcindgeno
R
g = - 1A
kS B
5 e VI
8
[o]
N 254
0 ———————r
0 4 8 12 16 20 24 28 31
Tempo {semanas)

Figura 17 — Curvas de sobrevida referentes aos grupos que receberam so car-
cinogeno (IV+V+VI+VII+IX), 1, 1A, 1IB e IlI+VIIl, construidas conforme o mé-
todo de Kaplan-Meier, considerando as primeiras 31 semanas do experimento.
Comparagbes entre as curvas foram feitas pelo teste log-rank que nao evidenciou
diferengas estatisticamente significantes (P = 0,5100). Sobrevida na 31°. semana
do experimento: Controle = 87,93%; | = 100,00%; IIA = 100,00%; 1B = 100,00%;
HI+VII = 85,00%.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Na comparagao dos grupos K, L, M e N, mantendo o método de
Kaplan-Meier e considerando o periodo entre a 312 e 412 semanas do
experimento, ¢ dados expressos, como percentual do numero de ani-
mais vivos em relagdo ao numero de ratos que iniciou a 314semana do
estudo, o teste de log-rank nao evidenciou diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos (Figura 18).
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Figura 18 — Curvas de sobrevida referentes aos grupos K, L, M, N construidas con-
forme o método de Kaplan-Meier, considerando o periodo entre a 31% e a 41°
semana do experimento. Comparagdes entre as curvas foram feitas pelo teste
log-rank, que nao evidenciou diferengas estatisticamente significantes (P = 0,5964).
Sobrevida na 412. semana do experimento: K = 69,23%; L = 53,85%; M = 58,33%;
N = 76,92%.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Comparando os grupos K, I, III, XI XII e XIII entre o periodo da
312 ¢ 412 semana, dados expressos, como percentual do nimero de ani-
mais vivos em relacdo ao numero de ratos que iniciou a 312 semana do
estudo, o teste de log-rank ndo evidenciou diferengas estatisticamente
significantes (Figura 19).

Ao comparar as curvas de sobrevida referentes aos grupos X, I,
111, X1, XII e XIII, considerando o periodo entre a 312 ¢ a 412 semana do
experimento, dados expressos como o percentual do nimero de animais
vivos em relagdo ao niimero de ratos que iniciou a 312 semana do es-
tudo, o teste de log-rank ndo evidenciou diferencas estatisticamente sig-
nificantes entre os grupos (Figura 20).

Ao comparar as curvas de sobrevida referentes aos grupos X, I,
HI+VIII, X1, XII e XIII, considerando 41 semanas do experimento, dados
expressos como o percentual do nimero de animais vivos em relagao ao
numero de ratos que iniciou o estudo, o teste de log-rank nao evidenciou
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (Figura 21).
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Figura 19 — Curvas de sobrevida referentes aos grupos K, I, HI+VIII, X1, XII

e Xlll, construidas conforme o método de Kaplan-Meier, considerando o
periodo entre a 312 e a 412 semana do experimento. Comparagcdes entre
as curvas foram feitas pelo teste log-rank, que nao evidenciou diferengas
estatisticamente significantes (P = 0,2952). Sobrevida na 412 semana do
experimento: K = 69,23%; | = 90,00%; I+VIII = 64,71%; XI = 100,00%;
XIl'=83,33%; Xl = 100,00%.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 20 — Curvas de sobrevida referentes aos grupos X, I, llI+VIII, XI, XII

e XllI, construidas conforme o método de Kaplan-Meier, considerando o
periodo entre a 31%. e a 41% semana do experimento. Comparagcoes entre
as curvas foram feitas pelo teste log-rank que nao evidenciou diferengas
estatisticamente significantes (P = 0,3070). Sobrevida na 413 semana do
experimento: X = 83,33%; | = 90,00%; HI+VIII = 64,71%; XI = 100,00%;
Xl = 83,33%; XlIl = 100,00%.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 21 — Curvas de sobrevida referentes aos grupos K, I, 1lI+VIII, XI, XII e XIII,

construidas conforme o método de Kaplan-Meier, considerando as 41 semanas do
experimento. Comparagcdes entre as curvas foram feitas pelo teste log-rank que nao
evidenciou diferencas estatisticamente significantes (P = 0,0869). Sobrevida na 412
semana do experimento: K = 69,23%; | = 90,00%; llI+VIIl = 55,00%; XI = 100,00%;
Xl = 83,33%; XlIl = 100,00%.
Fonte: Elaborada pelos autores.

Ao comparar as curvas de sobrevida referentes aos grupos K, I,
ITA, IIB e III+VIII, considerando as 41 semanas do experimento, dados
expressos como o percentual do nimero de animais vivos em relagio ao
numero de ratos que iniciou o estudo, o teste de log-rank nao evidenciou
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos (Figura 22).

Ao comparar as curvas de sobrevida referentes aos grupos K, I,
IIA, 1IB e III+VIII, considerando as 41 semanas do experimento, dados
expressos como o percentual do nimero de animais vivos em relagao ao
numero de ratos que iniciou o estudo, o teste de log-rank evidenciou
diferencas estatisticamente significantes (P = 0,0463) entre elas.
Todavia, comparando-se as curvas duas a duas, apds efetuar o ajuste
para multiplas comparag¢des usando o método de Bonferroni (limite de
significancia = 0,05/10 = 0,005), ndo foram constatadas diferencas es-
tatisticamente significantes (Figura 23).
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Figura 22 — Curvas de sobrevida referentes aos grupos X, I, lll+VIII, XI, XII e XIII,

construidas conforme o método de Kaplan-Meier, considerando as 41 semanas do
experimento. Comparagdes entre as curvas foram feitas pelo teste log-rank, que
nao evidenciou diferengas estatisticamente significantes (P = 0,0673). Sobrevida
na 412 semana do experimento: X = 83,33%; | = 90,00%; IlI+VIIl = 55,00%; XI =
100,00%; XIl = 83,33%; XIIl = 100,00%.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 23 — Curvas de sobrevida referentes aos grupos K, I, IIA, 1B e llI+VIII, cons-
truidas conforme o método de Kaplan-Meier, considerando as 41 semanas do ex-
perimento. Comparagcdes entre as curvas foram feitas pelo teste log-rank, que evi-
denciou diferengas estatisticamente significantes (P = 0,0463) entre elas. Todavia,
comparando-se as curvas duas a duas, apos efetuar o ajuste para multiplas compa-
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racoes usando o método de Bonferroni (limite de significancia = 0,05/10 = 0,005),
nao foram constatadas diferencas estatisticamente significantes. Sobrevida na 412
semana do experimento: K = 69,23%; | = 90,00%; IIA = 100,00%; 1B = 100,00%;
HI+VII = 55,00%.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Causa mortis

A causa mortis entre a 12 e a 312 semana encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10 — Causa mortis entre a 12 e a 312 semana.

Causa mortis N@ ¢ % de animais
Broncopneumonia + abscesso pulmonar 02 (20,00)
Broncopneumonia + infec¢ao urinaria 02 (20,00)
Broncopneumonia 04 (40,00)
Infecgdo urinaria 01 (10,00)
Infec¢do urinaria, hidronefrose, litiase urinaria 01 (10,00)
Total 10 (100,00)

Fonte: Elaborada pelos autores.

A causa mortis mais frequente entre a 322 ¢ a 412 semana foi a
broncopneumonia. Os nimeros podem ser observados na Tabela 11 e
nas Figuras 24 e 25.

Tabela 11 — Causa mortis entre a 322 e a 412 semana.

Causa mortis Ne e % de animais
Broncopneumonia + abscesso pulmonar 01 (03,70)
Broncopneumonia + infec¢do urinaria 02 (07,40)
Broncopneumonia 12 (44,44)
Infeccdo urindria 06 (22,22)
Infecgdo urinaria, hidronefrose, litiase urinaria 06 (22,22)
Total 27 (100,00)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Em um dos ratos que apresentava ascite, ao exame no citdmetro,
observou-se escassez de células - fase G1. Na autopsia foi identificada
fistula pielo abdominal, por ruptura de capsula renal (pielonefrite e hi-
dronefrose por obstrucao tumoral) (Figura 25).
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Figura 24 — A - Volumoso abscesso em cavidade toracica ocupando todo o
hemitorax esquerdo (seta). Ha fibrina em mediastino e pericardio (Grupo
L - Rato 12); B - Hidronefrose de rim esquerdo substituido por uma cavi-
dade que mede 2,0 x 2,0cm. O parénquima renal ficou reduzido apenas a
uma pseudocapsula com escasso tecido fibroso e septos fibrinoides e um
calculo em seu interior — seta (Grupo X - Rato 3).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 25 — A - Bexiga apresenta tumoracao em nivel de ostio ureteral com
ureter dilatado; B - Bexiga aberta, detalhes da tumoragao; C, D, E - Rim es-
querdo - fistula piélica (setas), dilatagao piélica - Grupo L - Rato 5.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Ultrassonografia dos tumores

As imagens ultrassonograficas identificaram tumoracdes e deter-
minaram o inicio do tratamento (grupos K, L, M e N) e evolucao das
lesoes entre a 312 e a 402 semana (Figura 26).

|+{Length = 0,197 +Length = 0,707 §
XlLength = 0,445 XLength = 0,327 4

Figura 26 — A e B - Ultrassonografia na 31°. e 40°. semana evidencia imagem tumoral
em parede posterior, fazendo projecao para o interior da bexiga (detalhe do vaso em seta
branca em B); C - Mesma bexiga in vivo por transluminacao observa-se tumoragao intrave-
sical com vasos calibrosos e tortuosos em sua direcao (vaso da imagem ultrassonografica);
D - Bexiga aberta, fixada em formol a 10%, detalhe da tumoragcao delicada em forma de
couve-flor em parede vesical - Grupo L - Rato 9.

Fonte: Dornelas et al. (2012a).

Algumas complicag¢des do carcinoma de bexiga de grande vo-
lume foram flagradas no exame de ultrassonografia (Figura 27).
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Figura 27 — Ultrassonografia (US) 40°. se-
mana: A - Rim direito, lojas de calices e
pelves dilatados (setas); B - US rim esquerdo
(setas brancas) com discreta hidronefrose
(seta vermelha); C - US de bexiga na 31°
semana; D - US tumoragao intravesical so-
lida de grande volume (3,5 x 2,5x 3,0cm);
E - Peca fixada mostra rim direito (3,0cm) e
esquerdo (2,0cm) aumentados, ureteres dila-
tados, grande tumoragao vesical infiltrante,
envolvendo mesentério medindo 5, 5 x 3,0 x
3,0cm (Grupo N - Rato 11).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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As imagens foram adquiridas conforme discriminado em mate-
riais ¢ métodos. Foram anotados o maior ¢ 0 menor diametro da maior
lesdo de cada bexiga, por grupo, na 312 ¢ 402 semana. Foram ainda iden-
tificadas bexigas sem imagens, bexigas com multiplas imagens, e sua
correlacdo com a macroscopia, conforme sendo lesdao Unica, focal ou
difusa, bem como correlagdo com a microscopia (hiperplasia, papiloma,
lesdo de baixo potencial maligno e maligna), por bexiga e por grupo.

A Tabela 12 sintetiza o nimero de bexigas com varias imagens
tumorais por grupo na 312 ¢ 402 semana. Sete de 21 animais que apre-
sentavam varias imagens tumorais (+ de duas imagens), na 312 semana,
evoluiram para o 6bito antes da 402 semana. Trés bexigas que apresen-
tavam a visibilidade de multiplas lesdes na 312 semana nao foram con-
firmadas na 402 semana. O grupo X se revela com 100% de multiplas
imagens tumorais na 402 semana.

Tabela 12 — Numero de bexigas com varias imagens tumorais na 312 e 402
semanas, por grupo.

Grupos 31 semanas 40 semanas
N N®de % N Nede =,
bexigas bexigas
I 10 1 10 8
A 07 3.t 06 4
1B 06 1* 06 4
man o+ 10 rro# 08 5
VII) 09 4% 08 4
Subtotal 42 12 28,57 38 25 65,78
K 13 1 11 5
L 13 1* 08 5
M 12 4% 10
N 13 1 12 6
Subtotal 51 07 13,72 41 19 46,34
X 6 2 33,33 5 5 100,00
Total 99 21 21,21 84 49 58,33

N ene - N® nimero

* Sete de 21 animais que apresentavam varias imagens tumorais (+ de 2 imagens), na 312
semana, evoluiram para o Obito antes da 402 semana.

# Tres bexigas como visibilidade de varias imagens tumorais na 312 semana nao foram
confirmadas na 402 semana.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Na Tabela 13 esta discriminado, por grupo, o numero de bexigas
sem imagem (SI) tumoral na 312 e 402 semanas. Nove bexigas SI tu-
moral na 312 semana apresentaram varias imagens tumorais na 402 se-
mana. Quatro das bexigas que ndo apresentaram imagem tumoral na
312 semana persistiram sem imagem tumoral na 412 semana e as quatro
imagens ndo apresentaram cancer na avaliagdo histopatolégica.

Tabela 13 — Numero de bexigas sem imagem tumoral (SI) na 312 semana e
402 semana, por grupo.

31 semanas 40 semanas
Grupos N Ne de % N Ne de %
bexigas SI bexigas SI
I 10 4# 10 1*
1A 07 1# 06 0
1B 06 3t 06 0
09 0 08 0
Subtotal 42 8 19,04 38 1 0,26
K 13 4# 11 0
L 13 4 08 3%
M 12 3h 10 0
N 13 2 12 0
Subtotal 51 13 25,49 41 3 7,31
X 06 1# 16,66 5 0 0.00
Total 99 22 22,00 84 4 4,76

N ene - N° nimero

# 9 bexigas SI tumorais na 31 semana apresentavam varias imagens tumorais na 40°.
semana.

Quatro bexigas persistiram SI tumorais na 40° semana e as quatro apresentavam hiperpla-
sias e papilomas na histopatologia (Figura 28).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 28 — A e B: Ultrassonografia: Bexiga sem imagem tumoral na 402 semana; C, D,
E - Exame macroscopico: lesao localizada em colo vesical na parede posterior, polipoide,
com aspecto de couve-flor, medindo 0,4 x 0,3cm. Outras diminutas lesoes podem ser ob-
servadas. Aumento de 10 x, 20 x e 40 x em microscopio estereoscopico. Grupo L - Rato 3.
Fonte: Elaborada pelos autores.

A seguir, na Tabela 14, observa-se a correlagdo entre o niimero
de imagens tumorais na 40? semana ¢ os achados na microscopia por

Tabela 14 — Correlacao do nimero de imagens tumorais com a microscopia em
ultrassonografia realizada na 402 semana.

Grupos N Ne¢ de bexigas com Ne¢ de bexigas com
uma e/ou duas imagens tumorais varias imagens (+ de 2)
Histopatologia Histopatologia
Hlpﬁ_:rplasms e Maligna H1p§rplasms e Maligna
Benignas Nee % Benignas
Nee % Nee % Nee %
1 10 1 0 6 2
ITA 06 2 0 3 1
1B 06 1 1 4 0
I (+VID) 08 2 1 3 2
08 2 2 1 3
Subtotal 38  8(21,0) 4(10,5) 17 (44,7)* 8 (21,0)
K 11 4 2 0 5
L 08 0 2 0 3
M 10 1 2 0 6
N 12 2 3 2 5
41 7 (17,0) 9(21,9) 2(4,8) 19 (46,3)*
X 06 0 0 0 5(100,0)
Total 84 15 (17,8) 13 (15,4) 19 (22,6) 27 (32,1)

Fonte: Elaborada pelos autores.



86 ‘ Estudos da Pos-Graduagao

grupo. A multiplicidade de imagens esta relacionada com neoplasia ma-
ligna apenas nos grupos K, L, M e N, mas nos grupos I, II, III e (III)
acontece exatamente o oposto.

Morreram trés animais durante os exames de ultrassonografia.
Um na 312 semana e dois na 412 semana. Os animais apresentavam
broncopneumonia ao exame de necropsia.

Exame macroscopico

Ao final da 412 semana, 100% dos animais que foram submetidos
a carcinogénese apresentavam lesdes tumorais multifocais de diversos
tamanhos, em parede vesical (observadas através de transluminagao)
(Figura 29), algumas delas de tamanho volumoso, invadindo a parede,
infiltrando-se em tecidos adjacentes, linfonodos locais, outras compri-
mindo ureter com hidronefrose unilateral ou bilateral (Figura 30).

Figura 29 — Bexiga cheia transluminada,
apresentando multiplas sombras de mul-
tiplas lesbes tumorais em parede vesical
distribuidas  difusamente. Vasos cali-
brosos direcionados para lesbes maiores
(Grupo L - Rato 10).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 30— A - Abdome volumoso com massas visiveis; B e C - Ureterohidronefrose
bilateral, ureteres dilatados (setas e contorno de linhas brancas) e bexiga com
tumor e linfonodos (setas pretas) (Grupo Il - Rato 11- 35 semanas).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Observou-se, na parede vesical, vasos calibrosos, tortuosos e ser-
pentinosos, dirigindo-se para estas tumoragdes, constituindo uma rede
vascular macroscopica (Figura 31).
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Figura 31 — A e B (DORNELAS et al., 2012a) - Bexiga ampliada (mede 1,2cm)
transluminada em ratos anestesiados, onde se veem tumoragdes intravesicais irri-
gadas por vasos anomalos espiralados, calibrosos, tortuosos; C - Rede neovas-
cular proveniente de vasos epigastricos da parede abdominal, nutrindo o tumor
que faz protrusao além da parede vesical (Grupo X - Rato 3).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Apos fixacdo, as bexigas abertas examinadas apresentavam le-
soes papilares, polipoides, delicadas, rdseas, com aspecto de couve-flor
(Figura 32), umas sésseis, outras pediculadas, focais ou difusas.
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Figura 32 — A e B - Bexiga aberta fixada - Lesoes papilares delicadas em aspecto de couve-
-flor intravesical (Grupo | - Rato 1). Foto em microscopio estereoscopico 20 x de aumento.
Fonte: Elaborada pelos autores.

Outras tumoragdes de grande tamanho apresentavam areas de ne-
crose, hemorragia e urina com odor fétido. Poucas bexigas apresen-
tavam calculos esbranquigados em seu interior.

Em um rato foi identificada tumoragao intraureteral, ocupando
toda extensdo do ureter e obstruindo totalmente sua luz dilatada por
urterohidronefrose, sem invasdo da parede. Tumoragao renal foi obser-
vada em trés ratos. A tumoragao papilar localizada em pelve renal apre-
sentou invasao de parénquima renal em dois animais (Figura 33).
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Figura 33 — A e B Tumor renal - Nodulos esbranquigados confluentes em cortex
renal e projecao tumoral papilar na pelve e invasao do cortex renal; C - Tumor de
pelve renal invadindo todo o parénquima renal com areas de necrose; D - Cortes
transversais de ureter dilatado (até 4mm de diametro) com contetido tumoral sem
infiltracao de parede (Grupo X - Rato 6) (Grupo Ill - Rato 18).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Avaliacao microscopica da carcinogénese

Foram excluidos da avaliagao da carcinogénese os dez ratos que
morreram antes da 312 semana, trés animais que apresentavam autolise
intensa, trés por apresentarem carcinoma de células transicionais renais
e cinco animais vitimas de canibalismo.
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Os grupos XI, XII e XIII, que ndo ingeriram carcindgenos, apresen-
taram epitélio vesical com trés camadas sem particularidades (Figura 34).

Figura 34 — Epitélio vesical
normal. A - Bexiga vazia:
pregas na mucosa; B - Bexiga
distendida. Cortes histologicos
de parede vesical corados pela
HE - 400 x.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Nos demais grupos, observam-se multiplas lesdes intravesicais
evolutivas da carcinogénese vesical: lesdes pré-neoplasicas: hiperpla-
sias (planas, papilares e nodulares) com atipias focais e metaplasia es-
camosa ou glandular (Figuras 35 a 36).
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Figura 36 — A, B e C
- Hiperplasia papilar:
projecoes  papilares
com eixo fibrovas-
cular central (Grupo
N - Rato 40 x e 400 x).
Corte histopatologico
de lesao vesical co-
rado pela HE.

Fonte: Elaborada pelos
autores.

Figura 35 — Hiperplasia plana (mais
de trées camadas de células no epi-
télio) - Grupo | - Rato 2 - Corte
histopatologico de lesao vesical co-
rado pelo hematoxilina eosina (HE)
- 400 x.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Também foram identificadas lesdes neoplasicas benignas: papi-
lomas (exofiticos e endofiticos) em epitélio vesical (Figura 37) e epi-
télio de pelve renal com ou sem metaplasia escamosa ou glandular.

f T WRVax &y
Figura 37 — A e B - papiloma exofitico: projecoes digitais de tecido
trancisional com um eixo fibrovascular (Grupo Il - Rato 7 — 100 x,
Grupo M - Rato 8 - 40 x); Corte histopalogico de lesao vesical corado
pela HE.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Foram observadas Lesdes de Baixo Potencial Maligno (LBPM),
com atipias focais (Figura 38) e/ou duvidas sobre invasdo de submucosa.
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Figura 38 — A e B lesao exofitica papilar com raras células atipicas — 40 x e 400
x — LBPM — (Grupo | - Rato 1); C - células atipicas e mitoses atipicas. 400 x — LBPM

— (Grupo | - Rato 6); Cortes histopatologicos de lesdes vesicais corados pela HE.
Fonte: Elaborada pelos autores.

As neoplasias malignas observadas foram: carcinoma de células
transicionais (CCT) puro; carcinoma escamoso puro; CCT com dife-
renciagdo escamosa; CCT com diferenciacdo glandular; CCT com dife-
renciagdo escamosa e glandular; CCT com diferenciacdao pseudoglan-
dular; CCT com diferenciagdo oxifilica; CCT com diferenciacao
basalioide. Carcinoma misto: CCT + in situ (trés tumores — Grupo III)
CCT + carcinoma escamoso; CCT + adenocarcinoma; CCT + carci-
noma escamoso + adenocarcinoma (Figuras 39 a 41).
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Figura 39 — A - CCT com diferenciacao glandular, células formando estruturas
glandulares, 400 x (Grupo L - Rato 1); B - CCT com diferenciagao pseudoglan-
dular, grupos de células tumorais com degeneragao e necrose central com
invasao em muscular 100 x (Grupo M - Rato 5). Cortes histopatologicos de
lesdes vesicais corados pela HE.
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 40 — A - CCT com diferenciacao escamosa, abundante ce-
ratina e muitas pérolas corneas (setas) 100 x (Grupo X - Rato 1); B
- CCT com diferenciacao escamosa, detalhe de uma pérola cornea
400 x (Grupo X - Rato 2). Cortes histopatologicos de lesoes vesicais
corados pela HE.
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 41 — A - CCT com diferenciagao escamosa e glandular - formagbes glan-
dulares, papilares e escamosa com pérolas, corneas (setas1, 2 e 3) 100 x (Grupo
X - Rato 2); B, C e D - Detalhes em maior aumento (400 x).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Subtipos histopatologicos de carcinomas
Avaliacao dos subtipos histologicos

Nenhum dos grupos comparados apresentou diferenga estatistica
significante quanto aos subtipos histopatoldgicos considerados como
CCT puro e outros.
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Os subtipos de carcinomas identificados foram: carcinoma de cé-
lulas transicionais (CCT) puro; carcinoma de células escamosas puro;
CCT com diferenciacdo escamosa; CCT com diferenciacdao glandular;
CCT com diferenciacao escamosa e glandular; CCT com diferenciagao
pseudoglandular; CCT com diferenciagao oxifilica; carcinoma misto:
CCT + in situ; CCT + carcinoma escamoso; CCT + carcinoma esca-
moso + adenocarcinoma.

A seguir, estdo as tabelas descritivas de: nimero de ratos com
subtipos histologicos de carcinomas (Tabela 15); nimero de subtipos
histologicos de carcinomas por grupo (Tabela 16); numero de bexigas
com 1,2, 3, 4 ¢ 5 carcinomas (Tabela 17); correlagdo do subtipo histo-
logico de carcinomas x invasdo da parede vesical (Tabela 18); corre-
lagdo do subtipo histoldgico de carcinomas x diferenciagdo histologica
e atipias (Tabela 19).
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Tabela 16 — Numero de subtipos histologicos de carcinomas por grupo.

CARCINOMAS
NUMERO DE SUBTIPOS HISTOLOGICOS DE CARCINOMAS POR
Nede o GRUPO
ratos PURO CCL gC/O/DIF. MIST%QCCT +
Grupo N cca(igil— n(;r(l)q:s Ne, % >0
"M% grupo CCT ESC ADEN ESC GLAN a3 R Esc aDEN SSCL
I 10 2 2 1 0 o0 1 0 0 0 0 0 0
oA 07 2 03 2 0 0 0 0 0 0 10 0
m 06 1 o 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1l 17 1 26 11 3 0 7 0 0 0 4 0 1
X 5 5 7 3 1 0 9 1 1 0 20 0
K 12 38 4 4 1 0 3 0 3 1 20 0
L 9 7 2 2 3 0 7 0 0 0 0 0 0
M 10 9 210 2 3 0 11 1 0 3 0 0 1
N 2 38 7 6 8 0 1 0 0 1 10 0

Fonte: Elaborada pelos autores.

N - Ene, N°. NUmero, CCT - Carcinoma de células transicionais, ADEN - Adenocarcinoma,
CCT C/DIF - Carcinoma de células transicionais com diferenciacao, ESC/Escamoso, GLAN
- Glandular, ESC/GLAN - Escamoso/glandular, PSEU/GLAN - Pseudoglandular, ESC/ADE -
Escamoso e adenocarcinoma.
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Tabela 18 — Numero de bexigas
com 1, 2, 3,4 eb5 carcinomas.

CARCINOMAS
Namero NUMERO DE
carci- BEXIGAS COM 1, 2, 3
Grupo N pomas 4 E 5 CARCINOMAS
por
grupo 1 2 3 4 5
N°,

1 10 02 2 0 0 0 0
A 07 03 1 1 0 0 0
1B 06 01 o 1 0 0 0
m 17 26 5.4 1 0 2
X 5 17 1 1 0 1 2
K 12 14 5 1 1 1 0

L 9 12 5 0 1 1 0
M 10 21 2 4 2 1 1
N 12 17 302 2 1 0

Fonte: Elaborada pelos autores.

N - Ene,

© - NUmero.
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Indice de carcinogeénese calculado

Avaliacao do indice de carcinogénese, conforme explicitado em
métodos, levando-se em consideragdo a lesdo de maior indice de carci-
nogénese de cada bexiga, calculado por rato e por grupo (Tabela 20).

Tabela 20 - Indice de carcinogénese obtido apos somatorio dos
escores por rato e por grupo.

G 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M DP
N

I 10 18 15 18 36* 36* 18 18 18 15 18 21,0 08,00

A 07 39% 18 15 18 18 60* 18 26,5 16,83

B 06 15 15 26t 9 9 9 13,8 06,64
8 18 E * 306 64 2% 18 42%

mooq7 1818 Ex 95% 307 64715 7% I8 40,4 24,43
60% 18 72% 18 [Ex 34% 48% [Ex 24% 42%

X 05  66% 93* 81* 60% 54* Ex 708 1595

K 12 18 63* Ex 72% 36% 15 26% 15 18 54% 48% 63* 48% 396 20,96

L 09 48 83* 15 Ex 63* 15 Ex [Ex 36* 48% 123* 30% 512 34,69

M 10 90% 48+ 15 33* 78* Ex 108% 72* 78% 36% 66* Ex 624 28,76

N 12 90% 15 48* 90* Ex 26* 18 18 8I* 102* 123* 15 54* 566 39,02

*

esao maligna.

G - Grupo; R - Rato; N - Numero efetivo de ratos; M - média; DP - Desvio Padrao;

Ex — excluido.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Comparando-se o indice de carcinogénese obtido nos grupos K e
X, constatou-se que o grupo X obteve maior indice de carcinogénese
estatisticamente significante em relacdo ao grupo K (Figura 42).
Observam-se, na Tabela 20, os dados utilizados.

Comparando-se os grupos K, X, I e III, observou-se que o grupo
X apresentou indice de carcinogénese maior, estatisticamente signifi-
cante, em relagdo aos demais grupos (Figura 43).

Ao avaliar comparativamente o indice de carcinogénese dos
grupos I e K, constatou-se que o grupo I obteve menor indice de car-
cinogénese, estatisticamente significante, em relagdo ao grupo K

(Figura 44).
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Figura 42 — Avaliagao do indice de carcinogénese nos grupos K e X.
Dados expressos como média e desvio padrao das medicdes efetuadas
em 12 animais do grupo K e cinco ratos do grupo X. Comparagcdes entre
os dois grupos foram feitas pelo Teste t para variaveis nao emparelhadas.
Constatou-se que o indice de carcinogénese verificado no grupo X
(70,800 + 15,959) foi significantemente maior (**P = 0,0097) que o men-
surado no grupo K (39,667 + 20,965).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 43 — Avaliacao do indice de carcinogénese nos grupos K, X, I e ll.
Dados expressos como média e desvio padrao das medicdes efetuadas em
12 animais do grupo K, cinco do grupo X, dez do grupo | e 17 ratos do
grupo lll. Comparagbes entre os grupos foram feitas pela analise de vari-
ancia (ANOVA) associada ao teste de comparacdes multiplas de Tukey,
para verificar diferengas entre os grupos dois a dois. Constatou-se que o
indice de carcinogeénese verificado no grupo X (70,800 + 15,959) foi sig-
nificantemente maior que o mensurado nos grupos K (39,667 + 20,965;
P<0,05), 1 (21,000 + 8,000; P< 0,001) e Il (40,471 + 24,436; P < 0,05).
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 44 — Avaliacao do indice de carcinogénese nos grupos | e K.
Dados expressos como média e desvio padrao das medicoes efetuadas
em dez animais do grupo | e 12 ratos do grupo K. Comparagdes entre os
dois grupos foram feitas pelo Teste t para variaveis nao emparelhadas.
Constatou-se que o indice de carcinogénese verificado no grupo |
(21,000 = 8,000) foi significantemente menor que o mensurado no grupo
K (39,667 +20,965; P=0,0153).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Ao avaliar o indice de carcinogénese dos grupos I e III, consta-
tou-se que o grupo I obteve menor indice de carcinogénese, estatistica-
mente significante, em relag@o ao grupo K (Figura 45).

Na comparagao dos indices de carcinogénese de animais que rece-
beram a administragdo intragastrica de propolis grupo III e o grupo con-
trole K ndo houve diferenca estatisticamente significante (Figura 46).

Na comparag¢ao dos indices de carcinogénese de animais que re-
ceberam a administracdo subcutanea de propolis (IIA) e dgua (IIB) nao
houve diferenga estatisticamente significante (Figura 47).

Na comparacdo dos grupos IIA e III, ndo foram observadas dife-
rengas estatisticamente significantes com relagdo ao indice de carcino-
génese (Figura 48).

E, por fim, avaliando-se os indices de carcinogénese dos grupos
K, L, M, N, ndo foram observadas diferencas estatisticamente signifi-
cantes entre eles (Figura 49).
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Figura 45 — Avaliacao do indice de carcinogénese nos grupos I e lIl.
Dados expressos como média e desvio padrao das medicoes efetuadas
em dez animais do grupo | e 17 ratos do grupo Ill. Comparagdes entre
os dois grupos foram feitas pelo Teste t para variaveis nao emparelhadas.
Constatou-se que o indice de carcinogénese verificado no grupo | (21,000
+ 8,000 ) foi significantemente menor que o mensurado nos grupos IlI
(40,471 + 24,436; P =0,022).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 46 — Avaliacao do indice de carcinogénese nos grupos Il e K.
Dados expressos como média e desvio padrao das medicdes efetuadas
em 17 animais do grupo Il e 12 ratos do grupo K. Comparagcbdes entre os
dois grupos foram feitas pelo Teste t para variaveis nao emparelhadas. Nao
foram constatadas diferengas estatisticamente significantes (P = 0,1110)
entre os grupos Ill (40,471 + 24,435) e K (39,667 + 20,965; P=0,927).
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 47 — Avaliacao do indice de carcinogénese nos grupos IIA e 1IB.
Dados expressos como média e desvio padrao das medicdes efetuadas em
sete animais do grupo IIA e seis ratos do grupo 11B. Comparagdes entre os
dois grupos foram feitas pelo Teste t para variaveis nao emparelhadas. Nao
foram constatadas diferengas estatisticamente significantes (P = 0,1110)

entre os grupos IIA (26,571 + 16,831) e lIB (13,833 + 6,646).
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 48 — Avaliacao do indice de carcinogénese nos grupos IIA e Il
Dados expressos como média e desvio padrao das medicoes efetuadas em
sete animais do grupo IIA e 17 ratos do grupo Ill. Comparagcdes entre os
dois grupos foram feitas pelo Teste t para variaveis nao emparelhadas. Nao
foram constatadas diferengas estatisticamente significantes (P = 0,1850)

entre os grupos IIA (26,571 £ 16,831) e Il (40,471 + 24,436).
Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 49 — Avaliacao do indice de carcinogénese nos grupos K, L, M e
N. Dados expressos como média e desvio padrao das medicdes efetuadas
em 12 animais do grupo K, nove do grupo L, dez do grupo M e 12 ratos
do grupo N. Comparacdes entre os grupos foram feitas pela analise de va-
riancia (ANOVA) associada ao teste de comparacdes multiplas de Tukey,
para verificar diferengas entre os grupos dois a dois. Nao foram consta-
tadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA:
F=1,0669; P=0,3743).

Abaixo, na Tabela 18, os valores de parametros utilizados.

Fonte: Elaborada pelos autores.

No Quadro 2, a seguir, pode ser observada a sintese dos valores
significantes encontrados.
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Quadro 2 - Sintese dos resultados estatisticamente significantes
observados no IC.

- i A NOVA+Tuke
100 Teste t 100 . : Y
4 ok -4 Jokok P=0,022
g a0 P=0,009  —7— < 80l X>K P<0,05
@ @
] s X>l P<0,001
] £ X>111 P<0,05
g 601 £ 601
S S
@ 40 o 40
E 204 é- 204
0 T ol
K
o 80-
& Teste t ¢ Teste t
§ 601 P=0,015 £ 604 P=0,022
£ 5
5 £
£ a0 : £ 401 .
“
& &
= =
£ 201 % 20
= E
0 ! o
| K 1

Fonte: Elaborada pelos autores.

Evolucao da carcinogenese ao final de 40 semanas

Incidéncia de Hiperplasias, Papilomas, Lesao de Baixo Potencial
Maligno e Carcinomas (Tabela 21).
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Tabela 21 — Evolugao da carcinogénese ao final de 40 semanas: Incidéncia de
Hiperplasias, Papilomas, Lesao de Baixo Potencial Maligno e Carcinomas.

G Tratamento Ne Histopatologia Incidéncia (%)
HPS

HPP HPN PAP LBPM CARC

1 BBN/P/L
P um més antes

A BBN/P/L
Subcutdneo

IIB BBN/H,0
Subcutaneo

8 80,0 9 900 2 200 9 90,0 6 600 2 200

07 5 714 5 714 2 285 5 714 4 57,1 2 285

06 6 1000 5 833 0 000 4 66,6 0 1 16,6

I BBN/P/L
intragastrica

X  BBN/L
intragastrica

17 15 882 15 882 7 411 16 941 13 744 11 647

5 4 800 3 600 2 400 3 600 3600 5 1000

K BBN 12 10 83 10 833 5 416 9 750 3 250 8 666
L BBNLL 9 8 888 7 777 3 333 8 888 1 b7 75
M BBN/Cel 10 10 100,0 10 100,0 7 70,0 10 100,0 4 400 9 90,0

N  BBN/PP/LL 12 10 833 11 91,6 4 333 10 833 6 50,0 8 66,6

Fonte: Elaborada pelos autores.

G - Grupo; N2 numero efetivo de ratos; HPS - Hiperplasia simples; HPP - Hiperplasia papilar;
HPN - Hiperplasia nodular; PAP - Papiloma; L.B.P.M. - Lesao de baixo CARC — Carcinoma;
BBN/P/L - BBN e propolis extraida em lisina; BBN/L - BBN e lisina; P - Propolis; L - Lisina; LL
- Dupla dose de lisina; PPLL - Dupla dose de propolis extraida em lisina; Cel - Celecoxibe.

Avaliacao estatistica da incidéncia de carcinoma de bexiga

As avaliagdes estatisticas a seguir correspondem aos dados
brutos obtidos da tabela anterior (Tabela 21).

Comparando-se os grupos quanto a incidéncia de carcinoma,
dois a dois, observou-se uma menor proporc¢ao de incidéncia de carci-
nomas para o grupo I, estatisticamente significante, em relagdo ao grupo
K, e do grupo I em relacdo ao grupo III (Tabelas 22 e 23).
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Tabela 22 — Incidéncia de carcinoma nos grupos K e I. Dados analisados pelo
teste exato de Fisher, que evidenciou diferenga estatisticamente significante
(*P =0,0427) entre os grupos K e | em relacao a proporgao de animais que

desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
K 8 (66,67%)* 4 12
1 2 (20%) 8 10
Total 10 12 22

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 23 — Incidéncia de carcinoma nos grupos | e lll. Dados analisados pelo
teste exato de Fisher, que evidenciou diferenga estatisticamente significante
(*P = 0,0461) entre os grupos | e lll em relagao a proporcao de animais que

desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
1 2 (20,00%) 8 10
11 11 (64,71%)* 6 17
Total 13 14 27

Fonte: Elaborada pelos autores.

Comparando-se os grupos quanto a incidéncia de carcinoma dois
a dois observou-se uma maior propor¢do de incidéncia de carcinomas
para o grupo X, estatisticamente significante, em relacao ao grupo 1A
(Tabela 24).
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Tabela 24 — Incidéncia de carcinoma nos grupos X e [IA. Dados analisados pelo
teste exato de Fisher, que evidenciou diferenga estatisticamente significante
(*P =0,0278) entre os grupos X e lIA em relagao a proporcao de animais que

desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
X 5(100,00%)* 0 5
ITIA 2 (28,57%) 5 7
Total 7 5 12

Fonte: Elaborada pelos autores.

A comparagdo entre os demais grupos dois a dois (K e X, X e III,
K e III, ITA ¢ 1IB) e dos grupos K, L, M e N entre si ndo mostraram di-
ferengas estatisticamente significantes quanto a incidéncia de carci-
nomas (Tabelas 25 a 30).

Tabela 25 — Incidencia de carcinoma nos grupos K e X. Dados analisados pelo
teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenga estatisticamente significante
(P =0,2605) entre os grupos K e X em relagao a proporgcao de animais que
desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
K 8 (66,67%) 4 12
X 5(100,00%) 0 5
Total 13 4 17

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 26 — Incidéncia de carcinoma nos grupos X e lll. Dados analisados pelo
teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenca estatisticamente significante
(P =0,2663) entre os grupos X e Ill em relacao a proporgao de animais que
desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
X 5(100,00%) 0 5
11 11 (64,71%) 6 17
Total 16 6 22

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 27 — Incidéncia de carcinoma nos grupos K e lll. Dados analisados pelo
teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenga estatisticamente significante
(P =1,0000) entre os grupos K e Ill em relacao a proporgao de animais que
desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
K 8 (66,67%) 4 12
111 11 (64,71%) 6 17
Total 19 10 29

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 28 — Incidéncia de carcinoma nos grupos IIA e [1B. Dados analisados
pelo teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenga estatisticamente
significante (P = 1,0000) entre os grupos IIA e [IB em relacao a proporgao de
animais que desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
1A 2 (28,57%) 5 7
1IB 1 (16,67%) 5 6
Total 3 10 13

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 29 — Incidéencia de carcinoma nos grupos IlA e Ill. Dados analisados pelo
teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenca estatisticamente significante
(P =0,1819) entre os grupos IIA e Ill em relagao a proporcao de animais que
desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
A 2 (28,57%) 5 7
1 11 (64,71%) 6 17
Total 13 11 24

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 30 - Incidéncia de carcinoma nos grupos K, L, M e N. Dados analisados
pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga estatisticamente
significante (P = 0,5547) entre os grupos K, L, M e N em relagao a proporgcao de
animais que desenvolveram carcinomas.

Carcinoma
Grupo Total
Presente Ausente
K 8 (66,67%) 4 12
L 7 (77,78%) 2 9
M 9 (90%) 1 10
N 8 (66,67%) 4 12
Total 32 11 43

Fonte: Elaborada pelos autores.
Avaliacao da multiplicidade de carcinoma: (nimero de
carcinomas por bexiga)

Os dados de multiplicidade, invasao e classificagcdo por atipias
encontram-se na Tabela 31.
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Avaliando-se a multiplicidade de carcinoma (ntimero de carci-
nomas por bexiga), comparando-se os grupos K e X, observou-se uma
maior multiplicidade de Carcinomas (C) do grupo X em relagdo ao
grupo K, estatisticamente significante (Figura 50).
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Figura 50 — Avaliacao da multiplicidade de carcinomas nos grupos K e X. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil (IQ: percentil 25 — percentil 75) e
valores minimo e maximo das medicoes efetuadas em 12 animais do grupo K e
cinco ratos do grupo X. Comparagbdes entre os dois grupos foram feitas pelo teste
U de Mann-Whitney (dados nao paramétricos). Constatou-se que a multiplicidade
de C verificada no grupo X (4,000; IQ: 1,500 — 5,000) foi significantemente maior
(*P = 0,0267) que a mensurada no grupo K (1,000; 1Q: 0,000 — 1,750).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Avaliando-se a multiplicidade de carcinoma, comparando-se os
grupos K, X, I e I1I, observou-se que a multiplicidade (numero de C por
bexiga) do grupo X ¢ estatisticamente significante maior que a mensu-
rada no grupo I (Figura 51).

Os parametros utilizados para comparag¢ao da multiplicidade de
C (niimero de carcinomas por bexiga) dos grupos K, X, I e I1I estdao na
Tabela 32.
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Figura 51 — Avaliagdao da multiplicidade de C nos grupos K, X, I e lll. Dados ex-
pressos como mediana, intervalo interquartil (IQ: percentil 25 — percentil 75) e va-
lores minimo e maximo das medicdes efetuadas em 12 animais do grupo K, cinco
do grupo X, dez do grupo | e 17 ratos do grupo Ill. Comparagcdes entre os grupos
foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de comparacdes mul-
tiplas de Dunn, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. Constatou-se
que a multiplicidade verificada no grupo X foi significantemente maior (**P < 0,01;
teste de Dunn) que a mensurada no grupo |.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 32 — Parametros utilizados na comparagao dos grupos K, X, | e lll para
avaliacao da multiplicidade de carcinomas.

Grupo K

Parametro Grupo X Grupo [ Grupo III
Minimo 0,000 1,000 0,000 0,000
Percentil 25 0,000 1,500 0,000 0,000
Mediana 1,000 4,000 0,000 1,000
Percentil 75 1,750 5,000 0,250 2,500
Maximo 4,000 6,000 1,000 5,000

Fonte: Elaborada pelos autores.

Na avaliagdo de multiplicidade de carcinomas comparativa
entre os grupos IIA e IIB, ndo foram encontradas diferencas estatistica-
mente significantes, conforme observado na Figura 52.
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Figura 52 — Avaliacao da multiplicidade de carcinomas nos grupos IIA e 1IB. Dados
expressos como mediana, intervalo interquartil (IQ: percentil 25 — percentil 75) e
valores minimo e maximo das medicdes efetuadas em sete animais do grupo IIA e
seis ratos do grupo 11B. Comparagdes entre os dois grupos foram feitas pelo teste
U de Mann-Whitney (dados nao paramétricos). Nao foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (P = 0,7714) entre os grupos lIA (0,000; 1Q: 0,000 —
1,000) e 11B (0,000; 1Q: 0,000 - 0,500).

Fonte: Elaborada pelos autores.

Comparando-se os grupos [IA e III, I e ITA e entre os grupos K,
L, M e N, ndo foram observadas diferencas estatisticamente signifi-
cantes, conforme pode ser observado nas Figuras 53 e 54.

Os valores dos parametros utilizados na comparagdo quanto a
multiplicidade de C entre os grupos K, L, M e N estdo na Tabela 33.
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Figura 53 — Avaliacdo da multiplicidade de carcinoma nos grupos IIA e Ill.
Dados expressos como mediana, intervalo interquartil (IQ: percentil 25 — per-
centil 75) e valores minimo e maximo das medicdes efetuadas em sete animais
do grupo 1lA e 17 ratos do grupo lll. Comparagcdes entre os dois grupos foram
feitas pelo teste U de Mann-Whitney (dados nao paramétricos). Nao foram
constatadas diferengas estatisticamente significantes (P = 0,0993) entre os
grupos IIA (0,000; 1Q: 0,000 — 1,000) e 1IB (1,000; 1Q: 0,000 - 2,500).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Figura 54 — Avaliacao da multiplicidade de carcinomas nos grupos K, L, M e N.
Dados expressos como mediana, intervalo interquartil (IQ: percentil 25 — per-
centil 75) e valores minimo e maximo das medicoes efetuadas em 12 animais do
grupo K, cinco do grupo X, dez do grupo | e 17 ratos do grupo Ill. Comparagcdes
entre os grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis associado ao teste de
comparagcdes multiplas de Dunn, para verificar diferengas entre os grupos dois
a dois. Nao foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos (estatistica de Kruskal-Wallis = 3,4240; P = 0,3308).

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 33 — Parametros utilizados na comparagao dos grupos K, L, M e N para
avaliacao da multiplicidade de carcinomas.

Parametro Grupo K Grupo L Grupo M Grupo N
Minimo 0,000 0,000 0,000 0,000
Percentil 25 0,000 0,500 1,000 0,000
Mediana 1,000 1,000 2,000 1,000
Percentil 75 1,750 2,000 3,000 2,750
Maximo 4,000 4,000 5,000 4,000

Fonte: Elaborada pelos autores.

Grau de invasao

Nesta avaliagdo, foram utilizados os dados absolutos obtidos de
todos os carcinomas presentes em cada bexiga, por grupo, encontran-
do-se na Tabela 28, e se referem a invasdo de parede e a atipia celular.
Os dados nao obedeceram a curva de distribui¢cdo normal, sendo ava-
liados estatisticamente como dados ndo paramétricos.

Considerando o grau de invasdo classificado como submucosa
(SM), muscular (MUS) e serosa, peritonio e metastase (S/P/M), todos
os dados foram analisados pelo teste qui-quadrado.

Na comparagdo dos grupos K e X, observou-se que a propor¢ao
de tumor com grau de invasdo S/P/M foi significantemente maior no
grupo K em relag@o ao grupo X e com grau de invasdao de SM e MUS
significantemente maior no grupo K (Tabela 34).

Na comparagdo dos grupos X e III, a propor¢do de tumores com
grau de invasdo S/P/M foi significativamente maior no grupo X e com
grau de invasdo SM e MUS significantemente maior no grupo III
(Tabela 35).
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Tabela 34 — Grau de invasao do carcinoma nos grupos K e X. Dados analisados
pelo teste do qui-quadrado que evidenciou diferenga estatisticamente
significante (**P = 0,0039) entre os grupos K e X em relagao ao grau de invasao.
Pode-se concluir que a proporgao de tumores com grau de invasao S/P/M
foi significantemente maior no grupo X e com grau de invasao SM e MUS foi
significantemente maior no grupo K.

Grau de invasao

Grupo Total
SM MUS S/P/M
K 9 (64,29%)** 4 (28,57%)** 1(7,14%) 14
X 5(29,41%) 1 (5,88%) 11 (64,71%)** 17
Total 14 5 12 31

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 35 — Grau de invasao do carcinoma nos grupos X e Ill. Dados analisados
pelo teste do qui-quadrado que evidenciou diferenca estatisticamente
significante (*P = 0,0495) entre os grupos X e Il em relagdo ao grau de invasao.
Pode-se concluir que a proporgao de tumores com grau de invasao S/P/M
foi significantemente maior no grupo X e com grau de invasao SM e MUS foi
significantemente maior no grupo lIl.

Grau de invasao

Grupo Total
SM MUS S/P/M
X 5(29,41%) 1(5,88%) 11 (64,71%)* 17
11 13 (50,00%)* 6 (23,08%)* 7 (26,92%) 26
Total 18 7 18 43

Fonte: Elaborada pelos autores.

Na comparacao dos grupos K e 111, dos grupos K, L, M e N entre
si, dos grupos K e L e dos grupos K e M, ndo foram evidenciadas dife-
rengas estatisticamente significantes em relagdo ao grau de invasao
(Tabelas 36 a 40).
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Tabela 36 — Grau de invasao do carcinoma nos grupos K e lll. Dados analisados
pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga estatisticamente
significante (P = 0,3283) entre os grupos K e Il em relacao ao grau de invasao.

Grau de invasao

Grupo Total
SM MUS S/P/M
K 9 (64,29%) 4 (28,57%) 1(7,14%) 14
11 13 (50,00%) 6 (23,08%) 7 (26,92%) 26
Total 22 10 8 40

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 37 — Grau de invasao do carcinoma nos grupos K, L, M e N. Dados
analisados pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga
estatisticamente significante (P = 0,2903) entre os grupos
em relagdo ao grau de invasao.

Grau de invasao

Grupo Total
SM MUS S/P/M
K 9 (64,29%) 4 (28,57%) 1(7,14%) 14
L 4 (33,33%) 4 (33,33%) 4(33,33%) 12
M 7 (33,33%) 7 (33,33%) 7(33,33%) 21
N 5(29,41%) 4 (23,53%) 8 (47,06%) 17
Total 25 19 20 64

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 38 — Grau de invasao do carcinoma nos grupos K e L. Dados analisados
pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga estatisticamente
significante (P = 0,1661) entre os grupos em relacao ao grau de invasao.

Grau de invasao

Grupo SM MUS S/PM fotal
K 9 (64,29%) 4(28,57%) 1(7,14%) 14
L 4(33,33%) 4(33,33%) 4(33,33%) 12

Total 13 8 5 26

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 39 — Grau de invasao do carcinoma nos grupos K e M. Dados analisados
pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga estatisticamente
significante (P = 0,1141) entre os grupos em relacao ao grau de invasao.

Grau de invasao

Grupo Total
SM MUS S/P/M
K 9 (64,29%) 4 (28,57%) 1(7,14%) 14
M 7 (33,33%) 7 (33,33%) 7 (33,33%) 21
Total 16 11 8 35

Fonte: Elaborada pelos autores.

No entanto, ao comparar os grupos K e N, observou-se que a
propor¢ao de tumores com grau de invasdao S/P/M foi significantemente
maior no grupo N e com grau de invasdo SM foi significantemente
maior no grupo K (Tabela 40).

Tabela 40 — Grau de invasao nos grupos K e N. Dados analisados pelo teste do
qui-quadrado que evidenciou diferenga estatisticamente significante (*P = 0,0417)
entre os grupos K e N .em relacao ao grau de invasao. Pode-se concluir que a
proporcao de tumores com grau de invasao S/P/M foi significantemente maior no
grupo N e com grau de invasao SM foi significantemente maior no grupo K.

Grau de invasao

Grupo Total
SM MUS S/P/M
K 9 (64,29%)* 4 (28,57%) 1(7,14%) 14
N 5(29,41%) 4(23,53%) 8 (47,06%)* 17
Total 14 8 9 31

Fonte: Elaborada pelos autores.

Grau de atipias

Nesta avaliagdo, foram utilizados os dados de mimero de carcinomas
existentes em cada bexiga por grupo (Tabela 31 em pagina anterior).

Nas comparagoes entre os grupos Ke X, Ke lll, X e lll e K, LM
e N dois a dois nao ocorreram diferencas estatisticamente significantes.
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Grau de diferenciacao

Foi considerado como grau de diferenciagio como Bem
Diferenciado (BD), Moderadamente Diferenciado (MD) e Indife-
renciado (IND). Todos os dados foram analisados pelo teste qui-qua-
drado. E os subtipos histopatoldgicos, teste exato de Fisher. Nesta ana-
lise foram utilizados os dados do nimero de carcinomas presentes em
cada bexiga, por grupo (Tabela 41).

Tabela 41 — Multiplicidade de carcinomas (nimero de carcinomas por bexiga)
com classificagao por diferenciacao e subtipos histopatologicos.

CARCINOMAS Ne e %
0 (0,
RET c()g)c , CLASSIFICACAO POR SUBTIPO
G Tratameno  Ne "o o0 g DIFERENCIACAO HISTOPATOLOGICO
ra(i(e)s NOMA CAR
BD MD IND  CCTPuro OUTROS

I BBNPL

P um e anes 2 0200 02 01(50,0) 01(50,0) 0(0)  01(50,0) 01(50,0)
A BBN/PL 07

bentine 2 0285 03 01(333) 0(0)  02(666) 02(666) 01(333)
1B BBN/H,0

abuiaco 06 10166 02 02(1000) 00)  0(0)  02(1000) 0(0)
T BEN/PIL 17 11 0647 26 06(23,0) 06(23,0) 14(53.8) 14(538) 12(46,1)

intragastrica
X BBNL

nmgisrica 0 5 100017 0LOS8) 11(647) 05294 04@35) 13(764)
K saN 2og Y06 aea2) 08(285) 04(285) 4(285)  10(714)
L BeNLL 09 7 0777 12 000) 08 (66,6) 04(333) 1(083)  11(91,6)
M BBNicel 109 0900 21 03(142) 10(47,6) 08(38,0) 02(09,5) 19(90.4)
NUBBNRPLL 12 8 0666 17 0(0) 10(58,8) 07(41,1) 06(352) 11 (64,7)

Fonte: Elaborada pelos autores.

G - Grupo, N Numero de ratos, T - Total, CAR — Carcinoma BD - Bem Diferenciado, MD
- Moderadamente Diferenciado, IND - Indiferenciado, CCT - Carcinoma de células transi-
cionais, BBN/P/L - BBN e propolis extraida em lisina, BBN/L - BBN e lisina, P - Propolis,
L - Lisina, LL - Dupla dose de lisina, PPLL - Dupla dose de propolis extraida em lisina , Cel
- Celecoxibe.
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Desta avaliacdo, apenas dois grupos, quando comparados, mos-
traram diferengas estatisticamente significantes: o grupo X com o grupo
III (Tabela 42). As demais comparagdes ndo evidenciaram diferengas
estatisticas significantes (Tabelas 43 a 48).

Tabela 42 — Grau de diferenciacao histopatologica nos grupos X e Ill: BD (Bem
Diferenciado, MD (Moderadamente Diferenciado), IND (Indiferenciado). Dados
analisados pelo teste do qui-quadrado, que evidenciou diferenga estatisticamente
significante (**P = 0,0206) entre os grupos X e Il em relacao ao grau de
diferenciagao histopatologica. Pode-se concluir que a proporgcao de tumores
com grau moderadamente diferenciado foi significantemente maior no grupo X.

Grau de diferenciagido

Grupo Total
BD MD IND
17
01 (05,88) ** 11 (64,70)** 05 (29,41)
11 26
06 (23,07) ** 06 (23,07)** 14 (53,84)
Total 7 17 19 43

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 43 — Grau de diferenciagao histopatologica nos grupos K e X. Dados
analisados pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga
estatisticamente significante (P = 0,7284) entre os grupos K e X em
relacao ao grau de diferenciacao.

Grau de diferenciagdo

Grupo Total
BD MD IND
K 2(64,28) 8(28,57) 4(28,57) 14
X 1(05,88) 11(64,70) 5(29,41) 17
Total 3 19 9 31

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 44 — Grau de diferenciagao histopatologica nos grupos K e Ill. Dados
analisados pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga
estatisticamente significante (P = 0,09) entre os grupos K e [l em relacao ao
grau de diferenciagao.

Grau de diferencia¢ao

Grupo 5D VD ND Total
K 2(64,28) 8(28,57) 4(28,57) 14
I 6(23,07) 6(23,07) 14(53,84) 26

Total 8 14 18 40

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 45 — Grau de diferenciacao histopatologica nos grupos K, L, M e N.
Dados analisados pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou diferenga
estatisticamente significante (P = 0,06) entre os grupos K, L, Me N
em relacao ao grau de diferenciacao.

Grau de diferenciagdo

Grupo Total
BD MD IND
K 2(64,28) 8(28,57) 4(28,57) 14
L 0 8(28,57) 4(28,57) 12
M 3(14,28) 10(47,61) 8(38,09) 21
N 0 10(58,82) 7(41,17) 17
Total 05 36 23 64

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 46 — Grau de diferenciagao histopatologica nos grupos K e L.
Dados analisados pelo teste do qui-quadrado, que nao evidenciou
diferenca estatisticamente significante (P=0,39) entre os
grupos K e L em relagao ao grau de diferenciagao.

Grau de diferenciagdo

Grupo Total
BD MD IND
K 2(64,28) 8(28,57) 4(28,57) 14
L 0 8(28,57) 4(28,57) 12
Total 2 16 8 26

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 47 — Grau de diferenciagao histopatologica nos grupos K e M. Dados
analisados pelo teste do qui-quadrado, que nao
evidenciou diferenca estatisticamente significante
(P =0,83) entre os grupos K e M em relagao ao grau de diferenciagao.

Grau de diferencia¢ao

Grupo Total
BD MD IND
K 2(64,28) 8(28,57) 4(28,57) 14
M 3(14,28) 10(47,61) 8(38,09) 21
Total 5 18 12 35

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 48 — Grau de diferenciagcao histopatologica nos grupos K e N:
Dados analisados pelo teste do qui-quadrado, que nao
evidenciou diferenca estatisticamente significante
(P =0,14) entre os grupos K e N em relacao ao grau de diferenciacao.

Grau de diferenciagio

Grupo Total
BD MD IND
K 2(64.,28) 8(28,57) 4(28,57) 14
N 0 10(58,82) 7(41,17) 17
Total 2 18 11 31

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Analise estatistica do nimero de carcinomas e sua
classificacao por subtipos histopatologicos

Os testes estatisticos ndo evidenciaram significancia (Tabelas
49 a 55).

Tabela 49 — Subtipos histopatologicos de carcinomas nos grupos K e X. Dados
analisados pelo teste exato de Fisher, que nao
evidenciou diferenca estatisticamente significante
(P = 1) entre os grupos K e X em relacao aos subtipos de carcinomas.

Subtipos histopatologicos

Grupo Total
CCT puro Outros
K 4(28,57) 10 (71,42) 14
X 4(23,52) 13 (76,47) 17
Total 8 23 31

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 50 — Subtipos histopatologicos de carcinomas nos grupos K e Ill.
Dados analisados pelo teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenca
estatisticamente significante (*P = 0,1860) entre os grupos K e Il em relagao aos
subtipos de carcinomas.

Subtipos histopatologicos

Grupo Total
CCT puro Outros
K 4 (28,57) 10 (71,42) 14
111 14 (53,84) 12 (46,15) 26
Total 18 22 40

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 51 — Subtipos histopatologicos de carcinomas nos grupos X e Il
Dados analisados pelo teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenca
estatisticamente significante (P = 0,34) entre os grupos X e Ill em relagao aos
subtipos de carcinomas.

Subtipos histopatologicos

Grupo Total
CCT puro Outros
X 04 (23,52) 13 (76,47) 17
i 14 (53,84) 12 (46,15) 26
Total 18 25 43

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 52 — Subtipos histopatologicos de carcinomas nos grupos K, L, M e N.
Dados analisados pelo teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenca
estatisticamente significante (P = 0,13) entre os grupos K, L, M e N em relacao
aos subtipos de carcinomas.

Subtipos histopatologicos

Grupo Total
CCT puro Outros
K 4 (28,57) 10 (71,42) 14
L 1(08,33) 11 (91,66) 12
M 02 (09,52) 19 (90,47) 21
N 06 (35,29) 11 (64,70) 17
Total 13 51 64

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 53 — Subtipos histopatologicos de carcinomas nos grupos K e L.
Dados analisados pelo teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenga
estatisticamente significante (P = 0,33) entre os grupos K e L em relagao aos

subtipos de carcinomas.

Subtipos histopatologicos

Grupo Total
CCT puro Outros
K 4 (28,57) 10 (71,42) 14
L 1(08,33) 11 (91,66) 12
Total 5 21 26

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Tabela 54 — Subtipos histopatologicos de carcinomas nos grupos K e L.
Dados analisados pelo teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenca
estatisticamente significante (P = 0,19) entre os grupos K e L em relagao aos

subtipos de carcinomas.

Subtipos histopatologicos

Grupo Total
CCT puro Outros
K 4 (28,57) 10 (71,42) 14
M 02 (09,52) 19 (90,47) 2
Total 6 29 35

Fonte: Elaborada pelos autores.

Tabela 55 — Subtipos histopatologicos de carcinomas nos grupos K e N.
Dados analisados pelo teste exato de Fisher, que nao evidenciou diferenca
estatisticamente significante (P = 1) entre os grupos K e N em relagdo aos

subtipos de carcinomas.

Subtipos histopatologicos

Grupo Total
CCT puro Outros
K 4(28,57) 10 (71,42) 14
N 06 (35,29) 11 (64,70) 17
Total 10 21 11

Fonte: Elaborada pelos autores.






A VALIDACAO DO INDICE
DE CARCINOGENESE

Em nosso estudo, apos calcularmos o Indice de Carcinogénese
para cada bexiga e para cada grupo, os dados foram submetidos a ana-
lise estatistica, e os resultados foram comparados com os obtidos da
analise estatistica de parametros padronizados na histopatologia dos
tumores malignos.

Os resultados, estatisticamente significantes, bem como os ndo
significantes obtidos no Indice de Carcinogénese, foram semelhantes
aos resultados estatisticamente significantes e nao significantes obtidos
na comparagao entre 0s mesmos grupos, em parametros ja consagrados,
tais como a incidéncia, multiplicidade e grau de invasao (Quadro 3).

Ou seja, quando comparamos os resultados estatisticamente sig-
nificantes obtidos quanto ao Indice de Carcinogénese entre os grupos I
eK;Telll; KeX; K, X, Ielll, observa-se semelhanca nos resultados
estatisticamente significantes obtidos na comparag@o entre os grupos
quanto a incidéncia entre [ e K, [ e IIl ¢ a multiplicidade na comparagao
entre os grupos X e K, bem como no grau de invasdo dos tumores na
comparagao entre os grupos K e X.

Revisando a literatura, encontramos um trabalho publicado por
Squirre et al., de 1977, no qual os autores estudaram os efeitos do acido
13—cis-retinoico na carcinogénese de bexiga induzida pelo N-Metil-N-
Nitrosoureia (MNU) os quais estabeleceram um sistema de escore iso-
lado para lesdes, nas comparagdes dos grupos, tais como: hiperplasia de
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0 a 5+ pelo niimero de células da camada e lesdes polipoides de 0 a 5+,
baseados no tamanho por espessura das lesdes de 1 a Smm. Consideraram
ainda lesdes metaplasicas quanto a quantificacdo na ceratinizagdo e ati-
pias celulares de 0 a 5+, mas este sistema de escore ndo foi validado e
nao seguiram uma analise em conjunto envolvendo os diversos pardme-
tros que envolvem a carcinogénese.

Quadro 3 - Indice de Carcinogénese versus parametros (Incidéncia, Multiplicidade
e Grau de Invasao) cujas comparagcdes foram estatisticamente significantes.

Indice de Carcinogénese

80- Incidéncia  (**p=0,0427)
§ (*P=0,0153)
‘a 60+ Carcinoma
‘g Grupo —————— Total
“
§ 404 . Presente  Ausente
v 8
~
% 20 [ (66,6%)* 12
R I 2 (20%) 8 10
0
| K Total 10 12 2
80+ Incidéncia (**P=0,0461)
g (*P=0,022)
(gﬂ 60+ Carcinoma
g Grupo Total
§ 40+ * Presente  Ausente
&
3 201 I 2(20,0%) 8 10
= 11
£ . L 6 17
] Total 13 14 27

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Continuagdo do Quadro 3

Indice de Carcinogénese

100+ (**P=0,0009)
g e
£ 804
)
2
3 604
S
o 404
-]
g
s 20+
o3
0-
K Multiplicidade
74 L
e (**P=0,0267)
2 64
&
o . 54
2 8
28 4
—> | & 2 34
=2
=3 2
%z 11
SN . _
K X
1001 "
2 *kk X>K P<0,015
S o0l T X>1 P<0,001
‘% X>1II P<0,05
(=]
5 604
N 8
L3 404
=
S )
5 204 =e
=
0-
\ ] A K 1
Grau de Invasdo (**P=0,0039)
Grau de invasao
Grupo Total
SM MUS S/P/M
K 9(6429%)** 4(28,57%)** 1 (7,14%) 14

X 5(29,41%) 1(5.88%) 11 (64,71%)** 17
Total 14 5 12 31

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Discutiremos, a seguir, os resultados a luz do Indice de Carcino-
génese e demais parametros classicos.

Os compostos identificados na propolis verde tratam-se de acidos
fenodlicos ou de seus derivados (apenas o derivado 1 do artepillin C
(Acido 3-[4-hidroxi-3-(oxo-butenil)-fenilacrilico] ou propol) estava
presente e em pequena quantidade. Os demais compostos identificados
foram o acido cafeico, acido p-cumarico, acido cafeoilquinico 1, acido
3-prenil-4-hidroxicinamico (DORNELAS, et al., 2012b). Sabe-se que a
alta capacidade de constituintes fenolicos de neutralizar espécies rea-
tivas de oxigénio esta associada a sua estrutura: duplas ligagdes conju-
gadas e numero de hidroxilas no anel aromdtico. Assim temos a expli-
cacdo para a atividade antioxidante observada.

A atividade antioxidante é importante ser avaliada, uma vez que
a maioria dos carcinogenos tem uma propriedade em comum: sdo ele-
trofilicos e muito reativos, apresentam atomos com deficiéncia de elé-
trons, os quais reagem em locais nucleofilicos (ricos em elétrons: DNA,
RNA e proteinas) (DORNELAS, et al., 2012 a). O BBN, ao chegar no
figado, pode ser ativado pelo alcool/aldeido/desidrogenase em BCPC
(seu principal metabolito) ou detoxicado pela uridina difosfato-gluco-
ronosiltransferase, formando BBN glicuronide. BBN ¢ BCPN sao cli-
vados em seus respectivos ions alkilcarbonium, que se ligam covalen-
temente ao DNA da célula da bexiga (IIDA et al., 2007).

O Nrf2 (Nuclear factor-erythroide 2-related factor 2) é um fator
de transcri¢do contra o estresse oxidativo e eletrofilico. Ele se liga aos
genes antioxidantes e detoxificantes ARE (antioxidant response ele-
ments) e EpRE (electrophile responsive elements) apos heterodimerizar
com a proteina Maf, e dessa interagdo sdo expressadas enzimas da fase
I de detoxicagdo. As enzimas de detoxificagdo mediadas pelo Nrf2
ocorrem tanto nas células uroteliais periféricas como no figado, aumen-
tando a detoxificacdo do carcindégeno e reduzindo o estresse oxidativo,
protegendo a célula urotelial em duas situagdes: reduzindo a formagao
de BCPN (metabdlito ativo do BBN) e inibindo agdo dos radicais livres
na bexiga. Camundongos nocaute, para este fator de transcrigdo Nrf2,
desenvolveram mais carcinomas de bexiga. Agentes quimiopreven-
tivos, com efeito antioxidante, sdo capazes de induzir a fase II através
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da ativagdo do Nrf2 e, dessa forma, proteger a célula do efeito do BCNP
(IIDA et al., 2004; IIDA et al., 2007).

O efeito antioxidante in vifro ndo necessariamente implica pro-
tecdo contra danos oxidativos in vivo. Pequena atividade antioxidante
in vitro ndo significa que nao resulte em efeito antioxidante in vivo. A
quercetina e a catequina (flavonoides) podem interagir com a glutationa
peroxidase, aumentando a sua atividade antioxidante. Somando-se a
isso, a dose de polifenois e flavonoides pode significar a diferenca de
um efeito antioxidante para um pro-oxidante, gerador de radicais livres,
resultando em mutagénese (POOL-ZOBEL; BUB; SCHRODER, 1999;
FERGUSON, 2001; SKIBOLA; SMITH, 2000; MURICIO, 2006).

A determinagdo da dose de 150mg/kg/peso da propolis para tra-
tamento dos animais foi baseada na atividade antitumoral obtida por
outros autores com o uso da WSDP, proveniente de Minas Gerais
(ORSOLIC; BASIC, 2003).

Ratas foram escolhidas para este modelo por mimetizarem tu-
mores superficiais de bexiga no homem. A decisao por fémeas se deveu
anecessidade de identificar as imagens de lesdes tumorais intravesicais,
e ratas sdo mais facilmente cateterizadas. Ha relatos de que a testoste-
rona influencia no aparecimento mais precoce de tumores de bexiga
com o uso de BBN em camundongos, mas nao em ratos. Existem outros
carcinégenos de bexiga, como o N-hidroxy-N-2-fluorenilacetamida,
em que o metabolismo em machos e fémeas segue vias diferentes de
ativacdo, resultando em diferencas na carcinogénese (BERTRAM;
GRAIG, 1972; ITO et al., 1973).

A discussdo sobre a avaliacdo dos efeitos bioldgicos no trata-
mento de animais submetidos a carcinogénese de bexiga pelo BBN tem
inicio com a variagdo temporal da massa corporal. Esta variacdo ¢ a
massa corporal do tempo estudado em fungdo da massa corporal verifi-
cada no inicio do estudo. A variag@o temporal da massa corporal (AMC),
mensurada no grupo I, foi maior que a observada nos demais grupos em
todos os tempos (62,122, 182,242 302, 322 362 e 412 semanas). Os
animais do grupo I eram mais velhos uma semana que os demais grupos.
O grupo I iniciou o tratamento com propolis com quatro semanas de
idade e os demais grupos iniciaram o tratamento com seis semanas de
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idade. Lembrando-se de que o grupo I comegou recebendo propolis por
30 dias e foi receber BBN apenas uma semana apds os demais grupos
iniciarem o carcindgeno.

Na avalia¢ao de peso do corpo, do figado, do bago, no momento
do 6bito ou da eutanasia, ndo foram observadas diferengas entre os
grupos; apenas o peso dos rins dos animais do grupo XIII foi diferente
em relagdo ao peso dos rins de animais dos grupos II B (P < 0,01); X
(P <0,01); K (P<0,05); L (P<0,05) e N (P<0,001). O grupo XIII re-
cebeu apenas agua intragastrica. O rim faz parte do sistema urinario,
possui epitélio transicional em sua pelve e o rato possui refluxo vesi-
coureteral fisioldgico. Estando a bexiga em contiguidade com o rim e
sendo ela o alvo das tumoragdes, era de se esperar que alteragdes rela-
cionadas ao rim fossem encontradas. Tumoragdes em parede vesical
levam a estase de urina, dependendo de sua localizagdo, € ndo apenas
estase de urina como disfunc¢do da anatomia da parede vesical e da fi-
siologia miccional, com déficit do esvaziamento vesical, levando a in-
feccdo urinaria, litiase urinaria, obstrug¢ao ureteral e ureterohidrone-
frose, complicagdes estas que foram observadas na maioria dos grupos,
exceto nos grupos XI XII e XIII. Estas suspeitas poderiam explicar os
resultados dos grupos que tiveram diferenca significante, porém os
grupos X1 e XII, que receberam propolis e L-lisina, ndo desenvolveram
tumores intravesicais e o peso renal nao foi diferente em relagao aos
outros grupos que desenvolveram tumores. Portanto, a hipotese formu-
lada anteriormente demandaria estudo especifico de cada tumoracao,
sua localizacdo e dados, como infec¢do urinaria e estudo histopatolo-
gico no dignostico de pielonefrite cronica e aguda em cada rim, o que
¢ possivel de ser realizado, pois se dispde desse material, porém néo ¢
objetivo deste trabalho.

As bexigas ndo foram pesadas. No momento da eutanasia, elas
foram insufladas com formol a 10% sem esvaziamento de seu conteudo
para ndo danificar as delicadas lesdes em seu interior. Essa técnica de
fixacao possibilita identificacdo de cada lesdo ¢ mapeamento de cada
uma delas. Na bexiga vazia, a parede se torna pregueada e, dessa forma,
impede seu correto mapeamento. Somando-se a isso, a multiplicidade
de lesdes nas diversas fases da carcinogénese desencorajou a pesagem
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da bexiga ap6s a fixagdo. Como comparar pesos de bexiga contendo
tumoragdes com caracteristicas histopatologicas tdo diferentes (hiper-
plasias, papilomas e carcinomas)? Sem falar da ndo existéncia de pa-
droes entre tamanho e diagndstico histopatologico das lesdes, o peso
poderia promover um viés de interpretagdo na comparagdo dos grupos.

A ultrassonografia foi realizada para que pudéssemos verificar o
momento de aparecimento de lesdes intravesicais e para determinar o
inicio do tratamento nestes animais. Porém, devido a multiplicidade de
imagens e multifocalidade das lesdes em diferentes fases da carcinogé-
nese, tornou-se o método inespecifico, embora bastante sensivel. Na
402 semana, apenas quatro animais sem imagem intravesical apresen-
tavam lesOes tumorais ao exame macroscopico; todas benignas na ava-
liagdo histopatologica. O transdutor de 10Mhz foi bastante sensivel,
detectando imagens de até 0,07cm de didmetro (Grupo I - rato 7 - 31 a
semana); no entanto, o exame poderia ser de maior ajuda na avaliacdo
do tratamento de tumores de bexiga em ratos, em caso de implantes
ortotopicos de carcinomas de bexiga, em que sabidamente qualquer
crescimento tumoral equivaleria a imagem de um carcinoma.

Hoje, com o avango de técnicas de imagem, passando dos trans-
dutores de superficie a ressonancia magnética e, mais recentemente,
com transdutores endocavitarios de fibras o6ticas com 40MHz, permi-
tem-se estudos de implantes de carcinomas de células transicionais em
ratos, com precisdo para avaliacdo de invasdo de mucosa, submucosa ¢
muscular. Um minicistoscopio para cistoendoscopia em ratos foi criado
e pode ajudar nas pesquisas de novas drogas contra o cancer de bexiga
(CHIN et al., 1991; KADHIM et al., 1997, GOFRIT et al., 2006;
SATOH et al., 2007; BOLENZ et al., 2007).

A analise de sobrevida ndo mostrou diferengas significantes entre
0S grupos.

O modelo de carcinoma de bexiga com o BBN nas doses de
0,05%, em agua de beber, nas 14 semanas, resultou na incidéncia de
carcinomas de 66,67% na 412 semana. Esse resultado estava dentro do
esperado para esse modelo, mas existe relato de incidéncia de 100% de
carcinomas na 202 semana em ratos que receberam BBN na mesma
concentracdo de 0,05% por 20 semanas (GOFRIT et al., 2006).
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O aspecto macroscopico das lesdes intravesicais encontradas,
sua distribuicdo multifocal com tumoragdes em diversas fases da carci-
nogénese, a neovascularizagdo da parede vesical, a invasdo e metastase,
bem como a histopatologia de tumores foram semelhantes as descri¢des
na literatura classica (KUNZE; CHOWANIEC, 1990).

O carcinoma de células transicionais foi o tipo histologico mais
incidente, com suas variantes de diferencia¢do escamosa, glandular, es-
camosa/glandular e pseudoglandular. Apenas um caso de CCT com di-
ferenciacdo oxifilica foi encontrado sem descricdo na literatura.
Tratava-se de um CCT com trés padroes de diferenciagdo: glandular
mucinosa (presenga de células em anel de sinete), oxifilica e escamosa.
Esse tumor foi observado em um rato do grupo X. Os outros subtipos
foram tumores mistos: CCT com escamoso ¢ CCT com escamoso/ade-
nocarcinoma. O carcinoma escamoso puro foi identificado apenas em
quatro bexigas. Adenocarcinomas puros ndo foram encontrados. Nao
foi realizada analise estatistica para comparacao dos subtipos histopato-
logicos entre os grupos devido ao pequeno nimero de tumores dos
grupos I, [1A e IIB.

Carcinomas de células transicionais de pelve renal sdo incomuns
no modelo de BBN em ratos Wistar. Neste estudo, foram identificados
trés ratos com carcinoma de células transicionais em pelve renal: dois
animais pertenciam ao grupo III e um animal pertencia ao grupo X.
Esse animal do grupo X também apresentava CCT em todo o ureter. Os
trés animais foram excluidos do estudo. Outros trés animais do grupo
III apresentavam papilomas na pelve renal. Pode ser que haja alguma
relacdo entre esses achados e L-lisina presente na propolis no trata-
mento de carcinomas de bexiga dos grupos III e X.

O menor indice de carcinogénese de carcinomas em animais do
grupo I (que recebeu propolis 30 dias antes do BBN), em relacdo ao in-
dice de carcinogénese do grupo controle que recebeu apenas carcind-
geno, validando o IC, a incidéncia de carcinomas e, no grupo I, foi menor
estatisticamente significante que a incidéncia de carcinomas do grupo
111, que recebeu propolis por 40 semanas, sem a prévia administragao de
propolis ao carcinogeno (DORNELAS, et al., 2012a). Isso significa que
a propolis extraida em L-lisina tem efeito quimiopreventivo na carcino-
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génese vesical, quando administrada cronica e previamente ao BBN. A
quimioprevengao refere-se a prevencao de formagao de tumor pela ad-
ministracdo de compostos naturais ou sintéticos nao toxicos que podem
bloquear ou atenuar a influéncia de carcindogenos em alvos celulares ou
ainda reverter lesdes (SZUMILO, 2009). Os achados se assemelham aos
observados na reducdo da incidéncia de tumores em camundongos sub-
metidos a carcinogénese de pele, bem como de pulmao, quando tratados
com a propolis brasileira (MITAMURA et al., 1996; KIMOTO et al.,
2001; SUGIMOTO et al., 2003).

Artepillin C sintetizado e extrato alcodlico de prépolis verde
contendo artepillin C reduziram a carcinogénese de pulmao em camun-
dongos, porém, naqueles experimentos, a redug¢do de incidéncia foi
concomitante ao uso de carcindgeno Fe-NTA (KIMOTO et al., 2001).

A propolis liofilizada do presente estudo ndo continha artepillin
C, apenas um de seus derivados. Isso significa que também outros com-
postos foram responsaveis pela inibi¢ao da carcinogénese no grupo |
(SIMOES et al., 2004; MAURICIO, 2006).

O estresse oxidativo faz parte da fisiopatologia da carcinogénese
ndo apenas na iniciagdo, mas na progressao do cancer. Pode ser que a
atividade antioxidante tenha algum papel na quimioprevengao obser-
vada no grupo I. Dos compostos presentes na propolis liofilizada, dois
tém acdo antioxidante importante: o p-cumarico e o acido cafeico.
Importante lembrar que o composto p-cumarico esta presente em maior
quantidade que os demais compostos da propolis liofilizada. Em que
porcentagem estaria entdo ele contribuindo para estes resultados?

E classico o conhecimento da importincia do sistema imunolo-
gico no desenvolvimento das neoplasias. O perfil imunoldgico do hos-
pedeiro pode ditar a evolugao do cancer.

A propolis tem influenciado ora estimulando, ora suprimindo
eventos imunoldgicos (FISCHER et al., 2008).

O efeito potencializador imunoldgico foi evocado quando a pro-
polis brasileira injetada no subcutdneo de camundongos reduziu o cres-
cimento de tumor de Erlich, porém sem resposta pela via oral. Mas a
propolis administrada por via oral, quando foi associada ao 5 FU re-
duziu o tumor com melhora da citopenia induzida pelo quimioterapico
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(SUZUKI et al., 2002). Entretanto, na comparagdo dos indices de carci-
nogénese de animais que receberam a administragdo subcutanea de pro-
polis (IIA) e agua (IIB) e seu respectivo controle, ndo houve diferenca
estatisticamente significante [validando o IC, também a incidéncia de
tumores em ratos tratados com propolis subcutaneo (Grupo I1A), no
presente estudo, ndo foi significante em relacdo ao seu respectivo con-
trole] (DORNELAS, et al., 2012a).

A acdo imunomoduladora de WSDP da prépolis de Sofia, na
Bulgaria, foi investigada através da dosagem de atividade residual de
Complemento C3, em ensaio de inibicdo do complemento. O WSDP
inibiu as vias classica e alternativa, provocando uma diminuicao da ati-
vidade funcional de C3 (IVANOVSKA et al.,1995).

A quimioprevengdo foi obtida contra metastases pulmonares em
camundongos inoculados com carcinoma mamario espontaneo de ca-
mundongos, em veia lateral da cauda, com WSDP tanto do Brasil (MG)
quanto da Croacia, nas doses de 50 e 150mg/kg/peso intraperitonial, 15,
10, 5 dias antes da inoculagdo e 2, 7, 12 dias apos a inoculagdo. Ensaios
avaliando eventos imunoldogicos como: a producao de linfocitos, a ati-
vacao e a eficacia de macrofagos em induzir apoptose de células tumo-
rais in vitro, respostas mitogénicas de linfocitos, peso e celularidade de
baco, correlacionados com propriedades antimetastaticas, foram suges-
tivos no sentido de que essas propriedades estdo ligadas a um aumento
nao especifico da resisténcia antitumoral em camundongos pela ati-
vacdo de macrofagos (ORSOLIC; BASIC, 2003). Em um experimento
sequencial, o mesmo grupo de pesquisadores, administrando o WSDP
tanto do Brasil (MG) quanto da Crodcia, bem como compostos polife-
nélicos, entre eles o acido cafeico, nas doses de S0mg/kg/peso, via oral,
por sete dias, iniciado duas horas antes da inoculagdo de 2.106 células
de tumor de Erlich, apos 14 dias, obteve inibigdo do crescimento e da
proliferacdo do tumor com aumento da atividade de macrofagos intra-
peritoniais (ORSOLIC; BASIC, 2005). Ainda em sequéncia, repetindo
o estudo e administrando, via oral e intraperitoneal, nas mesmas dosa-
gens de WSDP croata e brasileiro e polifendlicos, entre os quais o acido
cafeico, contra o mesmo tumor, observou-se uma melhora na sobrevida
dos animais e importante estimulo de macrofagos. Enfatizou-se que



CARCINOGENESE EXPERIMENTAL DE BEXIGA E O INDICE DE CARCINOGENESE ‘ 143

também a via de administragdo da propolis influencia no crescimento
tumoral, e que a via oral, a preferida para avaliagdo em experimentos,
foi tdo efetiva quanto a via intraperitonial. Observou-se ainda que o
produto da propolis WSDP foi terapeuticamente mais efetivo que os
compostos administrados individualmente, mostrando que a propolis
possui compostos que podem ter efeitos antitumorais sinérgicos
(ORSOLIC; KOSALEC; BASIC, 2005).

Outros estudiosos da propolis caminharam nesta esteira de ava-
liagdo da quimiopreven¢ao da propolis WSDP e extrato etandlico de pro-
polis da Croacia, administrando a dose de 100mg/kg/peso intraperitonial,
trés dias antes da inoculagdo de 10° células de tumor de Erlich intraperi-
tonial em camundongos. Um quimioterapico foi administrado intraperi-
tonialmente nos dias 1, 13 e 19 apo6s a inoculagdo tumoral. Ocorreu um
sinergismo na associagdo com o quimioterapico, com regressao do tumor
e aumento da sobrevida, mas a propolis WSDP e o extrato isolados nao
aumentaram a sobrevida dos animais (BENKOVIC et al., 2007).

Pesquisadores brasileiros recentemente classificaram a propolis
como um adjuvante ndo particulado o qual é aquele que ndo necessita
de particula e se beneficia da associacao de um adjuvante particulado.
Na realidade ndo se combinam com o antigeno, traduzindo em res-
posta humoral ineficiente. No entanto, quando associado a um adju-
vante particulado, eles sdo enviados as células apresentadoras de anti-
genos, prolongando a exposicdo antigénica as células do sistema
imune, amplificando esta resposta (LINDBLAND, 2004; FISCHER et
al., 2008). Foi baseado nesses conceitos que esses pesquisadores esta-
beleceram esta classificagdo para a propolis, quando avaliaram camun-
dongos vacinados com vacina Herpes I, que receberam extrato etand-
lico de propolis e hidroxido de aluminio. Eles observaram um maior
nivel de anticorpos do que aqueles que receberam apenas propolis ¢ a
vacina. No entanto, os animais ndo beneficiados pela reposta humoral
tiveram uma resposta celular aumentada, evidenciada pelo aumento da
expressdo de mRNA de Interferon gama (IFNy) (FISCHER et al.,
2007; FISCHER et al., 2008).

Os efeitos, aparentemente contraditorios do produto da préopolis
ora como inibidora, ora como estimuladora dos eventos imunologicos,
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podem ser explicados pela diversidade de compostos que constitui sua
complexidade quimica ainda pouco estudada, bem como os diversos
métodos de extragao existentes (FISCHER et al., 2008).

Nao apenas a propolis do Brasil, como se viu, mas a de outros
paises, atualmente sao estudadas paralelamente aos compostos de inte-
resse farmacoldgico, visando ao esclarecimento desses efeitos contradi-
torios (DORNELAS, et al., 2012a). Os compostos isolados mais co-
muns e alguns deles sintetizados sdo o artepillin C, o CAPE (Caffeic
Acid Phenethyl Ester), acido p-cumaérico, acido cafeico, quercetin,
entre outros, com reducdo de tumores em animais (ORSOLIC et al.,
2004.; ORSOLIC; KOSALEK; BASIC, 2005; ORSOLIC; TERZIC;
MIHALJEVIC, 2005; ORSOLIC, BASIC, 2005), ¢ efeitos citotoxicos
em cultura de células de carcinomas humanos, como carcinoma de cé-
lulas transicionais de bexiga, cancer pancreatico, carcinoma epider-
moide de laringe (BUFALO; CANDEIAS; SFORCIN, 2007; AWALE;
LI et al., 2008; ORSOLIC; STAJCAR; BASIC, 2009).

O indice de carcinogénese do grupo I (que recebeu propolis 30 dias
antes do BBN) foi menor (estatisticamente significante) em relacao ao in-
dice de carcinogénese do grupo III, que recebeu propolis por 40 semanas,
sem a prévia administracdo de propolis ao carcindgeno [Validando o IC,
também a incidéncia de carcinomas no grupo [ foi menor estatisticamente
significante que a incidéncia de carcinomas do grupo III (DORNELAS et
al., 2012a )]. Ou seja, também ocorreu uma melhor performance de pro-
tecdo da propolis no grupo de animais que foram tratados previamente com
propolis. Apesar disso, ndo houve diferenca entre o grupo III e o grupo K
controle no qual foi administrado apenas carcindgeno.

O indice de carcinogénese (tais como a incidéncia, histopato-
logia, multiplicidade, invasdo, atipia, diferenciagdo e classificagdo nos
subtitpos) nao revelou eficiéncia significante da propolis na redugdo da
carcinogénese quando iniciada concomitante com o carcindgeno nas
duas vias administradas (também validando o indice de Carcinogénese).
Esses resultados podem estar ligados ao método de extragio WSDP,
que se mostrou ineficiente para a extragdo de compostos ativos. A
L-lisina pode também ter contribuido para estes resultados, como sera
discutido a seguir.
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Os animais que foram tratados com L-lisina (Grupo X) apresen-
taram maior indice de carcinogénese do que aqueles que receberam
apenas carcinogeno (grupo K) [validando o IC com a multiplicidade
de carcinomas, o grupo X apresentou maior multiplicidade de carci-
nomas que o grupo K (controle) e, ainda mais, validando o IC com o
paradmetro invasdo: os animais tratados com L-lisina (Grupo X) apre-
sentaram tumores mais invasivos, atingindo o peritonio e com metas-
tases peritoniais em relagdo ao grupo controle (Grupo K), ou seja, a
proporcao de tumores com grau de invasao de serosa e metastase peri-
toneal foi maior no grupo X (DORNELAS, et al., 2012a)].

Era de se esperar que em um modelo para carcinogénese de be-
xiga existisse a preocupagdo com a criagdo de um grupo controle com a
L-lisina, ja que trés aminoacidos sdo descritos como promotores da car-
cinogénese da bexiga, entre eles DL triptofano, L-leucina, L-isoleucina
(ITO et al., 1989; OLIVEIRA et al., 2006). Este conhecimento ¢ o fato
de se utilizar um aminoacido para extracdo da propolis (WSDP) foram
determinantes para a constituicao dos grupos com a L-lisina para que se
pudessem observar os efeitos desta na carcinogénese.

O maior indice de carcinogé€nese no grupo X que recebeu BBN ¢
L-lisina, quando comparados com o grupo controle (grupo K), [vali-
dando o IC com maior multiplicidade de carcinomas e maior invasao
tumoral em animais que foram tratados com L-lisina e receberam BBN
(DORNELAS et al, 2012)], traduz que existe um estimulo da L-lisina
na carcinogénese vesical. Lembrar que o grupo que recebeu apenas
L-lisina ndo apresentou lesdes vesicais, ou seja, a L-lisina nas doses e
modelo utilizados nao foi capaz de iniciar e promover a carcinogénese
por si so. Isso sugere que a L-lisina ¢ um aminoacido promotor de car-
cinogénese vesical em ratos nas doses e tempo utilizados neste experi-
mento. Esses achados contradizem os primeiros experimentos de inves-
tigacdo de promocao de carcinogénese de bexiga in vitro. Pesquisadores,
utilizando células de bexiga extraidas de ratos tratados com carcino-
genos, observaram aumento de aglutinagdo com a concavalin A, em
presenca de promotor de carcinogénese de bexiga. Este ensaio foi entdo
utilizado para avaliacdo de 21 aminoacidos (KAKIZOE et al., 1982).
Apenas a L-isoleucina, L-leucina e L-valina e DL- triptofano apresen-
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taram aglutinag@o significante estatisticamente. A L-lisina aglutinou
poucas células iniciadas. Estudos in vivo comprovaram estes resultados
referentes a L-leucina e L-isoleucina, bem como DL-triptofano (COHEN
et al., 1979; NISHIO et al., 1986; ITO et al., 1989; OLIVEIRA et al.,
2006). Nao foram encontradas referéncias de efeito promotor da L-lisina
na carcinogénese de bexiga (DORNELAS, et al., 2012a).

A L-lisina ¢ um aminoacido estritamente essencial. Nao € sin-
tetizado pelo corpo humano, nem pelos animais, por isso € preconizada
internacionalmente uma quantidade de pelo menos 1,3% de L-lisina em
ragOes balanceadas.

A L-lisina ¢ importante para a sintese de coldgeno, funda-
mental para o crescimento dos tecidos e sua reparagdo, bem como
para a produg@o de anticorpos, hormonios e enzimas. No homem, ¢
absorvida no intestino delgado, nos enterdcitos, através de transporte
ativo, e se dirige ao figado, via sistema porta. Uma vez no figado,
junta-se a outros aminoacidos na sintese de proteinas. A L-lisina ¢
convertida em Acetil Co A, componente do metabolismo dos carboi-
dratos na producdo de energia. A L-lisina também ¢ precursora de
aminoacido carnitina, que ajuda no transporte de acidos graxos de
cadeia longa ao interior da mitocondria para producdo de energia.
Estudos clinicos sugerem que a L-lisina pode ser util em diminuir as
recorréncias de pacientes infectados com herpesvirus. Ela parece ter
uma relag@o antagdnica com o aminoacido arginina (necessario para a
replicacdo do herpesvirus). Neste caso especifico, parece haver uma
competicdo com a arginina na absor¢ao intestinal, reabsor¢ao nos ti-
bulos renais e transporte, através de membrana basal, para o interior
das células. Existem relatos do uso em osteoporose, com uma pos-
sivel facilitagdo da L-lisina na absor¢do do calcio e diminuigao da
excregdo de calcio pelos rins. Linus Pauling publicou casos de pa-
cientes coronariopatas graves, comprovados laboratorialmente, que,
curiosamente, tiveram melhora de sintomas de angina pectoris, apos
ingestdo de altas doses de L-lisina por tempo prolongado. Nestas pu-
blicagdes, o autor levanta a hipotese de que o aminoacido pode se
ligar e remover lipoproteinas da placa aterosclerotica, reduzindo o es-
pessamento da parede e melhorando o fluxo vascular, ou ainda produ-
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zindo vasodilatagdo (PAULING, 1991; MCBEATH; PAULING,
1993; PAULING, 1993; L-LYSINE, 2007).
Existem fortes evidéncias de que a atividade e expressdo de

COX 2 ¢ importante no desenvolvimento do cancer de bexiga superfi-
cial no homem, e os niveis de COX 2 estdo relacionados positivamente
com a invasao do CCT. A expressao de COX 2 em carcinomas de be-
xiga em ratos e caes estava elevada em alguns relatos. O aumento da
expressao de COX 2 esté relacionado com invasdo e metastase. A COX
2 induz fatores de crescimento, como VEGF, 6xido nitrico sintetase,
interleucina 6 e 8 e TIE2, e produz prostaglandinas, que tém efeitos na
proliferag@o e migracao da célula endotelial in vitro. A COX 2 ¢ super-
expressada em células endoteliais. Existe uma associagdo da COX 2
com vasculariza¢do tumoral, densidade microvascular e VEGF. O cele-
coxibe € um inibidor seletivo da COX 2 e tem se mostrado capaz de
inibir fatores de crescimento de corneas e reduzir o crescimento e a in-
cidéncia de tumores de bexiga em ratos (GRUBBS et al., 2000;
MAZHAR; GILMORE; WAXMAN, 2005; KLEIN et al., 2005).
Entretanto, em nosso trabalho, o objetivo do celecoxibe, apesar de ser
avaliado em todos os pardmetros, nao foi para avaliagdo de inibi¢ao de
carcinogénese, e sim de angiogénese (DORNELAS, et al., 2012b).

Ensaios paralelos foram realizados com sangue (linfocitos - Teste
do Cometa) e aspirado de medula 6ssea de fémur (Teste do Micronucleo),
coletados no momento da eutanasia, para avaliacao de genotoxidade em
todos os animais de todos os grupos e os resultados mostraram que
tanto a propolis quanto a L-lisina nas doses de 150mg/kg peso, por 40
semanas, nao sao genotoxicas para a medula 6ssea nem para linfocitos
de sangue periférico (DORNELAS et al., 2014). Os resultados sugerem
que tanto a propolis como a L-lisina sdo eficientes na protegdo da geno-
toxicidade da medula ossea e linfocitos de sangue periférico, quando
comparados todos 0s grupos que ingeriram carcindgenos com os grupos
controles K e IIB que receberam BBN e dgua oral e subcutanea, respec-
tivamente (DORNELAS et al., 2014). Estes testes normalmente sdo
utilizados para avaliagcdo do espectro toxicologico de compostos qui-
micos e medicamentos.






CONSIDERACOES FINAIS

A valida¢do do método de escore surgiu quando se comparou
os resultados estatisticos do Indice de Carcinogénese com os parime-
tros: Incidéncia, Multiplicidade e Grau de Invasdo. Desta forma, o
Indice de Carcinogénese passa a ser mais um recurso, uma ferramenta
que poderd ser utilizada para estudo da carcinogénese de bexiga em
modelos experimentais.

Ficou constatado entdo que apenas avaliando o Indice de Carcino-
génese, ele pode perfeitamente substituir os demais parametros classicos,
sem que fiquem prejudicados os resultados dos experimentos.

Os resultados obtidos claramente evidenciaram que o produto da
propolis verde extraida em L-lisina inibe a carcinogénese quando admi-
nistrado previamente ao carcinégeno, conforme demonstrado no Indice
de Carcinogénese. Também ficou provado estatisticamente a agdo da
L-lisina como promotora da carcinogénese de bexiga expressos no
indice de Carcinogénese.

Pesquisar os mecanismos de ac¢do de cada composto contido na
propolis torna-se relevante a medida que seus efeitos e agdes sdao cons-
tatados in vitro e in vivo, tornando-os, dessa forma, aliados no combate
ao cancer. A propolis tem sido produzida pelas abelhas para sua pro-
tecdo ha milhares de anos. Pode ser que esteja nela a resposta para o
tratamento de muitas doengas e, quem sabe, no futuro, a ciéncia possa
se curvar diante delas: As abelhas, farmacéuticas com asas (Titulo do
livro de IOIRICH, 1981).
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Coordenadora da Comisséo de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
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Conceicdo Aparecida Dornelas

E médica urologista, graduada pela Universidade Federal de Juiz de
Fora — MG. Possui Residéncia Médica em Anatomia Patologica UFJF-
MG. Residéncia Médica em Cirurgia Geral - Rio de Janeiro. Residéncia
Meédica em Urologia pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ
- Rio de Janeiro). E Mestre em Urologia pela Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ) e Doutora em Cirurgia pela Universidade Federal
do Ceara (UFC). Tornou-se Bacharel em Direito pela Universidade de For-
taleza (Unifor). Exerce o cargo de professora adjunta Il de Anatomofisio-
patologia para o curso de Medicina. E pesquisadora e docente permanente
do Programa de Pés-Graduagdo stricto sensu em Patologia no Departa-
mento de Patologia e Medicina Legal e do Programa de Pds-Graduacao
stricto sensu em Ciéncias Médicas Médico-Cirargicas do Departamento de
Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

Manoel Odorico de Moraes Filho

Graduado em Medicina pela Universidade Federal do Ceara - UFC
(1976), Mestre em Farmacologia pela UFC (1981) e Doutor em Oncologia
pela Universidade de Oxford - Inglaterra (1989). Comendador da Ordem
Nacional do Mérito Cientifico. Doutor Honoris Causa pela Universidade
do Norte do Parana. Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPq - Ni-
vel 1A. Membro Titular Colaborador do Colégio Brasileiro de Cirurgides.
Membro efetivo do Conselho Estadual de Ciéncia e Tecnologia do Estado
do Ceara. Membro titular da Academia Cearense de Medicina. Professor
titular de Farmacologia Clinica da Faculdade de Medicina da UFC. Profes-
sor orientador nos Programas de P6s-Graduagdo em Farmacologia e Cirur-
gia da UFC. Realiza pesquisa na prospecc¢ao de moléculas com atividade
antitumoral, oncologia experimental e¢ farmacologia clinica. Diretor do
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da UFC (2013).
Publicou 286 artigos cientificos completos em periddicos especializados e
14 capitulos de livros. Orientou mais de uma centena de estudantes de ini-
ciagdo cientifica, formou 40 mestres, 21 doutores ¢ 9 pos-doutores.
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Universidade Federal do Ceara vem contribuindo de modo decisivo

para a educacdo e para a ciéncia em nosso pais. Como um dos seus
avancos académicos, merece destaque o crescimento da pos-graduagao, que
desempenha papel fundamental na formacgao de recursos humanos.

A pos-graduacéo brasileira tem sido avaliada de forma sistematica nas
Gltimas décadas. Nesse processo, o livro passou a ser incluido como parte
importante da producéo intelectual académica, principalmente na area das
Ciéncias Sociais e Humanas, divulgando os esforcos dos pesquisadores que
veiculam parte de sua produgao nesse formato.

A Colecdo de Estudos da Pdos-Graduagéo foi criada visando apoiar os
programas de pos-graduacéo stricto sensu da UFC a partir de uma politica
académico-cientifica, viabilizando a publicacdo da producao intelectual em
forma de livro.

Em 2014, segundo ano de sua criagdo, a Colecdo de Estudos da Pds-
graduacéo apoiou a edicéo de 13 livros, envolvendo diversos cursos de
mestrado e doutorado de diferentes areas do conhecimento.
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