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RESUMO 

A PRÓPOLIS VERMELHA E L-LISINA EM LESÕES PRÉ-NEOPLÁSICAS 

COLORRETAIS INDUZIDAS PELO AZOXIMETANO VANESSA NOGUEIRA LAGES 

BRAGA. Pós-Graduação strictu sensu, Departamento de cirurgia, Faculdade de medicina, 

Universidade Federal do Ceará (Grau de mestre em Ciências Médico-Cirúrgicas). Abril, 2018. 

Orientadora: Profa. Dra. Conceição Aparecida Dornelas.  

O câncer colorretal (CCR) é a terceira neoplasia maligna mais frequente no mundo. Os focos 

de criptas aberrantes (FCAs) displásicos são considerados marcadores para o câncer 

colorretal. Própolis é um produto resinoso, usada para proteger a colmeia, e possui 

propriedades antitumorais. A L-lisina é um aminoácido essencial com relato de promoção de 

carcinogênese química em bexiga de rato. Objetivou-se avaliar os efeitos da própolis 

vermelha e L-lisina em lesões pré-neoplásicas colônicas induzidas pelo azoximetano (AOM - 

15mg/kg intraperitoneal). Foram estudas 48 ratas wistar que foram distribuídas em: GI- água, 

GII- L-lisina, GIII- própolis vermelha, GIV- goma arábica 1%, GV- AOM+água, GVI- 

AOM+L-lisina, GVII- AOM+própolis vermelha e GVIII- AOM +goma arábica 1%, durante 

16 semanas. Foram quantificados os FCAs, analisados o estresse oxidativo (Glutationa e 

TBARS), a genotoxicidade, ensaio cometa (sangue periférico) e micronúcleo (sangue 

periférico e medula óssea) e a relação reticulócitos/hemácias em sangue periférico. A própolis 

vermelha reduziu o número total de FCAs em cólon distal nos animais que receberam AOM e 

própolis (p<0,01), e em todo segmento colônico considerando o número de FCAs de até 4 

criptas (p<0,05). A L-lisina, não demonstrou efeito protetor e nem promotor em lesões pré-

neoplásicas induzidas pelo AOM. A própolis vermelha e a L-lisina não demonstraram efeitos 

de proteção para a genotoxicidade nem mutagênese nos grupos que foram submetidos ao 

AOM, nas doses e tempos administrados. O estresse oxidativo (TBARS) se mostrou presente 

em todos os animais que receberam AOM, e a própolis vermelha reduziu o estresse oxidativo 

(p<0,01). A goma arábica (controle utilizado para extração da própolis) teve ação protetora 

reduzindo os FCAs em colon distal (p<0,05) considerando o número total de FCAs e em todo 

o segmento colônico reduzindo o número de FCAs com até 4 criptas (p<0,05) nos que 

receberam AOM e goma. Assim, os resultados indicam que a própolis vermelha e a goma 

arábica tiveram ação protetora reduzindo as lesões pré-neoplásicas na carcinogênese 

colorretal induzida pelo AOM. A própolis vermelha também reduziu o estresse oxidativo 

provocado pelo carcinógeno. 

 

Palavras-chave: Câncer Colorretal. Própolis Vermelha. L-Lisina. Biomarcadores Tumorais. 



 

ABSTRACT 

RED PROPOLIS AND L-LYSINE IN COLORECTAL PRE-NEOPLASTIC DAMAGE 

INDUCED BY AZOXIMETHANE VANESSA NOGUEIRA LAGES BRAGA. Post-

Graduation strictu sensu, Department of Surgery, Faculty of Medicine, Federal University of 

Ceará (Master's degree in Medical-Surgical Sciences). April, 2018. Advisor: Profa. Dr. 

Conceição Aparecida Dornelas. 

Colorectal cancer (CRC) is a third most common malignant neoplasm in the world. Dysplastic 

aberrant crypt outbreaks (ACF) are important markers for colorectal cancer. Propolis is a 

resinous product, used to protect a hive, and has antitumor properties. L-Lysine is an essential 

amino acid reported as promoter of chemical carcinogens in the rat bladder. The objective of 

this work was to analyze  effects of red propolis and L-lysine on azoxymethane-induced 

colonic pre-neoplastic lesions (AOM - 15mg / kg intraperitoneal). Fourty-eight wistar rats 

were divided into eight groups denominated according to the substance administered along 16 

weeks: GI-water, GII-L-lysine, GIII-red propolis, GIV-arabic gum 1%, GV-AOM + water, 

GVI-AOM + L-lysine, GVII-AOM + red propolis and GVIII-AOM + 1% gum arabic. 

Dysplastic aberrant crypt were quantified and analyzed oxidative stress (Glutathione and 

TBARS), genotoxicity through comet assay in peripheral blood and micronucleus in 

peripheral blood and bone marrow, as well as  registred the reticulocyte / erythrocyte ratio in 

peripheral blood. Red propolis reduced the total number of ACF in the distal colon in animals 

receiving AOM and propolis (p <0.01), and in every colonic segment considering the number 

of ACF up to 4 crypts (p <0.05). L-lysine does not demonstrate protective or promoter effect 

on pre-neoplastic lesions induced by AOM. Red propolis and L-lysine have not demonstrated 

protective effects in genotoxicity or mutagenesis in groups that are submitted also to AOM at 

the doses and times administered. Oxidative stress (TBARS) was shown in all animals 

receiving AOM, and red propolis reduced oxidative stress (p <0.01). Gum arabic, used to 

extract própolis, showed a protective action reducing the distal colon ACFs (p <0.05) 

considering the total number of ACFs, as well as throughout the colonic segment reducing the 

number of FCAs with up to 4 crypts (p <0.05), in those ones receiving AOM and gum. 

Therefore, the results indicated that red propolis and gum arabic had protective action 

reducing pre-neoplastic lesions in colorectal carcinogenesis induced by AOM. Red propolis 

also reduced the oxidative stress caused by the carcinogen. 

 

Keywords: Colorectal Neoplasms. Red Propolis. L-Lysine. Biomarkers Tumor. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Câncer colorretal  

 

O câncer é um problema de saúde pública global e a segunda causa de morte mundial, 

com 190 mil óbitos por ano. Sua incidência no mundo cresceu 20% na última década e 

espera-se para 2030 cerca de 27 milhões de novos casos, com seu impacto comprometendo 

80% da população dos países em desenvolvimento, bem mais do que os 20 milhões de casos 

novos estimados para 2025 (INCA, 2018). O Instituto Nacional de Câncer – INCA, do 

Ministério da Saúde, prevê em torno de 600 mil novos casos de câncer no Brasil em 2018, e o 

aumento da expectativa de vida, a urbanização e a globalização são alguns dos fatores que 

podem explicar parte dessas ocorrências. Entre os homens, são esperados no Brasil 220.000 

casos, e entre as mulheres 200.000 para 2018 (INCA, 2018). 

O câncer colorretal (CCR) é a terceira neoplasia maligna mais frequente no mundo. 

Teve sua incidência aumentada nos últimos anos principalmente na Europa, América do Norte 

e Austrália (MARLEY; NAN, 2016). É a segunda maior causa de morte relacionada ao câncer 

nos EUA, independente do sexo, apesar dos protocolos de rastreio generalizados 

(WARGOVICH, 2010; SIEGEL et al, 2016). Mesmo com os avanços no diagnóstico e no 

tratamento, a mortalidade causada por cânceres continua alta e manteve-se praticamente 

inalterada nas últimas quatro décadas (URBAN, et al, 2012). Esse tipo de câncer é um dos 

que mais acomete a população brasileira. 

Segundo a estimativa do INCA, o número de casos novos de câncer de cólon e reto 

estimado para o Brasil em 2018 será de 17.380 casos em homens e de 16.370 em mulheres. 

Sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer de cólon e reto em homens é o 

terceiro mais frequente no Brasil e o segundo mais frequente entre as mulheres (INCA, 2018). 

A carcinogênese é um processo de múltiplos passos envolvendo eventos celulares, 

moleculares e morfológicos que são divididos em três estágios: iniciação, promoção e 

progressão (BIRD, 2000).  

Na iniciação acontece uma exposição de células normais á agentes de natureza 

química, biológica (vírus, bactérias e fungos), ou física, todos com potenciais carcinogênicos, 

que levam a mudanças no genoma e um crescimento seletivo das células. A promoção é 

realizada por agentes promotores em células iniciadas, envolvendo sua expansão clonal, onde 

em geral estão relacionadas a alterações morfológicas e fenotípicas. Na progressão há uma 
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evolução, ou continuidade de anormalidades cromossomiais que podem levar a malignidade 

e/ou metástase (BIRD, 1995; WASHINGTON, et al., 2013).   

O cólon e o reto, constituindo a porção terminal do tubo digestivo têm como principal 

função absorver água dos restos dos alimentos digeridos. A mucosa é caracterizada pela 

ausência de vilosidades e pela presença de criptas profundas (CIDRE, 2012).  

O câncer colorretal (CCR) abrange tumores na região do intestino grosso (o cólon) e 

reto (INCA, 2018). Indivíduos com parentes de primeiro grau com história de câncer 

colorretal têm risco de ter esse tipo de câncer fortemente associado ao número e à idade em 

que os parentes foram acometidos. Cerca de 1,5 a 3% dos pacientes submetidos à ressecção de 

um único CCR têm chance de recidivar o tumor, nos primeiros cinco anos pós-operatório. Ter 

um único parente de primeiro grau afetado aumenta o risco em 1,7 vezes, em relação ao da 

população geral (ZANDONÁ, 2011; MARLEY ; NAN, 2016). Antes dos 40 anos de idade é 

raro o diagnóstico da doença, mas a idade mais avançada é um fator importante para o 

aparecimento de CCR esporádico. Porém, a incidência começa a aumentar significativamente 

após 50 anos, e a cada década seguinte, as taxas de incidência se tornam cada vez mais 

expressivas. Os adenomas são encontrados em aproximadamente 25% das colonoscopias 

realizadas em pessoas com 50 anos, e em 50% das pessoas com 70 anos (EDDY, 1990). 

A etiologia do CCR é reconhecidamente multifatorial, o consumo excessivo de 

bebidas alcoólicas, ingestão de gordura animal, dieta pobre em fibras alimentares, consumo de 

produtos industrializados ou em conservas, tabagismo, falta de exercícios e doenças crônicas 

intestinais são apontadas como os principais fatores de risco para esse tipo de câncer 

(MARLEY; NAN, 2016). É mais frequente a ocorrência deste câncer em pessoas com mais de 

60 anos de idade associadas aos fatores de risco citados acima. O aumento da ingestão de 

gordura promove elevação na produção de ácidos biliares que são mutagênicos e citotóxicos. 

Igualmente acontece com peixes desidratados ou conservados com sal que aumentam o risco 

de câncer de 1,3 a 2,8% (MARLEY; NAN, 2016). 

Geralmente o CCR é detectado tardiamente e há dificuldade em detectar esse tipo de 

câncer em seu estágio inicial devido às suas insidiosas manifestações clínicas. Isso tem 

estimulado campanhas de prevenção do câncer colorretal e identificação de substâncias e/ou 

alimentos contendo moléculas com propriedades quimiopreventivas que podem inibir o 

câncer. Os sintomas e sinais iniciais vão depender do tipo de tumor e sua localização, tumores 

que ficam no cólon direito levam ao surgimento de diarreia e dor vaga no abdome (síndrome 

dispéptica). Em estágios mais avançados pode surgir anemia e outros sintomas, com tumor 

palpável no quadrante inferior direito. No entanto, os tumores do cólon esquerdo, aparecem 
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obstipação intestinal progressiva, fezes em fitas, escuras ou algumas vezes com sangue. Pode 

ocorrer algumas vezes alternância entre diarreia e constipação. Já nos tumores do reto o 

sangramento é frequente, misturado ou não com fezes, muco ou pus, bem como também a 

sensação de evacuação incompleta (BALLESTER et al., 2016).  

O diagnóstico das neoplasias colorretais é feita através do exame digital do reto, do 

teste das fezes para perda de sangue oculto, o enema de bário, a sigmoidoscopia, colonoscopia 

que devem ser acompanhadas por biópsia confirmatória (MOREIRA, 2012). 

Calcula-se que 75-80% dos casos de câncer colorretal sejam classificados como 

esporádicos (não hereditários) (DA SILVA et al., 2016). Existem duas vias moleculares da 

carcinogênese colorretal, a sequência adenoma-carcinoma e a via do reparo do 

emparelhamento errôneo (ou instabilidade microssatélite). Cada uma dessas vias mostra que 

há um acúmulo gradual e sequencial de quatro a cinco mutações genéticas diferentes (gene 

APC, ativação da proteína K-ras e mutação das proteínas p53 e DCC (Deleted in colorectal 

cancer) e genes de reparo do emparelhamento errôneo de DNA), onde causam mudanças 

histológicas e moleculares que levam á transformação do epitélio normal colônico para o 

fenótipo maligno e invasivo. (FEARON e VOGELSTEIN, 1990, RADTKE; CLEVERS, 

2005) (Figura 1).   

 

 Figura 1 - Alterações histopatológicas na carcinogênese  

 
        Fonte: Adaptado de Perse e Cerar, 2011 
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A maioria dos CCRs desenvolve-se através da via tradicional, também conhecida por 

via da instabilidade cromossômica, ou ainda, via “supressora”, ou sequência adenoma-

carcinoma. A lesão desta via mais precocemente identificada é a cripta aberrante que pode se 

apresentar em grupo, caracterizando os focos de criptas aberrantes (FCAs). Esses focos são 

criptas de Lieberkühn mais largas, com aberturas luminais alteradas, espessamento epitelial e 

hipercrômicas semelhantes aos adenomas diminutos que apresentam aumento da atividade 

proliferativa celular, displasia, produção do antígeno carcinoembrionário detectado por 

imuno-histoquímica e mutação do gene K-ras. São lesões microscópicas da mucosa, que 

algumas vezes antecedem o aparecimento de pólipos, podendo evoluir como focos de 

múltiplas criptas aberrantes (BIRD, 2000). 

O fator hereditário é uma causa importante no desenvolvimento da doença, e das 

formas hereditárias, o mais comum é o câncer colorretal hereditário não-polipóide (HNPCC), 

responsável por 20-30% destes, o que equivale 3% a 5% de todas as neoplasias colorretais. 

Nesse tipo de câncer o defeito genético é resultado de mutação nos genes reparadores do DNA 

(hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 e hMSH6), localizados nos cromossomos 2, 3 e 7 (COTTI 

et al., 2000).  

O câncer colorretal não-polipóide se desenvolve muito rápido, e muitas vezes é 

precedido por pouco ou nenhum pólipo, e ocorre em idade mais jovem, em localização mais 

proximal do cólon, ou em localizações múltiplas (tumores sincrônicos) por ocasião do 

diagnóstico ou durante o seguimento (tumores metacrônicos) (MENDONÇA et al., 2008; DA 

SILVA et al., 2016).  

Pesquisas revelaram que, histologicamente, tumores no cólon distal são na sua maioria 

adenomas e adenocarcinomas bem ou moderadamente diferenciados. No cólon proximal, os 

tumores são principalmente mal diferenciados, mucinosos, ou adenocarcinomas com célula de 

anel de sinete (PARK, GOODLAD; WRIGHT, 1997).  

As terapêuticas tradicionais usadas no tratamento do câncer empregam a cirurgia, 

quimioterapia e radioterapia. A escolha do tratamento ideal para um tipo de câncer em geral 

está baseada em ensaios clínicos com um grande número de pacientes, os quais indicam o 

melhor esquema terapêutico a ser utilizado. No entanto, ao longo dos ensaios clínicos pode-se 

encontrar uma grande variação de resposta entre os pacientes, indicando que uma melhor 

estratificação em subgrupos poderia apontar diferentes níveis de resposta a um esquema 

terapêutico empregado (EFFERTH, 2012). 
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1.2 Focos de Criptas Aberrantes (FCAs) 

 

A utilização de lesões preneoplásicas como biomarcadores de câncer colorretal não era 

possível até 1987, quando Bird desenvolveu um modelo de abordagem metodológica rápida e 

relativamente barata para detectar FCAs (focos de criptas aberrantes) (BIRD,1987; 

BIRD,1995). Ele utilizou roedores (ratos, hamsters e camundongos) tratados com 

carcinógenos químicos e corados em azul de metileno (BIRD, 2000).  

A partir de então, pesquisadores identificaram, biomarcadores adicionais da 

carcinogênese de cólon, como FCAs Dark (LU et al, 2008), FCAs Flat (PAULSEN et al, 

2005), FCAs displásico (OCHIAI et al, 2005), FDM (foco depletado de mucina) (CADERNI 

et al, 2003) e criptas acumuladas com β-catenina (BCAC) (YAMADA et al, 2000). 

Estudos que objetivam identificar os biomarcadores envolvidos na progressão do 

câncer e os processos por eles regulados ajudam no melhor direcionamento do tratamento, na 

medida em que são usados como base para a elaboração de ferramentas para o bloqueio 

molecular desses processos (SOUZA et al., 2014). 

Os mecanismos pelos quais os carcinógenos induzem criptas displásicas do cólon e a 

importância dessas criptas na gênese das neoplasias colônicas está bem reconhecida e 

documentada. Estudos para identificar e caracterizar essas criptas aberrantes e avaliar sua 

significância na gênese do câncer, já foram realizados e comprovados (BIRD, 1987). 

O uso do carcinogênico azoximetano (AOM) em camundongos induziu o crescimento 

de criptas colônicas maiores, mais grossas e mais escuras do que as criptas normais quando 

visualizadas com azul de metileno (a microscopia estereoscópica), e foram relatados pela 

primeira vez no epitélio do cólon de roedores, onde foram denominados de focos de criptas 

aberrantes (FCAs) (BIRD, 1987). Além disso, as criptas aberrantes encontradas em modelos 

de roedores têm aberturas luminais distorcidas, semelhantes a fendas e epitélios visivelmente 

espessados (BIRD, 1989).  

Outro fator observado é que a formação de criptas aberrantes em modelos de roedores 

é dose responsiva ao AOM, ou seja, o tamanho e o número de criptas por foco, bem como o 

tamanho do foco aumenta com doses crescentes do carcinógeno (MCLELLAN, 1988). Essas 

lesões são facilmente visíveis normalmente com o auxílio de um microscópio de dissecção 

com uma ampliação de 40 x (BIRD, 1987).  

Foram observadas pela primeira vez em humanos criptas aberrantes na mucosa 

colônica de pacientes com câncer colorretal em 1991. Esses achados revelaram que 

aglomerados de criptas encontrados na mucosa humana aparecem a microscopia 
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estereoscópica como criptas elevadas da superfície da mucosa normal do cólon periférica ao 

tumor (PRETLOW, 1991).  

Os FCAs são considerados precursores para o câncer colorretal. Assim intervenções e 

terapêuticas são direcionadas para alterar a fase dessas lesões ou interromper a progressão 

dessas á neoplasia, na tentativa de reverter ou prevenir a formação de FCAs. A formação 

desses focos acompanha mudanças na morfologia das criptas colônicas em ambas as doenças 

do intestino, benignas e adenocarcinomas. Considera-se a formação de FCAs a alteração 

observada mais precocemente. Como já citado, são visíveis a microscopia estereoscópica e 

microscopia ótica e são utilizadas como um biomarcador para o câncer colorretal 

(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). 

O número total de FCAs pode ser considerado um biomarcador válido somente numa 

fase muito precoce da carcinogênese, enquanto que, nas semanas subsequentes, os FCAs com 

as multiplicidades de criptas por foco (mais de cinco criptas) são considerados um 

biomarcador mais específico do que o número total de FCAs. Assim, numa etapa mais 

avançada da carcinogênese colorretal, o foco de cripta aberrante pode não ser por si só, um 

biomarcador intermediário confiável da carcinogênese do cólon, mas sim, a multiplicidade de 

criptas em cada foco de criptas aberrantes (BIRD; GOOD, 2000; RAJU, 2008).  

Na literatura há uma abundância considerável de descrições histopatológicas dos 

principais tipos de FCAs, que são grupos de lesões heterogêneas, e sua classificação em 

humanos encontrou-se uma considerável controvérsia. Microscopicamente, foi realizada uma 

diferenciação entre foco de cripta aberrante displásico e não displásico (constantemente 

incluindo foco de cripta aberrante hiperplásico serrilhado) (GUPTA; SCHOEN, 2009; 

STEVENS et al, 2008).  

Pesquisas publicadas reforçam a hipótese de que os FCAs displásicos são precursores 

do câncer colorretal, pelo menos com base na histopatologia, e são considerados como 

biomarcadores, havendo algumas indicações de que FCAs tem fatores comuns com 

adenomas. Estão esgotadas em mucina, têm origem monoclonal, demonstram displasia 

superficial a profunda, são hiperproliferativos, e evidenciam coloração nuclear para β-

catenina (BIRD, 1995; GUPTA, PRETLOW, SCHOEN, 2007, MORI, et al, 2004; CHENG, 

MAO-DE, 2003; ALRAWI, et al, 2006). Principalmente, para aqueles focos de criptas 

aberrantes vistos em carcinogênicos ou modelos animais transgênicos para câncer colorretal 

(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010).  

Para melhor se entender a patogênese do câncer do cólon e para avaliar a progressão 

dos FCAs em estudos de carcinogênese experimental, deve-se usar a multiplicidade de criptas 



 

25 

como um parâmetro importante (CHENG; LAI, 2003). 

Na figura 2, ilustra-se três tipos de focos de criptas aberrantes e caminhos previsíveis 

da carcinogênese cólica. A inserção mostra o padrão especulado da zona de proliferação na 

cripta de subtipos de FCAs. Esse esquema supõe uma transição de criptas de normal para 

FCAs displásicas mostrando morfometria nuclear (azul escuro é FCAs, roxo é o núcleo 

estratificado). Três tipos de FCAs displásicas são citados na literatura: os focos de depleção 

de mucina (FDM, células em cálice em rosa são perdidos e substituídos por núcleos 

estratificados em roxo, marrom representam β-catenina que pode se acumular em FDM), 

criptas com acumulo de β-catenina (BCAC, marrom apresentando β-catenina nuclear dentro 

das criptas) e flat-displasica FCAs (flat FCAs, marrom é β-catenina e dentro altamente 

displasica e pleiomorficas) (WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). 

 

  Figura 2- Três tipos de focos de criptas aberrantes (FCAs) 

  
Fonte: Adaptado de WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010.  

 

É possível caracterizar os perfis genéticos do FCAs para avaliar seus riscos de 

progressão para câncer, isso devido ao advento de novos ensaios de biologia molecular 

(ALRAWI et al, 2006). Esses ensaios consistem em silenciamento epigenético, mutação 

genética, instabilidade de microssatélites e perda de heterozigosidade (HEINEN et al, 1996; 
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WANG et al, 2001).  

Na formação de FCAs ocorre um processo de várias etapas e existem várias mutações 

consideráveis que ocorrem em diferentes tempos dentro do desenvolvimento da cripta. A 

análise do estado mutacional genética dentro de FCAs pode ajudar a definir o poder 

carcinogênico das criptas, embora algumas características sejam mais adequadas para serem 

estudadas em estágios posteriores do desenvolvimento do pólipo (ORLANDO, et al, 2008). 

Pesquisa realizada mostrou a ocorrência de p53 mutante em 42% de FCAs, mas estudos 

posteriores mostraram que a perda de p53 não ocorre muito nos FCAs, mas sim, mais 

frequentemente, em estágios posteriores do desenvolvimento do pólipo (ORLANDO, et al, 

2008).  

As mutações do gene k-ras no modelo de carcinogênese química em ratos são tão 

frequentes como na carcinogênese colorretal em humanos. Da mesma maneira que ocorre em 

seres humanos, observou-se uma mutação de k-ras mais frequentemente em FCAs com 

epitélio hiperplásico do que em FCAs com características displásicas (MCLELLAN, 

MEDLINE; BIRD, 1991; TAKAHASHI et al, 2000; STOPERA, MURPHY e BIRD,1992; 

PERSE, MLINARIC e CERAR, 2010).  

A presença de instabilidade de microsatélites (IMS) também é outro aspecto a 

caracterizar FCAs e acontece durante o estágio inicial de FCAs com um alto grau de 

frequência (HEINEN et al, 1996; PEDRONI, et al, 2001; GREENSPAN, et al, 2007). Apesar 

de a IMS ser um fator no câncer colorretal não-polipose hereditário (HNPCC) (PEDRONI, et 

al, 2001), e em menor frequência na carcinogênese colorretal esporádica, ainda pode 

representar um alvo diagnóstico na formação de FCAs. A perda de heterozigosidade (LOH) 

tem sido normalmente associada a etapas posteriores da carcinogênese e na formação de 

FCAs não é notada com frequência, mas trabalhos recentes têm mostrado que a LOH em 

algumas áreas pode ocorrer possivelmente antes das mutações da APC (LUO, et al, 2006). 

Existem inúmeros outros componentes genéticos de FCAs, e a análise histopatológica 

juntamente com as assinaturas moleculares reforçam a evidência de que FCAs podem ser 

úteis como biomarcadores de câncer colorretal (CHO, et al, 2008; WARGOVICH; BROWN; 

MORRIS, 2010). 

Em numerosos estudos têm sido usado os FCAs como marcadores de CCR e estes 

variaram desde ensaios clínicos testando terapêutica experimental em pacientes com HNPCC 

até a documentação de FCAs em pacientes com carcinomas de cólon esporádicos (CHAN, et 

al, 2002; PEDRONI, et al, 2001; CHO, et al, 2008). O lúmen intestinal é um ambiente em 

constante mudança e de grande volume de renovação celular onde se faz rastreamento de 



 

27 

desenvolvimento de FCAs. Por outro lado, nem todos os FCAs culminarão em tumores e para 

alguns indivíduos as características moleculares de FCAs variam de um padrão correlativo 

elevado de possível progressão a câncer para características mais remanescentes de tecido 

mucoso saudável e normal (LANCE; HAMILTON, 2008; HEINEN et al, 1996).  

Os FCAs displásicos podem, de fato, ter uma maior correlação de progressão para 

carcinomas. O uso de identificação microscópica de maior potência e diagnóstico molecular 

dos tecidos aliviarão algumas limitações no uso de FCAs como biomarcadores de CCR 

(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). 

No entanto, um subconjunto de FCAs que apresentam displasia, caracterizada ainda 

pela alteração de vias genéticas que controlam a proliferação celular, são potencialmente úteis 

como marcadores para avaliar indivíduos de alto risco, risco futuro em indivíduos 

assintomáticos e alvos atuais para compostos quimioterápicos e quimiopreventivos. Essas 

conclusões são baseadas na evidência de que FCAs demonstram semelhanças histológicas 

com adenomas e adenocarcinomas de cólon e compartilham defeitos moleculares com pelo 

menos alguns tumores colorretais (WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). 

Existem, portanto, três tipos de FCAs displásicos. Focos de depleção de mucina-FDM; 

FCAs de criptas com acumulo de β-catenina-BCAC; e FCAs flat-displasica-flat FCAs 

(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). Dentre eles, os focos de depleção de mucina 

(FDM), ou seja, com redução acentuada do teor de mucina são importantes marcadores para 

lesões preneoplásicas do câncer colorretal. 

Agentes quimiopreventivos seriam aqueles com a capacidade de modularem a 

mutagenicidade e/ou a carcinogênese. Quando estes agem interferindo sobre a mutagênese, 

são considerados antimutagênicos e quando interferem nos processos da carcinogênese, são 

chamados de anticarcinogênicos (DASHWOOD, 2002). Nos estudos da área de mutagênese o 

poder quimiopreventivo de uma substância é testado contrastando o suposto antimutagênico 

com uma substância sabidamente mutagênica, e depois se observando se houve uma redução 

das lesões produzidas no DNA (LUIZ, 2002). 

Alterações gênicas envolvidas na formação destas criptas aberrantes decorrem, 

algumas vezes, da atividade genotóxica de carcinógenos químicos. Nesse sentido, a avaliação 

dessa atividade completaria o estudo dos fatores envolvidos com o aspecto morfológico 

daquelas lesões pré-neoplásicas. Entretanto, a melhor maneira de avalia-las seria, não só em 

células intestinais, mas também em células de alto turnover, como as células do sangue e 

medula óssea, as quais estão disponíveis também em maior quantidade (SAMPAIO et al., 

2012). 
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1.3 Carcinogênese química /Azoximetano (AOM) 

 

O protagonismo no desenvolvimento de modelos experimentais para avaliação de 

criptas aberrantes como dissemos anteriormente, coube a Bird, 1987 e 1995. Nesse modelo 

observa-se semelhanças nos aspectos genéticos, morfológicos e histopatológicos aos seres 

humanos, proporcionando mais conhecimento sobre a progressão biológica dessa doença, 

ajudando a elucidar caminhos moleculares, identificando novos biomarcadores, assim como a 

identificação de metas terapêuticas e novas estratégias de prevenção (WASHINGTON et al., 

2013).  

Os dois agentes mais empregados na carcinogênese química são 1,2-dimetilhidrazina - 

DMH e/ou seu metabólito, o azoximetano - AOM. O azoximetano administrado na dose de 

15mg/kg de peso em duas doses via intraperitoneal em ratos, induzem a formação de 

biomarcadores intermediários de carcinogênese colorretal denominados focos de criptas 

aberrantes (FCAs), em estudos de curta duração 8-12 semanas após a aplicação, ou tumores 

do cólon por 40 semanas, mais tarde, portanto, em estudo de longo prazo (BIRD, 1998; 

FEMIA; CADERNI, 2008).  

Alguns estudos mostram que o modelo de DMH / AOM em ratos possui muitas 

características encontradas no CCR esporádico humano. Esse processo ocorre através de 

múltiplos passos caracterizados pela sequência de lesões histopatológicas parecidas às 

observadas na carcinogênese espontânea em humanos, incluindo semelhanças na resposta a 

alguns agentes promocionais e preventivos observados na clínica (CARDENI, et al, 2003; 

PERSE e CERAR, 2011). Desta forma torna-se uma ferramenta importante para o estudo de 

diferentes CCRs que não pode ser, obviamente, estudado em seres humanos (PERSE e 

CERAR, 2011).  

O CCR induzido pelo AOM envolve múltiplas alterações gênicas, assim como em 

CCR em humanos. Uma das vias que envolvem tumores de cólon encontrado em modelo de 

carcinogênese em roedores apresenta mutações no gene supressor de tumor APC/β-catenina, 

ativação da proteína K-ras, mutações das proteínas p53 e podem também ocorrer através da 

instabilidade de microsatélite (MSI), ou instabilidade cromossômica. O azoximetano aumenta 

a expressão do gene c-fos e a diminuição do gene c-myc, como também a mutação do gene k-

ras (BIRD, 1995). 

Além de mutações gênicas, defeitos moleculares e celulares são encontrados em 

modelos de carcinogênese de CCR em ratos, assim como em humanos. Essas alterações 

envolvem vários caminhos que são via de Wnt/β-catenina, via K-ras, via da sinalização do 
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fator de crescimento β (TGF-β) e do processo inflamatório relacionado.  

O TGF-β, em células normais exerce efeito supressor de tumor, pois essa enzima 

funciona parando o ciclo celular no estágio G1, estancando a proliferação celular, induzindo a 

diferenciação e promovendo a apoptose. No entanto, em adenocarcinomas induzido por AOM 

em ratos, ela fica superexpressa juntamente com a superexpressão da COX-2, enzima 

responsável pela formação de prostaglandinas, sugerindo que a última seja consequência do 

aumento da atividade do TGF-β. Da mesma forma a superexpressão de iNOS, enzima 

responsável pela formação de óxido nítrico, também está presente no carcinoma induzido pelo 

AOM. Ambas as enzimas estão diretamente envolvidas no processo inflamatório e modelos 

inibidores destas ressaltam seu envolvimento no estabelecimento do carcinoma colorretal. 

(TAKAHASHI e WAKABAYASHI, 2004; FEMIA et al, 2008). Aumento da expressão de 

iNOS e COX-2 em células epiteliais frequentemente foram observados em FCAs displásicas, 

em adenomas e carcinogênese colorretal induzida por DMH / AOM (TAKAHASHI et al, 

2000). 

O AOM é um metabólito ativo do DMH e foi usado em vários modelos experimentais 

de câncer colorretal em ratos e camundongos. É metabolizado no fígado onde é ativado por 

oxidação gerando então, compostos reativos fundamentais para a carcinogênese química, que 

são metilazoximetanol e íon metildiazóxido, que depois chegam até o cólon através da 

corrente sanguínea ou pela via biliar na forma de glucoronídeo conjugado. Depois de ativado 

o DNA é metilado principalmente nas posições N⁷- e O⁶- da guanina (CARDENI, et al, 2003; 

LAHOUAR, et al, 2014). Induz então, a metilação DNA O⁶- metilguanina, que, se não for 

reparada, pode disparar timidina durante a replicação do DNA, resultando em uma transição 

G: C para A: T (PERSE e CERAR, 2011), gerando instabilidade no DNA. 

O metabólito cancerígeno final de DMH e AOM é responsável pela metilação das 

bases de DNA de células de vários órgãos, incluindo as células epiteliais no compartimento 

proliferativo das criptas, o que resulta em grande perda de células colônicas por apoptose, 

aumento da sua proliferação e um aumento aparente nas mutações das células epiteliais 

colorretais (CHANG, 1984). Além do intestino grosso e delgado, os órgãos mais afetados por 

esse carcinógeno durante a indução de câncer de cólon são o fígado e os pulmões (CHAN, 

COOK, STANNERS, 2006). 

O uso do modelo DMH / AOM permite monitorar o desenvolvimento de CCR em 

condições experimentais definidas, mesmo não sendo iguais à complexidade da doença 

humana e não possam substituir os estudos com o material do paciente, servem como uma 

estratégia para estudar os eventos moleculares do CCR e para desenvolver e avaliar novos 
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agentes quimiopreventivos para o câncer. Já produziram informações muito importantes a 

respeito da histologia e bioquímica do desenvolvimento tumoral, bem como sobre fatores que 

retardam ou aceleram a tumorigênese (PERSE e CERAR, 2011).  

Para se fazer tratamento quimiopreventivo pode-se usar a substância antes da 

exposição ao carcinógeno, durante a fase de iniciação, durante a fase de promoção ou 

progressão, ou através de ambas as fases. Esses protocolos, que foram detalhados por Bird, 

1998 e Femia e Caderni, 2008, são usados para avaliar os efeitos promocionais ou de proteção 

de substâncias usadas e quando acompanhados de perto, fornecem dados bastante 

reprodutíveis (PERSE e CERAR, 2011). 

 

 

1.4 Própolis  

 

1.4.1 Aspectos gerais 

 

Própolis é um produto resinoso, balsâmico coletado por abelhas africanizadas Apis 

mellifera L., adquiridos a partir da casca das árvores e brotos de folhas, onde esse material é 

misturado pelas abelhas às suas enzimas salivares, a cera e pólen (GHISALBERTI, 1979; 

MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al., 2000). Ela é usada para vedar a colmeia, protegê-la 

contra micro-organismo, isolamento térmico e com ela as abelhas revestem toda a parede 

interna da colmeia (MARCUCCI, 1995; MARCUCCI, 2001; PEREIRA. et al., 2015). A 

palavra própolis é de origem grega e significa: pro – a favor de e polis – cidade, em defesa da 

cidade ou da colmeia (NOGUEIRA-NETO, 1997; CASTALDO e CAPASSO, 2002; CUNHA 

et al., 2004).     

Utilizada pelo homem desde o Egito antigo e à Mesopotâmia, cerca de 1700 a.C., a 

própolis era chamada de “cera negra”. Os primeiros registros relatam que era utilizada pelo 

homem como um dos materiais para embalsamar os mortos (CASTALDO e CAPASSO, 2002; 

PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002; MATSUNO, 1997).  Hipócrates usava a 

própolis como cicatrizante, e Plínio, em Roma, a utilizavam para reduzir inchaços e aliviar 

dores (IOIRISH, 1982). Hoje em dia, a indústria farmacêutica mundialmente comercializa a 

própolis como medicamento alternativo (LOTTI et al., 2010).  

A própolis é basicamente composta de 50-60% de resinas e bálsamos aromáticos, 30-

40% de ceras, 5-10% de óleos essenciais e até 5% de outras substâncias. Encontra-se ainda 

em sua composição, micro-elementos como alumínio, cálcio, estrôncio, ferro, cobre, 
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manganês, magnésio, silício, titânio, bromo, zinco e vitaminas B1, B2, B6, C e E 

(GHISALBERTI, 1979). Quando a temperatura é fria, em torno de 15ᵒC a própolis torna-se 

dura e quebradiça, e quando submetida a uma temperatura quente, mais ou menos 30ᵒC, ela 

torna-se suave e pegajosa (VANHAELEN; VANHAELEN-FASTRÉ, 1979; GHISALBERTI, 

1979).  

O voo das abelhas Apis mellifera alcançam um raio de cerca de 4-5 km em torno da 

colmeia, de onde essas coletam resina para a própolis, pólen e néctar para alimentação. Não se 

conhece o motivo da seletividade das abelhas coletoras por determinada vegetação, mas sabe-

se que elas são bastante seletivas (PEREIRA. et al., 2015).  

A própolis pode ter cores variadas: negra, amarela, marrom, verde e vermelha, 

características essas que estão relacionadas com o tipo de vegetação circundando a colmeia 

(ALENCAR et al., 2007). A própolis brasileira tem uma composição diversificada em virtude 

da rica botânica do Brasil. Doze tipos diferentes de própolis brasileira foram relatados por 

Park et al., 2002, baseado na sua composição química, e localização geográfica.  

O tipo de vegetação em torno do apiário irá definir a composição química de um 

determinado tipo de própolis, que por sua vez é dependente do produto químico constituinte 

da resina recolhida pelas abelhas. E consequentemente, irá determinar as propriedades 

medicinais e biológicas dos diversos tipos de própolis. Assim sendo, as própolis coletadas em 

diferentes estações do ano, em diferentes regiões geográficas, em uma determinada área ou 

um tempo determinado do ano, variam na sua composição química, e podem ser ligadas ao 

seu significado biológico ou aplicações médicas. (GHISALBERTI et al., 1979; MARCUCCI, 

1995; SFORCIN, 2000;CASTRO et al., 2007; SIMÕES-AMBROSIO et al., 2010). 

Essas variações em relação à composição química que influenciam as atividades 

farmacológicas da própolis são, porém, um grande desafio para a descoberta de novas drogas, 

pois esse é um produto que tem potencial aplicação médica. Entretanto, a caracterização da 

sua composição precisa ser definida (PEREIRA et al., 2002; LOTTI et al., 2010; SFORCIN et 

al., 2011). 

Existe no Brasil um grande consumo de produtos naturais, principalmente devido à 

influência cultural e variedade de biomas o que contribui para a implantação dos mesmos nos 

sistemas de cuidado a saúde (OLIVEIRA et al., 2012). A descoberta de novos compostos 

químicos tem sido alvo de vários estudos que focam principalmente a utilização de moléculas 

oriundas de produtos naturais (KUMAR et al., 2007). 

A própolis é utilizada atualmente de várias maneiras na medicina popular, constatou-se 

a existência de aproximadamente noventa produtos a base de própolis e está disponível no 
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mercado na forma de cápsulas, como um extrato (hidroalcoólico ou glicólico), na forma de pó 

como enxaguatório bucal, entre outras (CASTALDO e CAPASSO, 2002; SOARES et al., 

2006, LUSTOSA et al, 2008). É utilizada também em cosméticos e na indústria alimentícia, 

como alimentos funcionais (ALENCAR et al., 2005; SFORCIN et al., 2000). Como exemplo 

tem-se cápsulas, condicionadores, xampus, sabonetes, dentifrícios, batons, balas, chás, 

protetores solares, géis pós-barba, cremes, pomadas, etc. (LUSTOSA et al, 2008).  

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA denomina os produtos que 

contêm própolis como opoterápicos (ANVISA, 2016). Os opoterápicos são preparações 

obtidas a partir de glândulas, tecidos, outros órgãos e secreções animais destinadas a fim 

terapêutico ou medicinal que apresentam indicações terapêuticas podem ser registrados como 

medicamentos específicos, segundo a RESOLUÇÃO - RDC NO -24, DE 14 de junho de 2011 

(atualizada até A RDC 97 de 01 DE agosto de 2016) e a maioria dos produtos à base de 

própolis comercializadas no Brasil possui registro (BRASIL, 2001).  

Burdock, 1998, relatou inúmeras propriedades farmacológicas da própolis. Dentre 

outras, atividades antibióticas, antifúngicas, antivirais e antitumorais. Essas propriedades são 

devido à rica variedade de constituintes da própolis.  

Corroborando com as ideias de Burdock, 1998, a literatura científica vem relatando, 

nos últimos anos, as propriedades farmacológicas da própolis, tais como atividades 

antimicrobianas (MARCUCCI et al., 2001); bacteriostática e bactericida, antifúngica 

(MURAD et al., 2002, SIQUEIRA et al., 2008), virustática e virucida, antioxidante (AHN et 

al., 2004, CABRAL et al., 2009; FROZZA et al., 2013), antitumoral (ORSOLIC et al., 2005; 

PADMAVATHI et al., 2006, PINHEIRO et al., 2014), antiinflamatória, cicatrizante, 

reparadora tissular, anestésica (REIS et al., 2000, ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al., 

2013), citotóxica (FRANCHI et al., 2012), contra parasitas intestinais e sanguíneos, 

antimutagênica e contra doenças cardiovasculares e respiratórias (FONTANA et al., 2004; 

GARCIA et al., 2004; POTIN et al., 2008).  

Mas a composição do produto varia muito, sendo esse o principal fator que dificulta 

uma padronização química da própolis. Os diferentes tipos genéticos das abelhas que 

fabricam a própolis também interferem da qualidade do produto (BARBOSA, 2009). 

Dentre as varias atividades farmacológicas da própolis, uma das mais estudadas é sua 

atividade antineoplásica. Pesquisadores tem se empenhado em isolar compostos contidos em 

amostras de própolis de diversas procedências com o intuito de achar novas drogas para 

conter o avanço dos diversos tipos de neoplasias (PEREIRA. et al., 2015; SFORCIN et al., 

2016). 
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Marcucci, 1995, relatou mais de 200 compostos no extrato etanólico de própolis. O 

maior grupo dos componentes são os flavonoides, pois estão presentes em todo o reino 

vegetal e presumidamente nas plantas em que as abelhas colhem o material para a fabricação 

da própolis (BURDOCK,1998).  

 

 

1.4.2 Própolis vermelha brasileira (PVB) 

 

Um novo tipo de própolis brasileira chamado de própolis vermelha foi relatado por 

Daugsch, 2007, às margens do mar e dos rios do Nordeste do Brasil. Esse tipo de própolis 

possui novos compostos bioativos em sua composição, de acordo com Alencar et al., 2007, 

como também importante atividade antioxidante (OLDONI et al., 2011).  

A própolis vermelha brasileira (PVB) é encontrada nos Estados de Alagoas, Paraíba, 

Pernambuco, Sergipe, Ceará e Bahia (BATISTA et al., 2012). Para a produção desse tipo de 

própolis as abelhas colhem principalmente o exsudado resinoso vermelho da Dalbergia 

ecastophyllum (L) Taub (Leguminosae), conhecida popularmente como rabo de bugio, rabo de 

macaco, marmelo do mangue, marmeleiro da praia, moeda de videira, entre outros, que habita 

nas proximidades das colmeias nessa região do Brasil. Estudos mostraram que essa planta é a 

principal fonte desse produto natural, pois a resina da própolis e da planta em questão 

apresentaram altas porcentagens das mesmas isoflavonas (DAUGSCH et al., 2008; SILVA et 

al., 2008). 

Foram identificadas novas substâncias na própolis vermelha com propriedades 

farmacológicas potencialmente antitumorais, analgésicas e antimicrobianas. Ensaios in vitro 

desenvolvidos nos laboratórios da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP em 

colaboração com a Faculdade de Ciências Médicas comprovaram que este último é capaz de 

induzir a apoptose (morte programada) em células leucêmicas humanas (FRANCHI et. al., 

2012). 

Foram achados em altas quantidades na própolis vermelha (PVB) as 

proantocianidinas, ou taninos condensados, substâncias que parecem ter um alto grau de 

correlação com a concentração de fenóis e que não são relatadas como constituintes de 

amostras de outras própolis (MAYWORM et al., 2014).  

Pesquisas sugerem que a PVB pode desempenhar uma via metabólica e proteger as 

células contra o estresse oxidativo, mas são necessárias mais pesquisas para confirmar seu 

potencial, por exemplo, como um antioxidante dietético ou ingrediente de uma formulação 
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farmacêutica. Embora existam vários estudos que corroboram o potencial de atividade 

antioxidante da própolis, em geral, não há dados robustos sobre a dose segura em seres 

humanos (DALEPRANE, ABDALLA; 2013). 

Foram avaliados os efeitos de onze compostos fenólicos extraídos da PVB sobre a 

estabilidade oxidativa de uma emulsão funcional. A emulsão consistiu em óleo de echium 

como fonte de ômega 3 (ω-3 FA); a-linolénico; ácido estearidónico; e ésteres de esterol 

vegetal (PSE), sem ou com compostos fenólicos. Hidroperóxido, substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), malondialdeído e os produtos de oxidação de fitosterol (POPs) foram 

avaliados como marcadores, e a capacidade de absorção de radicais de oxigênio (ORAC) foi 

também testada. Os autores descobriram que o ácido sinápico e a rutina (200 ppm) obtidos da 

própolis mostraram a mesma atividade antioxidante que a tert-butil-hidroquinona (padrão 

antioxidante), e devem ser investigados como potenciais antioxidantes naturais a serem 

aplicados em emulsão funcional contendo ω-3 FA e PSE (ESPINOSA et al; 2015). 

Os estudos publicados até o presente sobre PVB e seus compostos isolados, mostram 

resultados promissores em relação às propriedades de eliminação de radicais livres e 

capacidade de agir como biomarcadores antioxidantes, tais como superóxido dismutase e 

catalase (FREIRES et al; 2016).  

A seletividade é um parâmetro importante quando se avalia a eficácia anticancerígena 

de uma dada amostra. Na maioria dos casos, as amostras de PVB foram seletivas para as 

células tumorais ensaiadas. Além disso, a eficácia antitumoral da PVB era comparável a 

fármacos anticancerígenos clinicamente utilizados, como o 5-fluorouracil e o doxorrubicina, 

contra as linhas celulares testadas (LI et al; 2008).  

Os principais mecanismos antiproliferativos da PVB (e própolis em geral) e seus 

compostos isolados incluem o bloqueio do ciclo celular, a indução da apoptose via caspase-3, 

a inibição da proliferação celular através de vias metabólicas, e inibição de desenvolvimento e 

angiogênese. Os achados relatados até agora sugerem que a PVB e alguns de seus 

constituintes atuem por meio de todos esses mecanismos e, portanto, poderiam ser bons 

candidatos para futuros desenvolvimento de fármacos anticancerígenos (FREIRES et al; 

2016). 

O câncer com seu acelerado ritmo vêm acompanhados de morbidades e mortalidades, 

e o tratamento corriqueiro tem sido a remoção do tumor, seguida pela quimioterapia, 

radioterapia ou imunoterapia. Mas a resistência a esses tratamentos convencionais tem levado 

a descobertas da medicina alternativa complementar (MAC) e ela tem surgido como uma 

estratégia de apoio. A própolis tem demonstrado eficácia em vários estudos realizados, onde 
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induz resposta antitumoral isoladamente ou em conjunto com outras drogas (PATEL, 2015).  

Embora reconhecendo a inevitabilidade da terapia convencional, o papel das 

medicinas alternativas, como a própolis não deve ser rejeitado. Os mecanismos inibitórios da 

própolis são variados, pois atua em diferentes alvos do metabolismo do câncer. As vias 

cruciais têm sido reveladas na prevenção da progressão metastática; no bloqueio de 

localização nuclear de NF-kB com modulação da expressão do gene; na inativação da matriz 

da metaloproteinases (MMP); e na indução de supressores tumorais, na qualidade de inibidor 

da histona-desacetilase para a terapia epigenética (PATEL, 2015).  

Mas, segundo Patel 2015, o uso da própolis de forma impactante requer estudos 

adicionais, com ênfase aumentada na dose-resposta e relação estrutura-função, como também 

é necessário que tenha um controle de qualidade padronizada e design impecável, 

indispensável para ensaios clínicos (PATEL, 2015). 

Pesquisas mostram que 48,6% dos novos fármacos anticancerígenos são produtos 

naturais ou compostos derivados diretamente deles (NEWMAN; CRAGG; 2012). Estas 

conclusões apoiam a jornada bem-sucedida de descoberta de fármacos em fontes naturais e 

promove uma busca ativa de novos fármacos quimioterápicos, esses candidatos capazes de 

superar as deficiências (por exemplo, para células hospedeiras) de monodrogas sintéticas. O 

número crescente de publicações das propriedades antiproliferativas da PVB e seus 

constituintes revela seu potencial no desenvolvimento de agentes anticancerígenos (FREIRES 

et al; 2016).  

Devido a uma composição química muito variada, a PVB exibe uma ampla gama de 

propriedades biológicas e tem um grande impacto contra uma série de doenças humanas com 

agentes antimicrobianos, anti-inflamatória, antioxidante, anticancerígena, dentre outros. 

Assim, pesquisas químicas e biológicas mostraram que alguns compostos da PVB têm alto 

potencial para se tornarem drogas alopáticas ou mesmo fitoterápicas. Por outro lado, os 

estudos sugerem que o extrato de PVB pode também ser usado como um poderoso e efetivo 

alimento funcional. A própolis já é conhecida como tal em muitos países com legislação 

avançada, como o Japão. Em ambos os cenários, (farmacêutico e funcional), a PVB parece 

agregar não somente benefícios à saúde da comunidade, mas também valor econômico 

internacional. Sendo assim, são necessários estudos aprofundados dos aspectos toxicológicos, 

bem como na eficácia clínica e segurança em seres humanos (FREIRES et al; 2016). 

A seguir na tabela 1, estão algumas das ações farmacológicas da própolis vermelha 

observadas por vários pesquisadores:  
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TABELA 1- Ações farmacológicas dos componentes da própolis vermelha brasileira (PVB)  

Substância  Ações Farmacológicas Autores/Ano 

Extrato alcoólico de própolis 

vermelha 

Antifúngica SIQUEIRA et al., 2008;  PIPPI, 

2015;  BEZERRA et al, 2015 

Extrato etanólico da própolis 

vermelha 

Atividade citotóxica em células 

leucêmicas humanas 

FRANCHI et al., 2012 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira  

Citotoxicidade contra células de 

câncer pancreático humano PANC-

1 

AWALE et al., 2008 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Contra células tumorais tipo HeLa ALENCAR et al., 2007 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Inibir células tumorais Hep-2, 

HeLa e HEK-293 

FROZZA et al., 2013 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Atividade antibacteriana contra 

micro-organismos orais e também 

contra micro-organismos 

potencialmente envolvidos em 

infecções sistêmicas ou focais 

FREIRES et al; 2016 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Cicatrização BATISTA et al., 2012; ALMEIDA 

et al., 2013; SOUZA et al., 2013 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira  

Anti-inflamatória e cicatrizante ALBUQUERQUE-JÚNIOR et al., 

2009; ALMEIDA et al., 2013 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Inibição da ciclooxigenase, inibição 

de prostanóides (especialmente 

PGE2) e pró-inflamatórios 

citocinas 

MIRZOEVA, CALDER, 1996; 

HU, et al. 2005 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Redução na atividade iNOS FRANCHIN, et al, 2013; KIM et 

al, 2008 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Redução da adesão leucocitária ROSALEN et al, 2014 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Reduzida atividade enzimática 

durante o processo de cicatrização 

e inibição de TNF-α 

TAKAHASHI, et al, 2015 

Extrato etanólico de própolis Ccitotóxica para as células HeLa 

(adenocarcinoma cervical humano). 

E, inibe Hep-2 (carcinoma 

epidermóide laríngeo humano) 

FROZZA et al; 2014 

Extrato etanólico de própolis Tratamento da obesidade LIO et al., 2010 

Extrato etanólico de própolis Função hipotensiva, efeitos 

renoprotetores e stress oxidativo 

TELES et al; 2015 

Extrato etanólico da própolis 

vermelha  

Atividade anticolinesterásica AGUIAR et al, 2018 

Extratos de própolis vermelha 

brasileira 

Anticancerígeno -  SF-295 

(glioblastoma), OVCAR-8 (ovário) 

e HCT-116 (cólon) 

MENDONÇA et al. 2015 

Ácidos fenólicos e flavonóides Ação antimicrobiana SILVA et al. 2015 

Flavonóides - quercetina e crisina e 

um ácido fenólico -ácido ferúlico;  

e 3,4,2',3'-tetraidroxicalcona e C-

glicosídeo flavona 

Antioxidante e antimicrobiana SILVA et al. 2008; RIGHI et al., 

2011 

Flavonóides e ácidos fenólicos - 

rutina, liquiritigenina, daidzeína, 

pinobanksina, quercetina, 

dalbergina, pinocembrina, 

biochanina A, formononetina, 

isoliquiritigenina, medicarpina, 

entre outros 

Atividade antioxidante e anti-

inflamatória 

DAUGSCH et al., 2008; AWALE 

et al., 2008; SILVA et al., 2008; 

FROZZA et al., 2013; 

DALEPRANE et al, 2011e 2012;  

AGUIAR et al, 2018 

Formononetina Antitumoral inibindo a proliferação 

de células prostáticas cancerígenas 

YE et al., 2012 e CHEN et al., 

2013 
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Fonte: Próprio autor 

 

1.5 Goma Arábica (GA) ou Goma Acácia 

 

A goma acácia /arábica (GA) é uma secreção das árvores de acácia, das quais existem 

mais de 900 espécies espalhadas pelas áreas tropicais e subtropicais da região Saheliana 

(África), e é considerada a mais antiga e a mais conhecida entre as gomas naturais. As gomas 

são hidrocolóides vegetais naturais que podem ser classificadas como polissacarídeos 

aniônicos, não iônicos ou como sais de polissacarídeos. Porém, apenas duas espécies 

produzem seiva para a produção da goma: Senegal e Seyal. As árvores que produzem a goma 

acácia são espinhosas, têm cerca de seis metros de altura e produzem, em média, 300 gramas 

de goma por ano (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009).  

É constituída, principalmente por arabina, uma mistura complexa de sais de cálcio, 

magnésio e potássio do ácido arábico, e composta também de duas frações: a primeira 

composta de polissacarídeos, os quais apresentam pouco ou nenhum material nitrogenado 

(70% da composição da goma), e a segunda fração composta de moléculas de elevado peso 

molecular e proteínas integrantes da estrutura (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009). 

O primeiro relato de aplicação da goma arábica é dado a mais de 5.000 anos atrás pelo 

povo egípcio que utilizava a goma como agente de liga para cosméticos e para pigmentos 

utilizados nas pinturas de inscrições hieroglíficas (DIETRICH, 2015). 

Nesses seus mais de 5.000 anos de história, a goma acácia já foi chamada por diversos 

humanas e células cancerígenas 

mamárias de ratos 

Formononetina Efeito modulador na carcinogênese 

dérmica quimicamente induzida 

PINHEIRO et al. 2014 

7-hidroxi-6-metoxiflavanona e 

mucronulatol 

Atividade antitumoral para 

melanomas e fibrossarcomas 

LI et al., 2008 

Isoflavonas - dihidroxiisoflavona, 

homopterocarpina, medicarpina e 

4’,7-dimethoxi-2’ 

Anticancerígena, antibacteriana e 

antioxidante 

ALENCAR et al, 2007, CABRAL 

et al, 2009 

Neovestitol-vestitol Ação antimicrobiana e Anti-

inflamatória 

DAUGSCH, 2007, BUENO-

SILVA et al., 2013;  BUENO-

SILVA et al, 2013; e  FREIRES et 

al; 2016; BUENO-SILVA  et al., 

2013;  ABREU, 2008;  ROSALEN 

et al, 2014;  KAIDAMA, 

GACCHE, 2015 

Polifenóis do extrato de própolis 

vermelha brasileira 

Redução de lesões ateroscleróticas, 

modulando fatores angiogênicos e 

inflamatórios 

DALEPRANE et al., 2012;  LIO et 

al., 2012 

Quercetina e luteolina Efeito antiangiogênico e 

anticancerígenos 

RAVISHANKAR et al; 2015;  

DALEPRANE et al, 2011e 2012 

Vestitol,  neovestitol e 

isoliquiritigenina, 

Atividade antioxidante e ação 

antimicrobiana 

OLDONI et al., 2011 
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nomes como: goma egípcia por ter sido chamada assim por Teofrasto (filósofo da Grécia 

Antiga), goma turca por ter sido comercializada em portos controlados pelo Império Turco na 

Idade Média, goma indiana por ter sido comercializada na região de Bombay (nas Índias) e 

goma arábica, nome pelo qual ainda é chamada, por ter sido introduzida no continente 

europeu através de portos árabes (DIETRICH, 2015). 

A goma arábica, ou goma acácia são frequentemente produzidas pelas plantas 

superiores como proteção depois de uma agressão, algumas plantas que crescem em 

ambientes semiáridos produzem exsudatos gomosos em grandes quantidades quando seu 

córtex é agredido e isso serve para vedar o corte e evitar a desidratação (ALI, ZIADA e 

BLUNDEN, 2009).  

É amplamente utilizado em indústria farmacêutica e alimentícia como emulsionante e 

estabilizador (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009). Durante séculos, tem sido usado como uma 

substância de higiene bucal por muitas comunidades no Oriente Médio e África do Norte 

(TYLER, BRADY e ROBBERS. 1977). Suas propriedades anti-inflamatórias também foram 

aproveitadas na medicina popular, onde foi usada internamente para tratar a inflamação de 

mucosa intestinal e externamente para cobrir a pele inflamada (GAMAL et al. 2003). 

Em experimentos realizados, o tratamento com goma arábica demonstrou melhorar 

alguns efeitos bioquímicos, fisiológicos e comportamentais em ratos com falência renal 

crônica induzido por adenina (ALI et al. 2010; ALI et al.2011) e também para modular 

imunidade em camundongos (XUAN et al. 2010). Clinicamente, a goma arábica mostrou-se 

ser benéfico em pacientes com falência renal crônica (BLISS et al. 1996), e mais tarde, isso 

foi confirmado em pacientes com falência renal crônica no Sudão, onde foi usado para ajudar 

a diminuir as concentrações plasmáticas de ureia e creatinina e reduzir a necessidade de 

diálise de 3 para 2 vezes por semana (SULIMAN, HAMDOUK, ELFAKI. 2000).  

Os resultados de um estudo mostraram os efeitos benéficos da goma arábica, com 

evidências diretas de ação anti-inflamatória e capacidade antioxidante. Nesse trabalho a goma 

arábica foi capaz de diminuir os níveis elevados de várias citocinas pró-inflamatórias em 

plasma e rim de ratos que sofriam de falência renal crônica induzido por adenina. Além disso, 

poderia melhorar a perda de defesa antioxidante e diminuição da produção de superóxido 

induzida por adenina e rupturas de dupla cadeia de DNA, dois parâmetros de danos mostrados 

pela primeira vez neste modelo de falência renal crônica (BADRELDIN et al. 2013).  

Estudos recentes forneceram mais evidências de que a goma arábica tem potentes 

efeitos antioxidantes nos seres humanos, como demonstrados pela sua habilidade de aumentar 

a capacidade total antioxidante e diminuir o estresse oxidativo em humanos. Nesse estudo foi 
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descoberto um novo efeito da goma arábica que pode ser utilizado em outras condições 

clínicas e doenças causadas por aumento da peroxidação lipídica e lesão tecidual. Assim, a 

ingestão de antioxidantes dietéticos na goma arábica pode ajudar a manter um adequado 

estado de defesa antioxidante e consequentemente, contribuem para a conduta de danos na 

doença falciforme, conforme estudo de Kaddam et al., 2017. 

Os pacientes com anemia falciforme sofrem de estresse oxidativo devido à inflamação 

crônica e auto-oxidação da hemoglobina falciforme. O estresse oxidativo crônico contribui 

para disfunção endotelial, inflamação e dano de órgãos múltiplos na doença falciforme. Dessa 

forma, medicação antioxidante pode influenciar favoravelmente a doença. Goma arábica foi 

usada como um agente antioxidante e citoprotetor, protegendo contra toxicidades hepáticas, 

renais e cardíacas experimentais em ratos. Foi levantada a hipótese de que a ingestão regular 

de GA aumentaria a capacidade antioxidante e reduziria o estresse oxidativo. Num estudo em 

que foram recrutados 47 pacientes portadores de anemia falciforme, entre 5-42 anos de idade, 

estes receberam 30g / dia de goma arábica por 12 semanas. Os níveis de capacidade total de 

antioxidante, malondialdeído e peróxido de hidrogênio foram medidos por 

espectrofotométricos antes e após a ingestão de goma arábica (KADDAM et al. 2017).  

Essas descobertas ainda não são universalmente aceitas e sua confirmação, validade, 

confiabilidade e modo de ação aguardam novos estudos (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009).  

 

1.6 L-Lisina 

 

Assim como qualquer outro aminoácido (AA) formador de proteína, a principal função 

de lisina na vida animal é servir como um dos 20 tipos de bloco de construção para a síntese 

de proteínas corporal e peptídeos, que são compostos orgânicos indispensáveis para 

praticamente todas as reações bioquímicas e atividades fisiológicas, incluindo apoio 

estrutural, em todas as células e tecidos vivos. Sem a lisina envolvida em sínteses de proteínas 

e peptídeos, células vivas ou animais vivos não poderiam existir (LIAO, WANG, REGMI. 

2015). 

 As proteínas do corpo animal realizam diversas funções fisiológicas necessárias para a 

vida. Em um mamífero, diferentes proteínas e peptídeos são requisitados a todo instante, a 

população de proteínas dentro de uma célula tem um volume de renovação constante, onde 

proteínas antigas ou desnecessárias são degradadas e novas proteínas são sintetizadas de novo. 

A dinâmica de proteína dentro de uma célula ou tecido, no entanto, é programaticamente 

controlada pela composição genética animal, mas pode ser também regulada por vários 
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fatores ambientais incluindo nutrientes, tais como AAs (LIAO, WANG, REGMI. 2015). 

L-lisina é um aminoácido essencial na nutrição humana e como o corpo não pode 

produzi-lo ele deve ser obtido através da alimentação ou suplementação (ROSE, HAINES e 

WARNER, 1954). Esse aminoácido foi primeiro isolado da caseína, uma fosfoproteína do 

leite, em 1889 pelo dentista alemão Heinrich Drechsel (DORLAND, 1965). Foi introduzido 

pela primeira vez no mercado americano como cloridrato de lisina em 1955 (FLODIN, 1997). 

A lisina exerce muitas funções fisiológicas para animais monogástricos, ela pode 

afetar o metabolismo animal de nutrientes, a produção hormonal e a imunidade (WU, 2010; 

WU, 2013). Mais notavelmente, a lisina ligada a um peptídeo é um local potencial ativo de 

modificação pós-tradução e regulação epigenética da expressão gênica. A compreensão dessas 

funções fisiológicas da lisina dentro do animal é necessária para que os cientistas e os 

produtores de animais possam utilizar a lisina para a promoção da saúde e na produção (WU, 

2010).  

Em uma pesquisa, a lisina isoladamente não afetou a expressão do gene G6Pase, mas 

os níveis de RNAm de G6Pase foram 90% mais baixos em células tratados com lisina em 

associação com insulina em comparação com células controle não tratadas (LANSARD et al. 

2011). 

É um precursor importante para a síntese de glutamato, que é o mais significativo 

neurotransmissor no sistema nervoso central de mamíferos, e a deficiência de lisina pode 

levar a alterações mentais e problemas físicos devido à redução da síntese de glutamato 

(PAPES et al., 2001). Nos seres humanos, além do crescimento lento, os sinais ou sintomas de 

deficiência de lisina incluem fadiga, náuseas, tonturas, anorexia, irritabilidade, anemia, e 

transtornos reprodutivos (LIAO, WANG, REGMI. 2015). 

Como citado anteriormente, a L-lisina tem varias funções essenciais para os seres 

vivos e desempenha um papel importante na absorção de cálcio, construção de proteínas 

musculares, recuperação de cirurgias ou lesões esportivas e a na produção de hormônios do 

corpo, enzimas e anticorpos (SINGH et al.,2011). A lisina é importante na produção de 

carnitina, um nutriente responsável pela conversão de ácidos graxos em energia, ajudando 

então a reduzir o colesterol. É um dos principais blocos de construção do músculo e por isso 

esse aminoácido é comumente usado por atletas para construção de massa magra e para a 

saúde geral de músculos e ossos (SINGH et al.,2011). 

Alguns estudos sugerem que a L-lisina pode ser útil em diminuir as recorrências de 

pacientes infectados com Herpes Vírus. Ela parece ter uma relação antagônica com o 

aminoácido arginina que por sua vez, é necessário para a replicação do Herpes Vírus 
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(PAULING, 1993).  

A L-lisina pode desempenhar um papel na manutenção de ossos e ajudar o corpo a 

absorver o cálcio, reduzindo a quantidade de cálcio que se perde na urina. De acordo com o 

Centro Médico da Universidade de Maryland, uma investigação laboratorial sugere que a L-

lisina, usado em combinação com L-Arginina, estimula a atividade de células formadoras de 

ossos e aumenta a produção de colágeno. Isso pode contribuir para o aumento da força dos 

ossos. Portanto, a lisina pode estar associada ao combate contra a osteoporose (FINI et al., 

2001). 

Outros pesquisadores mostraram certos efeitos benéficos no uso de L-lisina, mas ainda 

são necessários mais pesquisas, como exemplo podemos falar que a suplementação com doses 

adequadas de lisina previne o desenvolvimento da doença de Alzheimer e demência (RUBEY, 

2010). 

Além do cálcio, a L-lisina também ajuda na absorção de ferro e zinco, e sabe-se que 

esses minerais são importantes à saúde da pele e cabelos. De acordo com estudos, veganos 

com dieta pobre em lisina podem ter cabelos fracos e queda de cabelo como resultado da 

diminuição de absorção de ferro. A lisina sozinha não evita a perda de cabelo, mas em um 

estudo mostrou-se que mulheres com deficiência de ferro, recebendo suplemento com ferro e 

lisina puderam reduzir a perda de cabelo associada à deficiência de ferro em 50% dos casos 

(RUSHTON, 2002). 

Em outra pesquisa, mostrou-se que conjugados de lisina foram promissores no 

tratamento de câncer, fazendo com que as células cancerosas destruíssem elas mesmas quando 

o fármaco era combinado com o uso de fototerapia, deixando células não cancerosas ilesas 

(SCIENCE DAILY, 2008; ROOMI et al.,2006). 

Estudos limitados sugerem que dietas com altas doses de lisina ou com suplementação 

de lisina pode ter efeito moderado na pressão sanguínea e na incidência de acidentes 

vasculares cerebrais (FLODIN, 1997). 

Dornelas et al., 2012, investigaram os efeitos da L-lisina em ratas wistar submetidas à 

carcinogênese química de bexiga. A L-lisina apresentou uma ação promotora da 

carcinogênese quando iniciada juntamente com o BBN (n-Butil-n-4-hidroxibutil nitrosamina). 

Com uma incidência de 100% de carcinomas em animais tratados com L-lisina. Em um 

estudo avaliando-se células específicas, eritrócitos de medula óssea e leucócitos sanguíneos, a 

L-lisina mostrou ser eficiente na proteção e / ou reversão da genotoxicidade por BBN 

(DORNELAS et al 2014).  

L-lisina é essencial na formação de colágeno, que sustenta a pele, músculos e 
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articulações. O colágeno é, naturalmente, também necessário para a reparação de todo o 

tecido conjuntivo (ligamentos, cartilagem, articulações, pele, ossos e dentes) e desempenha 

um papel no crescimento e na reparação de muitos tecidos (FLAKOLL et al., 2004). 

Em pesquisas com animais, altas doses de lisina causaram cálculos biliares e níveis 

elevados de colesterol (KRITCHEVSKY et al., 1984; LESZCZYNSKI, KUMMEROW, 

1982). Não se tem relato de toxicidade com o uso de lisina, mas foram relatadas algumas 

reações adversas com dose superior a 10-15 g / dia podendo causar lesões gastrointestinais 

desconforto com sintomas de náuseas, vômitos e diarreia. A maioria das pessoas precisa 1 g 

de lisina por dia. A exigência pode ser maior para atletas e pessoas que estejam se 

recuperando de lesões graves, especialmente queimaduras. Para aumentar a liberação do 

hormônio do crescimento, é recomendada a lisina antes do sono, ou antes, do exercício 

(SUMINSKI, ROBERTSON, GOSS, 1997). 

No entanto, um número significativo de estudos tem de ser realizados para determinar 

o mecanismo e a melhor dose de L-Lisina para todas essas condições patológicas citadas 

acima. Assim, ela segue como um bom candidato para estudos futuros e pode atuar como um 

alvo principal para a nova terapia de doenças acima mencionadas. (SINGH et al.,2011). 

 

1.7 Ensaios biológicos 

1.7.1 Testes de detecção de genotoxicidade 

 

Os agentes genotóxicos quando interagem quimicamente com o material genético, 

podem provocar alterações oxidativas ou mesmo lesões às moléculas de DNA (MÍDIO; 

MARTINS, 2000). Os danos celulares podem ser caracterizados como resultado de estímulos 

físicos ou químicos, de forma excessiva e/ou deficiente, que podem modificar de forma 

temporária ou definitiva a homeostase celular. Para a quantificação dos danos causados ao 

DNA são realizadas técnicas citogenéticas, por meio de procedimentos simples realizados a 

partir do cultivo de células (in vitro) ou por meio de amostras de animais (in vivo), através do 

teste cometa e do teste de micronúcleos (SAMPAIO et al., 2012). 

Naturalmente as células podem reparar lesões no DNA através de diferentes processos. 

Caso a reparação não ocorra de maneira satisfatória, estas podem ser eliminadas por processos 

de morte celular e/ou sequestradas por células do sistema de defesa ou pelo baço. O DNA 

quando danificado e não reparado, ocasiona mutações, que podem originar defeitos na 

transcrição e replicação da molécula, provocando fenótipos diversos (KORNHAUSER; 

WAMER; LAMBERT, 1991).  
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1.7.1.1 Ensaio cometa 

 

O ensaio cometa é um dos métodos usados para avaliar danos primários no DNA, e se 

destaca pela sua capacidade de descobrir lesões pré-mutagênicas sendo muito utilizado para 

detecção de genotoxicidade (SHERER e STROHSHOEN, 2013). É muito utilizado também 

na avaliação das interações antioxidantes. O teste do cometa, também chamado de ensaio de 

células individualizadas em gel (SCG) ou eletroforese de microgel (MGE), é utilizado para 

avaliar lesões no DNA envolvendo aplicações de corrente elétrica nas células, e quando as 

células tem conteúdo nuclear lesionado, a corrente elétrica provoca um transporte dos 

fragmentos do DNA para fora dos núcleos (SANTOS et al., 2009).  

A migração deste fragmento do DNA partindo de um polo negativo para um polo 

positivo gera uma imagem semelhante a um cometa com uma cabeça e uma cauda, sempre em 

direção ao lado positivo originando assim o nome do ensaio (SPEIT; SCHUTZ; HOFFMAN, 

2007; SAMPAIO et al., 2012; SHERER e STROHSHOEN, 2013). 

A maior vantagem do ensaio cometa é sua alta sensibilidade a vários tipos de danos no 

DNA (BÜCKER et al., 2006), além de possuir custo relativamente baixo, ser um método 

rápido, preciso e possuir boa reprodutibilidade (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-

VOLDERS, 1998). Algumas outras vantagens são a detecção de danos em células individuais, 

o baixo número de células necessário para a realização do ensaio e o fato de poder ser 

realizado com qualquer tipo de célula eucariótica (LEE; STEINERT, 2003). 

 São recomendadas para a realização de testes de ensaio cometa, a avaliação de danos 

em células do fígado, rins e sangue periférico. Por ser o fígado o principal órgão 

metabolizador de compostos absorvidos, este tem suas células mais expostas á compostos 

químicos, os quais podem levar a disfunções hepáticas, como danos celulares e até falência do 

órgão (ROTHFUSS et al. 2011). Além das células renais e hepáticas, o ensaio cometa em 

células do sangue periférico tem se mostrado também uma ferramenta eficaz para detecção de 

efeito genotóxico sistêmico (XU et al. 2008).  

As múltiplas etapas da carcinogênese química induzida pelo DMH/AOM é um dos 

mais amplos modelos usados para estudo do câncer intestinal (RODRIGUES et al., 2002). 

Esse tipo de câncer é geralmente formado a partir de células que sofreram danos permanentes 

e irreversíveis no DNA.  
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1.7.1.2 Ensaio do micronúcleo em reticulócitos (Medula óssea e Sangue periférico) 

 

O teste do micronúcleo tornou-se viável e confiável na década de 70, pelo estudo de 

eritrócitos policromáticos da medula óssea em camundongos, que passou a ser um dos mais 

úteis indicadores de dano citogenético na medula óssea (HEDDLE, 1973).  

Segundo os primeiros estudos, os micronúcleos eram estruturas presentes no 

citoplasma de células em divisão, que possuíam características cromatínicas semelhantes às 

do núcleo principal quando avaliados ao microscópio óptico (GATTÁS; LONGATTO; 

MAEDA.1992). Tudo isso porque os micronúcleos resultam de fragmentos cromossômicos ou 

cromossomos inteiros, que estão presentes no citoplasma das células, sendo estes produtos de 

lesões causadas por agentes mutagênicos que atuam fazendo com que os cromossomos se 

atrasem durante a anáfase do ciclo celular (FENECH, 2000) e não sejam incorporados ao 

núcleo da célula filha durante a mitose, frequentemente, porque estes fragmentos não 

possuem um centrômero (HEDDLE, 1973). 

O teste do Micronúcleo (MN) é feito em mamíferos, “in vivo” serve para encontrar 

substâncias mutagênicas que quebram os cromossomos (substâncias clastrogênicas) ou 

mesmo que modifiquem a formação do fuso mitótico, modificando a distribuição equitativa 

dos cromossomos durante a divisão celular. Os MNs formam-se pela extrusão de 

cromossomos inteiros ou por seus fragmentos durante a divisão celular, sendo uma porção de 

cromatina resultante de mitoses aberrantes (REIS et al., 2004).  

Substâncias físicas e químicas podem induzir aberrações cromossômicas através de 

diferentes mecanismos, envolvendo danos clastogênicos e aneugênicos. O dano clastogênico é 

identificado pela indução da quebra cromossômica durante a divisão celular, enquanto o dano 

aneugênico se dá pela a inativação da estrutura celular, levando as perdas cromossômicas por 

falhas na formação do fuso mitótico, que induzem a aneuploidia ou segregação cromossômica 

anormal. Esse teste detecta as instabilidades cromossômicas (FENECH, 2000), e pode ser 

executado em pouco tempo e sem grandes investimentos (RIBEIRO; SALVADORI; 

MARQUES, 2003). 

Entre os testes citogênicos, o teste do Micronúcleo é o que permite uma maior 

confiabilidade em relação á perda do cromossomo e da sua ruptura (FENECH, 1998). É 

bastante utilizado para se avaliar nos eritrócitos a genotoxicidade de produtos químicos, pois 

neles os micronúcleos são facilmente visualizados. É um forte indicativo para a mensuração 

de aberrações cromossômicas (CAMPANA et al., 2003).  

Nos testes in vivo, sugere-se que os micronúcleos sejam analisados em hemácias 
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jovens, pois quando os eritroblastos expelem seus núcleos e se transformam em eritrócitos, os 

micronúcleos permanecem no citoplasma, onde são facilmente reconhecidos devido à sua 

morfologia arredondada e coloração própria (KRISHNA; HAYASHI, 2000). Entretanto, 

Hayashi e cols., 1990, descreveram a técnica de micronúcleo em sangue periférico utilizando 

a coloração laranja de acridina. Este corante ao se intercalar com moléculas de DNA e após 

ser submetido à radiação ultravioleta emite uma fluorescência de cor amarela. Já quando se 

liga ao RNA, sem a capacidade de se intercalar com o DNA, a fluorescência emitida é 

vermelha. Essas propriedades permitem a identificação dos reticulócitos, que são eritrócitos 

jovens ricos em RNA em nível citoplasmático, que se coram em vermelho pela presença desse 

ácido nucléico. Os micronúcleos que por sua vez possuem DNA em sua constituição coram-se 

em amarelo e se encontram no meio ou nas bordas das regiões coradas em vermelho. 

Segundo Sato e Tomita, 2001, as vantagens apresentadas pelo teste do micronúcleo, 

são: (a) subjetividade reduzida na análise; (b) simplicidade; (c) rapidez; (d) uso de pequena 

amostra de sangue, permitindo determinar o melhor tempo de amostragem; (e) a classificação 

de reticulócitos, pela quantificação do material fluorescente vermelho; (f) os animais não 

precisam ser eutanasiados, podendo esse ensaio ser conduzido concomitantemente com 

estudos de toxicidade ou carcinogenicidade. 

 

1.7.2 Estresse oxidativo  

 

O estresse oxidativo é definido como uma situação em que mais radicais livres são 

formados do que eliminados no organismo. As espécies reativas de oxigênio (EROs) tais 

como os radicais livres hidroxil, superóxido e oxigênio singleto e a substância não radical 

peróxido de 16 hidrogênio são formadas naturalmente em organismos vivos, devido ao 

processo de respiração aeróbica (BARBOSA et al., 2008). 

Essas espécies, em quantidades baixas ou moderadas, têm importante função 

biológica, pois podem ativar diferentes sinalizadores e fatores de transcrição nuclear, 

induzindo resposta mitogênica e inflamatória, protegendo o organismo de infecções 

microbianas e regulando inúmeras cascatas enzimáticas (VICENTE et al., 2011). No entanto, 

elas são muito reativas, e atacam biomoléculas diversas tais como ácidos nucléicos, proteínas, 

lipídios dentre outras (VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011), causando alterações 

metabólicas como a peroxidação de lipídios, glicação de proteínas, inativação de enzimas e 

alterações de estruturas celulares, levando, então, a danos celulares (SILVA et al., 2011). 

Acredita-se que várias doenças crônico-degenerativas são iniciadas pelas EROs, provocando 
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desregulação da homeostase e um estresse oxidativo crescente nas células. A homeostase das 

EROs no organismo depende do balanço entre sua produção e sua eliminação por 

antioxidantes (VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011).  

O azoximetano (AOM) atua como um agente químico indutor de câncer colorretal em 

pesquisas com ratos experimentais e o mecanismo de ação deste carcinógeno é o estresse 

oxidativo dependente (ANILKUMAR et al, 2010; Al-NUMAIR et al., 2011; WALY et al., 

2012). Há relatos de que o estresse oxidativo induz a formação de peróxidos lipídicos e outras 

espécies reativas de oxigênio que desempenham um papel importante na patogênese do 

câncer (BASKAR et al., 2012; HAMED, ZAKHARY e MAXIMOUS., 2012). 

 

1.7.2.1 Glutationa (GSH) – (Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa Redutase 

(GR)) 

 

A glutationa peroxidase exerce função importante na detoxificação do peróxido de 

hidrogênio, isso principalmente quando este se encontra em menores concentrações. Está 

presente em geral no citosol e matriz mitocondrial, catalisa a reação de hidroperóxidos ou do 

peróxido de hidrogênio com a glutationa, causando a oxidação da mesma e redução (e 

consequentemente a neutralização) do radical livre em questão. A glutationa redutase, por sua 

vez, catalisa a redução da forma oxidada da glutationa em sua forma reduzida, que, onde por 

outro lado é utilizada na redução já citada acima. A coordenação da ação dessas duas enzimas 

gera o ciclo catalítico da glutationa, que é um importante mecanismo de defesa do organismo 

frente aos ROS (BARBOSA et al., 2008). 

 

1.7.2.2 TBARs 

 

No teste de peroxidação lipídica por formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), ocorre a reação entre o malondialdeído (MDA) e substâncias 

relacionadas e o ácido tiobarbitúrico (TBA), formando um complexo colorido, que pode ser 

medido espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 532 nm. Esse dosamento é 

um indicador da peroxidação lipídica ocorrida em tecidos vivos, e, portanto, pode ser 

utilizado para medir a capacidade antioxidante in vivo, utilizando tecidos animais como meio 

de reação (MOON e SHIBAMOTO, 2009). O teste é inespecífico, pois o ácido tiobarbitúrico 

não reage somente com malondialdeído, mas também com outros compostos, porém por sua 

facilidade de execução e baixo custo, o teste é frequentemente utilizado para a determinação 
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da atividade antioxidante in vivo (BARBOSA et al., 2008).  

 

1.7.3 Relação Reticulócitos/Hemácias 

 

Os reticulócitos são definidos como eritrócitos imaturos no estágio final de 

diferenciação celular e foram observados pela primeira vez por Wilhelm H. Erb em 1865, o 

qual notou grânulos em glóbulos vermelhos tratados com ácido pícrico ou acético (ERB, 

1865). 

A contagem de reticulócitos no sangue periférico fornece informações sobre a 

integridade funcional da medula óssea. Quadro de anemia em pacientes que apresentam 

reticulocitose, a eritropoiese na medula óssea mostra-se eficaz e responde às terapias 

específicas. Por outro lado, em pacientes com quadro de anemia que apresentam um número 

diminuído de reticulócitos na circulação, ou reticulocitopenia, a eritropoiese não é eficaz e 

pode estar associada a outros fatores. A contagem de reticulócitos promove o monitoramento 

da regeneração da atividade medular após quimioterapia ou transplante de medula óssea, 

como também serve pra avaliar a evolução desses pacientes (LEE et al., 1999). 

A contagem de reticulócitos está amplamente estabelecida e utilizada para monitorar a 

eritropoiese. A maioria das técnicas laboratoriais para contagem de reticulócitos é baseada na 

detecção de RNA (reticulina) no citoplasma dos reticulócitos. Consiste em um fator 

importante no diagnóstico, classificação e monitorização do tratamento das anemias, na 

confirmação da regeneração da medula óssea após quimioterapia ou transplante, e na 

monitorização da terapêutica com eritropoetina humana recombinante. Hoje em dia, os 

analisadores hematológicos fornecem inúmeros parâmetros que auxiliam no diagnóstico e 

monitoramento de várias patologias e condições clínicas (RILEY, BEN-EZRA e TIDWELL. 

2001). 
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1.8 Justificativa e Relevância 

 

O câncer é um problema de saúde pública global. Sua incidência no mundo cresceu 

20% na última década, esperando-se para 2030 cerca de 27 milhões de novos casos e seu 

impacto comprometerá 80% da população dos países em desenvolvimento, bem mais do que 

os 20 milhões de casos novos estimados para 2025 (INCA, 2018).  

Devido á grande incidência de novos casos de cânceres, o alvo de muitas pesquisas 

tem sido a descoberta de compostos naturais ou sintéticos que possam prevenir, retardar ou 

reverter o processo de carcinogênese. O uso de modelos animais tem se mostrado muito 

promissor para o estudo de hipóteses ligadas a fatores ambientais na etiologia e prevenção de 

diversos tipos de cânceres (ORSOLIC et al., 2005).  

Os estudos publicados até o presente sobre PVB e seus compostos isolados, mostram 

resultados promissores em relação às propriedades de eliminação de radicais livres e 

capacidade de agir como biomarcadores antioxidantes (FREIRES et al; 2016). A própolis 

exerce varias atividades farmacológicas, dentre as mais estudadas está sua atividade 

antineoplásica, pesquisadores tem se empenhado em isolar compostos contidos em amostras 

de própolis de diversas procedências com o intuito de achar novas drogas para conter o 

avanço dos diversos tipos de neoplasias (PEREIRA. et al., 2015; SFORCIN et al., 2016). O 

potencial terapêutico da própolis tem sido pouco investigado na prevenção e tratamento de 

doenças infecciosas inflamatórias e neoplásicas, então precisamos caminhar neste sentido para 

aumentar o conhecimento sobre a eficácia deste produto.  

A L-Lisina é um aminoácido essencial e de consumo cotidiano e necessário, em que 

pese o pouco conhecimento que se tem deste alimento, existem pesquisadores interessados em 

aumentar o teor de L- Lisina em alimentos que consumimos. Diante disto e de achados 

recentes de que esse aminoácido pode promover a carcinogênese de bexiga em ratos 

submetidos à carcinogênese química (DORNELAS et al., 2012) e em meio a crescente 

incidência de câncer na população é importante investigar qual o impacto deste aminoácido 

nesta doença.  

Por último usou-se a goma arábica, ou goma acácia com o objetivo de auxiliar na 

diluição da própolis vermelha conforme técnica da Shulka, Bhadauria e Jadon, 2005, pois a 

mesma foi diluída em goma arábica á 1%.  E então, por isso foi utilizado um grupo controle. 

No entanto alguns estudos têm mostrado uma atividade antioxidante deste produto.  

 

 



 

49 

2 OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos protetores e/ou promotores da própolis vermelha e L-lisina nas 

lesões pré-neoplásicas da carcinogênese colorretal induzida pelo azoximetano. 

 

   

 

Objetivos específicos 

 

Avaliar os efeitos da própolis vermelha nas lesões pré-neoplásicas do cólon (FCAs e 

multiplicidades de FCAs) de ratas submetidas ao AOM.  

Avaliar os efeitos da própolis vermelha e da L-lisina nas lesões pré-neoplásicas do 

cólon (FCAs e multiplicidades de FCAs ) de ratas submetidas ao AOM.  

Avaliar a genotoxicidade e mutagênese (ensaio cometa alcalino e teste do micronúcleo 

em sangue periférico e medula óssea) de ratas que receberam AOM e foram tratados com 

própolis vermelha e L-lisina.  

Avaliar o estresse oxidativo em sangue periférico através da dosagem de GSH e 

TBARS, dos animais que receberam AOM e foram tratados com própolis vermelha e L-lisina. 
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3 MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1 Considerações éticas 

  

A pesquisa foi realizada após a avaliação do Comitê de Ética de Pesquisas em Animais 

da Universidade Federal do Ceará (CEPA/UFC) e aprovado sob número de protocolo 17/2016 

(Anexo A), de acordo com os preceitos da lei 11.794, de nᵒ 8 de outubro de 2008, do Decreto 

6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animal (CEUA-UFC) da Universidade Federal do Ceará, em reunião em 26 de março de 

2016.  

 

3.2 Amostra 

 

Foram utilizados 48 (quarenta e oito) ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus 

albinus, Mammalia rodentia, Muridae), com 4 semanas de idade, pesando entre 40 e 60g, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará (UFC). Os animais foram 

mantidos no Biotério do Laboratório de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia 

da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará (UFC), foram alojados no 

máximo 5 (cinco) animais por gaiola de polipropileno forradas com maravalha autoclavada 

(BIOTÉCNICAS), com tampa de arame galvanizadas. As 48 ratas wistar foram divididas em 

grupos e foram tratadas respectivamente: GI- água (5 ratas), GII- L-lisina (5 ratas), GIII- 

própolis vermelha (5 ratas), GIV- goma arábica 1% (5 ratas), GV- AOM+água (7 ratas), GVI- 

AOM+L-lisina (7 ratas), GVII- AOM+própolis vermelha (7 ratas) e GVIII- AOM+goma 

arábica 1% (7 ratas), durante 16 semanas. 

Ficaram abrigados a 24°C em ciclo luz-escuro de 12 horas, com umidade relativa do ar 

em torno de 50%, com ventilação mantida por ventiladores axiais e com acesso a água e 

alimento padrão (NUVILAB CR-1 irradiada) (Anexo B) ad libitum.  

Antes do início da administração das substâncias os animais receberam vermífugos, 

Petzi plus
®
 (2ml/kg), via gavagem e Ivomec

®
 (2mg/kg), por via subcutânea.  

 

3.3 Modelo Experimental  

 

Os 48 animais foram separados de acordo com a semelhança dos seus pesos em oito 
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grupos experimentais: I, II, III, IV, V, VI, VII e VIII (Figura 3). 

Figura 3- Desenho experimental.    

 
Fonte: O próprio autor. 

  

Grupo I (GI): Grupo controle, com 05 animais que receberam 1,0 ml água destilada 

via gavage por 14 semanas. Receberam injeção de 1,0 ml de solução salina 0,9% estéril (SF), 

intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e continuaram recebendo a água e 

alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanásia. Os animais foram mortos na 

16ᵃ semana após o início do experimento.  

Grupo II (GII): Grupo controle, com 05 animais que receberam L Lisina, 150 

mg/kg/peso via gavage por 14 semanas. Receberam injeção de 1,0 ml de solução salina 0,9% 

estéril (SF), intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e continuaram recebendo a 

água e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanásia. Os animais foram 

mortos na 16ᵃ semana após o início do experimento.  

Grupo III (GIII): Grupo controle, com 05 animais que receberam própolis vermelha 

via gavage na dosagem de 100 mg/5 ml/kg peso por 14  semanas. Receberam injeção de 1,0 
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ml de solução salina 0,9% estéril (SF), intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e 

continuaram recebendo a água e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a 

eutanásia. Os animais foram mortos na 16ᵃ semana após o início do experimento.  

Grupo IV (GIV): Grupo controle, com 05 animais que receberam via gavage goma 

arábica a 1% na dose de 5 ml/kg/peso por 14  semana. Receberam injeção de 1,0 ml de 

solução salina 0,9% estéril (SF), intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e 

continuaram recebendo a água e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a 

eutanásia. Os animais foram mortos na 16ᵃ semana após o início do experimento. 

Grupo V (GV): Grupo com 07 animais que receberam injeção de Azoximetano na 

dose de 15mg/kg/peso, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e receberam via 

gavage água (0,5 a 1,0ml/dia), por 14  semanas, e continuaram recebendo a água e alimento 

ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanásia.  Os animais foram mortos na 16ᵃ semana 

após o início do experimento.  

Grupo VI (GVI): Grupo com 07 animais que receberam injeção de azoximetano na 

dose de 15mg/kg/peso, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e receberam via 

gavage a L Lisina, 150 mg/kg/peso por 14  semanas, e continuaram recebendo a água e 

alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanásia. Os animais foram mortos na 

16ᵃ semana após o início do experimento.  

Grupo VII (GVII): Grupo com 07 animais que receberam injeção de azoximetano na 

dose de 15mg/kg/peso, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e receberam 

própolis vermelha via gavage na dosagem de 100 mg/5 ml/kg peso por 14  semanas e 

continuaram recebendo a água e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a 

eutanásia. Os animais foram mortos na 16ᵃ semana após o início do experimento.  

Grupo VIII (GVIII): Grupo com 07 animais que receberam injeção de azoximetano 

na dose de 15mg/kg/peso, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e receberam 

via gavage goma arábica a 1% na dose de 5 ml/kg/peso por 14  semanas e continuaram 

recebendo a água e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanásia. Os animais 

foram mortos na 16ᵃ semana após o início do experimento.   

Os animais foram pesados no dia da administração dos vermífugos e da administração 

do azoximetano, como também todas as semanas do experimento, antes de serem calculadas 

as doses das substâncias administradas, visto que estas eram de acordo com o peso médio dos 

animais/grupo. Foram pesados inclusive no dia da eutanásia para que fossem calculadas as 

doses dos anestésicos. 
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3.4 Carcinógeno 

 

O Azoximethane
®
 foi obtido da Sigma-aldrich Co., na apresentação de frasco ampola 

de 100mg e diluído em solução salina estéril (SF 0,9%) para se obter uma dose de 15mg/kg 

peso, sendo administrado por via intraperitoneal uma vez por semanas em duas semana 

consecutivas (Figura 4) (Anexo C).  

 

Figura 4 – Aplicação do Carcinógeno 

 
Fonte: O próprio autor. 

  

 

3.5 L-Lisina  

 

 O aminoácido L-lisina monohidrocloridrato (C6H14N2O2∙HCl; CAS #657-27-2) 

proveniente da China (Anexo  D) foi administrada em solução aquosa na dose de 150mg/kg 

de peso do animal. As doses diárias foram diluídas em água destilada no momento na 

administração.  

 

3.6 Própolis Vermelha 

 

A própolis in natura foi adquirida de fornecedor idôneo da cidade de Barra de Santo 

Antônio – Alagoas. A extração etanólica foi realizada no Laboratório de Biotransformações e 

Produtos Naturais (LBPN) do Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da UFC sob 

orientação da Profa. Telma Leda Gomes de Lemos. O extrato etanólico de própolis vermelha 
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foi obtido por extração a frio em etanol 95%. Após evaporação quase completa do etanol, o 

extrato etanólico ‘mãe’ foi estocado a 4°C. 

A diluição da própolis em goma arábica foi uma adaptação da técnica descrita por 

Shukla, Bhadauria e Jadon, 2004, foi preparado semanalmente a partir do extrato mãe 

anteriormente descrito, na dose de 100mg/5ml/kg peso (100mg de própolis para 5 ml de goma 

arábica a 1% por kg de peso do animal, ou seja, 20mg/ml). A diluição em solução aquosa de 

goma arábica a 1%, foi feita a quente em estufa (com temperatura de até 60°C), sob agitação 

mecânica manual periódica de 5 em 5 minutos, totalizando 30 minutos e mantida a 4 graus 

centigrados (Figura 5). 

Como a própolis vermelha foi extraída em solução de goma arábica a 1%, estabeleceu-

se um grupo controle, ao qual foi ministrada solução de goma arábica a 1% na dose de 

5,0ml/kg peso. As doses de goma arábica foram preparadas semanalmente, conforme variação 

do peso dos animais.  

 

Figura 5 – Própolis diluída em goma arábica a 1%.  

 
Fonte: O próprio autor. 
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3.7 Pesagem dos animais, avaliação clínica e gavagem  

 

  Os animais foram pesados antes e ao final do experimento e a cada semana e 

avaliados clinicamente diariamente. A balança utilizada foi sempre a mesma (balança analítica 

FILIZOLA Beyond Technology MF – até 3kg). Foram pesados 17 vezes durante o 

experimento, no dia do recebimento pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceará 

(UFC), uma semana depois estes foram pesados novamente para a realização da primeira 

aplicação do carcinógeno, após outra semana para a aplicação da segunda dose do 

carcinógeno e todas as semanas seguintes para os cálculos das doses das substâncias 

administradas, como também para se fazer um comparativo do ganho de peso entre os grupos 

(Apêndice A). Ao final foram calculadas as variações da massa corporal conforme a fórmula a 

seguir: 

 

Cálculo da variação da massa corporal (VMC) 

   - Pi: peso no início do estudo 

   - Pf: peso no final do estudo 

 

 

 

 

 

Foi avaliado aspecto como mudança de peso, comportamento (reatividade, 

imobilidade), contrações involuntárias, padrão respiratório, características das fezes 

(constipação, diarreia), anorexia, piloereção, alopecia e ulcerações cutâneas e perianais. 

As substâncias, água, L-lisina, própolis vermelha e goma arábica a 1%, foram 

administradas via gavagem após a segunda dose de azoximetano, no dia seguinte, em todos os 

animais, inclusive os grupos que não receberam o azoximetano. 

A gavagem foi realizada com cânula de alumínio curva de 8cm de comprimento e 

protetor distal esférico (18G x 2”x 2,5mm) adaptada a seringa plástica de 5ml , evitando-se 

trauma em região esofágica, inserida na boca do animal, sendo esse antes imobilizado 

manualmente pelo dorso (Figura 6). 
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Figura 6 – Administração das substâncias por gavagem 

 
Fonte: O próprio autor.  

 

3.8 Procedimento cirúrgico e Avaliação macroscópica 

 

Os animais foram deixados em jejum, apenas com água ad. libitum por 12h antes do 

ato cirúrgico. Estes foram anestesiados por injeção intraperitoneal com quetamina (80mg/kg 

peso) e xilazina (8mg/kg peso). Após terem sido anestesiados os animais foram submetidos à 

tricotomia abdominal, fixados pelas patas em decúbito dorsal em uma mesa cirúrgica com 

campos estéreis, seguido de laparotomia por incisão na linha média xifopubiana interessando 

a cavidade abdominal e retroperitônio. Logo foi colhido sangue da aorta abdominal (Figura 

7), e foi realizada a retirada do cólon até o ceco (protocolectomia).  
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Figura 7 – Coleta de sangue da aorta abdominal  

 
Fonte: O próprio autor.  

 

Após a retirada, o cólon foi aberto na borda anti-mesentérica, lavado e irrigado com 

solução salina de forma contínua. Em seguida, foram colocados cuidadosamente em papel 

kraft para fazer um rocambole (Figura 8 A, B e C), amarrado com um cordão e em seguida, 

imerso em formol tamponado a 10%. 

 

Figura 8A – Cólon aberto limpo A 

 
 Fonte: O próprio autor.  

 Figura 8B – Cólon em papel Kraft  

                                  
 Fonte: O próprio autor. 
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Figura 8C – Cólon disposto em rocambole 

 
 Fonte: O próprio autor. 

  

Foi retirado também o fígado, os pulmões, o baço e os rins. Todos os órgãos foram 

pesados (Apêndice B) e avaliados quanto à presença de tumoração ou outra alteração, e dos 

intestinos também foi feito a medição. Posteriormente os órgãos foram clivados com o intuito 

de verificar se havia alterações macroscópicas nos mesmos. 

 

3.9 Estudo de Criptas Aberrantes  

 

Após 24 horas de fixação, cada cólon foi corado com azul de metileno a 0,1% e PBS 

(solução fosfatada) por 1 minuto.  E levado ao microscópio estereoscópico (Figura 9 A, B e 

C) para a quantificação de foco de criptas aberrantes (FCAs) (Apêndice C) (Figura 10) e do 

numero de criptas por foco, ou seja, sua multiplicidade (BIRD, 1987; BURLAMAQUI et al, 

2010) em toda sua extensão, por segmento de cólon (distal, médio e proximal). A mucosa 

cólica foi avaliada utilizando um microscópio estereoscópico (M90 VASCONCELLOS da DF 

VASCONCELOS S.A) com magnificação de 40x. Após a quantificação o cólon foi 

novamente envolto em papel Kraft, inserido em formol tamponado a 10% para posteriormente 

ser clivado.  Todos foram clivados após avaliação das criptas. 
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Figura 9A, B e C – Cólon corando em azul de metileno 0,1% e ao microscópio estereoscópico 

                     
Fonte: O próprio autor.                                                 Fonte: O próprio autor. 

 

       

 
                                                                Fonte: O próprio autor. 

 

Figura 10 – FCAs em setas ao microscópio estereoscópico (M90 Vasconcellos) 40x

 
Fonte: O próprio autor. 

A 
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3.10 Ensaios biológicos 

3.10.1 Testes de avaliação da genotoxicidade  

 

Do sangue colhido na aorta abdominal foi realizado o teste do cometa alcalino e 

micronúcleos em sangue periférico e fígado. Foi coletado 3ml de sangue de cada animal logo 

após a incisão abdominal (Figura 7). Em seguida foi retirado também uma pequena porção do 

fígado para estudos posteriores. 

Um fragmento do fígado foi macerado em pbs gelado (4ºC) e posteriormente filtrado. 

As células para os ensaios (cometa alcalino e micronúcleos) foram obtidas da suspensão após 

a filtração. 

Para o ensaio de micronúcleo em células de medula óssea os fêmures foram retirados, 

limpos e as epífises proximais foram seccionadas. A medula óssea foi retirada fazendo uso de 

seringas de 1 mL previamente preenchida com 0,5 mL de soro fetal bovino. Posteriormente, a 

agulha foi firmemente inserida na abertura do fêmur e o soro fetal bovino foi injetado de 

modo a deslocar a medula para dentro de um tubo de centrífuga contendo 3 mL de soro fetal 

bovino (Figura 11 A e B).  

Após a coleta as amostras foram transportadas para o laboratório em recipientes com 

gelo e processadas dentro de 2h após esse procedimento.  

 

 

 

Figura 11A - Retirada do fêmur  

 
Fonte: O próprio autor. 
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Figura 11B - Extração da medula óssea. 

 
Fonte: O próprio autor. 

 

 

 

3.10.1.1 Cometa Alcalino (Sangue periférico e Fígado)  

 

 Neste estudo a análise de dano ao DNA pelo método do cometa alcalino foi conduzida 

como descrito por Singh et al., (1988) com mínimas modificações (COLLINS, 2004; 

HARTMANN, SPEIT, 1997).  

As lâminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusão normal (0,5%) 

a uma temperatura de 60°C em solução de PBS livre de Ca
2+

 e Mg
2+

, mantidos a temperatura 

ambiente até a solidificação da agarose de baixo ponto de fusão. Sangue periférico (análise de 

leucócitos) e hepatócitos foram utilizados para tal teste. Utilizados10µl de sangue ou 5 µL de 

suspensão de hepatócitos e foram embebidos em uma solução de agarose de baixo ponto de 

fusão (1,5%) a 37°C e adicionadas às lâminas pré-cobertas com agarose de ponto de fusão 

normal. Posteriormente, as lâminas foram cobertas com lamínulas para uniformizar a 

distribuição do material na lâmina e mantidas a 4°C para solidificação da agarose. Para cada 

amostra foram confeccionadas e analisadas quatro lâminas. 

Após solidificação da agarose a lamínula foi delicadamente removida e as lâminas 

imersas na solução de lise (5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% N-Lauroyl sarcosine; 

a pH 10,0; 1% Triton X 100; 10% DMSO), protegida da luz, e deixada à baixa temperatura 

(4°C) por no mínimo 1 h. 

Modificações do ensaio do cometa alcalino foram realizadas de modo a permitir 

análises de possíveis lesões oxidativas no DNA apenas em hepatócitos. Para isso, logo após o 

procedimento de lise celular, as lâminas foram incubadas com uma endonuclease capaz de 
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reconhecer bases nitrogenadas (purínicas) danificadas no DNA. A endonuclease utilizada foi a 

Formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG), uma enzima de reparação de excisão de bases 

que reconhece e remove uma grande variedade de purinas oxidadas no DNA. 

Sucintamente, após a lise celular, as lâminas foram lavadas por 3 vezes com solução 

tampão (40 mM HEPES, 100 mM KCl, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/mL BSA, pH 8,0). Após a 

lavagem, as lâminas foram secadas em ambiente abrigado de luz e em seguida incubadas com 

as enzimas FPG (70 µL, 35°C, 30 min) de acordo com as recomendações do fabricante (New 

England Biolabs Inc., EUA). 

As lâminas foram removidas da solução de lise e neutralizadas por 15 min. na solução 

de neutralização (0,4 M Tris, pH 7,5). Em seguida, foram dispostas horizontalmente na cuba 

de eletroforese e cobertas com a solução de eletroforese a 4°C (1 mM Na2-EDTA; 300 mM 

NaOH; pH > 13) até cobertura total. As lâminas foram incubadas por 20 min para permitir o 

relaxamento do DNA e a expressão do dano antes da eletroforese. A eletroforese foi 

conduzida a baixa temperatura, 4°C por 20 min., usando 25 V e corrente de 300 mA. Todos 

esses passos foram conduzidos na ausência de luminosidade (a luz causa danos ao DNA). 

Após eletroforese as lâminas foram retiradas da cuba e mergulhadas numa solução tampão 

(0,4 M Tris, pH 7,5) durante 5 mim, para neutralizar a alcalinidade (Figura 12 A e B). Após a 

corrida em eletroforese as lâminas foram fixadas com etanol a 100%.  

 

 

Figura 1A e B - Método do Cometa: Preparação das Lâminas (A); Eletroforese(B). 

 
Fonte: O próprio autor. 

  

Após a fixação das lâminas em etanol 100%, aplicou-se 30μL da solução de Brometo 

de Etídio (20μg/mL) e cobriu-se com lamínula para análise em microscópio de fluorescência 

(Zeiss) equipado com um filtro de excitação de 515–560 nm, um filtro de barreira de 590 nm 

e objetiva de 40x. A análise foi realizada de acordo com o padrão de escores previamente 

determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa, indicando o grau de quebra do 
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DNA (Figura 13). Diretrizes e recomendações internacionais para o ensaio do cometa 

consideram que o escore visual dos cometas é um método de avaliação bem validado, 

apresentando uma alta correlação com as análises de imagens computadorizadas. Foram 

contados 100 cometas (100 cometas para cada replicata), que foram classificados de acordo 

com a porcentagem de DNA na cauda do cometa. O índice de dano (ID), sendo uma medida 

sensível de dano baseada na migração do DNA, variou de 0 (Sem dano: 100 células x 0) a 400 

(Com dano máximo: 100 células x 4) (COLLINS, DUSINSKA e FRANKLIN., 1997). 

O índice de dano (ID) foi obtido pela seguinte fórmula: ID = 

in
i

i 


4

0 , onde in
 é o número de 

células com nível de dano i  (0, 1, 2, 3 ou 4).  

 

Figura 23 - Tipos de cometas: Representação dos cometas corados com brometo de etídio e visualizados no 

microscópio de fluorescência. 

 0 = sem danos (<5%); 

 1 = baixo nível de danos (5 – 20%); 

 2 = médio nível de danos (20 – 40%); 

 3 = elevado nível de danos (40 – 95%); 

 4 = dano total (95%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.10.1.2 Micronúcleos em Reticulócitos (sangue periférico e fígado) 

 

 O teste de micronúcleo foi realizado utilizando-se a técnica de coloração com laranja 

de acridina para análise da frequência de micronúcleos em reticulócitos de sangue periférico e 

em suspensão de hepatócitos, conforme Hayashi et al., 1990. O corante laranja de acridina foi 

Fonte: Modificada de Speit, Hartmann, 1999. 
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dissolvido em água destilada na concentração de 1mg/mL, efetuando-se esfregaço com 10 μL 

dessa solução em lâminas pré-aquecidas a ±70ºC. As lâminas foram estocadas em caixas 

escuras à temperatura ambiente por pelo menos 24 horas. 50 µL de sangue foi colocada no 

centro da lâmina, previamente preparada com o corante laranja de acridina e coberta com 

lamínula. As lâminas foram então guardadas no freezer (-20ºC), no escuro, por pelos menos 

10 horas. As preparações celulares foram examinadas com o auxílio de um microscópio de 

fluorescência com filtro de excitação azul (488 nm) e filtro de emissão (barreira) amarelo 

(575 nm), usando a objetiva de imersão. 

  

3.10.1.3 Micronúcleos em Células da Medula Óssea  

 

Após a obtenção do material medular, já descrito anteriormente, este foi centrifugado 

(1000 rpm por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi homogeneizado. 

Uma gota da suspensão de células foi transferida para uma lâmina limpa e seca, sendo, em 

seguida, realizado o esfregaço. Foram preparadas duas lâminas para cada animal, 

correspondente aos subgrupos tratados. Após a confecção das lâminas, o material foi corado 

pelo método de Leishman (Schimid, 1975). 

A análise foi realizada utilizando microscópio óptico binocular, com objetivas de 20X 

e 40X. Os critérios adotados de identificação dos micronúcleos foram os descritos por 

Schimid (1976) e Heddle et al. (1983). Um total de 1000 eritrócitos policromáticos (EPC) foi 

analisado, através da leitura de duas lâminas por animal (HEDDLE et al., 1983). Para avaliar 

a citotoxicidade do tratamento, a razão entre EPC e eritrócitos normocromáticos (ENC) foi 

determinada através da análise de 1000 eritrócitos (EPC ou ENC) por animal (KRISHNA & 

HAYASHI, 2000). 

 

3.10.2 Estresse oxidativo 

 

Devido a possibilidade de o azoximetano desenvolver carcinogênese química 

colorretal e no fígado (ROTHFUSS et al. 2011; BURLAMAQUI et al, 2013), e o processo 

fisiopatológico da carcinogênese básica ser o estresse oxidativo, foram realizados os testes de 

dosagem da concentração de glutationa (GSH) e dosagem da concentração das substâncias 

reagentes do ácido tiobarbitúrico (TBARS). 
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3.10.2.1 Dosagem da concentração de glutationa (GSH) 

 

 Para a avaliação da concentração de glutationa, foi colhido 3ml de sangue das ratas 

anestesiadas, o sangue foi centrifugado e congelado em nitrogênio líquido a -70⁰ C . Foi 

utilizado o método de Sedlak e Lindsay (1968), que se baseia na reação de 2-acido 

nitrobenzóico com o tiol livre, originando um dissulfeto misto + ácido 2-nitro-5-tiobenzóico. 

A medida do produto de formação da reação foi feita em espectrofotômetro de Beckman, por 

leitura da absorbância a 412 nm. 

 

 

3.10.2.2 Dosagem da concentração das substâncias reagentes do ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) 

 

 A avaliação de peroxidação lipídica foi através da realização da reação com ácido 

tiobarbitúrico (TBA) (BERNHEIM; BERNHEIM; WILBUR, 1948). Para a realização dessa 

análise foi colhido 3ml de sangue durante o procedimento cirúrgico e depois foi levado para 

ser centrifugado, onde o plasma foi imediatamente congelado em nitrogênio líquido a -70⁰ C. 

 

 

3.10.2.3 Relação Reticulócitos/Hemácias  

 

Os reticulócitos são hemácias imaturas não-nucleadas que permanecem no sangue 

periférico durante 24 a 48 horas enquanto maturam. Elas geralmente se apresentam como 

hemácias maiores que as maturadas. Neste teste, os reticulócitos em uma amostra de sangue 

total são contados e expressos em porcentagem da contagem total de hemácias. 

 Foi contado um número fixo de células vermelhas e avaliado quantos são hemácias e 

quantos são eritrócitos, isso para se fazer a relação reticulócitos/hemácias. 

 

3.11 Análise estatística 

 

Variáveis contínuas e discretas foram primeiro analisados pelo teste de Shapiro-

Wilk para verificação da normalidade da distribuição. Como tais critérios foram encontrados 

na maioria das análises, a média e desvio padrão foram calculados por estatística descritiva, e 

testes paramétricos foram aplicados para análise estatística. Portanto, comparações entre os 
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quatro grupos (água, L-lisina, própolis e goma arábica), expostos ou não ao azoximetano, 

foram realizadas utilizando análise de variância de sentido único (ANOVA) seguido pelo teste 

de Tukay`s de múltiplas comparações para comparar todos os pares de grupos. 

Em adição, para cada tratamento, o teste t não pareado foi empregado para 

comparar o efeito da exposição ou não do azoximetano. Na totalidade das análises, testes 

bicaudais foram aplicados e o nível de significância foi calculado como 0,05 (5%). O software 

GraphPad Prism version 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA) foi utilizado 

para realização de todos os procedimentos estatísticos, assim como para a realização dos 

gráficos.  

Para a análise do peso dos órgãos dos animais foram comparados por meio dos 

testes ANOVA, seguidos do pós-teste de Bonferroni. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação clínica  

 

 

Foram observadas esporadicamente roncos e dispneia nos animais que regrediam 

espontaneamente, porém não foram observados outros sinais clínicos patológicos.  

 

4.2 Avaliação da mortalidade dos animais 

 

 

Houve a morte de um animal do grupo V, e de outro do grupo VI, mas não foi 

realizado necrópsia para uma análise das respectivas mortes devido ao avançado estado de 

destruição que estes foram encontrados, provocados pelos outros animais das respectivas 

gaiolas.  

 

4.3 Avaliação das Doses das substâncias administradas 

 

A dose média total não mostrou grande variação entre os grupos, essas eram 

calculadas sempre de acordo com o peso médio dos animais/grupo (Apêndice D). 

 

4.4 Avaliação da variação da massa corporal 

 

Na avaliação da variação da massa corporal, comparações entre os quatro grupos que 

foram submetidos ao AOM foram feitas pela análise de variância (ANOVA) para um fator de 

classificação, associada ao teste de comparações múltiplas de Tukey. Não foram constatadas 

diferenças estatisticamente significantes (ANOVA: F = 1,2089; p = 0,3298) no ganho 

percentual de massa corporal nos animais dos grupos Azoximetano+Água (214,51 ± 26,67%), 

Azoximetano+Lisina (210,41 ± 50,58%), Azoximetano+Própolis (231,09 ± 51,29%) e 

Azoximetano+Goma (189,76 ± 27,70%) (Figura 14). 
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FIGURA 14 – Variação da massa corporal, expressa em termos percentuais, que segundo os dados 

correspondem à média e desvio padrão das medições efetuadas nos grupos submetidos ao AOM. 

 
  

 

4.5 Estudo dos Focos de Cripta Aberrante (FCAs) 

4.5.1 Número total de FCAs em segmento proximal 

 

Avaliando o número total de FCAs no segmento proximal, quando realizadas 

comparações entre os quatro grupos que foram submetidos ao AOM, não foram constatadas 

diferenças estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relação ao número de 

focos de criptas aberrantes (ANOVA: F = 2,2124; p = 0,1152) (ANOVA, associado à Tukey) 

(Figura 15). 

 

Figura 15 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM, 

considerando o segmento colônico proximal. Os dados correspondem à média e desvio padrão. 
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4.5.2 Número total de FCAs em segmento médio 

 

Avaliando o número total de FCAs no segmento médio, quando feito às comparações 

entre os quatro grupos que foram submetidos ao AOM, constatou-se que o número de FCA 

observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor (*p=0,0274) que o 

verificado no grupo que recebeu Azoximetano+Lisina (ANOVA, associado à Tukey) (Figura 

16). 

 

Figura 16 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM, 

considerando o segmento colônico médio, os dados correspondem à média e desvio padrão. 
 

 

 

 

 

4.5.3 Número total de FCAs em segmento distal 

 

Avaliando o número total de FCAs no segmento distal, constatou-se que o número de 

FCA observado nos grupos Azoximetano+Própolis (**p=0,0096) e Azoximetano+Goma 

(*p=0,0250) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Água, nas 

comparações entre os quatro grupos submetidos ao AOM (ANOVA, associado à Tukey) 

(Figura 17). 
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Figura 17 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM, 

considerando o segmento colônico distal. Os dados correspondem à média e desvio padrão. 

 

 

4.5.4 Número total de FCAs em todo o cólon 

 

Avaliando o número total de FCAs em todo o segmento colônico, constatou-se que o 

número de FCA observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que o 

verificado nos grupos Azoximetano+Água (*p=0,0166) e Azoximetano+Lisina (+p=0,0237). 

Observou-se um número de FCAs reduzido expressivamente no grupo 

Azoximetano+Própolis, entretanto não houve significância estatística nas comparações entre 

os quatro grupos submetidos ao AOM (ANOVA, associado à Tukey) (Figura 18) (Tabela 1). 

 

Figura 18 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM, 

considerando toda extensão do cólon, os dados correspondem à média e desvio padrão. 

 

 

 

 

Consolidando a estatística da média e desvio padrão entre os grupos submetidos ao AOM, 

temos o número de FCAs verificados nos diversos segmentos, como também em todo o 

segmento colônico (Tabela 2). 
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TABELA 2 – Número de focos de criptas aberrantes verificados nos grupos submetidos ao AOM, considerando 

os segmentos colônicos proximal, médio e distal, assim como o cólon inteiro. Os dados correspondem à análise 

da média e desvio padrão. 

Segmento 

do cólon 

Azoximetano 

+ Água 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Lisina 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Própolis 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Proximal 2,33 ± 3,83 0,00 ± 0,00 2,29 ± 2,63 0,00 ± 0,00 p = 0,1152 

Médio 23,83 ± 18,00 37,17 ± 20,13 22,71 ± 17,63 9,29 ± 8,12
c
 p = 0,0462 

Distal 43,17 ± 16,46 30,33 ± 14,90 19,29 ± 7,46
a
 22,14 ± 8,88

b
 p= 0,0093 

Cólon inteiro 69,33 ± 29,21 67,50 ± 16,72 44,29 ± 23,89 31,43 ± 8,02
b,c

 p = 0,0077 

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância; as letras 
a
(p<0,01) e 

b
(p<0,05) denotam diferenças 

estatisticamente significantes em relação ao grupo Azoximetano+Água, enquanto a letra 
c
(p<0,05) indica 

diferença estatisticamente significante em relação ao grupo Azoximetano+Lisina (teste de Tukey). 

 

4.6 Multiplicidade dos Focos de Críptas Aberrantes: até 4 criptas 

4.6.1 Multiplicidade dos FCAs em segmento proximal: até 4 criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs em segmento proximal de até 4 criptas, 

comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, não foram constatadas diferenças 

estatisticamente significantes (ANOVA: F = 2,1327; p = 0,1250) (ANOVA, associado à 

Tukey) (Figura 19).  

 

Figura 19 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos 

ao AOM, considerando o segmento colônico proximal. Os dados correspondem à média e desvio padrão. 
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4.6.2 Multiplicidade dos FCAs em segmento médio: até 4 criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs em segmento médio de até 4 criptas, 

comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, constatou-se que o número de FCA 

observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor (**p=0,0075) que o 

verificado no grupo Azoximetano+Lisina (ANOVA, associado à Tukey) (Figura 20). 

 

Figura 20 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos 

ao AOM, considerando o segmento colônico médio. Os dados correspondem à média e desvio padrão. 

 

 

 

4.6.3 Multiplicidade dos FCAs em segmento distal: até 4 criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs em segmento distal de até 4 criptas, 

comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, constatou-se que o número de FCA 

observado nos grupos Azoximetano+Própolis (**p=0,0060) e Azoximetano+Goma 

(*p=0,0295) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Água 

(ANOVA, associado à Tukey) (Figura 21). 
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Figura 21 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos 

ao AOM, considerando o segmento colônico distal. Os dados correspondem à média e desvio padrão.

 
 

 

4.6.4 Multiplicidade dos FCAs em todo o cólon: até 4 criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs em todo o segmento colônico de até 4 criptas, 

comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, constatou-se que o número de FCA 

observado no grupo Azoximetano+Própolis foi significantemente menor que o verificado nos 

grupos Azoximetano+Água (*p=0,0394) e Azoximetano+Lisina (+p=0,0285). Analogamente, 

o número de FCA observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que 

o verificado nos grupos Azoximetano+Água (*p=0,0127) e Azoximetano+Lisina 

(++p=0,0090) (ANOVA, associado à Tukey) (Figura 22). 

  

Figura 22 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos 

ao AOM, considerando toda extensão do cólon. Os dados correspondem à média e desvio padrão. 
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Consolidando a estatística da média e desvio padrão entre os grupos submetidos ao AOM, 

temos o número de FCAs de até 4 criptas verificados nos diversos segmentos, como também 

em todo o segmento colônico (Tabela 3). 
 

TABELA 3 – Número de focos de criptas aberrantes com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos ao 

AOM, considerando os segmentos colônicos proximal, médio e distal, assim como o cólon inteiro. Os dados 

correspondem à análise da média e desvio padrão. 

Segmento 

do cólon 

Azoximetano 

+ Água 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Lisina 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Própolis 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Proximal 2,17 ± 3,71 0,00 ± 0,00 2,14 ± 2,41 0,00 ± 0,00 p = 0,1250 

Médio 18,33 ± 13,53 31,17 ± 16,74 13,00 ± 10,91 6,71 ± 5,71
c
 p = 0,0111 

Distal 34,33 ± 13,87 25,00 ± 10,81 13,86 ± 6,41
a
 17,71 ± 7,70

b
 p = 0,0065 

Cólon inteiro 54,83 ± 24,79 56,17 ± 11,51 29,00 ± 16,29
b,d

 24,43 ± 7,66
b,c

 p = 0,0018 

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância; as letras 
a
(P<0,01) e 

b
(P<0,05) denotam diferenças 

estatisticamente significantes em relação ao grupo Azoximetano+Água, enquanto as letras 
c
(p<0,01) e 

d
(p<0,05) 

indicam diferenças estatisticamente significantes em relação ao grupo Azoximetano+Lisina (teste de Tukey). 

 

4.7 Multiplicidade dos Focos de Críptas Aberrantes: 5 ou mais criptas 

4.7.1 Multiplicidade dos FCAs em segmento proximal: 5 ou mais criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs no segmento proximal de 5 ou mais criptas, 

comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, não foram constatadas diferenças 

estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relação ao número de focos com 5 ou 

mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 0,6753; p = 0,5764) (ANOVA, associado à Tukey) 

(Figura 23). 

 

Figura 23 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos 

submetidos ao AOM, considerando o segmento colônico proximal. Os dados correspondem à média e desvio 

padrão. 
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4.7.2 Multiplicidade dos FCAs em segmento médio: 5 ou mais criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs no segmento médio de 5 ou mais criptas, 

comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, não foram constatadas diferenças 

estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relação ao número de focos com 5 ou 

mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 1,6939; p = 0,1974) (ANOVA, associado à Tukey) 

(Figura 24). 

 

Figura 24 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos 

submetidos ao AOM, considerando o segmento colônico médio. Os dados correspondem à média e desvio 

padrão. 

 

 

 

4.7.3 Multiplicidade dos FCAs em segmento distal: 5 ou mais criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs no segmento distal de 5 ou mais criptas, 

comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relação ao número de focos com 5 ou 

mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 1,1614; p = 0,3469) (ANOVA, associado à Tukey) 

(Figura 25). 
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Figura 25 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos 

submetidos ao AOM, considerando o segmento colônico distal. Os dados correspondem à média e desvio padrão. 

 
 

 

 

4.7.4 Multiplicidade dos FCAs em todo o cólon: 5 ou mais criptas 

 

Na avaliação da multiplicidade de FCAs em todo o segmento colônico de 5 ou mais 

criptas, comparando  os quatro grupos  submetidos ao AOM, não foram constatadas 

diferenças estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relação ao número de 

focos com 5 ou mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 1,5378; p = 0,2328) (ANOVA, 

associado à Tukey) (Figura 26). 

 

Figura 26 - Número de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos 

submetidos ao AOM, considerando toda extensão do cólon. Os dados correspondem à média e desvio padrão. 

 

 

 

 

 

Consolidando a estatística da média e desvio padrão entre os grupos submetidos ao AOM, 

temos o número de FCAs de 5 ou mais criptas verificados nos diversos segmentos, como 

também em todo o segmento colônico (Tabela 4). 
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TABELA 4 – Número de focos de criptas aberrantes com 5 ou mais criptas verificados nos grupos submetidos 

ao AOM, considerando os segmentos colônicos proximal, médio e distal, assim como o cólon inteiro. Os dados 

correspondem à análise da média e desvio padrão. 

Segmento 

do cólon 

Azoximetano 

+ Água 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Lisina 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Própolis 
(média ± DP) 

Azoximetano 

+ Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Proximal 0,17 ± 0,41 0,00 ± 0,00 0,14 ± 0,38 0,00 ± 0,00 p = 0,5764 

Médio 5,50 ± 4,72 6,00 ± 7,04 9,71 ± 7,83 2,57 ± 2,99 p = 0,1974 

Distal 8,83 ± 5,64 5,33 ± 4,59 5,43 ± 3,87 4,43 ± 3,87 p = 0,3469 

Cólon inteiro 14,50 ± 7,15 11,33 ± 8,43 15,29 ± 10,36 7,00 ± 4,69 p = 0,2328 

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 

 

 

4.8 Ensaios biológicos 

4.8.1 Avaliação da Genotoxicidade 

4.8.1.1 Cometa Alcalino em sangue periférico 

 

Na avaliação do Cometa Alcalino em sangue periférico, comparações entre os grupos 

tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano, foram feitas 

pela ANOVA, associado à Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados não 

emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposição ou não ao azoximetano (Tabela 

5). Não houve diferença estatística significante entre os grupos. 

 

TABELA 5 – Avaliação da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa alcalino no sangue periférico nos 

grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano. Os dados correspondem 

à análise das medições, sendo expressos em unidades arbitrárias. 

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 7,80 ± 3,11 6,20 ± 2,28 8,60 ± 3,65 7,60 ± 2,07 p = 0,6162 

Sim 9,67 ± 2,94 9,83 ± 2,32 9,86 ± 1,35 9,14 ± 2,41 p = 0,9325 

Significância 
(teste t) 

p = 0,3342 p = 0,0284 p = 0,4161 p = 0,2750  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 
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4.8.1.2 Micronúcleo em Reticulócitos de sangue periférico 

 

Na avaliação de Micronúcleos em Reticulócitos de sangue periférico, comparações 

entre os grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao 

Azoximetano, foram feitas pela ANOVA, associado à Tukey. Para cada tratamento, o teste t 

para dados não emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposição ou não ao 

azoximetano (Tabela 5). Não houve diferença estatística significante entre os grupos. 

  

TABELA 6 – Avaliação da genotoxicidade por meio do teste do micronúcleo em reticulócitos no sangue 

periférico nos grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano. Os dados 

correspondem à análise das medições efetuadas, sendo expressos como número de reticulócitos micronucleados 

por 1000 reticulócitos. 

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 1,20 ± 0,45 1,40 ± 0,55 1,60 ± 0,89 1,40 ± 0,55 p = 0,8014 

Sim 1,67 ± 0,82 1,5 ± 0,55 1,71 ± 0,76 1,86 ± 1,07 p = 0,8929 

Significância 
(teste t) 

p = 0,2848 p = 0,7699 p = 0,8154 p = 0,4048  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 

 

 

4.8.1.3 Micronúcleo em Medula Óssea 

 

Na avaliação de Micronúcleos em Medula Óssea, comparações entre os grupos 

tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano, foram feitas 

pela ANOVA, associado à Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados não 

emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposição ou não ao azoximetano (Tabela 

7). Não houve diferença estatística significante entre os grupos. 
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TABELA 7 – Avaliação da genotoxicidade por meio do teste do micronúcleo na medula óssea nos grupos 

tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano. Os dados correspondem à 

análise das medições efetuadas, sendo expressos como número de eritrócitos policromáticos micronucleados por 

2000 eritrócitos policromáticos. 

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 1,40 ± 1,14 1,00 ± 0,71 0,60 ± 0,55 0,80 ± 0,45 p = 0,4121 

Sim 2,83 ± 1,47 3,33 ± 1,63 1,49 ± 1,27 2,57 ± 1,62 p = 0,1578 

Significância 
(teste t) 

p = 0,1099 p = 0,0162 p = 0,2054 p = 0,0404  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 

 

 

4.8.2 Avaliação do Estresse Oxidativo 

4.8.2.1 Glutationa no Sangue periférico 

 

Na avaliação de Glutationa em sangue periférico, comparações entre os grupos 

tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano, foram feitas 

pela ANOVA, associado à Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados não emparelhados 

foi usado para comparar o efeito da exposição ou não ao azoximetano (Tabela 8). Não houve 

diferença estatística significante entre os grupos.  

 

TABELA 8 – Avaliação da glutationa no sangue nos grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, 

expostos ou não ao Azoximetano. Os dados correspondem à análise das medições efetuadas, sendo expressos em 

unidades arbitrárias. 

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 43,09 ± 3,032 38,11 ± 3,721 41,09 ± 4,714 37,09 ± 4,545 p = 0,1165 

Sim 41,75 ± 2,83 37,89 ± 2,371 41,46 ± 3,294 39,79 ± 3,489 p = 0,1310 

Significância 
(teste t) 

p = 0,4679 p = 0,9075 p= 0,8732 p = 0,2687  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 

 

4.8.2.2 TBARS em sangue periférico 

 

Na avaliação do TBARs em sangue periférico, comparações entre os grupos tratados 
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com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano, foram feitas pela 

ANOVA, associado à Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados não emparelhados foi 

usado para comparar o efeito da exposição ou não ao azoximetano (Tabela 9). Houve 

diferença estatística significante entre os grupos AOM+própolis vermelha em relação ao 

grupo AOM+água. 

 

TABELA 9 – Avaliação de TBARS no sangue nos grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, 

expostos ou não ao Azoximetano.  

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 12,60 ± 2,79 9,60 ± 2,97 12,00 ± 2,55 10,60 ± 3,21 p = 0,3772 

Sim 32,17 ± 7,99 31,67 ± 3,20 22,00 ± 5,10
a,b

 32,71 ± 4,99 p = 0,0043 

Significância 
(teste t) 

p = 0,0006 p < 0,0001 p = 0,0025 p < 0,0001  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância; a letra 
a
(P<0,05) denota diferenças estatisticamente 

significantes em relação aos grupos Azoximetano+Água e Azoximetano+Lisina, enquanto a letra 
b
(P<0,01) 

indica diferença estatisticamente significante em relação ao grupo Azoximetano+Goma (teste de Tukey). 

 

4.8.2.3 Relação entre Reticulócitos/Hemácias no Sangue periférico 

 

Na avaliação da Relação entre Reticulócitos/Hemácias no sangue periférico, os dados 

correspondem à análise das medições efetuadas, sendo expressos em unidades arbitrárias. 

Comparações entre os grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não 

ao Azoximetano, foram feitas pela ANOVA, associado à Tukey. Para cada tratamento, o teste 

t para dados não emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposição ou não ao 

azoximetano (Tabela 10). Não houve diferença estatística significante entre os grupos.  

 

TABELA 10 – Relação reticulócitos/hemácias no sangue periférico verificada nos grupos tratados com Água, 

Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano.  

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 47,20 ± 3,83 46,40 ± 5,32 52,00 ± 2,55 48,60 ± 5,98 p = 0,2698 

Sim 39,33 ± 3,72 40,83 ± 3,97 43,00 ± 3,74 39,71 ± 3,45 p = 0,2904 

Significância 
(teste t) 

p = 0,0074 p = 0,0778 p = 0,0009 p = 0,0084  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 
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4.9 Avaliação do peso dos órgãos 

 

 

Na análise realizada, comparando-se o peso dos órgãos dos grupos entre si, em relação 

aos fígados observou-se diferença estatística entre os grupos GIII e GIV (p≤ 0,01), GII e GVI 

(p≤ 0,05) e GI e GII (p≤ 0,05). Já em relação aos baços observou-se diferença estatística entre 

os grupos GI e GVII (p< 0,01). Não foi encontrada diferença estatisticamente significante nos 

pulmões, intestinos e rins (ANOVA associado ao teste de comparações múltiplas de 

Bonferrone) (Apêndice E e F).  
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5 DISCUSSÃO 

  

A falta de seletividade nos tratamentos oncoterápicos muitas vezes atingem também as 

células normais de rápida proliferação como as células do tecido hematopoiético, germinativo, 

folículo piloso e do epitélio gastrintestinal. Desta forma é importante a busca constante de 

novas estratégias terapêuticas. 

O Brasil por possuir a maior floresta equatorial e tropical úmida do planeta, com seu 

enorme litoral, e sua variada flora, não pode abdicar de sua vocação para os produtos naturais, 

(PINTO et al., 2002). Atualmente, grande parte dos medicamentos encontrados no mercado é 

derivada direta ou indiretamente de vegetais, micro-organismos, organismos marinhos, 

vertebrados e invertebrados terrestres (BRANDÃO et al., 2010). 

Muitos agentes foram testados em laboratórios buscando verificar sua eficácia na 

prevenção e tratamento de diversas neoplasias. Para estudos da carcinogênese colônica 

observa-se na literatura uma diversidade muito grande em relação à escolha das espécies 

animais, o método de indução da neoplasia do cólon e o período de exposição a supostos 

quimioprotetores. Uma das primeiras dúvidas sobre modelos experimentais é a decisão sobre 

o uso de ratos ou camundongos. O rato tem maior vantagem em relação ao seu tamanho que 

por ser maior que os camundongos têm-se mais facilidade na manipulação de seu cólon, 

entretanto os custos são maiores. Alguns trabalhos utilizam tanto ratos como camundongos 

knock-outs genéticos para redução do tempo de experimento. Pesquisadores tem se baseado 

na semelhança histopatológica dos métodos de indução de FCAs por dimetilhidrazina ou 

azoximetano (GUPTA, PRETLOW, SCHOEN, 2007; RAJU, 2008).  

Fatores importantes que devem ser observados são as diferenças na anatomia, 

fisiologia e fenômenos biológicos que influenciam no desenvolvimento. Eles devem ser 

levados em consideração quando são analisados os resultados de qualquer pesquisa em ratos 

em que a idade é um fator crucial, principalmente quando os estudos efetuados pretendem 

fazer comparações com a vida humana. Alguns autores realizaram pesquisas experimentais 

em ratos e concluíram existir correspondência de 30 dias de vida do homem para cada dia de 

vida do rato (GITTES, 1986; KLEE et al.,1990; IANDOLI et al., 2000). Se comparados aos 

seres humanos, os ratos têm infância breve e acelerada. Desenvolvem-se muito rápido durante 

a infância e tornam-se sexualmente maduros com cerca de seis semanas de idade 

(ANDREOLLO et al., 2012). Os ratos utilizados em nosso estudo tinham em média quatro 

semanas de vida (30 dias) no início do experimento, o que corresponderia aproximadamente a 

13 anos em humanos (início da puberdade) e ao final do experimento, após quatro meses, em 
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torno de 23 anos também em humanos, ou seja, já seriam adultos jovens, em consonância com 

o proposto por Andreollo et al., 2012.  

A escolha de animais do mesmo sexo, feminino, nesse estudo, possibilitou resultados 

uniformes com menor número de animais, além de permitir a comparação com conclusões de 

outros estudos da literatura. Festing, 1979 e Moon e Fricks em 1977, demonstraram uma 

menor ocorrência de tumores induzidos por DMH em linhagem de ratos fêmeas em relação 

aos machos, levando em conta o aspecto hormonal de animais do sexo feminino. No entanto, 

têm-se demonstrado em humanos, concentrações significantes de receptores estrogênicos em 

quase todos os cânceres do aparelho digestivo (TOKUNAKA  et al 1986; WOBBES, BEEX e 

KOENDERS, 1984; YAMAMOTO, NAKAJO e TAHARA, 1990). A mucosa gastrintestinal 

possui receptores estrogênicos e isso sugere que hormônios esteroides tenham um papel no 

crescimento e progressão de tumores nesse tecido. Estrogênio e seus receptores interagem 

com outras moléculas tais como receptores do fator de crescimento epidérmico e poliaminas, 

e por causa disso podem ter essa influência (DI LEO et al, 1992). 

Avaliando-se os achados do presente estudo, percebe-se que não houve diferença 

significante na variação da massa corporal dos animais em todos os grupos 

(I,II,III,IV,V,VI,VII e VIII), durante as 16 semanas do experimento. O azoximetano na dose 

administrada não interferiu na ingesta alimentar dos animais e nem as substâncias 

administradas nada alteraram em relação ao aumento de peso destes. Importante ressaltar aqui 

que a dose administrada nas ratas foi para causar lesões pré-neoplásicas por isso não chegou a 

provocar nos animais alterações olfativas, ou mesmo no paladar, fatores comuns, que podem 

culminar em anorexia e consequentemente caquexia, complicações comuns em muitos tipos 

de cânceres, principalmente quando esses se encontram em estágios avançados. 

Esses achados estão de acordo com outros estudos que mostraram também não haver 

diferença estatística significante no peso corporal de ratos submetidos ao AOM (GHAFAR et 

al, 2012; ZHONG et al, 2012; LAHOUAR et al, 2014). 

Os achados de microscopia estereoscópica foram as criptas aberrantes clássicas e os 

focos de criptas aberrantes com até 4 criptas e com 5+ criptas aberrantes por foco 

(multiplicidade). Não foram identificados pólipos á visão estereoscópica. 

Não foram encontradas criptas aberrantes nos animais dos grupos que não receberam 

azoximetano (GI, GII,GIII e GIV). 

Na avaliação do número total de FCAs em segmento médio, observou-se que o 

número de FCAs no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor (*p=0,0274) que 

o verificado no grupo que recebeu Azoximetano+L-Lisina, entretanto esse resultado não nos 
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serve para interpretação clínica experimental. Em segmento distal, constatou-se que o número 

de FCAs observado nos grupos Azoximetano+Própolis (**p=0,0096) e Azoximetano+Goma 

(*p=0,0250) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Água. Isso 

sugere que a própolis vermelha e a goma a 1% exerceram ação protetora, e que essa ação foi 

principalmente em segmento distal. Pode ser que a atividade antioxidante tão festejada da 

própolis vermelha e goma (MENDONÇA et al. 2015; TROMMER e NEUBERT, 2005)  

estejam contribuindo para este resultado. 

Analisando-se o número total de FCAs, em todo o cólon, constatou-se que o número 

de FCAs observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que o 

verificado nos grupos Azoximetano+Água (*p=0,0166). Percebe-se que a própolis vermelha e 

a goma arábica, agiram reduzindo a quantidade total do número de FCAs, apesar de não ter 

havido uma redução de significância estatística no grupo de Azoximetano+Própolis vermelha. 

Não se justifica o fato da goma mostrar um resultado mais expressivo, já que o grupo 

experimental que recebeu Azoximetano+Própolis vermelha recebeu também solução de goma 

arábica a 1%, onde a própolis foi diluída. Entretanto, é importante lembrar que a própolis 

vermelha utilizada não foi tipificada apesar de ter sido avaliado sua capacidade de captação de 

radicais livres (AGUIAR et al, 2018). Sendo um produto natural de composição complexa, 

inclui componentes vegetais e animais, não detalhados aqui, os quais podem ter apresentado 

atividade inibitória sistêmica dos efeitos benéficos causados pela a goma arábica, ou seja, 

apresentar alguma atividade que possa inibir o efeito da goma. Sabe-se que muitas substâncias 

antioxidantes podem se tornar pro oxidantes dependendo da quantidade a ser administrada 

e/ou absorvida. Interferência na absorção? Interferência na ação? 

 É importante mencionar que pesquisas anteriores mostraram que os FCAs não são 

igualmente distribuídos entre o cólon proximal, médio ou distal, e a maior parte desenvolve-se 

no cólon médio e distal (PARK, GOODLAD; WRIGHT, 1997; GHIRARDI et al, 1999). A 

maioria dos tumores de cólon no modelo de rato com DMH / AOM são localizados no cólon 

distal, sendo menos frequentes no cólon proximal (PERSE; CERAR, 2011). Isso pode ser 

explicado por causa da deficiência nos mecanismos de reparo do DNA nesse segmento 

(LORIEN; NEWELL; HEDDLE, 2004). Nosso estudo encontra-se em conformidade com a 

literatura, pois a maioria dos FCAs foi encontrada no cólon distal e as diversas substâncias 

utilizadas (própolis vermelha, L-lisina e goma a 1%) não interferiram na distribuição dos 

FCAs nos diversos segmentos. 

Segundo a literatura, Alencar e colaboradores, 2007, demonstraram que o extrato 

hidroetanólico de própolis vermelha na concentração de 90 μg/mL apresentou 57% de 
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atividade de inibição para radicais livres. Semelhantes resultados foram encontrados por 

Cabral et al. (2009) que observaram com a mesma concentração que o extrato foi capaz de 

inibir 50,5% dos radicais DPPH (1,1-Difenil-2-picrilhidrazil). Esses estudos também 

mostraram a presença de importantes componentes bioativos na própolis vermelha, tais como 

o ácido ferúlico, a daidizeína, a quercetina e a formononetina. Foi mostrado também ação 

anticancerígena e antioxidante por Alencar et al., 2007, Oldoni et al., 2011 e Pinheiro et al. 

2014. 

Mendonça et al., 2015, estabeleceram o perfil químico da própolis vermelha brasileira 

e ratificaram sua propriedade antioxidante, como também mostraram sua influência em uma 

substancial diminuição na percentagem de sobrevivência celular de células tumorais humanas, 

como SF-295 (glioblastoma), OVCAR-8 (ovário) e HCT-116 (cólon). Com intensa atividade 

citotóxica para essas células, foi concluído que essa substância natural serve como um 

potencial fármaco anticancerígeno (MENDONÇA et al. 2015). 

A ação farmacológica de componentes desse tipo de própolis, como a formononetina, 

têm sido demonstrada em estudos in vitro e in vivo, que possui ação antitumoral inibindo a 

proliferação de células prostáticas cancerígenas de origem humana (YE et al., 2012) e células 

cancerígenas mamárias de ratos (CHEN et al., 2013). 

Alguns investigadores relataram inibição do estresse oxidativo in vitro (TROMMER e 

NEUBERT, 2005) e in vivo (EL DIN et al 2003) da goma arábica. Em nosso estudo, talvez 

essa ação antioxidante tenha ocorrido em relação à redução de FCAs em grupos que 

receberam a própolis vermelha e goma arábica. 

Trommer e Neubert, 2005, fizeram um estudo com oito compostos polissacarídios 

diferentes (incluindo GA) para avaliar seus efeitos na redução da peroxidação, de 

antioxidantes e lipídios in vitro. Verificaram que GA protegeu contra a peroxidação lipídica 

na pele de forma dose dependente. El Din e colaboradores, 2003, mostraram em um estudo 

sobre a hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno em camundongos, que, a goma arábica 

foi eficaz na proteção contra hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno, e que essa 

proteção pode envolver a redução do estresse oxidativo. 

A goma arábica (GA), exudatos comestíveis, secos e gomosos da árvore Acácia 

senegal, foi utilizada como um agente antioxidante e citoprotetor, protegendo contra 

toxicidades hepáticas, renais e cardíacas experimentais em ratos (KADDAM et al. 2017). 

Os focos de criptas aberrantes com maior número de criptas aberrantes são um achado 

que indica risco maior para desenvolvimento de tumores colônicos (PRETLOW et al. 1992). 

Os FCAs com 5+ criptas têm um risco maior de permanecerem e inclusive aumentarem de 
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tamanho pela multiplicidade e apresentam maiores chances de se transformar em tumores 

(SHIVAPURKAR et al., 1994).  

No estudo da multiplicidade dos FCAs em segmento proximal: até 4 criptas, não 

foram constatadas diferenças estatisticamente significantes entre os quatro grupos que 

receberam carcinógeno em relação ao número de focos com até 4 criptas. Na multiplicidade 

dos FCAs em segmento médio: até 4 criptas, constatou-se que o número de FCAs observado 

no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor (**p=0,0075) que o verificado no 

grupo Azoximetano+Lisina, esse resultado do ponto de vista clinico experimental não nos 

interessa. Em relação à multiplicidade dos FCAs em segmento distal: até 4 criptas, o número 

de FCAs observado nos grupos Azoximetano+Própolis (**p=0,0060) e Azoximetano+Goma 

(*p=0,0295) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Água. 

Parece que a ação de proteção da própolis vermelha, assim como da goma são verificados 

também quanto a multiplicidade até 4 criptas. 

Ao ser avaliado a multiplicidade dos FCAs em todo o cólon: até 4 criptas, constatou-se 

que o número de FCAs observado no grupo Azoximetano+Própolis foi significantemente 

menor que o verificado nos grupos Azoximetano+Água (*p=0,0394). Analogamente, o 

número de FCAs observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que o 

verificado nos grupos Azoximetano+Água (*p=0,0127). O que se observa na realidade é que 

quando computamos todos os FCAs anteriormente não existia diferença estatística 

significante no grupo que recebeu AOM+Própolis, em relação ao que recebeu AOM+Água, 

contrariamente quando excluímos os FCAs com 5 ou mais criptas, voltamos a ter 

significância estatística do grupo que recebeu AOM+Própolis vermelha em relação ao 

controle, AOM+Água. Na verdade o que estava interferindo na significância estatística dessa 

substância eram os FCAs com 5 ou mais criptas. O que está envolvido nessa ação não se sabe, 

mas constatamos que aqui também obtivemos uma nítida ação de proteção tanto da própolis 

quanto da goma. 

Continuando a avaliação da multiplicidade, observou-se que na multiplicidade dos 

FCAs com 5 ou mais criptas em segmento proximal, médio, distal, como também em todo o 

cólon, não foram constatadas diferenças estatisticamente significantes entre os quatro grupos 

que receberam AOM. Essa condição de multiplicidade não nos permite concluir sobre a ação 

das substâncias. A multiplicidade de FCAs de 5 ou mais criptas não pôde ser explicado nesse 

aspecto com as condições experimentais de tempo e dose ao que os animais foram 

submetidos.  
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Sabe-se que a hiperplasia das criptas pode preceder o câncer de cólon, mas a primeira 

etapa no desenvolvimento do câncer, nos modelos experimentais, é o aparecimento de criptas 

displásicas ou de focos de displasia na mucosa colônica (PRETLOW et al. 1992). Nossos 

achados estão em conformidade com a literatura, pois mostraram que a maioria dos FCAs está 

situada em cólon distal, e que também estes são FCAs com 5+ criptas por foco, ou seja, com 

multiplicidade maior de criptas aberrantes. 

Em síntese, quando se analisou o número de focos de criptas aberrantes e a 

multiplicidade destas nos diversos segmentos em grupos submetidos à carcinogênese, 

observou-se a predominância no segmento médio e distal e as substâncias administradas não 

interferiram de forma significante na localização destas lesões, como também na 

multiplicidade desses FCAs. 

Em nosso estudo a L-lisina não influenciou no número, distribuição e multiplicidade  

de criptas ou de focos de criptas aberrantes em animais que receberam carcinógeno e L-lisina, 

portanto, não ocorreu ação promotora da carcinogênese de cólon. 

A genotoxicidade é um aspecto da genética que estuda as alterações na base genética 

da vida, e sendo assim, está sendo bastante pesquisadas devido a suas relações com 

malformações, doenças congênitas, doenças genéticas (mutagênese) e degenerativas, 

envelhecimento celular, câncer, dentre outras (ERDTMANN, SILVA e HENRIQUES, 2003).  

Cada célula do corpo humano mantém certa homeostase entre substâncias químicas 

oxidantes e antioxidantes que são corriqueiras no metabolismo normal, transdução de sinais e 

regulação das funções celulares. O estresse oxidativo pode ser caracterizado como um 

distúrbio no equilíbrio entre elementos oxidantes e antioxidantes (POLI et al.2004). Sabe-se 

que as células neoplásicas estão submetidas a níveis mais altos de estresse oxidativos do que 

células não neoplásicas (PERVAIZ, CLEMENT. 2004). 

Todos os carcinógenos químicos iniciadores são eletrofílicos e possuem átomos 

deficientes em elétrons e altamente reativos que podem reagir com sítios nucleofílicos, que 

danificam o DNA diretamente, provocando mutação e eventualmente o câncer (WILLIAMS 

et al, 2001). 

O azoximetano (AOM) atua como um agente químico indutor de câncer colorretal em 

ratos em pesquisas experimentais e o mecanismo de ação deste carcinógeno é o estresse 

oxidativo dependente (ANILKUMAR et al, 2010; Al-NUMAIR et al., 2011; WALY et al., 

2012). Há relatos de que o estresse oxidativo induz a formação de peróxidos lipídicos e outras 

espécies reativas de oxigênio que desempenham um papel importante na patogênese do 

câncer (BASKAR et al., 2012; HAMED, ZAKHARY e MAXIMOUS., 2012). 
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Os ensaios do cometa e do micronúcleo, utilizados para estimar lesões genômicas e o 

dano citogenético, respectivamente, induzido por agentes químicos ou físicos, demonstraram 

que em nosso estudo, as substâncias na dose administrada, não tiveram ação genotóxica e nem 

mutagênica não induzindo lesões no DNA de células do sangue periférico (leucócitos), visto 

que a frequência de células lesionadas e/ou micronucleadas não teve significância estatística.  

No ensaio cometa em sangue periférico as alterações genotóxicas não foram 

expressivas, apesar de serem observados sinais de genotoxicidade nos animais que receberam 

carcinógeno, não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos que receberam 

AOM, mas se observou danos de genotoxicidade com significância estatística apenas no 

grupo Azoximetano+L-lisina em relação ao seu controle, ou seja, o grupo que recebeu apenas 

L-lisina (p=0,0284). Estes resultados podem estar inseridos no contexto de fagocitose 

esplênica das células com alguma genotoxicidade como observados por Ishi et al, 2011. 

Os compostos quimiopreventivos (também chamados antimutagênicos) atuam em 

geral na desmutagênese e bioantimutagênese (WATERS et al., 1990), e pode atuar 

diretamente no composto indutor de danos, principalmente por quelação ou inativação 

enzimática, ou mesmo trabalhando nas enzimas de reparação, favorecendo a correção dos 

danos causados no DNA pelo agente cancerígeno (KADA, INOUE e NAMIKI., 1982; KADA 

e SHIMOI, 1987). A redução das células micronucleadas circulantes também pode ocorrer 

por fagocitose esplênica (BAZO et al., 2002; LIMA et al.,2005; ISHII et al, 2011). 

Publicação recente sobre câncer bucal justifica que os danos no DNA ou micronúcleos 

em células da mucosa bucal ou do sangue periférico reflete uma exposição recente a agentes 

agressivos (físicos, químicos e/ou ambientais) e geralmente são usados como medidor dessa 

exposição (SABINO, TIRAPELLI e FONSECA, 2015).  

Ao avaliar os efeitos genotóxicos do AOM em medula óssea, na comparação entre os 

grupos submetidos ao AOM não ocorreu significância estatística.  O que se observou foram 

danos de genotoxicidade nos grupos Azoximetano+L-lisina e Azoximetano+Goma, e seus 

respectivos controles L-Lisina (p= 0,0162) e Goma (p= 0,0404).  

Em alguns carcinógenos conhecidos pode ocorrer um baixo nível de ativação 

metabólica na medula óssea, onde o teste de micronúcleo pode ser ineficiente em detectar os 

efeitos dessas substâncias sobre os cromossomos de indivíduos expostos. Grande parte dessas 

substâncias tem capacidade de induzir micronúcleos só quando aplicadas em doses 

extremamente altas, ou perto da dose letal. Nesse caso é comum que muitos mutagênicos não 

sejam detectados, pelo fato do teste em medula óssea não ser sensível o bastante (AGOSTINI, 
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1993). Em nosso estudo, porém, mesmo com a dose administrada do carcinógeno, suficiente 

para provocar apenas lesões pré-neoplásicas, o teste sinalizou para isso.  

A escolha de se fazer uma integração do ensaio cometa e teste do micronúcleo foi 

aplicada com êxito na avaliação de substâncias reconhecidamente genotóxicas por Bowen et 

al, 2011. Essa interação foi também sugerida no 5ᵒ International Workshop on Genotoxicity 

Testing (IWGT), com a intenção de aprimorar os ensaios de genotoxicidade in vivo, 

combinando ensaio cometa com o teste de micronúcleo em um mesmo animal, de modo a 

reduzir o número de animais em estudo, como também a quantidade da substância em teste 

(ROTHFUSS et al, 2011). 

Foram realizados três outros ensaios paralelos para se avaliar genotoxicidade de 

hepatócitos: ensaio cometa alcalino sem e com enzima (Fpg)  e micronúcleo. 

No teste do cometa alcalino em hepatócitos, detectou-se genotoxicidade em todos os 

grupos que receberam AOM. Na comparação entre os grupos observou-se redução da 

genotoxicidade hepática com significância estatística no grupo que recebeu AOM + Própolis 

vermelha em relação ao que recebeu AOM + Água (p<0,001 - ANOVA associado ao teste 

Tukey ) (Apêndice G).  

Em teste mais especifico o do cometa alcalino com enzima Formamidopirimidina 

DNA glicosilase (Fpg), que tem a propriedade de aumentar a sua sensibilidade detectando 

lesões específicas, reconhece nucleotídeos abásicos (que perderam suas bases nitrogenadas), 

geralmente por um aumento do estresse oxidativo, ou seja, averiguando oxidação de 

nucleotídeos. Neste ensaio, foi detectado que não apenas a própolis vermelha (p< 0,0001), 

mas que também a L-lisina (p< 0,005) protegeu da ação de genotoxicidade hepática do AOM 

quando comparado com o controle AOM + Água (Apêndice H). 

Por fim na avaliação do fígado, em ensaio de micronúcleo em hepatócitos, a própolis 

se mostrou também efetiva na proteção da mutagenicidade pelo AOM (p< 0,05) em relação 

ao grupo que recebeu AOM + Água (Apêndice I).  

No presente estudo, os ratos submetidos ao AOM apresentaram danos aos hepatócitos, 

sugerindo genotoxicidade hepática, mas a própolis vermelha brasileira parece diminuir o 

estresse oxidativo reduzindo a hepatotoxicidade (genotoxicidade) em um modelo de câncer de 

cólon. Este efeito observado pode ser atribuído ao seu rico conteúdo de compostos fenólicos. 

As células estáveis constituem o parênquima da maioria dos tecidos sólidos, como 

fígado. Apesar de o fígado ter grande capacidade de regeneração após lesão ou perda de 

massa tecidual, este órgão possui células quiescentes que em seu estado normal possuem 

baixa atividade replicativa (FAUSTO. 2004).  
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Pesquisas indicam que a AOM é um potente carcinogênico para o fígado e mesmo em 

baixas doses induz hepatotoxicidade (BÉMEUR, DESJARDINS e BUTTERWORTH, 2010; 

MEGARAJ et al, 2014). Estudos demonstraram que AOM induz lesões crônicas em fígado de 

murinos (LAHOUAR et al., 2014). Outros estudos mostraram que esse carcinógeno induziu 

danos hepáticos, sendo observada elevação dos níveis circulantes de aminotransferases e 

bilirrubina total (GÜROCAK et al., 2013). Foi relatado também, que o AOM inicia estresse 

oxidativo hepático e modifica as atividades de enzimas antioxidantes (BURLAMAQUI et al., 

2013).  

Também no fígado, foi mostrado efeito antioxidante protetor da própolis em lesões 

hepáticas de varias durações e isquemia hepática aguda (DROGOVOZ et al. 1994). A 

formononetina pode reduzir a disseminação da inflamação no organismo a partir da 

diminuição na formação de radicais livres, impedindo assim a peroxidação lipídica. Essa 

substância é uma das isoflavonas e um dos componentes majoritários da própolis vermelha 

brasileira, utilizada em nosso experimento, possuindo ação anti-inflamatória e antioxidante 

(DAUGSCH et al., 2008).  

Em nossos achados, tanto a própolis vermelha (cometa alcalino no fígado com e sem 

enzima Fpg) quanto a L-Lisina (cometa alcalino no fígado com enzima Fpg) protegeram os 

hepatócitos da genotoxicidade observados através do estudo de mutagênese. Dornelas et al  

observaram os efeitos protetores da L-Lisina e Própolis verde  em 2014, quando  avaliaram  a 

genotoxicidade da própolis verde e da L-lisina, bem como seus efeitos sobre o possível dano 

celular nos eritroblastos (medula óssea) e leucócitos (sangue periférico) causados pelo 

carcinógeno BBN (n - butil – n - 4 - hidroxibutil nitrosamina) em ratos submetido a 

carcinogênese da bexiga observaram que os ratos que receberam apenas BBN e água, 

apresentaram maior dano de DNA em leucócitos periféricos (ECA) e o maior número de 

micronúcleos em eritrócitos da medula óssea (MN) em relação a todos os outros grupos que 

receberam BBN e lisina e /ou própolis. Concluíram então, que tanto a própolis verde quanto 

a L-lisina foram eficazes na proteção contra a genotoxicidade em medula óssea e sangue 

periférico, além de não serem genotóxicos na direção das células avaliadas, nas doses e 

tempos administrados (40 semanas) e de acordo com os dois testes utilizados.  

O estresse oxidativo, ponto importante a ser avaliado, devido ao metabolismo do 

azoximetano foi analisado através dos testes da dosagem da glutationa e TBARS no sangue 

periférico. A glutationa não mostrou alteração significativa, demonstrando que ela não vinha 

sendo utilizada no momento prévio a eutanásia, e seus níveis permaneceram estáveis.  
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Ao se analisar os grupos através do ensaio TBARs observou-se que há peroxidação 

lipídica em todos os grupos que receberam carcinógeno em comparação aos grupos que não 

receberam. Houve significância estatística com redução da peroxidação lipídica no grupo 

tratado com própolis vermelha em relação aos grupos Azoximetano+Água e Azoximetano+L-

Lisina, como também em relação ao grupo Azoximetano+Goma, o que sugere que a própolis 

vermelha teve uma ação protetora no estresse oxidativo. Esse estresse oxidativo entraria na 

formação de criptas aberrantes no cólon, como também na genotoxicidade hepática e a 

própolis vermelha reduziu esse estresse oxidativo. Pode ser também que esse estresse 

oxidativo possa estar relacionado com algum comprometimento na toxicidade pulmonar já 

descrita na literatura (CHAN, COOK, STANNERS, 2006). Por outro lado, a glutationa parece 

não está sendo gasta com esse estresse oxidativo. 

Cabral et al., (2009) demonstraram que a própolis vermelha possui alta atividade 

antioxidante e antibacteriana e que algumas subfrações são mais ativas biologicamente que o 

extrato bruto. 

O estresse oxidativo está intrinsecamente envolvido em várias alterações metabólicas e 

inflamatórias, o efeito pró-oxidante está relacionado á varias doenças, como doença 

cardiovascular, doenças neuro-degenerativas, doenças autoimunes e cânceres, ora como sua 

causa, ora como sua consequência (VELLOSA  et al. 2013).  

Reticulócitos são eritrócitos (ou hemácias) imaturos. Como as hemácias, os 

reticulócitos não apresentam núcleo, e são chamados assim por possuírem uma malha 

reticular de RNA ribossômico que só é visível ao microscópio quando corada com azul de 

cresil brilhante. Pode-se concluir que o reticulócito expressa à produção medular de novas 

hemácias (ADAMSON, et al. 2001).  

Quanto á relação reticulócitos/hemácias, nos grupos que receberam água, L-lisina, 

própolis vermelha e goma sem carcinógeno, comparados com quando expostos ao AOM, ela 

mostrou que houve redução no número de reticulócitos, portanto, menor renovação de células 

lesadas, especificamente naqueles que receberam água, própolis vermelha e goma, sendo 

maior a significância no grupo que recebeu própolis vermelha. Mas na comparação entre os 

grupos que receberam AOM não ocorreu significância estatística. Ocorreu um prejuízo na 

formação dos reticulócitos, mas sem diferença estatística entre os grupos. Parece que a ação a 

nível medular e funcional discreta se deve provavelmente ao azoximetano. 

Estudos apontam que a genotoxicidade pode estar relacionada com a formação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) que provocam estresse oxidativo grave dentro das células 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Eritr%C3%B3cito
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hem%C3%A1cias
https://pt.wikipedia.org/wiki/Corante
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através de alterações nas macromoléculas celulares, incluindo lipídios oxidados, proteínas e 

DNA (BOLTON et al. 2000). 

A homeostase do epitélio colorretal é devido ao equilíbrio entre proliferação celular e 

morte celular. O CCR se dá através do crescimento anormal das células colônicas com 

proliferação excessiva (YAMAGUCHI, BHALLA, WANG. 2003). O estresse oxidativo tem 

função importante no mecanismo molecular de desenvolvimento e progressão de neoplasia de 

cólon (SERIL et al. 2003). Alguns estudos revelaram que uma dieta rica em fotoquímicos está 

associada à diminuição do risco de câncer. Os muitos compostos químicos que estão presentes 

em produtos dietéticos naturais foram aprovados como antioxidantes e entidades 

quimiopreventivas (BAGCHI et al, 2000; MURTHY et al, 2009). 

De acordo com Lahouar et al., 2014, o metabolismo do AOM produz extrema reação 

com o  radical hidroxílico que induz o estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigênio 

(ROS) resultantes da peroxidação lipídica induzem a danos proteicos, a fragmentação do 

DNA, mutações genéticas e perda da integridade de membrana (ANILAKUMAR et al., 

2010).  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Ocorreu uma ação protetora da própolis vermelha em algumas avaliações do número 

de FCAs em animais que receberam AOM, como também na genotoxicidade em hepatócitos. 

Quanto ao estresse oxidativo ocorreu peroxidação lipídica (TBARS) e a própolis vermelha 

reduziu o estresse oxidativo em analise de TBARS. 

A L-lisina não interferiu no número de lesões preneoplásicas e nem na genotoxicidade 

em grupos submetidos ao AOM. A L-lisina não exerceu efeito protetor e nem promotor do 

câncer colorretal induzido pela AOM.  

Como achado interessante, a goma arábica reduziu significativamente o número total 

de FCAs em algumas avaliações, assim teve uma ação protetora contra a carcinogênese 

colorretal. 

Espera-se que os estudos com a própolis vermelha como agente quimioprotetor 

possam avançar, e com isso promover achados importantes e conclusivos que possam levar ao 

tratamento de muitos tipos de cânceres, em especial no câncer colorretal, que muito acomete 

cidadãos do mundo inteiro. 
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7 CONCLUSÃO 

 

A própolis vermelha reduziu as lesões pré-neoplásicas em cólon distal considerando o 

número total de FCAs, e em cólon distal e em todo o cólon considerando número de FCA até 

4 criptas.  

A L-lisina, não exerceu efeito protetor e nem promotor da carcinogênese colorretal 

induzida pelo azoximetano, em lesões pré-neoplásicas. 

A própolis vermelha e a L-lisina não demonstraram ação protetora para a 

genotoxicidade e mutagênese em sangue periférico e em medula óssea nas doses e tempos 

administrados.  

O estresse oxidativo avaliado pelo TBARs estava aumentado em todos os animais que 

receberam AOM, e a própolis vermelha apresentou redução do estresse oxidativo. 

A goma arábica exerceu proteção das lesões pré-neoplásicas em cólon distal e em todo 

o cólon, considerando o número total de FCAs e número de FCAs até 4 criptas. 
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APÊNDICE A – TABELA DOS PESOS DOS ANIMAIS/GRUPO 

 

 

Distribuição de peso em gramas com valores das médias dos grupos estudados: Grupo I- Água; Grupo II- L-

Lisina; Grupo III- Própolis vermelha; Grupo IV- Goma arábica 1%; Grupo V- Azoximetano + Água; Grupo VI- 

Azoximetano + L-Lisina; Grupo VII- Azoximetano + Própolis vermelha; Grupo VIII- Azoximetano + Goma  

arábica 1% . 

 

Grupo/ 

Semana 

G I G II GIII GIV GV GVI GVII GVIII 

1 39,2 62,1 33,1 44,9 41,8 44,4 37,4 46,3 

2 59 92,9 57,7 78,5 70,3 74,5 64,8 76,5 

3 91,2 120,5 91,6 109,5 101,9 105,4 91,8 107,7 

4 111,6 137,1 92,4 129,1 117,3 124,4 107,4 125,6 

5 122,7 142 127,6 137,5 127,1 133,4 126,3 137,4 

6 143,7 160,5 142 151,5 145,5 142,7 142,4 152,9 

7 153,5 170,1 157,2 164,4 155,2 155,2 154,5 162,6 

8 170,1 184,1 171,9 180,5 169,2 171,2 167,6 174,6 

9 181,9 193,1 183,9 189,8 178,7 178,4 178,4 185,2 

10 188,5 198,7 194 198,8 189,3 189,4 187,1 189,8 

11 197,2 206 199,1 202,4 194,7 195,7 193,1 196,1 

12 202,7 206,6 201,3 208,5 196,6 201,9 198,4 203 

13 205,4 211,5 204 213 203,7 202,9 203,2 206,2 

14 212,1 214,7 211,8 215,3 210,1 204,1 206,4 211,5 

15 213,6 216,8 214 219,1 214,8 214,4 210,8 215 

16 221,5 221 218,5 222,4 187,2 222,2 214,8 218,2 

17 225,1 221,4 221,1 225,6 220,4 224,3 211,7 221,1 
Fonte: O próprio autor.  
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APÊNDICE B – TABELA DE PESOS DOS ÓRGÃOS DOS ANIMAIS (gramas) 

    Grupo Animal Pulmão Fígado Rins  Intestino               Baço 

 

 

GI 

R1 1,46 6,17 1,87 3,20 0,92 

R2 1,54 5,65 1,96 3,10 1,32 

R3 1,27 6,22 1,91 4,61 1,11 

R4 1,43 7,04 1,93 3,19 1,90 

R5 1,63 7,03 2,20 3,48 1,12 

 

 

GII 

R1 1,54 5,52 1,90 3,59 0,87 

R2 1,24 5,33 1,76 2,78 0,83 

R3 1,55 7,19 2,48 3,31 0,37 

R4 1,54 5,30 2,23 3,24 1,05 

R5 1,39 5,13 1,88 3,07 1,01 

 

 

GIII 

R1 1,71 5,51 2,09 2,93 0,95 

R2 1,52 3,71 1,18 3,83 0,98 

R3 0,84 5,61 1,95 2,61 0,80 

R4 1,36 5,79 1,77 2,68 0,65 

R5 1,35 5,06 1,79 2,50 0,69 

 

 

GIV 

R1 1,60 6,49 2,35 2,88 0,98 

R2 1,38 6,24 1,80 3,07 0,63 

R3 1,67 7,86 2,28 3,81 0,93 

R4 2,16 7,12 2,25 3,64 0,97 

R5 1,49 6,51 1,25 3,32 0,77 

 

 

 

GV 

R1 1,90 6,48 2,06 3,14 1,26 

R2 1,33 6,04 2,06 3,57 1,18 

R3 1,35 6,38 1,82 3,28 0,72 

R4 1,25 5,77 1,89 3,58 0,82 

R5 1,30 6,23 1,95 3,75 1,17 

R6 1,71 6,70 1,97 3,25 1,30 

 

 

 

GVI 

R1 1,31 6,24 2,32 3,36 0,76 

R2 1,4 6,53 2,01 3,41 1,06 

R3 1,11 6,37 2,01 3,01 1,20 

R4 1,58 7,23 2,16 3,51 1,10 

R5 1,35 6,20 1,70 3,89 0,75 

R6 1,60 6,30 1,84 3,64 0,84 

 

 

 

GVII 

R1 1,31 5,07 1,62 3,05 0,54 

R2 1,29 6,43 2,08 3,82 0,68 

R3 1,46 6,64 1,95 3,37 0,74 

R4 1,28 5,58 1,63 3,10 0,71 

R5 1,62 6,57 1,85 2,87 0,69 

R6 1,61 5,60 1,77 3,05 0,64 

R7 1,62 5,70 1,84 2,88 0,75 

 

 

 

GVIII 

R1 1,41 6,22 2,04 4,00 0,90 

R2 1,28 6,86 1,92 3,37 1,01 

R3 1,44 5,53 1,85 3,45 0,91 

R4 1,38 6,15 1,75 3,24 0,77 

R5 1,33 5,74 1,61 3,74 0,71 

R6 1,48 6,29 1,90 3,60 0,89 

R7 1,41 6,65 1,97 3,86 0,79 
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APÊNDICE C – TABELA DE ACOMPANHAMENTO DO NÚMERO TOTAL DOS 

FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES NOS ANIMAIS DE CADA GRUPO 

 

 

Azoximetano + Água  

Grupo V Cólonn Proximal Colon Médio Cólonn Distal  

Animais 1 2 3 4 + 5 1 2 3 4 + 5 1 2 3 4 + 5 Total 

R 1 7 2 0 0 0 0 11 20 11 12 14 4 10 9 5 

 

 

105 

R 2 4 0 0 0 1 0 2 4 4 0 12 5 3 0 1 

 

 

36 

R 3 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 7 14 3 14 

 

 

42 

R 4 0 0 0 0 0 2 7 3 4 6 5 10 14 4 6 

 

 

61 

R 5 0 0 0 0 0 2 11 3 2 7 2 11 14 3 15 

 

 

70 

R 6 

 

0 0 0 0 0 0 9 9 4 8 8 20 14 18 12 

 

 

102 

R 7 

 

- - - - - - - - - - - - - - - 

 

 

- 

                416 

Obs.: O R7 morreu durante o experimento. 
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Azoximetano + Lisina  

Grupo VI Colon Proximal  Colon Médio Colon Distal  

Animais 1 2 3 4 + 5 1 2 3 4 + 

5 

1 2 3 4 + 

5 

Total 

R 1 0 0 0 0 0 13 18 6 9 3 5 4 8 5 5 

 

 

76 

R 2 0 0 0 0 0 9 24 1 15 3 3 5 2 2 0 

 

 

64 

R 3 0 0 0 0 0 11 11 6 12 18 9 10 8 1 9 

 

 

95 

R 4 0 0 0 0 0 2 0 4 0 0 1 18 11 14 12 

 

 

62 

R 5 0 0 0 0 0 5 12 9 0 11 0 11 11 3 1 

 

 

63 

R 6 

 

0 0 0 0 0 6 11 0 3 1 0 6 4 9 5 

 

 

45 

R 7 

 

- - - - - - - - - - - - - - - 

 

 

- 

                405 

Obs.: O R7 morreu durante o experimento. 
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Azoximetano + Própolis vermelha  

Grupo 
VII 

Colon Proximal Cólonn Médio Cólonn Distal  

Animais 1 2 3 4 + 5 1 2 3 4 + 

5 

1 2 3 4 + 

5 

Total 

R 1 0 1 0 0 0 0 2 1 1 1 6 3 2 2 2 

 

 

21 

R 2 3 3 0 0 0 2 3 0 1 6 3 3 3 2 3 

 

 

32 

R 3 0 2 0 0 0 6 6 6 6 25 0 11 4 5 11 

 

 

82 

R 4 0 1 0 0 0 2 7 2 5 8 4 3 6 2 4 

 

 

44 

R 5 0 0 0 0 0 0 3 1 0 5 0 4 2 0 11 

 

 

26 

R 6 

 

0 0 0 0 0 3 10 4 14 14 2 8 4 10 4 

 

 

73 

R 7 

 

2 2 0 1 1 1 0 0 5 9 0 2 4 2 3 

 

 

32 

                310 
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Azoximetano + Goma arábica a 1%  

Grupo VIII Cólon Proximal Cólon Médio Cólon Distal  

Animais 1 2 3 4 + 

5 

1 2 3 4 + 

5 

1 2 3 4 + 

5 

Total 

R 1 0 0 0 0 0 0 6 0 3 0 4 9 10 2 2 

 

 

36 

R 2 0 0 0 0 0 0 3 1 0 4 7 1 3 1 1 

 

 

21 

R 3 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 4 6 8 7 7 

 

 

36 

R 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 8 10 6 4 

 

 

31 

R 5 0 0 0 0 0 0 2 1 2 4 1 6 4 3 12 

 

 

35 

R 6 

 

0 0 0 0 0 5 4 7 2 8 4 2 3 4 2 

 

 

41 

R 7 

 

0 0 0 0 0 0 3 2 2 2 3 2 2 1 3 

 

 

20 

                220 
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APÊNDICE D – TABELA DAS DOSES DAS SUBSTÂNCIAS ADMINISTRADAS 

 

 

Doses administradas baseados nos pesos em gramas, com valores das médias dos grupos estudados: Grupo I- 

Água; Grupo II- L-Lisina; Grupo III- Própolis vermelha; Grupo IV- Goma arábica 1%; Grupo V- Azoximetano + 

Água; Grupo VI- Azoximetano + L-Lisina; Grupo VII- Azoximetano + Própolis vermelha; Grupo VIII- 

Azoximetano +  Goma arábica 1% . 

 

Semana/Grupo G I (ml) G II (mg) G III (mg) G IV (ml) G V (ml) G VI (mg) G VII (mg) 

G 

VIII 

(ml) 

1 

        2 

        3 0,5 18,1 9,2 0,5 0,5 15,8 9,2 0,5 

4 0,5 20,6 9,2 0,6 0,5 18,7 10,7 0,6 

5 0,5 21,9 12,8 0,7 0,5 20 12,6 0,7 

6 0,5 24,1 14,2 0,8 0,5 21,4 14,2 0,8 

7 0,5 25,5 15,7 0,8 0,5 23,3 15,4 0,8 

8 0,5 28 17,2 0,9 0,5 26 16,8 0,9 

9 0,5 29 18,4 0,9 0,5 27 17,8 0,9 

10 0,5 30 19,4 1 0,5 28 18,7 0,9 

11 0,5 30 19,9 1 0,5 29 19,3 1 

12 0,5 31 20,1 1 0,5 30 19,8 1 

13 0,5 32 20,4 1,1 0,5 30 20,3 1 

14 1 32 21,2 1,1 1 31 20,6 1,1 

15 1 32 21,4 1,1 1 32 21,1 1,1 

16 1 33 21,8 1,1 1 33 21,5 1,1 

Total 8,5 387,2 240,9 11,6 8,5 365,2 238 12,4 
 

        Fonte: O próprio autor.  
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APÊNDICE E – AVALIAÇÃO ESTATÍSTICA DE PESOS DOS ÓRGÃOS DOS 

ANIMAIS  

 

  

 

GI GII GIII GIV GV GVI GVII GVIII 

p-

Valor 

Pulmão Média 1,46 1,45 1,35 1,66 1,47 1,39 1,45 1,39 0,415 

 

EPM 0,06 0,06 0,14 0,13 0,10 0,07 0,06 0,02  

Fígado Média 6,42 5,6 5,13 6,84 6,26 6,47 5,94 6,20  

 EPM 0,60 0,84 0,84 0,65 0,33 0,38 0,60 0,46 0,002 

 Média 0,26 0,37 0,37 0,29 0,13 0,15 0,22 0,17  

Rins EPM 1,97 2,05 1,75 1,986 1,95 2,00 1,82 1,86 0,494 

 Média 0,05 0,13 0,15 0,20 0,03 0,09 0,06 0,05  

Intestino  EPM 3,51 3,19 2,91 3,34 3,42 3,47 3,16 3,60 0,078 

 Média 0,28 0,13 0,24 0,17 0,09 0,12 0,12 0,10  

Baço EPM 1,27 0,82 0,82 0,85 1,07 0,95 0,67 0,85 0,003 

 Média 0,16 0,12 0,12 0,06 0,09 0,07 0,02 0,03  
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APÊNDICES F – GRÁFICOS DOS PESOS DOS ÓRGÀOS 

 

Gráfico 1- Peso dos Pulmões 

 

Gráfico 2- Peso dos Fígados 

 

Gráfico 3- Peso dos Intestinos 
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Gráfico 4- Peso dos Baços 

 

Gráfico 5- Peso dos Rins 
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APÊNDICE G – ENSAIO COMETA ALCALINO EM HEPATÓCITOS 

 

Avaliação da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa alcalino em hepatócitos nos grupos tratados com 

Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano. Os dados correspondem à análise das 

medições efetuadas em 5 ratos dos grupos não expostos ao azoximetano, em 6 animais dos grupos 

Azoximetano+Água e Azoximetano+Lisina e em 7 ratos dos grupos Azoximetano+Própolis e 

Azoximetano+Goma, sendo expressos em unidades arbitrárias. Comparações entre os grupos tratados com Água, 

Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano, foram feitas pela análise de variância (ANOVA) para 

um fator de classificação, associada ao teste de comparações múltiplas de Tukey. Para cada tratamento, o teste t 

para dados não emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposição ou não ao azoximetano.  
 

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 7,80 ± 2,49 8,00 ± 2,45 7,00 ± 1,23 6,80 ± 2,49 P = 0,7908 

Sim 29,17 ± 9,50 22,83 ± 3,31 15,29 ± 1,38
a
 21,86 ± 3,34 P = 0,0009 

Significância 
(teste t) 

P = 0,0009 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância; a letra 
a
(P<0,001) denota diferença estatisticamente 

significante em relação ao grupo Azoximetano+Água (teste de Tukey). 
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APÊNDICE H – ENSAIO COMETA ALCALINO EM HEPATÓCITOS COM ENZIMA 

ENDONUCLEASE FORMAMIDOPIRIMIDINA DNA GLICOSILASE (FPG) 

 

Avaliação da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa alcalino em hepatócitos modificado, usando a 

endonuclease formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG), nos grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e 

Goma, expostos ou não ao Azoximetano. Os dados correspondem à análise das medições efetuadas em 5 ratos 

dos grupos não expostos ao azoximetano, em 6 animais dos grupos Azoximetano+Água e Azoximetano+Lisina e 

em 7 ratos dos grupos Azoximetano+Própolis e Azoximetano+Goma, sendo expressos em unidades arbitrárias. 

Comparações entre os grupos tratados com Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano, 

foram feitas pela análise de variância (ANOVA) para um fator de classificação, associada ao teste de 

comparações múltiplas de Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados não emparelhados foi usado para 

comparar o efeito da exposição ou não ao azoximetano.  
 

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 7,20 ± 1,48 9,20 ± 1,92 9,40 ± 3,36 8,80 ± 2,78 P = 0,5116 

Sim 42,83 ± 6,80 33,5 ± 5,54
d
 19,71 ± 2,29

a,b,c
 35,14 ± 6,26 P < 0,0001 

Significância 
(teste t) 

P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância; as letras 
a
(P<0,0001), 

b
(P<0,001) e 

c
(P<0,001) denotam 

diferenças estatisticamente significantes em relação aos grupos Azoximetano+Água, Azoximetano+Lisina e 

Azoximetano+Goma, respectivamente, enquanto a letra 
d
(P<0,05) indica diferença estatisticamente significante 

em relação ao grupo Azoximetano+Água (teste de Tukey). 
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APÊNDICE I – TESTE DO MICRONÚCLEO EM HEPATÓCITOS 

 

Avaliação da genotoxicidade por meio do teste do micronúcleo em hepatócitos nos grupos tratados com Água, 

Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano. Os dados correspondem à análise das medições 

efetuadas em 5 ratos dos grupos não expostos ao azoximetano, em 6 animais dos grupos Azoximetano+Água e 

Azoximetano+Lisina e em 7 ratos dos grupos Azoximetano+Própolis e Azoximetano+Goma, sendo expressos 

como número de hepatócitos micronucleados por 2000 hepatócitos. Comparações entre os grupos tratados com 

Água, Lisina, Própolis e Goma, expostos ou não ao Azoximetano, foram feitas pela análise de variância 

(ANOVA) para um fator de classificação, associada ao teste de comparações múltiplas de Tukey. Para cada 

tratamento, o teste t para dados não emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposição ou não ao 

azoximetano.  
 

Exposição ao 

azoximetano 
Água 

(média ± DP) 

Lisina 
(média ± DP) 

Própolis 
(média ± DP) 

Goma 
(média ± DP) 

Significância 
(ANOVA) 

Não 0,80 ± 0,84 0,80 ± 0,84 1,00 ± 0,00 0,80 ± 0,45 P = 0,9439 

Sim 6,17 ± 2,04 5,17 ± 1,60 3,00 ± 1,00
a
 6,00 ± 1,92 P = 0,0076 

Significância 
(teste t) 

P = 0,0004 P = 0,0004 P = 0,0013 P = 0,0002  

DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância; a letra 
a
(P<0,05) denota diferenças estatisticamente 

significantes em relação aos grupos Azoximetano+Água e Azoximetano+Goma (teste de Tukey). 
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ANEXO A – DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA E 

PESQUISA ANIMAL 
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ANEXO B – COMPOSIÇÃO NUTRICIONAL DA DIETA PADRÃO 

 

RAÇÃO NUVILAB CR-1 IRRADIADA  

 

COMPOSIÇÃO BÁSICA DO PRODUTO: MILHO INTEGRAL MOÍDO, FARELO DE 

SOJA, FARELO DE TRIGO, CARBONATO DE CÁLCIO, FOSFATO BICÁLCICO, 

CLORETO DE SÓDIO, ÓLEO VEGETAL, VITAMINA A, VITAMINA D3, VITAMINA E, 

VITAMINA K3, VITAMINA B1, VITAMINA B2, VITAMINA B6, VITAMINA B12, 

NIACINA, PANTOTENATO D CÁLCIO, ÁCIDO FÓLICO, BIOTINA, CLORETO DE 

COLINA, SULFATO DE FERRO, MONÓXIDO DE MANGANÊS, ÓXIDO DE ZINCO, 

SULFATO DE COBRE, IODATO DE CÁLCIO, SELENITO DE SÓDIO, SULFATO DE 

COBALTO, LISINA, METIONINA, BHT.  

 

NÍVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTO: UMIDADE (MÁX): 

125g/kg; PROTEÍNA BRUTA (MIN): 220g/kg; EXTRATO ETÉREO (MIN): 50g/kg; 

MATERIAL MINERAL (MÁX): 90g/kg; FIBRA BRUTA (MÁX): 70g/kg; CÁCIO (MÍN-

MÁX): 10-14 g/kg; e FÓSFORO; 6.000 mg/kg.  

 

VITAMINAS: A (MIN) 13.000 UI/Kg; VITAMINA D3 (MIN) 2.000 UI/Kg, VITAMINA E 

(MIN) 34 UI/Kg; VITAMINA K3 (MIN) 3mg/Kg; VITAMINA B1 (MIN)5 mg/Kg; 

VITAMINA B2 (MIN) 6mg/Kg; VITAMINA B6 (MIN) 7 mg/Kg; VITAMINA B12 (MIN) 22 

mcg/Kg; NIACINA (MIN) 60 mg/Kg; PANTOTENO DE CÁCIO (MIN) 21 mg/Kg; ÁCIDO 

FÓLICO (MIN) 1mg/Kg; BIOTINA (MIN) 0,05mg/Kg; COLINA 1.900 mg/Kg; MINERAIS: 

SÓDIO (MIN) 2700 mg/Kg; FERRO (MIN) 50mg/Kg; MANGANÊS (MIN) 60mg/Kg; 

ZINCO (MIN) 60mg/Kg; COBRE (MIN) 10mg/Kg; IODO (MIN) 2MG/KG; SELÊNIO 

(MIN) 0,05mg/Kg; COBALTO (MIN) 1,5 mg/Kg, FLÚOR (MÁX) 60mg/Kg. 

AMINOÁCIDOS: LISINA (MIN) 12g/Kg, METIONINA (MIN) 4.000Mg/Kg, ADITIVOS 

BHT 100,00mg/Kg. 

 

INDICAÇÃO : Ração irradiada para camundongos e ratos de laboratório 

USO: Administração à vontade em comedouros suspensos 

CONSERVAÇÃO : Conservar o produto em ambiente seco e arejado, sobre estrados, evitando 

luz e calor excessivos. 
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ANEXO C – DECLARAÇÕES DE PERIGO E PRECAUÇÃO DO AZOXIMETANO 
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ANEXO D – CONTROLE DE QUALIDADE DA L-LISINA 

 


