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RESUMO

A PROPOLIS VERMELHA E L-LISINA EM LESOES PRE-NEOPLASICAS
COLORRETAIS INDUZIDAS PELO AZOXIMETANO VANESSA NOGUEIRA LAGES
BRAGA. Po6s-Graduacdo strictu sensu, Departamento de cirurgia, Faculdade de medicina,
Universidade Federal do Ceara (Grau de mestre em Ciéncias Médico-Cirurgicas). Abril, 2018.
Orientadora: Profa. Dra. Conceigdo Aparecida Dornelas.

O céncer colorretal (CCR) ¢ a terceira neoplasia maligna mais frequente no mundo. Os focos
de criptas aberrantes (FCAs) displésicos sdo considerados marcadores para 0 cancer
colorretal. Propolis € um produto resinoso, usada para proteger a colmeia, e possui
propriedades antitumorais. A L-lisina € um aminoacido essencial com relato de promocao de
carcinogénese quimica em bexiga de rato. Objetivou-se avaliar os efeitos da prépolis
vermelha e L-lisina em lesdes pré-neoplasicas colbnicas induzidas pelo azoximetano (AOM -
15mg/kg intraperitoneal). Foram estudas 48 ratas wistar que foram distribuidas em: GlI- agua,
Gll- L-lisina, GllII- propolis vermelha, GIV- goma arabica 1%, GV- AOM+agua, GVI-
AOMH+L-lisina, GVII- AOM+prdpolis vermelha e GVIII- AOM +goma arabica 1%, durante
16 semanas. Foram quantificados os FCAs, analisados o estresse oxidativo (Glutationa e
TBARS), a genotoxicidade, ensaio cometa (sangue periférico) e micronucleo (sangue
periférico e medula déssea) e a relacdo reticuldcitos/hemécias em sangue periférico. A propolis
vermelha reduziu o niamero total de FCAs em c6lon distal nos animais que receberam AOM e
prépolis (p<0,01), e em todo segmento colénico considerando o nimero de FCAs de até 4
criptas (p<0,05). A L-lisina, ndo demonstrou efeito protetor e nem promotor em lesdes pré-
neoplasicas induzidas pelo AOM. A prépolis vermelha e a L-lisina ndo demonstraram efeitos
de protecdo para a genotoxicidade nem mutagénese 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 propolis vermelha reduziu o estresse oxidativo
(p<0,01). A goma arabica (controle utilizado para extracdo da propolis) teve acdo protetora
reduzindo os FCAs em colon distal (p<0,05) considerando o numero total de FCAs e em todo
0 segmento colonico reduzindo o nimero de FCAs com até 4 criptas (p<0,05) nos que
receberam AOM e goma. Assim, os resultados indicam que a propolis vermelha e a goma
ardbica tiveram acdo protetora reduzindo as lesGes pré-neoplasicas na carcinogénese
colorretal induzida pelo AOM. A prépolis vermelha também reduziu o estresse oxidativo

provocado pelo carcindgeno.

Palavras-chave: Cancer Colorretal. Propolis 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
Ceard (Master's degree in Medical-Surgical Sciences). April, 2018. Advisor: Profa. Dr.
Conceicéo 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: Gl-water, GllI-L-lysine, GlllI-red propolis, GlV-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 propolis, 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 INTRODUCAO

1.1 Cancer colorretal

O céncer é um problema de saude publica global e a segunda causa de morte mundial,
com 190 mil ébitos por ano. Sua incidéncia no mundo cresceu 20% na ultima década e
espera-se para 2030 cerca de 27 milhdes de novos casos, com seu impacto comprometendo
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento, bem mais do que os 20 milhGes de casos
novos estimados para 2025 (INCA, 2018). O Instituto Nacional de Cancer — INCA, do
Ministério da Saude, prevé em torno de 600 mil novos casos de cancer no Brasil em 2018, e 0
aumento da expectativa de vida, a urbanizacdo e a globalizacdo sdo alguns dos fatores que
podem explicar parte dessas ocorréncias. Entre os homens, séo esperados no Brasil 220.000
casos, e entre as mulheres 200.000 para 2018 (INCA, 2018).

O cancer colorretal (CCR) € a terceira neoplasia maligna mais frequente no mundo.
Teve sua incidéncia aumentada nos altimos anos principalmente na Europa, América do Norte
e Australia (MARLEY; NAN, 2016). E a segunda maior causa de morte relacionada ao cancer
nos EUA, independente do sexo, apesar dos protocolos de rastreio generalizados
(WARGOVICH, 2010; SIEGEL et al, 2016). Mesmo com o0s avangos no diagndstico e no
tratamento, a mortalidade causada por canceres continua alta e manteve-se praticamente
inalterada nas Ultimas quatro décadas (URBAN, et al, 2012). Esse tipo de cancer é um dos
que mais acomete a populacdo brasileira.

Segundo a estimativa do INCA, o nimero de casos novos de cancer de colon e reto
estimado para o Brasil em 2018 serd de 17.380 casos em homens e de 16.370 em mulheres.
Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de colon e reto em homens é o
terceiro mais frequente no Brasil e o0 segundo mais frequente entre as mulheres (INCA, 2018).

A carcinogénese é um processo de mdaltiplos passos envolvendo eventos celulares,
moleculares e morfoldgicos que sdo divididos em trés estagios: iniciagdo, promocao e
progressdo (BIRD, 2000).

Na iniciacdo acontece uma exposicdo de celulas normais & agentes de natureza
quimica, biologica (virus, bactérias e fungos), ou fisica, todos com potenciais carcinogénicos,
que levam a mudancas no genoma e um crescimento seletivo das células. A promocéo é
realizada por agentes promotores em células iniciadas, envolvendo sua expansao clonal, onde

em geral estdo relacionadas a alteracbes morfoldgicas e fenotipicas. Na progressdo ha uma
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evolugéo, ou continuidade de anormalidades cromossomiais que podem levar a malignidade
e/ou metéstase (BIRD, 1995; WASHINGTON, et al., 2013).

O célon e o reto, constituindo a porcao terminal do tubo digestivo tém como principal
funcdo absorver agua dos restos dos alimentos digeridos. A mucosa € caracterizada pela
auséncia de vilosidades e pela presenca de criptas profundas (CIDRE, 2012).

O cancer colorretal (CCR) abrange tumores na regido do intestino grosso (o colon) e
reto (INCA, 2018). Individuos com parentes de primeiro grau com histéria de cancer
colorretal tém risco de ter esse tipo de cancer fortemente associado ao nimero e a idade em
que os parentes foram acometidos. Cerca de 1,5 a 3% dos pacientes submetidos a ressecc¢ao de
um Unico CCR tém chance de recidivar o tumor, nos primeiros cinco anos pos-operatorio. Ter
um unico parente de primeiro grau afetado aumenta o risco em 1,7 vezes, em relacdo ao da
populacdo geral (ZANDONA, 2011; MARLEY ; NAN, 2016). Antes dos 40 anos de idade é
raro o diagnéstico da doenca, mas a idade mais avancada ¢ um fator importante para o
aparecimento de CCR esporadico. Porém, a incidéncia comeca a aumentar significativamente
apos 50 anos, e a cada decada seguinte, as taxas de incidéncia se tornam cada vez mais
expressivas. Os adenomas sdo 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 alcodlicas, ingestdo de gordura animal, dieta pobre em fibras alimentares, consumo de
produtos industrializados ou em conservas, tabagismo, falta de exercicios e doencas crbnicas
intestinais sdo apontadas como os principais fatores de risco para esse tipo de cancer
(MARLEY; NAN, 2016). E mais frequente a ocorréncia deste cAncer em pessoas com mais de
60 anos de idade associadas aos fatores de risco citados acima. O aumento da ingestdo de
gordura promove elevacgdo na producdo de acidos biliares que sdo mutagénicos e citotoxicos.
Igualmente acontece com peixes desidratados ou conservados com sal que aumentam o risco
de cancer de 1,3 a 2,8% (MARLEY; NAN, 2016).

Geralmente o CCR é detectado tardiamente e ha dificuldade em detectar esse tipo de
cancer em seu estagio inicial devido as suas insidiosas manifestacBes clinicas. Isso tem
estimulado campanhas de prevengdo do cancer colorretal e identificacdo de substancias e/ou
alimentos contendo moléculas com propriedades quimiopreventivas que podem inibir o
cancer. Os sintomas e sinais iniciais vao depender do tipo de tumor e sua localizagdo, tumores
que ficam no c6lon direito levam ao surgimento de diarreia e dor vaga no abdome (sindrome
dispéptica). Em estagios mais avancados pode surgir anemia e outros sintomas, com tumor

palpavel no quadrante inferior direito. No entanto, os tumores do coélon esquerdo, aparecem
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obstipacéo intestinal progressiva, fezes em fitas, escuras ou algumas vezes com sangue. Pode
ocorrer algumas vezes alternancia entre diarreia e constipa¢do. Ja nos tumores do reto o
sangramento é frequente, misturado ou ndo com fezes, muco ou pus, bem como também a
sensacdo de evacuacao incompleta (BALLESTER et al., 2016).

O diagnostico das neoplasias colorretais € feita atraves do exame digital do reto, do
teste das fezes para perda de sangue oculto, o enema de béario, a sigmoidoscopia, colonoscopia
que devem ser acompanhadas por bidpsia confirmatéria (MOREIRA, 2012).

Calcula-se que 75-80% dos casos de cancer colorretal sejam classificados como
esporédicos (ndo hereditarios) (DA SILVA et al., 2016). Existem duas vias moleculares da
carcinogénese colorretal, a sequéncia adenoma-carcinoma e a via do reparo do
emparelhamento erréneo (ou instabilidade microssatélite). Cada uma dessas vias mostra que
hd um acumulo gradual e sequencial de quatro a cinco mutacfes genéticas diferentes (gene
APC, ativagdo da proteina K-ras e mutacdo das proteinas p53 e DCC (Deleted in colorectal
cancer) e genes de reparo do emparelhamento erroneo de DNA), onde causam mudangas
histologicas e moleculares que levam & transformacdo do epitélio normal coldnico para o
fenotipo maligno e invasivo. (FEARON e VOGELSTEIN, 1990, RADTKE; CLEVERS,
2005) (Figura 1).

Figura 1 - AlteracGes histopatoldgicas na carcinogénese
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Mutagdes K-ras Apc, K-ras, B-catenina K-ras, B-catenina, Apc, a-catanina
TExprassdo Ciclina B-catenina, ciclinaD1, c-mye, c-fos, B-catenina, ciclina D1, c-mye, c-fos,
D1,PPAR- c-jun, Akt, PPAR-8, mmp-7, LMW c-jun, Akt, PPAR-8, mmp-7, LMW
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TGF-o, TGF-B
LExprassdo TGFo,TGFB TGF-a, TGF-B, E-catenina

E-catznina. Smad3

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 cromossdmica, ou ainda, via “supressora”, ou sequéncia adenoma-
carcinoma. A leséo desta via mais precocemente identificada € a cripta aberrante que pode se
apresentar em grupo, caracterizando os focos de criptas aberrantes (FCAS). Esses focos sao
criptas de Lieberkiihn mais largas, com aberturas luminais alteradas, espessamento epitelial e
hipercromicas semelhantes aos adenomas diminutos que apresentam aumento da atividade
proliferativa celular, displasia, producdo do antigeno carcinoembrionario detectado por
imuno-histoquimica e mutacdo do gene K-ras. Sdo lesdes microscopicas da mucosa, que
algumas vezes antecedem o aparecimento de polipos, podendo evoluir como focos de
mdaltiplas criptas aberrantes (BIRD, 2000).

O fator hereditario € uma causa importante no desenvolvimento da doenca, e das
formas hereditarias, 0 mais comum €é o cancer colorretal hereditario ndo-polipdide (HNPCC),
responsavel por 20-30% destes, o que equivale 3% a 5% de todas as neoplasias colorretais.
Nesse tipo de cancer o defeito genético € resultado de mutagdo nos genes reparadores do DNA
(hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 e hMSHS6), localizados nos cromossomos 2, 3e 7 (COTTI
et al., 2000).

O céncer colorretal ndo-polipdide se desenvolve muito rapido, e muitas vezes é
precedido por pouco ou nenhum pélipo, e ocorre em idade mais jovem, em localizacdo mais
proximal do célon, ou em localizagdes mudltiplas (tumores sincrdnicos) por ocasido do
diagnostico ou durante o seguimento (tumores metacrénicos) (MENDONCA et al., 2008; DA
SILVA et al., 2016).

Pesquisas revelaram que, histologicamente, tumores no célon distal sdo na sua maioria
adenomas e adenocarcinomas bem ou moderadamente diferenciados. No célon proximal, 0s
tumores séo principalmente mal diferenciados, mucinosos, ou adenocarcinomas com célula de
anel de sinete (PARK, GOODLAD; WRIGHT, 1997).

As terapéuticas tradicionais usadas no tratamento do cancer empregam a cirurgia,
quimioterapia e radioterapia. A escolha do tratamento ideal para um tipo de cancer em geral
estd baseada em ensaios clinicos com um grande numero de pacientes, 0s quais indicam o
melhor esquema terapéutico a ser utilizado. No entanto, ao longo dos ensaios clinicos pode-se
encontrar uma grande variacdo de resposta entre os pacientes, indicando que uma melhor
estratificacdo em subgrupos poderia apontar diferentes niveis de resposta a um esquema
terapéutico empregado (EFFERTH, 2012).
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1.2 Focos de Criptas Aberrantes (FCAS)

A utilizacdo de lesBes preneoplésicas como biomarcadores de cancer colorretal ndo era
possivel até 1987, quando Bird desenvolveu um modelo de abordagem metodologica répida e
relativamente barata para detectar FCAs (focos de criptas aberrantes) (BIRD,1987,;
BIRD,1995). Ele utilizou roedores (ratos, hamsters e camundongos) tratados com
carcindgenos quimicos e corados em azul de metileno (BIRD, 2000).

A partir de entdo, pesquisadores identificaram, biomarcadores adicionais da
carcinogénese de colon, como FCAs Dark (LU et al, 2008), FCAs Flat (PAULSEN et al,
2005), FCAs displasico (OCHIAI et al, 2005), FDM (foco depletado de mucina) (CADERNI
et al, 2003) e criptas acumuladas com f-catenina (BCAC) (YAMADA et al, 2000).

Estudos que objetivam identificar os biomarcadores envolvidos na progressao do
cancer e 0s processos por eles regulados ajudam no melhor direcionamento do tratamento, na
medida em que sdo usados como base para a elaboracdo de ferramentas para o bloqueio
molecular desses processos (SOUZA et al., 2014).

Os mecanismos pelos quais os carcindgenos induzem criptas displasicas do célon e a
importancia dessas criptas na génese das neoplasias colbnicas estd bem reconhecida e
documentada. Estudos para identificar e caracterizar essas criptas aberrantes e avaliar sua
significancia na génese do cancer, ja foram realizados e comprovados (BIRD, 1987).

O uso do carcinogénico azoximetano (AOM) em camundongos induziu o crescimento
de criptas coldnicas maiores, mais grossas e mais escuras do que as criptas normais quando
visualizadas com azul de metileno (a microscopia estereoscépica), e foram relatados pela
primeira vez no epitélio do célon de roedores, onde foram denominados de focos de criptas
aberrantes (FCAs) (BIRD, 1987). Além disso, as criptas aberrantes encontradas em modelos
de roedores tém aberturas luminais distorcidas, semelhantes a fendas e epitélios visivelmente
espessados (BIRD, 1989).

Outro fator observado é que a formacéo de criptas aberrantes em modelos de roedores
é dose responsiva ao AOM, ou seja, 0 tamanho e o0 numero de criptas por foco, bem como o
tamanho do foco aumenta com doses crescentes do carcinégeno (MCLELLAN, 1988). Essas
lesGes sdo facilmente visiveis normalmente com o auxilio de um microscéopio de dissec¢édo
com uma ampliagdo de 40 x (BIRD, 1987).

Foram observadas pela primeira vez em humanos criptas aberrantes na mucosa
colbnica de pacientes com cancer colorretal em 1991. Esses achados revelaram que

aglomerados de criptas encontrados na mucosa humana aparecem a microscopia
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estereoscopica como criptas elevadas da superficie da mucosa normal do célon periférica ao
tumor (PRETLOW, 1991).

Os FCAs sdo considerados precursores para o cancer colorretal. Assim intervencgdes e
terapéuticas sdo direcionadas para alterar a fase dessas lesdes ou interromper a progressao
dessas & neoplasia, na tentativa de reverter ou prevenir a formagdo de FCAs. A formacao
desses focos acompanha mudancgas na morfologia das criptas colonicas em ambas as doencas
do intestino, benignas e adenocarcinomas. Considera-se a formacdo de FCAs a alteracédo
observada mais precocemente. Como ja citado, sdo visiveis a microscopia estereoscépica e
microscopia Otica e sdo utilizadas como um biomarcador para o céncer colorretal
(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010).

O numero total de FCAs pode ser considerado um biomarcador valido somente numa
fase muito precoce da carcinogénese, enquanto que, nas semanas subsequentes, os FCAs com
as multiplicidades de criptas por foco (mais de cinco criptas) sdo considerados um
biomarcador mais especifico do que o numero total de FCAs. Assim, numa etapa mais
avancada da carcinogénese colorretal, o foco de cripta aberrante pode nédo ser por si s6, um
biomarcador intermediario confidvel da carcinogénese do colon, mas sim, a multiplicidade de
criptas em cada foco de criptas aberrantes (BIRD; GOOD, 2000; RAJU, 2008).

Na literatura ha uma abundancia consideravel de descri¢bes histopatoldgicas dos
principais tipos de FCAs, que sdo grupos de lesbes heterogéneas, e sua classificagdo em
humanos encontrou-se uma consideravel controvérsia. Microscopicamente, foi realizada uma
diferenciacdo entre foco de cripta aberrante displasico e ndo displasico (constantemente
incluindo foco de cripta aberrante hiperpléasico serrilhado) (GUPTA; SCHOEN, 2009;
STEVENS et al, 2008).

Pesquisas publicadas reforcam a hipotese de que os FCAs displasicos sdo precursores
do céncer colorretal, pelo menos com base na histopatologia, e sdo considerados como
biomarcadores, havendo algumas indicacbes de que FCAs tem fatores comuns com
adenomas. Estdo esgotadas em mucina, tém origem monoclonal, demonstram displasia
superficial a profunda, sdo hiperproliferativos, e evidenciam coloragdo nuclear para -
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 carcinogénicos ou modelos animais transgénicos para cancer colorretal
(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010).

Para melhor se entender a patogénese do cancer do colon e para avaliar a progressao

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



como um parametro importante (CHENG; LA, 2003).

Na figura 2, ilustra-se trés tipos de focos de criptas aberrantes e caminhos previsiveis
da carcinogénese cdlica. A inser¢do mostra o padrao especulado da zona de proliferacdo na
cripta de subtipos de FCAs. Esse esquema supde uma transicdo de criptas de normal para
FCAs displasicas mostrando morfometria nuclear (azul escuro é FCAs, roxo é o nucleo
estratificado). Trés tipos de FCAs displasicas sdo citados na literatura: os focos de deplegéo
de mucina (FDM, células em calice em rosa sdo perdidos e substituidos por nucleos
estratificados em roxo, marrom representam [-catenina que pode se acumular em FDM),
criptas com acumulo de B-catenina (BCAC, marrom apresentando B-catenina nuclear dentro

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

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

Figura 2- Trés tipos de focos de criptas aberrantes (FCAS)
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Fonte: Adaptado de WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010.

E possivel caracterizar os perfis genéticos do FCAs para avaliar seus riscos de
progressao para cancer, isso devido ao advento de novos ensaios de biologia molecular
(ALRAWI et al, 2006). Esses ensaios consistem em silenciamento epigenético, mutacdo

genética, instabilidade de microssatélites e perda de heterozigosidade (HEINEN et al, 1996;

FCAFlat
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WANG et al, 2001).

Na formacdo de FCAs ocorre um processo de vérias etapas e existem varias mutagdes
consideraveis que ocorrem em diferentes tempos dentro do desenvolvimento da cripta. A
analise do estado mutacional genética dentro de FCAs pode ajudar a definir o poder
carcinogénico das criptas, embora algumas caracteristicas sejam mais adequadas para serem
estudadas em estdgios posteriores do desenvolvimento do pdlipo (ORLANDO, et al, 2008).
Pesquisa realizada mostrou a ocorréncia de p53 mutante em 42% de FCAS, mas estudos
posteriores mostraram que a perda de p53 ndo ocorre muito nos FCAs, mas sim, mais
frequentemente, em estagios posteriores do desenvolvimento do polipo (ORLANDO, et al,
2008).

As mutacGes do gene k-ras no modelo de carcinogénese quimica em ratos sao tao
frequentes como na carcinogénese colorretal em humanos. Da mesma maneira que ocorre em
seres humanos, observou-se uma mutacdo de k-ras mais frequentemente em FCAs com
epitélio hiperplasico do que em FCAs com caracteristicas displasicas (MCLELLAN,
MEDLINE; BIRD, 1991; TAKAHASHI et al, 2000; STOPERA, MURPHY e BIRD,1992;
PERSE, MLINARIC e CERAR, 2010).

A presenca de instabilidade de microsatélites (IMS) também é outro aspecto a
caracterizar FCAs e acontece durante o estagio inicial de FCAs com um alto grau de
frequéncia (HEINEN et al, 1996; PEDRONI, et al, 2001; GREENSPAN, et al, 2007). Apesar
de a IMS ser um fator no cancer colorretal ndo-polipose hereditario (HNPCC) (PEDRONI, et
al, 2001), e em menor frequéncia na carcinogénese colorretal esporadica, ainda pode
representar um alvo diagnostico na formacdo de FCAs. A perda de heterozigosidade (LOH)
tem sido normalmente associada a etapas posteriores da carcinogénese e na formacdo de
FCAs ndo é notada com frequéncia, mas trabalhos recentes tém mostrado que a LOH em
algumas areas pode ocorrer possivelmente antes das mutagdes da APC (LUO, et al, 2006).
Existem inimeros outros componentes genéticos de FCAs, e a andlise histopatoldgica
juntamente com as assinaturas moleculares reforcam a evidéncia de que FCAs podem ser
uteis como biomarcadores de cancer colorretal (CHO, et al, 2008; WARGOVICH; BROWN;
MORRIS, 2010).

Em numerosos estudos tém sido usado os FCAs como marcadores de CCR e estes
variaram desde ensaios clinicos testando terapéutica experimental em pacientes com HNPCC
até a documentacdo de FCAs em pacientes com carcinomas de colon esporadicos (CHAN, et
al, 2002; PEDRONI, et al, 2001; CHO, et al, 2008). O Iimen intestinal € um ambiente em

constante mudanca e de grande volume de renovacao celular onde se faz rastreamento de
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desenvolvimento de FCAs. Por outro lado, nem todos os FCAs culminardo em tumores e para
alguns individuos as caracteristicas moleculares de FCAs variam de um padrdo correlativo
elevado de possivel progressdo a cancer para caracteristicas mais remanescentes de tecido
mucoso saudavel e normal (LANCE; HAMILTON, 2008; HEINEN et al, 1996).

Os FCAs displasicos podem, de fato, ter uma maior correlacdo de progressdo para
carcinomas. O uso de identificacdo microscopica de maior poténcia e diagndstico molecular
dos tecidos aliviardo algumas limitacdes no uso de FCAs como biomarcadores de CCR
(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010).

No entanto, um subconjunto de FCAs que apresentam displasia, caracterizada ainda
pela alteracdo de vias genéticas que controlam a proliferacdo celular, sdo potencialmente Gteis
como marcadores para avaliar individuos de alto risco, risco futuro em individuos
assintomaticos e alvos atuais para compostos quimioterapicos e quimiopreventivos. Essas
conclusBes sdo baseadas na evidéncia de que FCAs demonstram semelhancgas histolégicas
com adenomas e adenocarcinomas de coélon e compartilham defeitos moleculares com pelo
menos alguns tumores colorretais (WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010).

Existem, portanto, trés tipos de FCAs displasicos. Focos de deplecdo de mucina-FDM;
FCAs de criptas com acumulo de p-catenina-BCAC; e FCAs flat-displasica-flat FCAS
(WARGOVICH; BROWN; MORRIS, 2010). Dentre eles, os focos de deplecdo de mucina
(FDM), ou seja, com reducdo acentuada do teor de mucina sdo importantes marcadores para
lesBes preneoplasicas do cancer colorretal.

Agentes quimiopreventivos seriam aqueles com a capacidade de modularem a
mutagenicidade e/ou a carcinogénese. Quando estes agem interferindo sobre a mutagénese,
sdo considerados antimutagénicos e quando interferem nos processos da carcinogénese, sao
chamados de anticarcinogénicos (DASHWOOD, 2002). Nos estudos da area de mutagénese o
poder quimiopreventivo de uma substancia é testado contrastando o suposto antimutagénico
com uma substancia sabidamente mutagénica, e depois se observando se houve uma reducao
das lesdes produzidas no DNA (LUIZ, 2002).

AlteracBes génicas envolvidas na formagdo destas criptas aberrantes decorrem,
algumas vezes, da atividade genotoxica de carcindgenos quimicos. Nesse sentido, a avaliacéo
dessa atividade completaria o estudo dos fatores envolvidos com o aspecto morfologico
daquelas lesdes pré-neopléasicas. Entretanto, a melhor maneira de avalia-las seria, ndo s6 em
células intestinais, mas também em células de alto turnover, como as células do sangue e
medula 0ssea, as quais estdo disponiveis também em maior quantidade (SAMPAIO et al.,
2012).
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1.3 Carcinogénese quimica /Azoximetano (AOM)

O protagonismo no desenvolvimento de modelos experimentais para avaliacdo de
criptas aberrantes como dissemos anteriormente, coube a Bird, 1987 e 1995. Nesse modelo
observa-se semelhancas nos aspectos genéticos, morfoldgicos e histopatoldgicos aos seres
humanos, proporcionando mais conhecimento sobre a progressdo biologica dessa doenca,
ajudando a elucidar caminhos moleculares, identificando novos biomarcadores, assim como a
identificacdo de metas terapéuticas e novas estratégias de prevencdo (WASHINGTON et al.,
2013).

Os dois agentes mais empregados na carcinogénese quimica séo 1,2-dimetilhidrazina -
DMH e/ou seu metabdlito, o azoximetano - AOM. O azoximetano administrado na dose de
15mg/kg de peso em duas doses via intraperitoneal em ratos, induzem a formacdo de
biomarcadores intermediarios de carcinogénese colorretal denominados focos de criptas
aberrantes (FCAs), em estudos de curta duracdo 8-12 semanas ap6s a aplicacdo, ou tumores
do célon 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
caracteristicas encontradas no CCR esporadico humano. Esse processo ocorre atraves de
multiplos passos caracterizados pela sequéncia de lesdes histopatolégicas parecidas as
observadas na carcinogénese espontanea em humanos, incluindo semelhancas na resposta a
alguns agentes promocionais e preventivos observados na clinica (CARDENI, et al, 2003;
PERSE e CERAR, 2011). Desta forma torna-se uma ferramenta importante para o estudo de
diferentes CCRs que ndo pode ser, obviamente, estudado em seres humanos (PERSE e
CERAR, 2011).

O CCR induzido pelo AOM envolve multiplas alteracbes génicas, assim como em
CCR em humanos. Uma das vias que envolvem tumores de c6lon encontrado em modelo de
carcinogénese em roedores apresenta mutagdes no gene supressor de tumor APC/B-catenina,
ativacdo da proteina K-ras, mutacdes das proteinas p53 e podem também ocorrer através da
instabilidade de microsatélite (MSI), ou instabilidade cromossémica. O azoximetano aumenta
a expressdo do gene c-fos e a diminuicdo do gene c-myc, como também a mutacdo do gene k-
ras (BIRD, 1995).

Além de mutacGes génicas, defeitos moleculares e celulares sdo encontrados em
modelos de carcinogénese de CCR em ratos, assim como em humanos. Essas alteracdes

envolvem varios caminhos que sdo via de Wnt/B-catenina, via K-ras, via da sinalizacdo do



29

fator de crescimento B (TGF-B) e do processo inflamatorio relacionado.

O TGF-B, em células normais exerce efeito supressor de tumor, pois essa enzima
funciona parando o ciclo celular no estagio G1, estancando a proliferacdo celular, induzindo a
diferenciacéo e promovendo a apoptose. No entanto, em adenocarcinomas induzido por AOM
em ratos, ela fica superexpressa juntamente com a superexpressdo da COX-2, enzima
responsavel pela formacdo de prostaglandinas, sugerindo que a Ultima seja consequéncia do
aumento da atividade do TGF-p. Da mesma forma a superexpressdo de iNOS, enzima
responsavel pela formacédo de éxido nitrico, também esta presente no carcinoma induzido pelo
AOM. Ambas as enzimas estdo diretamente envolvidas no processo inflamatério e modelos
inibidores destas ressaltam seu envolvimento no estabelecimento do carcinoma colorretal.
(TAKAHASHI e WAKABAYASHI, 2004; FEMIA et al, 2008). Aumento da expressdo de
INOS e COX-2 em células epiteliais frequentemente foram observados em FCAs displasicas,
em adenomas e carcinogénese colorretal induzida por DMH / AOM (TAKAHASHI et al,
2000).

O AOM é um metabdlito ativo do DMH e foi usado em varios modelos experimentais
de cancer colorretal em ratos e camundongos. E metabolizado no figado onde é ativado por
oxidacdo gerando entdo, compostos reativos fundamentais para a carcinogénese quimica, que
sdo metilazoximetanol e ion metildiazéxido, que depois chegam até o coOlon através da
corrente sanguinea ou pela via biliar na forma de glucoronideo conjugado. Depois de ativado
0 DNA é metilado principalmente nas posi¢des N’- e O%- da guanina (CARDENI, et al, 2003;
LAHOUAR, et al, 2014). Induz entdo, a metilagdo DNA O¢% metilguanina, que, se nao for
reparada, pode disparar timidina durante a replicacdo do DNA, resultando em uma transi¢éo
G: C para A: T (PERSE e CERAR, 2011), gerando instabilidade no DNA.

O metabolito cancerigeno final de DMH e AOM é responsavel pela metilacdo das
bases de DNA de células de varios 6rgaos, incluindo as células epiteliais no compartimento
proliferativo das criptas, o que resulta em grande perda de células colénicas por apoptose,
aumento da sua proliferacdo e um aumento aparente nas mutacGes das células epiteliais
colorretais (CHANG, 1984). Além do intestino grosso e delgado, os 6rgdos mais afetados por
esse carcindgeno durante a indugdo de cancer de célon sdo o figado e os pulmdes (CHAN,
COOK, STANNERS, 2006).

O uso do modelo DMH / AOM permite monitorar o desenvolvimento de CCR em
condi¢Bes experimentais definidas, mesmo ndo sendo iguais & complexidade da doenga
humana e ndo 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 cancer. Ja& produziram informagdes muito importantes a
respeito da histologia e bioquimica do desenvolvimento tumoral, bem como sobre fatores que
retardam ou aceleram a tumorigénese (PERSE e CERAR, 2011).

Para se fazer tratamento quimiopreventivo pode-se usar a substdncia antes da
exposicdo ao carcindgeno, durante a fase de iniciacdo, durante a fase de promoc¢do ou
progressao, ou através de ambas as fases. Esses protocolos, que foram detalhados por Bird,
1998 e Femia e Caderni, 2008, sdo usados para avaliar os efeitos promocionais ou de protecéo
de substancias usadas e quando acompanhados de perto, fornecem dados bastante
reprodutiveis (PERSE e CERAR, 2011).

1.4 Prépolis

1.4.1 Aspectos gerais

Propolis é um produto resinoso, balsamico coletado por abelhas africanizadas Apis
mellifera L., adquiridos a partir da casca das arvores e brotos de folhas, onde esse material é
misturado pelas abelhas as suas enzimas salivares, a cera e pdlen (GHISALBERTI, 1979;
MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al., 2000). Ela é usada para vedar a colmeia, protegé-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 propolis € 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
etal., 2004).

Utilizada pelo homem desde o Egito antigo e a Mesopotamia, cerca de 1700 a.C., a
propolis 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). Hipdcrates usava a
propolis como cicatrizante, e Plinio, em Roma, a utilizavam para reduzir inchacos e aliviar
dores (IOIRISH, 1982). Hoje em dia, a industria farmacéutica mundialmente comercializa a
prépolis como medicamento alternativo (LOTTI et al., 2010).

A propolis é basicamente composta de 50-60% de resinas e balsamos aromaticos, 30-
40% de ceras, 5-10% de 6leos essenciais e até 5% de outras substancias. Encontra-se ainda

em sua composicdo, micro-elementos como aluminio, célcio, estroncio, ferro, cobre,
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manganés, magnésio, silicio, titanio, bromo, zinco e vitaminas Bl, B2, B6, C e E
(GHISALBERTI, 1979). Quando a temperatura é fria, em torno de 15°C a propolis torna-se
dura e quebradica, e quando submetida a uma temperatura quente, mais ou menos 30°C, ela
torna-se suave e pegajosa (VANHAELEN; VANHAELEN-FASTRE, 1979; GHISALBERTI,
1979).

O voo das abelhas Apis mellifera alcangcam um raio de cerca de 4-5 km em torno da
colmeia, de onde essas coletam resina para a propolis, polen e néctar para alimentacdo. N&o se
conhece 0 motivo da seletividade das abelhas coletoras por determinada vegetacdo, mas sabe-
se que elas séo bastante seletivas (PEREIRA. et al., 2015).

A propolis pode ter cores variadas: negra, amarela, marrom, verde e vermelha,
caracteristicas essas que estdo relacionadas com o tipo de vegetacdo circundando a colmeia
(ALENCAR et al., 2007). A propolis brasileira tem uma composicao diversificada em virtude
da rica boténica do Brasil. Doze tipos diferentes de propolis brasileira foram relatados por
Park et al., 2002, baseado na sua composi¢do quimica, e localizacdo geogréfica.

O tipo de vegetacdo em torno do apiario ird definir a composicdo quimica de um
determinado tipo de prépolis, que por sua vez é dependente do produto quimico constituinte
da resina recolhida pelas abelhas. E consequentemente, ird determinar as propriedades
medicinais e biol6gicas dos diversos tipos de propolis. Assim sendo, as propolis coletadas em
diferentes estacGes do ano, em diferentes regides geograficas, em uma determinada area ou
um tempo determinado do ano, variam na sua composi¢do quimica, e podem ser ligadas ao
seu significado bioldgico ou aplicacbes meédicas. (GHISALBERTI et al., 1979; MARCUCCI,
1995; SFORCIN, 2000;CASTRO et al., 2007; SIMOES-AMBROSIO et al., 2010).

Essas variacdes em relacdo a composicdo quimica que influenciam as atividades
farmacoldgicas da propolis sdo, porém, um grande desafio para a descoberta de novas drogas,
pois esse € um produto que tem potencial aplicacdo médica. Entretanto, a caracterizacdo da
sua composicéo 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 a
influéncia cultural e variedade de biomas o que contribui para a implantagdo dos mesmos nos
sistemas de cuidado a saude (OLIVEIRA et al., 2012). A descoberta de novos compostos
quimicos tem sido alvo de vérios estudos que focam principalmente a utilizacdo de moléculas
oriundas de produtos naturais (KUMAR et al., 2007).

A propolis é utilizada atualmente de varias maneiras ha medicina popular, constatou-se

a existéncia de aproximadamente noventa produtos a base de propolis e esta disponivel no
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mercado na forma de cdpsulas, como um extrato (hidroalcoolico ou glicélico), na forma de p6
como enxaguatorio bucal, entre outras (CASTALDO e CAPASSO, 2002; SOARES et al.,
2006, LUSTOSA et al, 2008). E utilizada também em cosméticos e na indUstria alimenticia,
como alimentos funcionais (ALENCAR et al., 2005; SFORCIN et al., 2000). Como exemplo
tem-se capsulas, condicionadores, xampus, sabonetes, dentifricios, batons, balas, chas,
protetores solares, géis pds-barba, cremes, pomadas, etc. (LUSTOSA et al, 2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA denomina os produtos que
contém propolis como opoterdpicos (ANVISA, 2016). Os opoterapicos sdo preparacoes
obtidas a partir de glandulas, tecidos, outros 6rgdos e secre¢fes animais destinadas a fim
terapéutico ou medicinal que apresentam indicacOes terapéuticas podem ser registrados como
medicamentos especificos, segundo a RESOLUCAO - 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 a base de
propolis comercializadas no Brasil possui registro (BRASIL, 2001).

Burdock, 1998, relatou inimeras propriedades farmacol6gicas da propolis. Dentre
outras, atividades antibidticas, antifingicas, antivirais e antitumorais. Essas propriedades sao
devido a rica variedade de constituintes da propolis.

Corroborando com as ideias de Burdock, 1998, a literatura cientifica vem relatando,
nos Ultimos anos, as propriedades farmacoldgicas da prdpolis, tais como atividades
antimicrobianas (MARCUCCI et al., 2001); bacteriostatica e bactericida, antifingica
(MURAD et al., 2002, SIQUEIRA et al., 2008), virustatica 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), antiinflamato6ria, cicatrizante,
reparadora tissular, anestésica (REIS et al., 2000, ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al.,
2013), citotéxica (FRANCHI et al., 2012), contra parasitas intestinais e sanguineos,
antimutagénica e contra doencas cardiovasculares e respiratérias (FONTANA et al., 2004;
GARCIA et al., 2004; POTIN et al., 2008).

Mas a composicdo do produto varia muito, sendo esse o principal fator que dificulta
uma padronizacdo quimica da propolis. Os diferentes tipos genéticos das abelhas que
fabricam a propolis também interferem da qualidade do produto (BARBOSA, 2009).

Dentre as varias atividades farmacologicas da propolis, uma das mais estudadas € sua
atividade antineopléasica. Pesquisadores tem se empenhado em isolar compostos contidos em
amostras de propolis de diversas procedéncias com o intuito de achar novas drogas para
conter o avanco 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 etandlico de propolis. O
maior grupo dos componentes sdo os flavonoides, pois estdo presentes em todo 0 reino
vegetal e presumidamente nas plantas em que as abelhas colhem o material para a fabricacédo
da propolis (BURDOCK,1998).

1.4.2 Prépolis vermelha brasileira (PVB)

Um novo tipo de prdpolis brasileira chamado de propolis vermelha foi relatado por
Daugsch, 2007, as margens do mar e dos rios do Nordeste do Brasil. Esse tipo de propolis
possui novos compostos bioativos em sua composicao, de acordo com Alencar et al., 2007,
como também importante atividade antioxidante (OLDONI et al., 2011).

A propolis vermelha brasileira (PVB) é encontrada nos Estados de Alagoas, Paraiba,
Pernambuco, Sergipe, Ceara e Bahia (BATISTA et al., 2012). Para a producdo desse tipo de
prépolis 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 regido do Brasil. Estudos mostraram que essa planta € a
principal fonte desse produto natural, pois a resina da propolis e da planta em questdo
apresentaram altas porcentagens das mesmas isoflavonas (DAUGSCH et al., 2008; SILVA et
al., 2008).

Foram identificadas novas substancias na propolis vermelha com propriedades
farmacoldgicas potencialmente antitumorais, analgésicas e antimicrobianas. Ensaios in vitro
desenvolvidos nos laboratérios da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP em
colaboracdo com a Faculdade de Ciéncias Médicas comprovaram que este ultimo é capaz de
induzir a apoptose (morte programada) em células leucémicas humanas (FRANCHI et. al.,
2012).

Foram achados em altas quantidades na propolis vermelha (PVB) as
proantocianidinas, ou taninos condensados, substancias que parecem ter um alto grau de
correlagdo com a concentracdo de fenodis e que ndo sdo relatadas como constituintes de
amostras de outras propolis (MAYWORM et al., 2014).

Pesquisas sugerem que a PVB pode desempenhar uma via metabdlica e proteger as
células contra o estresse oxidativo, mas sdo necessarias mais pesquisas para confirmar seu

potencial, por exemplo, como um antioxidante dietético ou ingrediente de uma formulacédo
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farmacéutica. Embora existam varios estudos que corroboram o potencial de atividade
antioxidante da propolis, em geral, ndo ha dados robustos sobre a dose segura em seres
humanos (DALEPRANE, ABDALLA,; 2013).

Foram avaliados os efeitos de onze compostos fendlicos extraidos da PVB sobre a
estabilidade oxidativa de uma emulsdo funcional. A emulsdo consistiu em 6leo de echium
como fonte de 6mega 3 (0-3 FA); a-linolénico; acido estearidonico; e ésteres de esterol
vegetal (PSE), sem ou com compostos fenolicos. Hidroperoxido, substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), malondialdeido e os produtos de oxidacdo de fitosterol (POPs) foram
avaliados como marcadores, e a capacidade de absorcédo de radicais de oxigénio (ORAC) foi
também testada. Os autores descobriram que o0 &cido sinépico e a rutina (200 ppm) obtidos da
prépolis mostraram a mesma atividade antioxidante que a tert-butil-hidroquinona (padréo
antioxidante), e devem ser investigados como potenciais antioxidantes naturais a serem
aplicados em emulséo funcional contendo -3 FA e PSE (ESPINOSA et al; 2015).

Os estudos publicados até o presente sobre PVB e seus compostos isolados, mostram
resultados promissores em relacdo as propriedades de eliminacdo de radicais livres e
capacidade de agir como biomarcadores antioxidantes, tais como superéxido dismutase e
catalase (FREIRES et al; 2016).

A seletividade é um parametro importante quando se avalia a eficacia anticancerigena
de uma dada amostra. Na maioria dos casos, as amostras de PVB foram seletivas para as
células tumorais ensaiadas. Alem disso, a eficacia antitumoral da PVB era comparavel a
farmacos anticancerigenos 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 prépolis em geral) e seus
compostos isolados incluem o bloqueio do ciclo celular, a inducdo da apoptose via caspase-3,
a inibicdo da proliferacdo celular através de vias metabdlicas, e inibicdo de desenvolvimento e
angiogénese. 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 farmacos anticancerigenos (FREIRES et al;
2016).

O cancer com seu acelerado ritmo vém acompanhados de morbidades e mortalidades,
e o tratamento corriqueiro tem sido a remoc¢do do tumor, seguida pela quimioterapia,
radioterapia ou imunoterapia. Mas a resisténcia a esses tratamentos convencionais tem levado
a descobertas da medicina alternativa complementar (MAC) e ela tem surgido como uma

estratégia de apoio. A propolis tem demonstrado eficacia em varios 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 propolis ndo deve ser rejeitado. Os mecanismos inibitérios da
prépolis sdo variados, pois atua em diferentes alvos do metabolismo do céncer. As vias
cruciais tém sido reveladas na prevencdo da progressdo metastatica; no bloqueio de
localizagé@o nuclear de NF-kB com modulagdo da expressdo do gene; na inativacdo da matriz
da metaloproteinases (MMP); e na inducdo de supressores tumorais, na qualidade de inibidor
da histona-desacetilase para a terapia epigenética (PATEL, 2015).

Mas, segundo Patel 2015, o uso da prépolis de forma impactante requer estudos
adicionais, com énfase aumentada na dose-resposta e relacdo estrutura-fungdo, como também
€ necessario que tenha um controle de qualidade padronizada e design impecéavel,
indispensavel para ensaios clinicos (PATEL, 2015).

Pesquisas mostram que 48,6% dos novos farmacos anticancerigenos sdo produtos
naturais ou compostos derivados diretamente deles (NEWMAN; CRAGG; 2012). Estas
conclusbes apoiam a jornada bem-sucedida de descoberta de farmacos em fontes naturais e
promove uma busca ativa de novos farmacos quimioterapicos, esses candidatos capazes de
superar as deficiéncias (por exemplo, para células hospedeiras) de monodrogas sintéticas. O
namero crescente de publicacdes das propriedades antiproliferativas da PVB e seus
constituintes revela seu potencial no desenvolvimento de agentes anticancerigenos (FREIRES
et al; 2016).

Devido a uma composicdo quimica muito variada, a PVB exibe uma ampla gama de
propriedades bioldgicas e tem um grande impacto contra uma série de doencas humanas com
agentes antimicrobianos, anti-inflamatoria, antioxidante, anticancerigena, dentre outros.
Assim, pesquisas quimicas e biolégicas mostraram que alguns compostos da PVB tém alto
potencial para se tornarem drogas alopaticas ou mesmo fitoterapicas. Por outro lado, os
estudos sugerem que o extrato de PVB pode também ser usado como um poderoso e efetivo
alimento funcional. A propolis ja é conhecida como tal em muitos paises com legislacdo
avangada, como o Japdo. Em ambos os cenarios, (farmacéutico e funcional), a PVB parece
agregar ndo somente beneficios a saude da comunidade, mas também valor econémico
internacional. Sendo assim, séo necessarios estudos aprofundados dos aspectos toxicolégicos,
bem como na eficécia clinica e seguranga em seres humanos (FREIRES et al; 2016).

A seguir na tabela 1, estdo algumas das agdes farmacoldgicas da propolis vermelha

observadas por varios pesquisadores:
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TABELA 1- Agdes farmacoldgicas dos componentes da propolis vermelha brasileira (PVB)

Substéncia Acbes Farmacoldgicas Autores/Ano
Extrato alcodlico de prépolis | Antiflngica SIQUEIRA et al., 2008; PIPPI,
vermelha 2015; BEZERRA et al, 2015
Extrato etandlico da propolis | Atividade citotoxica em células FRANCHI et al., 2012
vermelha leucémicas humanas
Extratos de propolis vermelha | Citotoxicidade contra células de AWALE et al., 2008
brasileira cancer pancreatico humano PANC-

1
Extratos de propolis vermelha | Contra células tumorais tipo HeLa | ALENCAR et al., 2007
brasileira
Extratos de propolis vermelha | Inibir células tumorais Hep-2, | FROZZA et al., 2013
brasileira Hela e HEK-293
Extratos de propolis vermelha | Atividade antibacteriana contra | FREIRES et al; 2016
brasileira micro-organismos orais e também

contra micro-organismos

potencialmente  envolvidos em

infecgBes sistémicas ou focais
Extratos de propolis vermelha | Cicatrizacdo BATISTA etal., 2012; ALMEIDA
brasileira et al., 2013; SOUZA et al., 2013
Extratos de propolis vermelha | Anti-inflamatéria e cicatrizante ALBUQUERQUE-JUNIOR et al.,
brasileira 2009; ALMEIDA et al., 2013
Extratos de propolis vermelha | Inibi¢do da ciclooxigenase, inibicdo | MIRZOEVA, CALDER, 1996;
brasileira de prostandides (especialmente HU, et al. 2005

PGEZ2) e pré-inflamatérios

citocinas
Extratos de prépolis vermelha | Reducdo na atividade iNOS FRANCHIN, et al, 2013; KIM et
brasileira al, 2008
Extratos de prdpolis vermelha | Reducédo da adesdo leucocitéria ROSALEN et al, 2014
brasileira
Extratos de propolis vermelha | Reduzida atividade enzimatica | TAKAHASHI, et al, 2015
brasileira durante o processo de cicatrizagdo

e inibicdo de TNF-a

Extrato etanolico de prépolis

Ccitotéxica para as células HelLa
(adenocarcinoma cervical humano).
E, inibe Hep-2 (carcinoma
epidermoide laringeo humano)

FROZZA et al; 2014

Extrato etan6lico de prépolis

Tratamento da obesidade

LIO et al., 2010

Extrato etan6lico de prépolis

Funcéo hipotensiva, efeitos
renoprotetores e stress oxidativo

TELES et al; 2015

Extrato etandlico da prépolis | Atividade anticolinesterasica AGUIAR et al, 2018
vermelha

Extratos de propolis vermelha | Anticancerigeno - SF-295 MENDONCA et al. 2015
brasileira (glioblastoma), OVCAR-8 (ovério)

e HCT-116 (c6lon)

Acidos fenélicos e flavondides

Acéo antimicrobiana

SILVA et al. 2015

Flavondides - quercetina e crisina e
um acido fenolico -&cido ferulico;
e 3,4,2'3-tetraidroxicalcona e C-
glicosideo flavona

Antioxidante e antimicrobiana

SILVA et al. 2008; RIGHI et al.,
2011

Flavondides e 4acidos fendlicos -

rutina, liquiritigenina, daidzeina,
pinobanksina, quercetina,
dalbergina, pinocembrina,

formononetina,
medicarpina,

biochanina A,
isoliquiritigenina,
entre outros

Atividade
inflamatéria

antioxidante e anti-

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 proliferacéo
de células prostaticas cancerigenas

YE etal., 2012 e CHEN et al.,
2013
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humanas e células cancerigenas
mamarias de ratos

Formononetina

Efeito modulador na carcinogénese
dérmica quimicamente induzida

PINHEIRO et al. 2014

7-hidroxi-6-metoxiflavanona e
mucronulatol

Atividade antitumoral para
melanomas e fibrossarcomas

Ll et al., 2008

Isoflavonas - dihidroxiisoflavona,
homopterocarpina, medicarpina e
4’ 7-dimethoxi-2’

Anticancerigena, antibacteriana e
antioxidante

ALENCAR et al, 2007, CABRAL
et al, 2009

Neovestitol-vestitol

Acdo antimicrobiana e Anti-
inflamatoria

DAUGSCH, 2007, BUENO-
SILVA et al., 2013; BUENO-
SILVA et al, 2013; e FREIRES et
al; 2016; BUENO-SILVA etal.,
2013; ABREU, 2008; ROSALEN
et al, 2014; KAIDAMA,
GACCHE, 2015

Polifendis do extrato de propolis
vermelha brasileira

Reducédo de lesdes ateroscleroticas,
modulando fatores angiogénicos e
inflamatérios

DALEPRANE et al., 2012; LIO et
al., 2012

Quercetina e luteolina

Efeito antiangiogénico e
anticancerigenos

RAVISHANKAR et al; 2015;
DALEPRANE et al, 2011e 2012

Atividade antioxidante e OLDONI et al., 2011

antimicrobiana

Vestitol, neovestitol e

isoliquiritigenina,

acdo

Fonte: Proprio autor

1.5 Goma Arabica (GA) ou Goma Acécia

A goma acécia /arabica (GA) é uma secrec¢do das arvores de acécia, das quais existem
mais de 900 espécies espalhadas pelas areas tropicais e subtropicais da regido Saheliana
(Africa), e é considerada a mais antiga e a mais conhecida entre as gomas naturais. As gomas
sdo hidrocoldides vegetais naturais que podem ser classificadas como polissacarideos
anidnicos, ndo idnicos ou como sais de polissacarideos. Porém, apenas duas espécies
produzem seiva para a producao da goma: Senegal e Seyal. As arvores que produzem a goma
acacia sdo espinhosas, tém cerca de seis metros de altura e produzem, em média, 300 gramas
de goma por ano (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009).

E constituida, principalmente por arabina, uma mistura complexa de sais de calcio,
magnésio e potassio do &cido ardbico, e composta também de duas fracbes: a primeira
composta de polissacarideos, os quais apresentam pouco ou nenhum material nitrogenado
(70% da composicdo da goma), e a segunda fracdo composta de moléculas de elevado peso
molecular e proteinas integrantes da estrutura (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009).

O primeiro relato de aplicacdo da goma arabica é dado a mais de 5.000 anos atras pelo
povo egipcio que utilizava a goma como agente de liga para cosméticos e para pigmentos
utilizados nas pinturas de inscri¢@es hieroglificas (DIETRICH, 2015).

Nesses seus mais de 5.000 anos de histdria, a goma acacia ja foi chamada por diversos
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nomes como: goma egipcia por ter sido chamada assim por Teofrasto (filosofo 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 regio de Bombay (nas indias) e
goma ardbica, nome pelo qual ainda é chamada, por ter sido introduzida no continente
europeu através de portos arabes (DIETRICH, 2015).

A goma ardbica, ou goma acécia sdo frequentemente produzidas pelas plantas
superiores como protecdo depois de uma agressdo, algumas plantas que crescem em
ambientes semiaridos produzem exsudatos gomosos em grandes quantidades quando seu
cortex é agredido e isso serve para vedar o corte e evitar a desidratacdo (ALI, ZIADA e
BLUNDEN, 2009).

E amplamente utilizado em industria farmacéutica e alimenticia como emulsionante e
estabilizador (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009). Durante seculos, tem sido usado como uma
substancia de higiene bucal por muitas comunidades no Oriente Médio e Africa do Norte
(TYLER, BRADY e ROBBERS. 1977). Suas propriedades anti-inflamatérias também foram
aproveitadas na medicina popular, onde foi usada internamente para tratar a inflamacéo de
mucosa intestinal e externamente para cobrir a pele inflamada (GAMAL et al. 2003).

Em experimentos realizados, o tratamento com goma ardbica demonstrou melhorar
alguns efeitos bioquimicos, fisiolégicos e comportamentais em ratos com faléncia renal
cronica 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 arabica mostrou-se
ser benéfico em pacientes com faléncia renal crénica (BLISS et al. 1996), e mais tarde, isso
foi confirmado em pacientes com faléncia renal crénica no Sud&o, onde foi usado para ajudar
a diminuir as concentracBes plasmaticas de ureia e creatinina e reduzir a necessidade de
dialise de 3 para 2 vezes por semana (SULIMAN, HAMDOUK, ELFAKI. 2000).

Os resultados de um estudo mostraram os efeitos benéficos da goma arabica, com
evidéncias diretas de acdo anti-inflamatdria e capacidade antioxidante. Nesse trabalho a goma
arébica foi capaz de diminuir os niveis elevados de varias citocinas pro-inflamatorias em
plasma e rim de ratos que sofriam de faléncia renal cronica induzido por adenina. Além disso,
poderia melhorar a perda de defesa antioxidante e diminui¢do da producdo de superdxido
induzida por adenina e rupturas de dupla cadeia de DNA, dois parametros de danos mostrados
pela primeira vez neste modelo de faléncia renal cronica (BADRELDIN et al. 2013).

Estudos recentes forneceram mais evidéncias de que a goma arabica 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 arébica que pode ser utilizado em outras condi¢oes
clinicas e doencas causadas por aumento da peroxidacédo lipidica e lesdo tecidual. Assim, a
ingestdo de antioxidantes dietéticos na goma ardbica pode ajudar a manter um adequado
estado de defesa antioxidante e consequentemente, contribuem para a conduta de danos na
doenca falciforme, conforme estudo de Kaddam et al., 2017.

Os pacientes com anemia falciforme sofrem de estresse oxidativo devido a inflamagéo
crbnica e auto-oxidacdo da hemoglobina falciforme. O estresse oxidativo croénico contribui
para disfuncdo endotelial, inflamacéo e dano de érgdos multiplos na doenca falciforme. Dessa
forma, medicacdo antioxidante pode influenciar favoravelmente a doenca. Goma arabica foi
usada como um agente antioxidante e citoprotetor, protegendo contra toxicidades hepaticas,
renais e cardiacas experimentais em ratos. Foi levantada a hipdtese de que a ingestdo 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 arabica por 12 semanas. Os niveis de capacidade total de
antioxidante, malondialdeido e peroxido de hidrogénio foram medidos por
espectrofotométricos antes e apos a ingestdo de goma arabica (KADDAM et al. 2017).

Essas descobertas ainda ndo sdo universalmente aceitas e sua confirmacdo, validade,
confiabilidade e modo de agéo aguardam novos estudos (ALI, ZIADA e BLUNDEN, 2009).

1.6 L-Lisina

Assim como qualquer outro aminoacido (AA) formador de proteina, a principal funcédo
de lisina na vida animal é servir como um dos 20 tipos de bloco de construcdo para a sintese
de proteinas corporal e peptideos, que sdo compostos organicos indispensaveis para
praticamente todas as reacGes bioquimicas e atividades fisiologicas, incluindo apoio
estrutural, em todas as células e tecidos vivos. Sem a lisina envolvida em sinteses de proteinas
e peptideos, células vivas ou animais vivos ndo poderiam existir (LIAO, WANG, REGMI.
2015).

As proteinas do corpo animal realizam diversas funcdes fisioldgicas necessarias para a
vida. Em um mamifero, diferentes proteinas e peptideos sdo requisitados a todo instante, a
populacdo de proteinas dentro de uma célula tem um volume de renovacao constante, onde
proteinas antigas ou desnecessarias sdo degradadas e novas proteinas sao sintetizadas de novo.
A dindmica de proteina dentro de uma célula ou tecido, no entanto, é programaticamente

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

L-lisina é um amino&cido essencial na nutricdo humana e como o corpo ndo pode
produzi-lo ele deve ser obtido através da alimentacdo ou suplementacdo (ROSE, HAINES e
WARNER, 1954). Esse aminoacido foi primeiro isolado da caseina, uma fosfoproteina do
leite, em 1889 pelo dentista alemdo Heinrich Drechsel (DORLAND, 1965). Foi introduzido
pela primeira vez no mercado americano como cloridrato de lisina em 1955 (FLODIN, 1997).

A lisina exerce muitas funcGes fisiologicas para animais monogastricos, ela pode
afetar o metabolismo animal de nutrientes, a producdo hormonal e a imunidade (WU, 2010;
WU, 2013). Mais notavelmente, a lisina ligada a um peptideo é um local potencial ativo de
modificacdo pds-traducéo e regulacdo epigenética da expressao génica. A compreensdo dessas
funcBes fisiologicas da lisina dentro do animal é necessaria para que 0s cientistas e 0s
produtores de animais possam utilizar a lisina para a promoc¢éo da saude e na producao (WU,
2010).

Em uma pesquisa, a lisina isoladamente ndo afetou a expressao do gene G6Pase, mas
os niveis de RNAm de G6Pase foram 90% mais baixos em células tratados com lisina em
associacdo com insulina em comparagdo com células controle ndo tratadas (LANSARD et al.
2011).

E um precursor importante para a sintese de glutamato, que ¢ o mais significativo
neurotransmissor no sistema nervoso central de mamiferos, e a deficiéncia de lisina pode
levar a alteragdes mentais e problemas fisicos devido a reducdo da sintese de glutamato
(PAPES et al., 2001). Nos seres humanos, além do crescimento lento, os sinais ou sintomas de
deficiéncia de lisina incluem fadiga, nduseas, tonturas, anorexia, irritabilidade, anemia, e
transtornos reprodutivos (LIAO, WANG, REGMI. 2015).

Como citado anteriormente, a L-lisina tem varias fungbes essenciais para 0S seres
vivos e desempenha um papel importante na absorcdo de célcio, construcdo de proteinas
musculares, recuperacdo de cirurgias ou lesdes esportivas e a na produgdo de hormonios do
corpo, enzimas e anticorpos (SINGH et al.,2011). A lisina é importante na producdo de
carnitina, um nutriente responsavel pela conversdo de acidos graxos em energia, ajudando
entdo a reduzir o colesterol. E um dos principais blocos de construgdo do musculo e por isso
esse aminoacido € comumente usado por atletas para construcdo de massa magra e para a
saude geral de musculos e 0ssos (SINGH et al.,2011).

Alguns estudos sugerem que a L-lisina pode ser Gtil em diminuir as recorréncias de
pacientes infectados com Herpes Virus. Ela parece ter uma relacdo antagbnica com o

aminoacido arginina que por sua vez, &€ necessario para a replicacdo do Herpes Virus
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(PAULING, 1993).

A L-lisina pode desempenhar um papel na manutencdo de 0ssos e ajudar o corpo a
absorver o calcio, reduzindo a quantidade de calcio que se perde na urina. De acordo com o
Centro Médico da Universidade de Maryland, uma investigacdo laboratorial sugere que a L-
lisina, usado em combinagdo com L-Arginina, estimula a atividade de celulas formadoras de
0ss0s e aumenta a producdo de colageno. Isso pode contribuir para o aumento da forca dos
0ss0s. 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
s80 necessarios mais pesquisas, como exemplo podemos falar que a suplementacdo com doses
adequadas de lisina previne o desenvolvimento da doenca de Alzheimer e deméncia (RUBEY,
2010).

Além do calcio, a L-lisina também ajuda na absorcdo de ferro e zinco, e sabe-se que
esses minerais sdo importantes a satde 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
diminuicdo de absorcdo de ferro. A lisina sozinha ndo evita a perda de cabelo, mas em um
estudo mostrou-se que mulheres com deficiéncia de ferro, recebendo suplemento com ferro e
lisina puderam reduzir a perda de cabelo associada a deficiéncia de ferro em 50% dos casos
(RUSHTON, 2002).

Em outra pesquisa, mostrou-se que conjugados de lisina foram promissores no
tratamento de cancer, fazendo com que as células cancerosas destruissem elas mesmas quando
o farmaco era combinado com o uso de fototerapia, deixando células ndo cancerosas ilesas
(SCIENCE DAILY, 2008; ROOMI et al.,2006).

Estudos limitados sugerem que dietas com altas doses de lisina ou com suplementagédo
de lisina pode ter efeito moderado na pressdao sanguinea e na incidéncia de acidentes
vasculares cerebrais (FLODIN, 1997).

Dornelas et al., 2012, investigaram os efeitos da L-lisina em ratas wistar submetidas a
carcinogénese quimica de bexiga. A L-lisina apresentou uma agdo promotora da
carcinogénese quando iniciada juntamente com o BBN (n-Butil-n-4-hidroxibutil nitrosamina).
Com uma incidéncia de 100% de carcinomas em animais tratados com L-lisina. Em um
estudo avaliando-se células especificas, eritrocitos de medula dssea e leucocitos sanguineos, a
L-lisina mostrou ser eficiente na protecdo e / ou reversdo da genotoxicidade por BBN
(DORNELAS et al 2014).

L-lisina é essencial na formacdo de colageno, que sustenta a pele, musculos e
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articulagdes. O colageno é, naturalmente, também necessario para a reparagdo de todo o
tecido conjuntivo (ligamentos, cartilagem, articulagOes, pele, 0ssos e dentes) e desempenha
um papel no crescimento e na reparacdo de muitos tecidos (FLAKOLL et al., 2004).

Em pesquisas com animais, altas doses de lisina causaram célculos biliares e niveis
elevados de colesterol (KRITCHEVSKY et al., 1984; LESZCZYNSKI, KUMMEROW,
1982). N&o se tem relato de toxicidade com o uso de lisina, mas foram relatadas algumas
reacOes adversas com dose superior a 10-15 g / dia podendo causar lesdes gastrointestinais
desconforto com sintomas de nauseas, vomitos e diarreia. A maioria das pessoas precisa 1 g
de lisina por dia. A exigéncia pode ser maior para atletas e pessoas que estejam se
recuperando de lesdes graves, especialmente queimaduras. Para aumentar a liberagédo do
hormdnio do crescimento, é recomendada a lisina antes do sono, ou antes, do exercicio
(SUMINSKI, ROBERTSON, GOSS, 1997).

No entanto, um namero significativo de estudos tem de ser realizados para determinar
0 mecanismo e a melhor dose de L-Lisina para todas essas condi¢cBes patoldgicas citadas
acima. Assim, ela segue como um bom candidato para estudos futuros e pode atuar como um

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

1.7 Ensaios biolégicos
1.7.1 Testes de deteccao de genotoxicidade

Os agentes genotoxicos quando interagem quimicamente com o material genético,
podem provocar alteragdes oxidativas ou mesmo lesbes as moléculas de DNA (MIDIO;
MARTINS, 2000). Os danos celulares podem ser caracterizados como resultado de estimulos
fisicos ou quimicos, de forma excessiva e/ou deficiente, que podem modificar de forma
temporéaria ou definitiva a homeostase celular. Para a quantificacdo dos danos causados ao
DNA sdo 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 micronucleos (SAMPAIQ et al., 2012).

Naturalmente as células podem reparar lesdes no DNA através de diferentes processos.
Caso a reparacdo nao ocorra de maneira satisfatoria, estas podem ser eliminadas por processos
de morte celular e/ou sequestradas por células do sistema de defesa ou pelo baco. O DNA
quando danificado e ndo reparado, ocasiona mutacdes, que podem originar defeitos na
transcricdo e replicacdo da molécula, provocando fenotipos 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 primarios no DNA, e se
destaca pela sua capacidade de descobrir lesdes pré-mutagénicas sendo muito utilizado para
deteccdo de genotoxicidade (SHERER e STROHSHOEN, 2013). E muito utilizado também
na avaliacdo das interagdes antioxidantes. O teste do cometa, também chamado de ensaio de
células individualizadas em gel (SCG) ou eletroforese de microgel (MGE), é utilizado para
avaliar lesdes no DNA envolvendo aplicacGes de corrente elétrica nas células, e quando as
células tem conteddo nuclear lesionado, a corrente elétrica provoca um transporte dos
fragmentos do DNA para fora dos ndcleos (SANTOS et al., 2009).

A migracdo deste fragmento do DNA partindo de um polo negativo para um polo
positivo gera uma imagem semelhante a um cometa com uma cabeca e uma cauda, sempre em
direcdo 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 varios tipos de danos no
DNA (BUCKER et al., 2006), além de possuir custo relativamente baixo, ser um método
rapido, preciso e possuir boa reprodutibilidade (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-
VOLDERS, 1998). Algumas outras vantagens séo a deteccdo de danos em células individuais,
0 baixo nimero de células necessario para a realizacdo do ensaio e o fato de poder ser
realizado com qualquer tipo de célula eucaridtica (LEE; STEINERT, 2003).

Sdo recomendadas para a realizacdo de testes de ensaio cometa, a avaliacdo de danos
em células do figado, rins e sangue periférico. Por ser o figado o principal 6rgéao
metabolizador de compostos absorvidos, este tem suas células mais expostas & compostos
quimicos, os quais podem levar a disfunc@es hepaticas, como danos celulares e até faléncia do
orgdo (ROTHFUSS et al. 2011). Além das células renais e hepéticas, 0 ensaio cometa em
células do sangue periférico tem se mostrado também uma ferramenta eficaz para deteccao de
efeito genotdxico sisttmico (XU et al. 2008).

As multiplas etapas da carcinogénese gquimica induzida pelo DMH/AOM é um dos
mais amplos modelos usados para estudo do céncer intestinal (RODRIGUES et al., 2002).
Esse tipo de cancer é geralmente formado a partir de células que sofreram danos permanentes

e irreversiveis no DNA.
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1.7.1.2 Ensaio do micronucleo em reticuldcitos (Medula dssea e Sangue periférico)

O teste do micronucleo tornou-se viavel e confidvel na década de 70, pelo estudo de
eritrocitos policroméaticos da medula 6ssea em camundongos, que passou a ser um dos mais
Uteis indicadores de dano citogenético na medula éssea (HEDDLE, 1973).

Segundo os primeiros estudos, os micronucleos eram estruturas presentes no
citoplasma de células em divisdo, que possuiam caracteristicas cromatinicas semelhantes as
do ndcleo principal quando avaliados ao microscopio Optico (GATTAS; LONGATTO;
MAEDA.1992). Tudo isso porque os micronucleos resultam de fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros, que estdo presentes no citoplasma das células, sendo estes produtos de
lesbes causadas por agentes mutagénicos que atuam fazendo com que 0S Cromossomos se
atrasem durante a anafase do ciclo celular (FENECH, 2000) e ndo sejam incorporados ao
nacleo da ceélula filha durante a mitose, frequentemente, porque estes fragmentos néo
possuem um centrémero (HEDDLE, 1973).

O teste do Microntcleo (MN) ¢ feito em mamiferos, “in vivo” serve para encontrar
substancias mutagénicas que quebram o0s cromossomos (substancias clastrogénicas) ou
mesmo que modifiqguem a formacdo do fuso mitético, modificando a distribuicdo equitativa
dos cromossomos durante a divisdo celular. Os MNs formam-se pela extrusdo de
cromossomos inteiros ou por seus fragmentos durante a divisao celular, sendo uma porcéao de
cromatina resultante de mitoses aberrantes (REIS et al., 2004).

Substancias fisicas e quimicas podem induzir aberra¢fes cromossémicas através de
diferentes mecanismos, envolvendo danos clastogénicos e aneugénicos. O dano clastogénico é
identificado pela inducdo da quebra cromossdmica durante a diviséo celular, enquanto o dano
aneugénico se da pela a inativacdo da estrutura celular, levando as perdas cromossémicas por
falhas na formacéo do fuso mitético, que induzem a aneuploidia ou segregacdo cromossémica
anormal. Esse teste detecta as instabilidades cromossémicas (FENECH, 2000), e pode ser
executado em pouco tempo e sem grandes investimentos (RIBEIRO; SALVADORI,
MARQUES, 2003).

Entre os testes citogénicos, o teste do Micronucleo é o que permite uma maior
confiabilidade em relacdo & perda do cromossomo e da sua ruptura (FENECH, 1998). E
bastante utilizado para se avaliar nos eritrocitos a genotoxicidade de produtos quimicos, pois
neles os microndcleos sio facilmente visualizados. E um forte indicativo para a mensurac&o
de aberragdes cromossémicas (CAMPANA et al., 2003).

Nos testes in vivo, sugere-se que 0s micronucleos sejam analisados em hemacias
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jovens, pois quando os eritroblastos expelem seus nucleos e se transformam em eritrécitos, os
micronucleos permanecem no citoplasma, onde sdo facilmente reconhecidos devido a sua
morfologia arredondada e coloracdo propria (KRISHNA; HAYASHI, 2000). Entretanto,
Hayashi e cols., 1990, descreveram a técnica de micronucleo em sangue periférico utilizando
a coloracdo laranja de acridina. Este corante ao se intercalar com moléculas de DNA e ap6s
ser submetido a radiacdo ultravioleta emite uma fluorescéncia de cor amarela. J& quando se
liga a0 RNA, sem a capacidade de se intercalar com o DNA, a fluorescéncia emitida é
vermelha. Essas propriedades permitem a identificacdo dos reticuldcitos, que sdo eritrdcitos
jovens ricos em RNA em nivel citoplasmatico, que se coram em vermelho pela presenca desse
acido nucléico. Os micronucleos que por sua vez possuem DNA em sua constituicdo coram-se
em amarelo e se encontram no meio ou nas bordas das regides coradas em vermelho.

Segundo Sato e Tomita, 2001, as vantagens apresentadas pelo teste do micronucleo,
sdo: (a) subjetividade reduzida na andlise; (b) simplicidade; (c) rapidez; (d) uso de pequena
amostra de sangue, permitindo determinar o melhor tempo de amostragem; (e) a classificagdo
de reticulécitos, pela quantificacdo do material fluorescente vermelho; (f) os animais nao
precisam ser eutanasiados, podendo esse ensaio ser conduzido concomitantemente com

estudos de toxicidade ou carcinogenicidade.

1.7.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como uma situacdo em que mais radicais livres sao
formados do que eliminados no organismo. As espécies reativas de oxigénio (EROs) tais
como os radicais livres hidroxil, superéxido e oxigénio singleto e a substancia ndo radical
peroxido de 16 hidrogénio sdo formadas naturalmente em organismos vivos, devido ao
processo de respiracdo aerobica (BARBOSA et al., 2008).

Essas espécies, em quantidades baixas ou moderadas, tém importante funcéo
biologica, pois podem ativar diferentes sinalizadores e fatores de transcricdo nuclear,
induzindo resposta mitogénica e inflamatdria, protegendo o organismo de infecgdes
microbianas e regulando inUmeras cascatas enzimaticas (VICENTE et al., 2011). No entanto,
elas s&o muito reativas, e atacam biomoléculas diversas tais como acidos nucléicos, proteinas,
lipidios dentre outras (VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011), causando alteragdes
metabdlicas como a peroxidagdo de lipidios, glicagdo de proteinas, inativacdo de enzimas e
alteracdes de estruturas celulares, levando, entdo, a danos celulares (SILVA et al., 2011).

Acredita-se que varias doengas cronico-degenerativas sdo iniciadas pelas EROs, provocando
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desregulacdo da homeostase e um estresse oxidativo crescente nas células. A homeostase das
EROs no organismo depende do balango entre sua producdo e sua eliminagdo por
antioxidantes (VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011).

O azoximetano (AOM) atua como um agente quimico indutor de cancer colorretal em
pesquisas com ratos experimentais e 0 mecanismo de acdo deste carcindgeno é o estresse
oxidativo dependente (ANILKUMAR et al, 2010; AI-NUMAIR et al., 2011; WALY et al.,
2012). Ha relatos de que o estresse oxidativo induz a formacao de peroxidos lipidicos e outras
espécies reativas de oxigénio que desempenham um papel importante na patogénese do
cancer (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 funcdo importante na detoxificacdo do perdxido de
hidrogénio, isso principalmente quando este se encontra em menores concentracfes. Esta
presente em geral no citosol e matriz mitocondrial, catalisa a reacdo de hidroperoxidos ou do
peroxido de hidrogénio com a glutationa, causando a oxidacdo da mesma e reducdo (e
consequentemente a neutralizacdo) do radical livre em questdo. A glutationa redutase, por sua
vez, catalisa a reducdo da forma oxidada da glutationa em sua forma reduzida, que, onde por
outro lado é utilizada na reducdo ja citada acima. A coordenacdo da acéo dessas duas enzimas
gera o ciclo catalitico da glutationa, que € um importante mecanismo de defesa do organismo
frente aos ROS (BARBOSA et al., 2008).

1.7.2.2 TBARs

No teste de peroxidacdo lipidica por formagdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), ocorre a reagdo entre o malondialdeido (MDA) e substancias
relacionadas e o acido tiobarbitdrico (TBA), formando um complexo colorido, que pode ser
medido espectrofotometricamente a um comprimento de onda de 532 nm. Esse dosamento é
um indicador da peroxidacdo lipidica ocorrida em tecidos vivos, e, portanto, pode ser
utilizado para medir a capacidade antioxidante in vivo, utilizando tecidos animais como meio
de reagdo (MOON e SHIBAMOTO, 2009). O teste é inespecifico, pois o &cido tiobarbitdrico
ndo reage somente com malondialdeido, mas também com outros compostos, porém por sua

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

1.7.3 Relacéao Reticuldcitos/Hemécias

Os reticulocitos sdo definidos como eritrocitos imaturos no estagio final de
diferenciacéo celular e foram observados pela primeira vez por Wilhelm H. Erb em 1865, o
qual notou granulos em globulos vermelhos tratados com acido picrico ou acético (ERB,
1865).

A contagem de reticuldcitos no sangue periférico fornece informacdes sobre a
integridade funcional da medula déssea. Quadro de anemia em pacientes que apresentam
reticulocitose, a eritropoiese na medula Ossea mostra-se eficaz e responde as terapias
especificas. Por outro lado, em pacientes com quadro de anemia que apresentam um ndmero
diminuido de reticulécitos na circulagdo, ou reticulocitopenia, a eritropoiese ndo é eficaz e
pode estar associada a outros fatores. A contagem de reticulécitos promove 0 monitoramento
da regeneracdo da atividade medular ap6s quimioterapia ou transplante de medula éssea,
como também serve pra avaliar a evolucgdo desses pacientes (LEE et al., 1999).

A contagem de reticuldcitos estd amplamente estabelecida e utilizada para monitorar a
eritropoiese. A maioria das técnicas laboratoriais para contagem de reticulécitos é baseada na
deteccdo de RNA (reticulina) no citoplasma dos reticulécitos. Consiste em um fator
importante no diagnostico, classificacdo e monitorizacdo do tratamento das anemias, na
confirmacdo da regeneracdo da medula déssea apds quimioterapia ou transplante, e na
monitorizacdo da terapéutica com eritropoetina humana recombinante. Hoje em dia, 0s
analisadores hematoldgicos fornecem inimeros parametros que auxiliam no diagndstico e
monitoramento de Vvarias patologias e condi¢des clinicas (RILEY, BEN-EZRA e TIDWELL.
2001).
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1.8 Justificativa e Relevancia

O cancer é um problema de saude publica global. Sua incidéncia no mundo cresceu
20% na Ultima década, esperando-se para 2030 cerca de 27 milhdes de novos casos e seu
impacto comprometerd 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento, bem mais do que
0s 20 milhdes de casos novos estimados para 2025 (INCA, 2018).

Devido a grande incidéncia de novos casos de canceres, o alvo de muitas pesquisas
tem sido a descoberta de compostos naturais ou sintéticos que possam prevenir, retardar ou
reverter o processo de carcinogénese. O uso de modelos animais tem se mostrado muito
promissor para o estudo de hipoteses ligadas a fatores ambientais na etiologia e prevengdo de
diversos tipos de canceres (ORSOLIC et al., 2005).

Os estudos publicados até o presente sobre PVB e seus compostos isolados, mostram
resultados promissores em relacdo as propriedades de eliminacdo de radicais livres e
capacidade de agir como biomarcadores antioxidantes (FREIRES et al; 2016). A propolis
exerce varias atividades farmacoldgicas, dentre as mais estudadas estd sua atividade
antineoplasica, pesquisadores tem se empenhado em isolar compostos contidos em amostras
de prépolis de diversas procedéncias com o intuito de achar novas drogas para conter o
avanco dos diversos tipos de neoplasias (PEREIRA. et al., 2015; SFORCIN et al., 2016). O
potencial terapéutico da prépolis tem sido pouco investigado na prevencdo e tratamento de
doencas infecciosas inflamatdrias e neoplasicas, entdo precisamos caminhar neste sentido para
aumentar o conhecimento sobre a eficacia deste produto.

A L-Lisina é um aminoacido essencial e de consumo cotidiano e necessario, em que
pese 0 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 aminoacido pode promover a carcinogénese de bexiga em ratos
submetidos a carcinogénese quimica (DORNELAS et al., 2012) e em meio a crescente
incidéncia de cancer na populagdo é importante investigar qual o impacto deste aminoacido
nesta doenca.

Por ultimo usou-se a goma arabica, ou goma acacia com 0 objetivo de auxiliar na
diluicio da propolis vermelha conforme técnica da Shulka, Bhadauria e Jadon, 2005, pois a
mesma foi diluida em goma arébica & 1%. E entdo, por isso foi utilizado um grupo controle.

No entanto alguns estudos tém mostrado uma atividade antioxidante deste produto.



49

2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos protetores e/ou promotores da propolis vermelha e L-lisina nas

lesGes pré-neoplasicas da carcinogénese colorretal induzida pelo azoximetano.

Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da propolis vermelha nas lesbes pré-neoplasicas do célon (FCAs e
multiplicidades de FCASs) de ratas submetidas ao AOM.

Avaliar os efeitos da prépolis vermelha e da L-lisina nas lesbes pré-neoplésicas do
colon (FCAs e multiplicidades de FCAs ) de ratas submetidas ao AOM.

Avaliar a genotoxicidade e mutagénese (ensaio cometa alcalino e teste do micronucleo
em sangue periférico e medula dssea) de ratas que receberam AOM e foram tratados com
prépolis 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 prépolis vermelha e L-lisina.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Consideracdes éticas

A pesquisa foi realizada ap6s a avaliagdo do Comité de Etica de Pesquisas em Animais
da Universidade Federal do Ceara (CEPA/UFC) e aprovado sob nimero de protocolo 17/2016
(Anexo A), de acordo com os preceitos da lei 11.794, de n° 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 Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animal (CEUA-UFC) da Universidade Federal do Ceara, em reunido em 26 de margo 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 Ceara (UFC). Os animais foram
mantidos no Biotério do Laboratdrio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC), foram alojados no
méaximo 5 (cinco) animais por gaiola de polipropileno forradas com maravalha autoclavada
(BIOTECNICAS), com tampa de arame galvanizadas. As 48 ratas wistar foram divididas em
grupos e foram tratadas respectivamente: Gl- agua (5 ratas), GlI- L-lisina (5 ratas), GllI-
prépolis vermelha (5 ratas), GIV- goma arabica 1% (5 ratas), GV- AOM+agua (7 ratas), GVI-
AOM-+L-lisina (7 ratas), GVII- AOM+propolis vermelha (7 ratas) e GVIII- AOM+goma
arabica 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 ventilagdo mantida por ventiladores axiais e com acesso a agua e
alimento padrdo (NUVILAB CR-1 irradiada) (Anexo B) ad libitum.

Antes do inicio da administracdo das substancias os animais receberam vermifugos,

Petzi plus® (2ml/kg), via gavagem e Ivomec® (2mg/kg), por via subcutanea.
3.3 Modelo Experimental

Os 48 animais foram separados de acordo com a semelhanca dos seus pesos em 0ito
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grupos experimentais: I, I, 11, 1V, V, VI, VIl e VIII (Figura 3).

Figura 3- Desenho experimental.

1% 23 ]_:;:a
d )
GI | | |
L I
cm | | |
< I
Gl | | |
$ O
GIV |
L —
GV R RIS
$ &
GVI | [:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:;:|
A —
GVII | f:i:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3:3|
+y &
GVII | o L S L)
D] Lisina Azoxi+ Lisina ¥ ma
I:l Prépolis Azoxi=Prépola E Eutsns s
[ ] Gomales Azoxi= Goma 1% Il SF0,9%

Fonte: O préprio autor.

Grupo I (GI): Grupo controle, com 05 animais que receberam 1,0 ml agua destilada
via gavage por 14 semanas. Receberam injecdo de 1,0 ml de solucéo salina 0,9% estéril (SF),
intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e continuaram recebendo a agua e
alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanasia. Os animais foram mortos na
162 semana apo6s o inicio do experimento.

Grupo Il (GII): Grupo controle, com 05 animais que receberam L Lisina, 150
mg/kg/peso via gavage por 14 semanas. Receberam injecéo de 1,0 ml de solugéo salina 0,9%
estéril (SF), intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e continuaram recebendo a
agua e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanasia. Os animais foram
mortos na 16 semana apos o inicio do experimento.

Grupo 111 (GI11): Grupo controle, com 05 animais que receberam propolis vermelha

via gavage na dosagem de 100 mg/5 ml/kg peso por 14 semanas. Receberam injecédo de 1,0
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ml de solucdo salina 0,9% estéril (SF), intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas €
continuaram recebendo a agua e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a
eutanasia. Os animais foram mortos na 16» semana apés o inicio do experimento.

Grupo 1V (GIV): Grupo controle, com 05 animais que receberam via gavage goma
arébica a 1% na dose de 5 ml/kg/peso por 14 semana. Receberam injecdo de 1,0 ml de
solucdo salina 0,9% estéril (SF), intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e
continuaram recebendo a agua e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a
eutanasia. Os animais foram mortos na 16» semana apés o inicio do experimento.

Grupo V (GV): Grupo com 07 animais que receberam injecdo de Azoximetano na
dose de 15mg/kg/peso, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e receberam via
gavage agua (0,5 a 1,0ml/dia), por 14 semanas, e continuaram recebendo a agua e alimento
ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanasia. Os animais foram mortos na 162 semana
apos o inicio do experimento.

Grupo VI (GVI): Grupo com 07 animais que receberam injecdo 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 agua e
alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanasia. Os animais foram mortos na
16* semana apds o inicio do experimento.

Grupo VII (GVII): Grupo com 07 animais que receberam injecdo de azoximetano na
dose de 15mg/kg/peso, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e receberam
prépolis vermelha via gavage na dosagem de 100 mg/5 ml/kg peso por 14 semanas e
continuaram recebendo a agua e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a
eutanasia. Os animais foram mortos na 162 semana ap0s o inicio do experimento.

Grupo VI (GVIII): Grupo com 07 animais que receberam injecdo de azoximetano
na dose de 15mg/kg/peso, intraperitoneal (IP), 1 vez por semana por 2 semanas e receberam
via gavage goma arébica a 1% na dose de 5 ml/kg/peso por 14 semanas e continuaram
recebendo a dgua e alimento ad libitum até os dias estabelecidos para a eutanasia. Os animais
foram mortos na 162 semana apos o inicio do experimento.

Os animais foram pesados no dia da administracdo dos vermifugos e da administracdo
do azoximetano, como também todas as semanas do experimento, antes de serem calculadas
as doses das substancias administradas, visto que estas eram de acordo com 0 peso médio dos
animais/grupo. Foram pesados inclusive no dia da eutanasia para que fossem calculadas as

doses dos anestésicos.



53

3.4 Carcinogeno

O Azoximethane® foi obtido da Sigma-aldrich Co., na apresentacéo de frasco ampola
de 100mg e diluido em solucéo 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 — Aplicacdo do Carcinégeno
¥ S 3]
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Fonte: O préprio autor.

3.5 L-Lisina

O aminoacido L-lisina monohidrocloridrato (C6H14N202-HCI; CAS #657-27-2)
proveniente da China (Anexo D) foi administrada em solugdo aquosa na dose de 150mg/kg
de peso do animal. As doses diarias foram diluidas em agua destilada no momento na

administragdo.

3.6 Propolis Vermelha

A propolis in natura foi adquirida de fornecedor idoneo da cidade de Barra de Santo
Antonio — Alagoas. A extracdo etanolica foi realizada no Laborat6rio de BiotransformacGes e
Produtos Naturais (LBPN) do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC sob

orientacdo da Profa. Telma Leda Gomes de Lemos. O extrato etandlico de propolis vermelha
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foi obtido por extracdo a frio em etanol 95%. Apds evaporacdo quase completa do etanol, o
extrato etanolico ‘mae’ foi estocado a 4°C.

A diluicdo da prépolis em goma arabica foi uma adaptacdo da técnica descrita por
Shukla, Bhadauria e Jadon, 2004, foi preparado semanalmente a partir do extrato mée
anteriormente descrito, na dose de 100mg/5ml/kg peso (100mg de prépolis para 5 ml de goma
arébica a 1% por kg de peso do animal, ou seja, 20mg/ml). A diluicdo em solucdo aquosa de
goma arabica a 1%, foi feita a quente em estufa (com temperatura de até 60°C), sob agitacao
mecanica manual periddica de 5 em 5 minutos, totalizando 30 minutos e mantida a 4 graus
centigrados (Figura 5).

Como a prdpolis vermelha foi extraida em solucdo de goma arabica a 1%, estabeleceu-
se um grupo controle, ao qual foi ministrada solucdo de goma arabica a 1% na dose de
5,0ml/kg peso. As doses de goma arabica foram preparadas semanalmente, conforme variacédo

do peso dos animais.

Figura 5 — Prépolis diluida em goma arabica a 1%.

Fonte: O préprio autor.
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3.7 Pesagem dos animais, avaliagéo clinica e gavagem

Os animais foram pesados antes e ao final do experimento e a cada semana e
avaliados clinicamente diariamente. A balanca utilizada foi sempre a mesma (balanca analitica
FILIZOLA Beyond Technology MF — até 3kg). Foram pesados 17 vezes durante o
experimento, no dia do recebimento pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
(UFC), uma semana depois estes foram pesados novamente para a realizacdo da primeira
aplicacdo do carcin6geno, ap0s outra semana para a aplicacdo da segunda dose do
carcin6geno e todas as semanas seguintes para os calculos das doses das substancias
administradas, como também para se fazer um comparativo do ganho de peso entre 0s grupos
(Apéndice A). Ao final foram calculadas as variagdes da massa corporal conforme a formula a

sequir:

Calculo da variacéo da massa corporal (VMC)
- Pi: peso no inicio do estudo
- P¢: peso no final do estudo

- (Pf " P.)
VMC =5 .100

i
Foi avaliado aspecto como mudanca de peso, comportamento (reatividade,

imobilidade), contragbes involuntarias, padrdo respiratorio, caracteristicas das fezes

(constipacéo, diarreia), anorexia, piloerecdo, alopecia e ulceracfes cutaneas e perianais.

As substancias, agua, L-lisina, propolis vermelha e goma arébica a 1%, foram
administradas via gavagem ap0s a segunda dose de azoximetano, no dia seguinte, em todos 0s
animais, inclusive o0s grupos que ndo receberam o azoximetano.

A gavagem foi realizada com cénula de aluminio curva de 8cm de comprimento e
protetor distal esférico (18G x 2”x 2,5mm) adaptada a seringa pléastica de Sml , evitando-se
trauma em regido esofagica, inserida na boca do animal, sendo esse antes imobilizado

manualmente pelo dorso (Figura 6).
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Figura 6 — Administracdo das substancias por gavagem

Fonte: O préprio autor.

3.8 Procedimento cirargico e Avaliagdo macroscopica

Os animais foram deixados em jejum, apenas com agua ad. libitum por 12h antes do
ato cirargico. Estes foram anestesiados por injecdo intraperitoneal com quetamina (80mg/kg
peso) e xilazina (8mg/kg peso). Apds terem sido anestesiados os animais foram submetidos a
tricotomia abdominal, fixados pelas patas em decubito dorsal em uma mesa cirargica com
campos estéreis, seguido de laparotomia por incisdo na linha média xifopubiana interessando
a cavidade abdominal e retroperiténio. Logo foi colhido sangue da aorta abdominal (Figura

7), e foi realizada a retirada do célon até o ceco (protocolectomia).
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Figura 7 — Coleta de sangue da aorta abdominal

Fonte: O prépro autor.

Apos a retirada, o colon foi aberto na borda anti-mesentérica, lavado e irrigado com
solugdo salina de forma continua. Em seguida, foram colocados cuidadosamente em papel
kraft para fazer um rocambole (Figura 8 A, B e C), amarrado com um corddo e em seguida,

imerso em formol tamponado a 10%.

Figura 8A — Célon aberto limpo

Fonte: O préprio autor.

Figura 8B — Colon em papel Kraft

Fonte: O préprio autor.
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Fonte: O préprio autor.

Foi retirado também o figado, os pulmdes, o baco e os rins. Todos os 6rgdos foram
pesados (Apéndice B) e avaliados quanto a presenca de tumoracao ou outra alteracdo, e dos
intestinos também foi feito a medicdo. Posteriormente os 6rgaos foram clivados com o intuito

de verificar se havia alteracdes macroscopicas nos mesmos.

3.9 Estudo de Criptas Aberrantes

Apds 24 horas de fixacdo, cada colon foi corado com azul de metileno a 0,1% e PBS
(solucdo fosfatada) por 1 minuto. E levado ao microscopio estereoscopico (Figura 9 A, B e
C) para a quantificacdo de foco de criptas aberrantes (FCAs) (Apéndice C) (Figura 10) e do
numero de criptas por foco, ou seja, sua multiplicidade (BIRD, 1987; BURLAMAQUI et al,
2010) em toda sua extensdo, por segmento de célon (distal, médio e proximal). A mucosa
célica foi avaliada utilizando um microscopio estereoscopico (M90 VASCONCELLQOS da DF
VASCONCELOS S.A) com magnificacdo de 40x. Apds a quantificacdo o célon foi
novamente envolto em papel Kraft, inserido em formol tamponado a 10% para posteriormente

ser clivado. Todos foram clivados ap6s avaliacéo das criptas.



Figura 9A, B e C — Colon corando em azul de metileno 0,1% e ao microscopio estereoscopico

Fonte: O préprio autor. Fonte: O préprio autor.

Fonte: O prdprio autor.

Figura 10 - FCAs em setas ao microscOpio estereoscopico

Fonte: O prdprio autor.

(M90  Vasconcellos)
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3.10 Ensaios bioldgicos
3.10.1 Testes de avaliacdo da genotoxicidade

Do sangue colhido na aorta abdominal foi realizado o teste do cometa alcalino e
micronucleos em sangue periférico e figado. Foi coletado 3ml de sangue de cada animal logo
apos a incisdo abdominal (Figura 7). Em seguida foi retirado também uma pequena por¢do do
figado para estudos posteriores.

Um fragmento do figado foi macerado em pbs gelado (4°C) e posteriormente filtrado.
As células para os ensaios (cometa alcalino e micronucleos) foram obtidas da suspenséo apés
a filtragdo.

Para o ensaio de micronucleo em células de medula dssea os fémures foram retirados,
limpos e as epifises proximais foram seccionadas. A medula 6ssea 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 fémur e o soro fetal bovino foi injetado de
modo a deslocar a medula para dentro de um tubo de centrifuga contendo 3 mL de soro fetal
bovino (Figura 11 Ae B).

Ap0s a coleta as amostras foram transportadas para o laboratério em recipientes com

gelo e processadas dentro de 2h apds esse procedimento.

Fonte: O prdprio autor.
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Figura 11B - Extracdo da medula 6ssea.

Fonte: O prdprio autor.

3.10.1.1 Cometa Alcalino (Sangue periférico e Figado)

Neste estudo a analise de dano ao DNA pelo método do cometa alcalino foi conduzida
como descrito por Singh et al., (1988) com minimas modificagdes (COLLINS, 2004;
HARTMANN, SPEIT, 1997).

As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal (0,5%)
a uma temperatura de 60°C em solucéo de PBS livre de Ca®* e Mg?*, mantidos a temperatura
ambiente até a solidificacdo da agarose de baixo ponto de fusdo. Sangue periférico (analise de
leucdcitos) e hepatocitos foram utilizados para tal teste. Utilizados10ul de sangue ou 5 pL de
suspensdo de hepatocitos e foram embebidos em uma solugdo de agarose de baixo ponto de
fusdo (1,5%) a 37°C e adicionadas as laminas pré-cobertas com agarose de ponto de fusdo
normal. Posteriormente, as laminas foram cobertas com laminulas para uniformizar a
distribuicdo do material na lamina e mantidas a 4°C para solidificacdo da agarose. Para cada
amostra foram confeccionadas e analisadas quatro laminas.

Apos solidificagdo da agarose a laminula foi delicadamente removida e as laminas
imersas na solucdo 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 a baixa temperatura
(4°C) por no minimo 1 h.

Modifica¢bes do ensaio do cometa alcalino foram realizadas de modo a permitir
analises de possiveis lesdes oxidativas no DNA apenas em hepatdcitos. Para isso, logo ap6s o
procedimento de lise celular, as laminas foram incubadas com uma endonuclease capaz de
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reconhecer bases nitrogenadas (purinicas) danificadas no DNA. A endonuclease utilizada foi a
Formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG), uma enzima de reparacdo de excisdo de bases
que reconhece e remove uma grande variedade de purinas oxidadas no DNA.

Sucintamente, apo6s a lise celular, as 1dminas foram lavadas por 3 vezes com solugéo
tampdo (40 mM HEPES, 100 mM KCI, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/mL BSA, pH 8,0). Apds a
lavagem, as laminas foram secadas em ambiente abrigado de luz e em seguida incubadas com
as enzimas FPG (70 pL, 35°C, 30 min) de acordo com as recomendac6es do fabricante (New
England Biolabs Inc., EUA).

As laminas foram removidas da solugéo de lise e neutralizadas por 15 min. na solugéo
de neutralizagdo (0,4 M Tris, pH 7,5). Em seguida, foram dispostas horizontalmente na cuba
de eletroforese e cobertas com a solucao de eletroforese a 4°C (1 mM Na,-EDTA; 300 mM
NaOH; pH > 13) até cobertura total. As laminas foram incubadas por 20 min para permitir o
relaxamento do DNA e a expressdo 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 auséncia de luminosidade (a luz causa danos ao DNA).
Apbs eletroforese as laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas numa solucdo tampéo
(0,4 M Tris, pH 7,5) durante 5 mim, para neutralizar a alcalinidade (Figura 12 A e B). Apés a
corrida em eletroforese as laminas foram fixadas com etanol a 100%.

Figura 1A e B - Método do Cometa: Preparacdo das Laminas (A); Eletroforese(B).

Fonte: O prdprio autor.

Apos a fixacdo das ldminas em etanol 100%, aplicou-se 30uL da solugdo de Brometo
de Etidio (20pg/mL) e cobriu-se com laminula para analise em microscopio de fluorescéncia
(Zeiss) equipado com um filtro de excitacdo de 515-560 nm, um filtro de barreira de 590 nm
e objetiva de 40x. A analise foi realizada de acordo com o padrdo de escores previamente

determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa, indicando o grau de quebra do



63

DNA (Figura 13). Diretrizes e recomendacfes internacionais para 0 ensaio do cometa
consideram que o escore visual dos cometas € um meétodo de avaliagdo bem validado,
apresentando uma alta correlacdo com as analises 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 indice de dano (ID), sendo uma medida
sensivel de dano baseada na migracdo do DNA, variou de 0 (Sem dano: 100 células x 0) a 400
(Com dano maximo: 100 células x 4) (COLLINS, DUSINSKA e FRANKLIN., 1997).

4
ZH.xi

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = =0 , onde Ni 6 0 numero de

células com nivel de dano | 0,1,2,30u4).

Figura 23 - Tipos de cometas: Representacdo dos cometas corados com brometo de etidio e visualizados no
microscépio de fluorescéncia.
> 0 = sem danos (<5%);

1 = baixo nivel de danos (5 — 20%);

2 = médio nivel de danos (20 — 40%);
3 = elevado nivel de danos (40 — 95%);
4 = dano total (95%).

.
-

Fonte: Modificada de Speit, Hartmann, 1999.

YV V V VY

3.10.1.2 Micronucleos em Reticuldcitos (sangue periférico e figado)

O teste de micronucleo foi realizado utilizando-se a técnica de coloracdo com laranja
de acridina para andlise da frequéncia de micronudcleos em reticulécitos de sangue periférico e

em suspensdo de hepatocitos, conforme Hayashi et al., 1990. O corante laranja de acridina foi



64

dissolvido em &gua destilada na concentragdo de 1mg/mL, efetuando-se esfregaco com 10 uL
dessa solucdo em laminas pré-aquecidas a +70°C. As laminas foram estocadas em caixas
escuras a temperatura ambiente por pelo menos 24 horas. 50 pL de sangue foi colocada no
centro da lamina, previamente preparada com o corante laranja de acridina e coberta com
laminula. As ldminas foram entdo guardadas no freezer (-20°C), no escuro, por pelos menos
10 horas. As preparacdes celulares foram examinadas com o auxilio de um microscopio de
fluorescéncia com filtro de excitacdo azul (488 nm) e filtro de emissdo (barreira) amarelo

(575 nm), usando a objetiva de imersao.

3.10.1.3 Microntcleos em Células da Medula Ossea

Apds a obtencdo do material medular, ja descrito anteriormente, este foi centrifugado
(1000 rpm por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi homogeneizado.
Uma gota da suspensao de células foi transferida para uma lamina limpa e seca, sendo, em
sequida, realizado o esfregaco. Foram preparadas duas laminas para cada animal,
correspondente aos subgrupos tratados. Apos a confeccdo das laminas, o material foi corado
pelo método de Leishman (Schimid, 1975).

A anélise foi realizada utilizando microscopio 6ptico binocular, com objetivas de 20X
e 40X. Os critérios adotados de identificagdo dos micronucleos foram os descritos por
Schimid (1976) e Heddle et al. (1983). Um total de 1000 eritrdcitos policromaticos (EPC) foi
analisado, através da leitura de duas laminas por animal (HEDDLE et al., 1983). Para avaliar
a citotoxicidade do tratamento, a razdo entre EPC e eritrocitos normocromaticos (ENC) foi
determinada através da andlise de 1000 eritrocitos (EPC ou ENC) por animal (KRISHNA &
HAYASHI, 2000).

3.10.2 Estresse oxidativo

Devido a possibilidade de o azoximetano desenvolver carcinogénese quimica
colorretal e no figado (ROTHFUSS et al. 2011; BURLAMAQUI et al, 2013), e 0 processo
fisiopatoldgico da carcinogénese basica ser o estresse oxidativo, foram realizados os testes de
dosagem da concentracdo de glutationa (GSH) e dosagem da concentracdo das substancias
reagentes do acido tiobarbiturico (TBARS).
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3.10.2.1 Dosagem da concentracéo de glutationa (GSH)

Para a avaliacdo da concentracdo de glutationa, foi colhido 3ml de sangue das ratas
anestesiadas, o sangue foi centrifugado e congelado em nitrogénio liquido a -70° C . Foi
utilizado o método de Sedlak e Lindsay (1968), que se baseia na reacdo de 2-acido
nitrobenzoico com o tiol livre, originando um dissulfeto misto + &cido 2-nitro-5-tiobenzdico.
A medida do produto de formacao da reacao foi feita em espectrofotdmetro de Beckman, por

leitura da absorbancia a 412 nm.

3.10.2.2 Dosagem da concentracdo das substéncias reagentes do acido
tiobarbiturico (TBARYS)

A avaliacdo de peroxidagdo lipidica foi através da realizacdo da reacdo com acido
tiobarbitarico (TBA) (BERNHEIM; BERNHEIM; WILBUR, 1948). Para a realizacdo dessa
analise foi colhido 3ml de sangue durante o procedimento cirdrgico e depois foi levado para

ser centrifugado, onde o plasma foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido a -70° C.

3.10.2.3 Relagdo Reticuldcitos/Hemacias

Os reticul6citos sdo hemacias imaturas ndo-nucleadas que permanecem no sangue
periférico durante 24 a 48 horas enquanto maturam. Elas geralmente se apresentam como
heméacias maiores que as maturadas. Neste teste, os reticuldcitos em uma amostra de sangue
total sdo contados e expressos em porcentagem da contagem total de hemacias.

Foi contado um namero fixo de células vermelhas e avaliado quantos sdo hemaécias e

quantos sdo eritrocitos, isso para se fazer a relacdo reticulécitos/hemacias.

3.11 Analise estatistica

Variaveis continuas e discretas foram primeiro analisados pelo teste de Shapiro-
Wilk para verificagdo da normalidade da distribuicdo. Como tais critérios foram encontrados
na maioria das analises, a média e desvio padrdo foram calculados por estatistica descritiva, e

testes paramétricos foram aplicados para analise estatistica. Portanto, comparacdes entre 0s
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quatro grupos (&gua, L-lisina, propolis e goma ardbica), expostos ou ndo ao azoximetano,
foram realizadas utilizando analise de variancia de sentido Unico (ANOVA) seguido pelo teste
de Tukay's de multiplas comparagdes para comparar todos os pares de grupos.

Em adicdo, para cada tratamento, o teste t ndo pareado foi empregado para
comparar o efeito da exposicdo ou ndo do azoximetano. Na totalidade das andlises, testes
bicaudais foram aplicados e o nivel de significancia foi calculado como 0,05 (5%). O software
GraphPad Prism version 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA) foi utilizado
para realizacdo de todos os procedimentos estatisticos, assim como para a realizacdo dos
gréficos.

Para a analise do peso dos 6rgdos dos animais foram comparados por meio dos

testes ANOVA, seguidos do pos-teste de Bonferroni.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao clinica

Foram observadas esporadicamente roncos e dispneia nos animais que regrediam

espontaneamente, porem ndo foram observados outros sinais clinicos patoldgicos.

4.2 Avaliacdo da mortalidade dos animais

Houve a morte de um animal do grupo V, e de outro do grupo VI, mas ndo foi
realizado necropsia para uma andlise das respectivas mortes devido ao avancado estado de
destruicdo que estes foram encontrados, provocados pelos outros animais das respectivas

gaiolas.

4.3 Avaliacao das Doses das substancias administradas

A dose média total ndo mostrou grande variagdo entre 0S grupos, essas eram

calculadas sempre de acordo com o peso médio dos animais/grupo (Apéndice D).

4.4 Avaliacdo da variacdo da massa corporal

Na avaliacdo da variacdo da massa corporal, comparacdes entre 0S quatro grupos que
foram submetidos ao AOM foram feitas pela anélise de variancia (ANOVA) para um fator de
classificacdo, associada ao teste de comparagdes maltiplas de Tukey. Ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significantes (ANOVA: F = 1,2089; p = 0,3298) no ganho
percentual de massa corporal nos animais dos grupos Azoximetano+Agua (214,51 + 26,67%),
Azoximetano+Lisina (210,41 + 50,58%), Azoximetano+Propolis (231,09 + 51,29%) e
Azoximetano+Goma (189,76 + 27,70%) (Figura 14).
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FIGURA 14 - Variacdo da massa corporal, expressa em termos percentuais, que segundo os dados
correspondem a média e desvio padrao das medigGes efetuadas nos grupos submetidos ao AOM.
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4.5 Estudo dos Focos de Cripta Aberrante (FCAS)
4.5.1 Numero total de FCAs em segmento proximal

Avaliando o numero total de FCAs no segmento proximal, quando realizadas
comparagOes entre os quatro grupos que foram submetidos ao AOM, nédo foram constatadas
diferencgas estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relagdo ao numero de
focos de criptas aberrantes (ANOVA: F = 2,2124; p = 0,1152) (ANOVA, associado a Tukey)
(Figura 15).

Figura 15 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM,
considerando o segmento colénico proximal. Os dados correspondem a média e desvio padréo.
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4.5.2 Numero total de FCAs em segmento medio

Avaliando o numero total de FCAs no segmento médio, quando feito as comparagdes
entre os quatro grupos que foram submetidos ao AOM, constatou-se que o numero de FCA
observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor (*p=0,0274) que o

verificado no grupo que recebeu Azoximetano+Lisina (ANOVA, associado a Tukey) (Figura
16).

Figura 16 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM,
considerando o segmento colénico médio, os dados correspondem a média e desvio padrao.

2]
o
1

Azoximetano + Agua
Azoximetano + Lisina
Azoximetano + Propolis
Azoximetano + Goma

(4]
(=]
1

19
=]
1

criptas aberrantes
[\~ ] [#]
(=] o

Numero de focos de
o

(=]

4.5.3 Numero total de FCAs em segmento distal

Avaliando o numero total de FCAs no segmento distal, constatou-se que o numero de
FCA observado nos grupos Azoximetano+Propolis (**p=0,0096) e Azoximetano+Goma
(*p=0,0250) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Agua, nas

comparagOes entre os quatro grupos submetidos ao AOM (ANOVA, associado a Tukey)
(Figura 17).
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Figura 17 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM,
considerando o segmento coldnico distal. Os dados correspondem a média e desvio padrao.
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4.5.4 Numero total de FCAs em todo o colon

Avaliando o nimero total de FCAs em todo o segmento col6nico, constatou-se que 0
numero de FCA observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que o
verificado nos grupos Azoximetano+Agua (*p=0,0166) e Azoximetano+Lisina (+p=0,0237).
Observou-se  um numero de FCAs reduzido expressivamente no  grupo
Azoximetano+Prdpolis, entretanto ndo houve significancia estatistica nas comparagfes entre
0s quatro grupos submetidos ao AOM (ANOVA, associado a Tukey) (Figura 18) (Tabela 1).

Figura 18 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) verificados nos grupos submetidos ao AOM,
considerando toda extensdo do célon, os dados correspondem a média e desvio padrao.
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Consolidando a estatistica da média e desvio padrdo entre 0os grupos submetidos ao AOM,
temos o numero de FCAs verificados nos diversos segmentos, como também em todo o
segmento coldnico (Tabela 2).
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TABELA 2 — NUmero de focos de criptas aberrantes verificados nos grupos submetidos ao AOM, considerando
0s segmentos colénicos proximal, médio e distal, assim como o cdlon inteiro. Os dados correspondem a analise
da média e desvio padrdo.

Segmento Azoximetano Azoximetano Azoximetano Azoximetano Significancia
o welln + Agua + Lisina + Propolis + Goma SANOVA)
(média + DP) (média £ DP) (média + DP) (média + DP)

Proximal 2,33+3,83 0,00 +£0,00 2,29+2,63 0,00+ 0,00 p =0,1152
Meédio 23,83 + 18,00 37,17 £ 20,13 22,71 £ 17,63 9,29 + 8,12° p = 0,0462
Distal 43,17 + 16,46 30,33 + 14,90 19,29 + 7,46 22,14 + 8,88° p=0,0093

Célon inteiro 69,33 £ 29,21 67,50 £ 16,72 44,29 + 23,89 31,43 + 8,02°¢ p =0,0077

DP: desvio padrdo; ANOVA: analise de variancia; as letras a(p'<0,01) e °(p<0,05) denotam diferencas
estatisticamente significantes em relacdo ao grupo Azoximetano+Agua, enquanto a letra °(p<0,05) indica
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo Azoximetano+Lisina (teste de Tukey).

4.6 Multiplicidade dos Focos de Criptas Aberrantes: até 4 criptas
4.6.1 Multiplicidade dos FCAs em segmento proximal: até 4 criptas

Na avaliacdo da multiplicidade de FCAs em segmento proximal de até 4 criptas,
comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes (ANOVA: F = 2,1327; p = 0,1250) (ANOVA, associado a
Tukey) (Figura 19).

Figura 19 - NUumero de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos
ao AOM, considerando o segmento coldnico proximal. Os dados correspondem a média e desvio padrao.
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4.6.2 Multiplicidade dos FCAs em segmento médio: até 4 criptas

Na avaliacdo da multiplicidade de FCAs em segmento meédio de até 4 criptas,
comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, constatou-se que o nimero de FCA
observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor (**p=0,0075) que o
verificado no grupo Azoximetano+Lisina (ANOVA, associado a Tukey) (Figura 20).

Figura 20 - NUumero de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos
ao AOM, considerando o segmento coldnico médio. Os dados correspondem a média e desvio padrao.
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4.6.3 Multiplicidade dos FCAs em segmento distal: até 4 criptas

Na avaliacdo da multiplicidade de FCAs em segmento distal de até 4 criptas,
comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, constatou-se que o numero de FCA
observado nos grupos Azoximetano+Propolis (**p=0,0060) e Azoximetano+Goma
(*p=0,0295) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Agua
(ANOVA, associado a Tukey) (Figura 21).
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Figura 21 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos
ao AOM, considerando o segmento col6nico distal. Os dados correspondem a média e desvio padrao.
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4.6.4 Multiplicidade dos FCAs em todo o célon: até 4 criptas

Na avaliacdo da multiplicidade de FCAs em todo o segmento col6nico de até 4 criptas,
comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, constatou-se que o numero de FCA
observado no grupo Azoximetano+Propolis foi significantemente menor que o verificado nos
grupos Azoximetano+Agua (*p=0,0394) e Azoximetano+Lisina (+p=0,0285). Analogamente,
0 numero de FCA observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que
o verificado nos grupos Azoximetano+Agua (*p=0,0127) e Azoximetano+Lisina
(++p=0,0090) (ANOVA, associado a Tukey) (Figura 22).

Figura 22 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos
ao AOM, considerando toda extensdo do cdlon. Os dados correspondem & média e desvio padréo.
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Consolidando a estatistica da média e desvio padrdo entre os grupos submetidos ao AOM,
temos o nimero de FCAs de até 4 criptas verificados nos diversos segmentos, como também
em todo o segmento coldnico (Tabela 3).

TABELA 3 — Numero de focos de criptas aberrantes com até 4 criptas verificados nos grupos submetidos ao
AOM, considerando os segmentos coldnicos proximal, médio e distal, assim como o célon inteiro. Os dados
correspondem & andlise da média e desvio padréo.

Azoximetano Azoximetano Azoximetano Azoximetano

Segmento < - P Significancia
. + Agua + Lisina + Propolis + Goma
gcolen (média + DP) (média + DP) (média = DP) (média = DP) (ANOVA)
Proximal 2,17+3,71 0,00+ 0,00 2,14+£241 0,00+ 0,00 p =0,1250
Médio 18,33 £ 13,53 31,17 + 16,74 13,00 £ 10,91 6,71 +£5,71° p=0,0111
Distal 34,33+ 13,87 25,00 + 10,81 13,86 + 6,41° 17,71 +7,70° p = 0,0065

Coloninteiro 54,83 +24,79 56,17 + 11,51 29,00 + 16,29"¢ 24,43 +7,66°° p =0,0018

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia; as letras ) %P<0,01) e °(P<0,05) denotam diferencas
estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Azoximetano+Agua, enquanto as letras °(p<0,01) e 4(p<0,05)
indicam diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Azoximetano+Lisina (teste de Tukey).

4.7 Multiplicidade dos Focos de Criptas Aberrantes: 5 ou mais criptas

4.7.1 Multiplicidade dos FCAs em segmento proximal: 5 ou mais criptas

Na avaliacdo da multiplicidade de FCAs no segmento proximal de 5 ou mais criptas,
comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relacdo ao nimero de focos com 5 ou
mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 0,6753; p = 0,5764) (ANOVA, associado a Tukey)
(Figura 23).

Figura 23 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos
submetidos ao AOM, considerando o segmento col6nico proximal. Os dados correspondem a média e desvio
padréo.
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4.7.2 Multiplicidade dos FCAs em segmento médio: 5 ou mais criptas

Na avaliacdo da multiplicidade de FCAs no segmento médio de 5 ou mais criptas,
comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relagdo ao numero de focos com 5 ou
mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 1,6939; p = 0,1974) (ANOVA, associado a Tukey)
(Figura 24).

Figura 24 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos
submetidos ao AOM, considerando o segmento col6nico médio. Os dados correspondem a média e desvio
padréo.
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4.7.3 Multiplicidade dos FCAs em segmento distal: 5 ou mais criptas

Na avaliagdo da multiplicidade de FCAs no segmento distal de 5 ou mais criptas,
comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relacdo ao nimero de focos com 5 ou
mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 1,1614; p = 0,3469) (ANOVA, associado a Tukey)
(Figura 25).
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Figura 25 - NUmero de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos
submetidos ao AOM, considerando o segmento coldnico distal. Os dados correspondem a média e desvio padrao.
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4.7.4 Multiplicidade dos FCAs em todo o célon: 5 ou mais criptas

Na avaliacdo da multiplicidade de FCAs em todo o segmento colonico de 5 ou mais
criptas, comparando 0s quatro grupos submetidos ao AOM, ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significantes entre os quatro grupos em relacdo ao nimero de
focos com 5 ou mais criptas aberrantes (ANOVA: F = 1,5378; p = 0,2328) (ANOVA,
associado a Tukey) (Figura 26).

Figura 26 - Numero de focos de criptas aberrantes (FCA) com 5 ou mais criptas verificados nos grupos
submetidos ao AOM, considerando toda extensdo do célon. Os dados correspondem a média e desvio padrao.
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Consolidando a estatistica da média e desvio padrdo entre os grupos submetidos ao AOM,
temos o nimero de FCAs de 5 ou mais criptas verificados nos diversos segmentos, como
tambem em todo o segmento colbnico (Tabela 4).
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TABELA 4 — Numero de focos de criptas aberrantes com 5 ou mais criptas verificados nos grupos submetidos
ao AOM, considerando os segmentos coldnicos proximal, médio e distal, assim como o célon inteiro. Os dados
correspondem a analise da média e desvio padrao.

Azoximetano Azoximetano Azoximetano Azoximetano

doclon  cAm o sl el scoma oSG
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 + 3,87 443 + 3,87 p =0,3469
Colon inteiro 14,50+ 7,15 11,33 +8,43 15,29 + 10,36 7,00 + 4,69 p =0,2328

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia.

4.8 Ensaios bioldgicos
4.8.1 Avaliacao da Genotoxicidade

4.8.1.1 Cometa Alcalino em sangue periférico

Na avaliacdo do Cometa Alcalino em sangue periférico, comparacdes entre 0S grupos
tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano, foram feitas
pela ANOVA, associado a Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados n&o
emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposi¢cdo ou ndo ao azoximetano (Tabela

5). N&@o houve diferenca estatistica significante entre os grupos.

TABELA 5 — Avaliacdo da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa alcalino no sangue periférico nos
grupos tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano. Os dados correspondem
a andlise das medicdes, sendo expressos em unidades arbitrarias.

Exposicéo ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média £+ DP) (média + DP) (ANOVA)
Né&o 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+£241 p = 0,9325
Significancia _ _ _ -
(teste 1) p =0,3342 p =0,0284 p=0,4161 p =0,2750

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia.
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4.8.1.2 Micronucleo em Reticuldcitos de sangue periférico

Na avaliacdo de Microndcleos em Reticuldcitos de sangue periférico, comparacdes
entre 0os grupos tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou nio ao
Azoximetano, foram feitas pela ANOVA, associado a Tukey. Para cada tratamento, o teste t
para dados ndo emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposicdo ou ndo ao

azoximetano (Tabela 5). N&o houve diferenca estatistica significante entre os grupos.

TABELA 6 — Avaliacdo da genotoxicidade por meio do teste do micronlcleo em reticuldcitos no sangue
periférico nos grupos tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano. Os dados
correspondem & analise das medices efetuadas, sendo expressos como numero de reticuldcitos micronucleados
por 1000 reticulécitos.

Exposicéo ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP) (ANOVA)
Néo 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
Significancia _ _ _ -
(teste 1) p =0,2848 p =0,7699 p =0,8154 p =0,4048

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia.

4.8.1.3 Microntcleo em Medula Ossea

Na avaliacdo de Micronicleos em Medula Ossea, comparacBes entre 0s grupos
tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano, foram feitas
pela ANOVA, associado a Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados n&o
emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposi¢cdo ou ndo ao azoximetano (Tabela

7). Nao houve diferenca estatistica significante entre os grupos.
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TABELA 7 — Avaliagdo da genotoxicidade por meio do teste do microntcleo na medula 6ssea nos grupos
tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano. Os dados correspondem a
analise das medicGes efetuadas, sendo expressos como numero de eritrcitos policromaticos micronucleados por

2000 eritrécitos policromaticos.

Exposicéo ao Agua Lisina Prépolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média = DP) (média £ DP) (média £ DP) (ANOVA)
Néo 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
Significancia _ _ - -
(teste t) p =0,1099 p =0,0162 p = 0,2054 p = 0,0404

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia.

4.8.2 Avaliacao do Estresse Oxidativo

4.8.2.1 Glutationa no Sangue periférico

Na avaliacdo de Glutationa em sangue periférico, comparacdes entre 0S grupos

tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano, foram feitas

pela ANOVA, associado a Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados ndo emparelhados

foi usado para comparar o efeito da exposi¢do ou ndo ao azoximetano (Tabela 8). N&o houve

diferenca estatistica significante entre os grupos.

TABELA 8 — Avaliagdo da glutationa no sangue nos grupos tratados com Agua, Lisina, Prépolis e Goma,
expostos ou ndo ao Azoximetano. Os dados correspondem a andlise das medigdes efetuadas, sendo expressos em

unidades arbitrarias.

Exposicdo ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP) (ANOVA)
Né&o 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
Significancia _ _ _ -
(teste 1 p=0,4679 p =0,9075 p=0,8732 p =0,2687

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia.

4.8.2.2 TBARS em sangue periférico

Na avaliacdo do TBARs em sangue periférico, comparacfes entre 0s grupos tratados
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com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano, foram feitas pela
ANOVA, associado & Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados ndo emparelhados foi
usado para comparar o efeito da exposicdo ou ndo ao azoximetano (Tabela 9). Houve
diferenca estatistica significante entre os grupos AOM+prépolis vermelha em relacdo ao
grupo AOM+agua.

TABELA 9 — Avaliacdo de TBARS no sangue nos grupos tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma,
expostos ou ndo ao Azoximetano.

Exposicao ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média £+ DP) (média + DP) (ANOVA)
Néo 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*° 32,71+ 4,99 p =0,0043
Significancia _ _
(teste 1 p = 0,0006 p < 0,0001 p = 0,0025 p <0,0001

DP: desvio padrdo; ANOVA: analise de variancia; a letra %(P<0,05) denota diferencas estatisticamente
significantes em relagdo aos grupos Azoximetano+Agua e Azoximetano+Lisina, enquanto a letra "(P<0,01)
indica diferenca estatisticamente significante em relacéo ao grupo Azoximetano+Goma (teste de Tukey).

4.8.2.3 Relacdo entre Reticuldcitos/Hemacias no Sangue periférico

Na avaliacdo da Relacdo entre Reticuldcitos/Hemécias no sangue periférico, os dados
correspondem a andlise das medicBes efetuadas, sendo expressos em unidades arbitrarias.
Comparacdes entre os grupos tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou nao
ao Azoximetano, foram feitas pela ANOVA, associado a Tukey. Para cada tratamento, o teste
t para dados ndo emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposicdo ou ndo ao
azoximetano (Tabela 10). Ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos.

TABELA 10 — Relacio reticuldcitos/hemécias no sangue periférico verificada nos grupos tratados com Agua,
Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano.

Exposicao ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP) (ANOVA)
Néo 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
Significancia _ _ _ —
(teste 1 p =0,0074 p=0,0778 p = 0,0009 p =0,0084

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia.
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4.9 Avaliacdo do peso dos 6rgaos

Na analise realizada, comparando-se 0 peso dos 6rgéos dos grupos entre si, em relacdo
aos figados observou-se diferenca estatistica entre os grupos Glll e GIV (p< 0,01), Gll e GVI
(p<0,05) e Gl e GlI (p< 0,05). Ja em relagdo aos bagos observou-se diferenca estatistica entre
os grupos Gl e GVII (p< 0,01). Néo foi encontrada diferenga estatisticamente significante nos
pulmdes, intestinos e rins (ANOVA associado ao teste de comparagdes multiplas de

Bonferrone) (Apéndice E e F).
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5 DISCUSSAO

A falta de seletividade nos tratamentos oncoterapicos muitas vezes atingem também as
células normais de rapida proliferacdo como as células do tecido hematopoiético, germinativo,
foliculo piloso e do epitélio gastrintestinal. Desta forma é importante a busca constante de
novas estratégias terapéuticas.

O Brasil por possuir a maior floresta equatorial e tropical imida do planeta, com seu
enorme litoral, e sua variada flora, ndo pode abdicar de sua vocacao para 0s produtos naturais,
(PINTO et al., 2002). Atualmente, grande parte dos medicamentos encontrados no mercado €
derivada direta ou indiretamente de vegetais, micro-organismos, organismos marinhos,
vertebrados e invertebrados terrestres (BRANDAO et al., 2010).

Muitos agentes foram testados em laboratérios buscando verificar sua eficacia na
prevencdo e tratamento de diversas neoplasias. Para estudos da carcinogénese coldnica
observa-se na literatura uma diversidade muito grande em relacdo a escolha das espécies
animais, o método de inducdo da neoplasia do colon e o periodo de exposicdo a supostos
qguimioprotetores. Uma das primeiras davidas sobre modelos experimentais € a decisdo sobre
0 uso de ratos ou camundongos. O rato tem maior vantagem em rela¢do ao seu tamanho que
por ser maior que os camundongos tém-se mais facilidade na manipulacdo de seu célon,
entretanto os custos sdo maiores. Alguns trabalhos utilizam tanto ratos como camundongos
knock-outs genéticos para reducdo do tempo de experimento. Pesquisadores tem se baseado
na semelhanca histopatoldgica dos métodos de inducdo de FCAs por dimetilhidrazina ou
azoximetano (GUPTA, PRETLOW, SCHOEN, 2007; RAJU, 2008).

Fatores importantes que devem ser observados sdo as diferencas na anatomia,
fisiologia e fenbmenos bioldgicos que influenciam no desenvolvimento. Eles devem ser
levados em consideracdo quando sdo analisados os resultados de qualquer pesquisa em ratos
em que a idade é um fator crucial, principalmente quando os estudos efetuados pretendem
fazer comparagdes com a vida humana. Alguns autores realizaram pesquisas experimentais
em ratos e concluiram existir correspondéncia de 30 dias de vida do homem para cada dia de
vida do rato (GITTES, 1986; KLEE et al.,1990; IANDOL.I et al., 2000). Se comparados aos
seres humanos, o0s ratos tém infancia breve e acelerada. Desenvolvem-se muito rapido durante
a infancia 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 inicio do experimento, o0 que corresponderia aproximadamente a

13 anos em humanos (inicio da puberdade) e ao final do experimento, ap0s quatro meses, em
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torno de 23 anos também em humanos, ou seja, ja seriam adultos jovens, em consonancia com
0 proposto por Andreollo et al., 2012.

A escolha de animais do mesmo sexo, feminino, nesse estudo, possibilitou resultados
uniformes com menor niumero de animais, além de permitir a comparacdo com conclusdes de
outros estudos da literatura. Festing, 1979 e Moon e Fricks em 1977, demonstraram uma
menor ocorréncia de tumores induzidos por DMH em linhagem de ratos fémeas em relacéo
aos machos, levando em conta o aspecto hormonal de animais do sexo feminino. No entanto,
tém-se demonstrado em humanos, concentracdes significantes de receptores estrogénicos em
quase todos os canceres do aparelho digestivo (TOKUNAKA et al 1986; WOBBES, BEEX e
KOENDERS, 1984; YAMAMOTO, NAKAJO e TAHARA, 1990). A mucosa gastrintestinal
possui receptores estrogénicos e isso sugere que hormonios esteroides tenham um papel no
crescimento e progressdo de tumores nesse tecido. Estrogénio e seus receptores interagem
com outras moléculas tais como receptores do fator de crescimento epidérmico e poliaminas,
e por causa disso podem ter essa influéncia (DI LEO et al, 1992).

Avaliando-se os achados do presente estudo, percebe-se que ndo houve diferenca
significante na variacdo da massa corporal dos animais em todos 0S Qrupos
(LILHLIVV,VILVII e VI1II), durante as 16 semanas do experimento. O azoximetano na dose
administrada n&o interferiu na ingesta alimentar dos animais e nem as substancias
administradas nada alteraram em relagdo ao aumento de peso destes. Importante ressaltar aqui
gue a dose administrada nas ratas foi para causar lesdes pré-neoplasicas por isso ndo chegou a
provocar nos animais alteracGes olfativas, ou mesmo no paladar, fatores comuns, que podem
culminar em anorexia e consequentemente caquexia, complicagdes comuns em muitos tipos
de céanceres, principalmente quando esses se encontram em estagios avangados.

Esses achados estdo de acordo com outros estudos que mostraram também ndo haver
diferenca estatistica 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 estereoscopica foram as criptas aberrantes classicas e 0s
focos de criptas aberrantes com até 4 criptas e com 5+ criptas aberrantes por foco
(multiplicidade). Ndo foram identificados pdlipos & visdo estereoscopica.

N&o foram encontradas criptas aberrantes nos animais dos grupos que ndo receberam
azoximetano (GI, GII,Glll e GIV).

Na avaliacdo do numero total de FCAs em segmento médio, observou-se que 0
namero 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 n&o nos
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serve para interpretacdo clinica experimental. Em segmento distal, constatou-se que o nimero
de FCAs observado nos grupos Azoximetano+Prdpolis (**p=0,0096) e Azoximetano+Goma
(*p=0,0250) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Agua. 1sso
sugere que a propolis vermelha e a goma a 1% exerceram acdo protetora, e que essa acao foi
principalmente em segmento distal. Pode ser que a atividade antioxidante tdo festejada da
propolis vermelha e goma (MENDONCA et al. 2015; TROMMER e NEUBERT, 2005)
estejam contribuindo para este resultado.

Analisando-se o numero total de FCAs, em todo o cdlon, constatou-se que 0 numero
de FCAs observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que o
verificado nos grupos Azoximetano+Agua (*p=0,0166). Percebe-se que a propolis vermelha e
a goma arabica, agiram reduzindo a quantidade total do nimero de FCASs, apesar de ndo ter
havido uma reducao de significancia estatistica no grupo de Azoximetano+Prdpolis vermelha.

N&o se justifica o fato da goma mostrar um resultado mais expressivo, ja que 0 grupo
experimental que recebeu Azoximetano+Prépolis vermelha recebeu também solucdo de goma
arabica a 1%, onde a propolis foi diluida. Entretanto, € importante lembrar que a prépolis
vermelha utilizada néo foi tipificada apesar de ter sido avaliado sua capacidade de captacdo de
radicais livres (AGUIAR et al, 2018). Sendo um produto natural de composi¢cdo complexa,
inclui componentes vegetais e animais, ndo detalhados aqui, 0s quais podem ter apresentado
atividade inibitoria sistémica dos efeitos benéficos causados pela a goma arabica, ou seja,
apresentar alguma atividade que possa inibir o efeito da goma. Sabe-se que muitas substancias
antioxidantes podem se tornar pro oxidantes dependendo da quantidade a ser administrada
e/ou absorvida. Interferéncia na absorgéo? Interferéncia na agéo?

E importante mencionar que pesquisas anteriores mostraram que os FCAs ndo sio
igualmente distribuidos entre o colon proximal, médio ou distal, e a maior parte desenvolve-se
no colon médio e distal (PARK, GOODLAD; WRIGHT, 1997; GHIRARDI et al, 1999). A
maioria dos tumores de c6lon no modelo de rato com DMH / AOM séo localizados no célon
distal, sendo menos frequentes no colon proximal (PERSE; CERAR, 2011). Isso pode ser
explicado por causa da deficiéncia 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 colon distal e as diversas substancias
utilizadas (propolis vermelha, L-lisina e goma a 1%) ndo interferiram na distribuicdo dos
FCAs nos diversos segmentos.

Segundo a literatura, Alencar e colaboradores, 2007, demonstraram que 0 extrato

hidroetandlico de propolis vermelha na concentragdo de 90 pg/mL apresentou 57% de
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atividade de inibicdo para radicais livres. Semelhantes resultados foram encontrados por
Cabral et al. (2009) que observaram com a mesma concentragcdo que o extrato foi capaz de
inibir 50,5% dos radicais DPPH (1,1-Difenil-2-picrilhidrazil). Esses estudos também
mostraram a presenca de importantes componentes bioativos na propolis vermelha, tais como
o acido ferdlico, a daidizeina, a quercetina e a formononetina. Foi mostrado também acéo
anticancerigena e antioxidante por Alencar et al., 2007, Oldoni et al., 2011 e Pinheiro et al.
2014,

Mendonca et al., 2015, estabeleceram o perfil quimico da propolis vermelha brasileira
e ratificaram sua propriedade antioxidante, como também mostraram sua influéncia em uma
substancial diminuicdo na percentagem de sobrevivéncia celular de células tumorais humanas,
como SF-295 (glioblastoma), OVCAR-8 (ovério) e HCT-116 (c6lon). Com intensa atividade
citotoxica para essas células, foi concluido que essa substancia natural serve como um
potencial farmaco anticancerigeno (MENDONCA et al. 2015).

A acdo farmacoldgica de componentes desse tipo de prépolis, como a formononetina,
tém sido demonstrada em estudos in vitro e in vivo, que possui a¢do antitumoral inibindo a
proliferacdo de células prostaticas cancerigenas de origem humana (YE et al., 2012) e células
cancerigenas mamarias de ratos (CHEN et al., 2013).

Alguns investigadores relataram inibi¢do do estresse oxidativo in vitro (TROMMER e
NEUBERT, 2005) e in vivo (EL DIN et al 2003) da goma arébica. Em nosso estudo, talvez
essa acdo antioxidante tenha ocorrido em relacdo a reducdo de FCAs em grupos que
receberam a propolis vermelha e goma arabica.

Trommer e Neubert, 2005, fizeram um estudo com oito compostos polissacaridios
diferentes (incluindo GA) para avaliar seus efeitos na reducdo da peroxidagdo, de
antioxidantes e lipidios in vitro. Verificaram que GA protegeu contra a peroxidacao lipidica
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 arabica
foi eficaz na protecdo contra hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno, e que essa
protecdo pode envolver a reducdo do estresse oxidativo.

A goma arabica (GA), exudatos comestiveis, secos e gomosos da arvore Acacia
senegal, foi utilizada como um agente antioxidante e citoprotetor, protegendo contra
toxicidades hepaéticas, renais e cardiacas experimentais em ratos (KADDAM et al. 2017).

Os focos de criptas aberrantes com maior nimero de criptas aberrantes sdo um achado
que indica risco maior para desenvolvimento de tumores coldnicos (PRETLOW et al. 1992).

Os FCAs com 5+ criptas tém 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, ndo
foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os quatro grupos que
receberam carcindgeno em relacdo ao numero de focos com até 4 criptas. Na multiplicidade
dos FCAs em segmento médio: até 4 criptas, constatou-se que o nimero 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 ndo nos
interessa. Em relagdo & multiplicidade dos FCAs em segmento distal: até 4 criptas, o nUmero
de FCAs observado nos grupos Azoximetano+Prdpolis (**p=0,0060) e Azoximetano+Goma
(*p=0,0295) foi significantemente menor que o verificado no grupo Azoximetano+Agua.
Parece que a acdo de protecdo da prépolis vermelha, assim como da goma sao verificados
também quanto a multiplicidade até 4 criptas.

Ao ser avaliado a multiplicidade dos FCAs em todo o célon: até 4 criptas, constatou-se
gue o nimero de FCAs observado no grupo Azoximetano+Propolis foi significantemente
menor que o verificado nos grupos Azoximetano+Agua (*p=0,0394). Analogamente, o
namero de FCAs observado no grupo Azoximetano+Goma foi significantemente menor que o
verificado nos grupos Azoximetano+Agua (*p=0,0127). O que se observa na realidade é que
quando computamos todos os FCAs anteriormente ndo existia diferenca estatistica
significante no grupo que recebeu AOM+Propolis, em relacdo ao que recebeu AOM+Agua,
contrariamente quando excluimos os FCAs com 5 ou mais criptas, voltamos a ter
significancia estatistica do grupo que recebeu AOM+Prépolis vermelha em relacdo ao
controle, AOM+Agua. Na verdade o que estava interferindo na significancia estatistica dessa
substancia eram os FCAs com 5 ou mais criptas. O que esta envolvido nessa acdo ndo se sabe,
mas constatamos que aqui também obtivemos uma nitida acdo de protecdo tanto da propolis
quanto da goma.

Continuando a avaliacdo da multiplicidade, observou-se que na multiplicidade dos
FCAs com 5 ou mais criptas em segmento proximal, médio, distal, como também em todo o
célon, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os quatro grupos
que receberam AOM. Essa condicdo de multiplicidade ndo nos permite concluir sobre a agédo
das substancias. A multiplicidade de FCAs de 5 ou mais criptas ndo péde ser explicado nesse
aspecto com as condigdes 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 cancer de célon, mas a primeira
etapa no desenvolvimento do cancer, nos modelos experimentais, & o aparecimento de criptas
displasicas ou de focos de displasia na mucosa colénica (PRETLOW et al. 1992). Nossos
achados estdo em conformidade com a literatura, pois mostraram que a maioria dos FCAs esta
situada em cdlon distal, e que também estes sdo FCAs com 5+ criptas por foco, ou seja, com
multiplicidade maior de criptas aberrantes.

Em sintese, quando se analisou o numero de focos de criptas aberrantes e a
multiplicidade destas nos diversos segmentos em grupos submetidos a carcinogénese,
observou-se a predominancia no segmento médio e distal e as substancias administradas ndo
interferiram de forma significante na localizacdo destas lesdes, como também na
multiplicidade desses FCAs.

Em nosso estudo a L-lisina ndo influenciou no nimero, distribuicdo e multiplicidade
de criptas ou de focos de criptas aberrantes em animais que receberam carcinégeno e L-lisina,
portanto, ndo ocorreu agao promotora da carcinogénese de coélon.

A genotoxicidade é um aspecto da genética que estuda as alteracfes na base genética
da vida, e sendo assim, estd sendo bastante pesquisadas devido a suas relagbes com
malformacdes, doencas congénitas, doencas genéticas (mutagénese) e degenerativas,
envelhecimento celular, cancer, dentre outras (ERDTMANN, SILVA e HENRIQUES, 2003).

Cada célula do corpo humano mantém certa homeostase entre substancias quimicas
oxidantes e antioxidantes que sdo corriqueiras no metabolismo normal, transducdo de sinais e
regulacdo das funcdes celulares. O estresse oxidativo pode ser caracterizado como um
disturbio no equilibrio entre elementos oxidantes e antioxidantes (POLI et al.2004). Sabe-se
que as células neoplasicas estdo submetidas a niveis mais altos de estresse oxidativos do que
células ndo neoplasicas (PERVAIZ, CLEMENT. 2004).

Todos os carcindgenos quimicos iniciadores sdo eletrofilicos e possuem atomos
deficientes em elétrons e altamente reativos que podem reagir com sitios nucleofilicos, que
danificam o DNA diretamente, provocando mutacéo e eventualmente o cancer (WILLIAMS
et al, 2001).

O azoximetano (AOM) atua como um agente quimico indutor de cancer colorretal em
ratos em pesquisas experimentais e 0 mecanismo de acdo deste carcin6geno € o estresse
oxidativo dependente (ANILKUMAR et al, 2010; AI-NUMAIR et al., 2011; WALY et al.,
2012). Ha relatos de que o estresse oxidativo induz a formagéo de perdxidos lipidicos e outras
espécies reativas de oxigénio que desempenham um papel importante na patogénese do
cancer (BASKAR et al., 2012; HAMED, ZAKHARY e MAXIMOUS., 2012).
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Os ensaios do cometa e do micronucleo, utilizados para estimar lesdes gendmicas e 0
dano citogenético, respectivamente, induzido por agentes quimicos ou fisicos, demonstraram
gue em nosso estudo, as substancias na dose administrada, ndo tiveram agdo genotoxica e nem
mutagénica nao induzindo lesdes no DNA de células do sangue periférico (leucdcitos), visto
que a frequéncia de células lesionadas e/ou micronucleadas néo teve significancia estatistica.

No ensaio cometa em sangue periférico as alteragdes genotéxicas ndo foram
expressivas, apesar de serem observados sinais de genotoxicidade nos animais que receberam
carcindgeno, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos que receberam
AOM, mas se observou danos de genotoxicidade com significancia estatistica apenas no
grupo Azoximetano+L-lisina em relacdo ao seu controle, ou seja, 0 grupo que recebeu apenas
L-lisina (p=0,0284). Estes resultados podem estar inseridos no contexto de fagocitose
esplénica das células com alguma genotoxicidade como observados por Ishi et al, 2011.

Os compostos quimiopreventivos (também chamados antimutagénicos) atuam em
geral na desmutagénese e bioantimutagénese (WATERS et al., 1990), e pode atuar
diretamente no composto indutor de danos, principalmente por quelacdo ou inativacdo
enzimatica, ou mesmo trabalhando nas enzimas de reparacdo, favorecendo a correcdo dos
danos causados no DNA pelo agente cancerigeno (KADA, INOUE e NAMIKI., 1982; KADA
e SHIMOI, 1987). A reducdo das células micronucleadas circulantes também pode ocorrer
por fagocitose esplénica (BAZO et al., 2002; LIMA et al.,2005; ISHII et al, 2011).

Publicacdo recente sobre cancer bucal justifica que os danos no DNA ou microntcleos
em células da mucosa bucal ou do sangue periférico reflete uma exposicao recente a agentes
agressivos (fisicos, quimicos e/ou ambientais) e geralmente sdo usados como medidor dessa
exposicdo (SABINO, TIRAPELLI e FONSECA, 2015).

Ao avaliar os efeitos genotoxicos do AOM em medula 6ssea, ha comparacao entre 0s
grupos submetidos ao AOM néo ocorreu significancia estatistica. 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 carcindgenos conhecidos pode ocorrer um baixo nivel de ativacéo
metabolica na medula déssea, onde o teste de micronucleo pode ser ineficiente em detectar 0s
efeitos dessas substancias sobre os cromossomos de individuos expostos. Grande parte dessas
substancias tem capacidade de induzir micronucleos s6 quando aplicadas em doses
extremamente altas, ou perto da dose letal. Nesse caso € comum gque muitos mutagénicos nao

sejam detectados, pelo fato do teste em medula éssea nao ser sensivel o bastante (AGOSTINI,
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1993). Em nosso estudo, porém, mesmo com a dose administrada do carcinégeno, suficiente
para provocar apenas lesdes pre-neoplésicas, o teste sinalizou para isso.

A escolha de se fazer uma integracdo do ensaio cometa e teste do micronucleo foi
aplicada com éxito na avaliacdo de substancias reconhecidamente genotoxicas por Bowen et
al, 2011. Essa interacdao foi também sugerida no 5¢ International Workshop on Genotoxicity
Testing (IWGT), com a intencdo de aprimorar os ensaios de genotoxicidade in vivo,
combinando ensaio cometa com o teste de microncleo em um mesmo animal, de modo a
reduzir o numero de animais em estudo, como também a quantidade da substancia em teste
(ROTHFUSS et al, 2011).

Foram realizados trés outros ensaios paralelos para se avaliar genotoxicidade de
hepatocitos: ensaio cometa alcalino sem e com enzima (Fpg) e micronucleo.

No teste do cometa alcalino em hepatdcitos, detectou-se genotoxicidade em todos os
grupos que receberam AOM. Na comparacdo entre 0s grupos observou-se reducdo da
genotoxicidade hepéatica com significancia estatistica no grupo que recebeu AOM + Propolis
vermelha em relagio ao que recebeu AOM + Agua (p<0,001 - ANOVA associado ao teste
Tukey ) (Apéndice 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
lesBes especificas, reconhece nucleotideos abasicos (que perderam suas bases nitrogenadas),
geralmente por um aumento do estresse oxidativo, ou seja, averiguando oxidacdo de
nucleotideos. Neste ensaio, foi detectado que ndo apenas a propolis vermelha (p< 0,0001),
mas que também a L-lisina (p< 0,005) protegeu da acao de genotoxicidade hepatica do AOM
quando comparado com o controle AOM + Agua (Apéndice H).

Por fim na avaliacdo do figado, em ensaio de micronucleo em hepatdcitos, a propolis
se mostrou também efetiva na protecdo da mutagenicidade pelo AOM (p< 0,05) em relacédo
ao grupo que recebeu AOM + Agua (Apéndice I).

No presente estudo, os ratos submetidos ao AOM apresentaram danos aos hepatdcitos,
sugerindo genotoxicidade hepatica, mas a propolis vermelha brasileira parece diminuir o
estresse oxidativo reduzindo a hepatotoxicidade (genotoxicidade) em um modelo de cancer de
colon. Este efeito observado pode ser atribuido ao seu rico conteudo de compostos fenolicos.

As celulas estaveis constituem o parénquima da maioria dos tecidos sélidos, como
figado. Apesar de o figado ter grande capacidade de regeneracdo apos lesdo ou perda de
massa tecidual, este érgdo 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 carcinogénico para o figado e mesmo em
baixas doses induz hepatotoxicidade (BEMEUR, DESJARDINS e BUTTERWORTH, 2010;
MEGARAJ et al, 2014). Estudos demonstraram que AOM induz lesdes cronicas em figado de
murinos (LAHOUAR et al., 2014). Outros estudos mostraram que esse carcindgeno induziu
danos hepaticos, sendo observada elevacdo dos niveis circulantes de aminotransferases e
bilirrubina total (GUROCAK et al., 2013). Foi relatado também, que o AOM inicia estresse
oxidativo hepatico e modifica as atividades de enzimas antioxidantes (BURLAMAQUII et al.,
2013).

Também no figado, foi mostrado efeito antioxidante protetor da propolis em lesdes
hepéticas de varias duragdes e isquemia hepéatica aguda (DROGOVOZ et al. 1994). A
formononetina pode reduzir a disseminacdo da inflamacdo no organismo a partir da
diminuicdo na formacdo de radicais livres, impedindo assim a peroxidacdo lipidica. Essa
substancia € uma das isoflavonas e um dos componentes majoritarios da propolis vermelha
brasileira, utilizada em nosso experimento, possuindo ac¢do anti-inflamatéria e antioxidante
(DAUGSCH et al., 2008).

Em nossos achados, tanto a propolis vermelha (cometa alcalino no figado com e sem
enzima Fpg) quanto a L-Lisina (cometa alcalino no figado com enzima Fpg) protegeram o0s
hepatdcitos da genotoxicidade observados através do estudo de mutagénese. Dornelas et al
observaram os efeitos protetores da L-Lisina e Prdpolis verde em 2014, quando avaliaram a
genotoxicidade da prépolis verde e da L-lisina, bem como seus efeitos sobre o possivel dano
celular nos eritroblastos (medula dssea) e leucdcitos (sangue periférico) causados pelo
carcinbgeno BBN (n - butil — n - 4 - hidroxibutil nitrosamina) em ratos submetido a
carcinogénese da bexiga observaram que 0s ratos que receberam apenas BBN e agua,
apresentaram maior dano de DNA em leucdcitos periféricos (ECA) e o maior numero de
micronucleos em eritrécitos da medula éssea (MN) em relacdo a todos os outros grupos que
receberam BBN e lisina e /ou propolis. Concluiram entdo, que tanto a propolis verde quanto
a L-lisina foram eficazes na protecdo contra a genotoxicidade em medula dssea e sangue
periférico, além de ndo serem genotdxicos na direcdo 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 ndo mostrou alteracéo significativa, demonstrando que ela ndo vinha

sendo utilizada no momento prévio a eutanasia, e seus niveis permaneceram estaveis.
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Ao se analisar 0s grupos através do ensaio TBARs observou-se que ha peroxidacao
lipidica em todos os grupos que receberam carcindgeno em comparag¢do aos grupos que nao
receberam. Houve significancia estatistica com reducdo da peroxidacdo lipidica no grupo
tratado com propolis vermelha em relagio aos grupos Azoximetano+Agua e Azoximetano+L-
Lisina, como também em relacdo ao grupo Azoximetano+Goma, 0 que sugere que a propolis
vermelha teve uma agdo protetora no estresse oxidativo. Esse estresse oxidativo entraria na
formacgdo de criptas aberrantes no colon, como também na genotoxicidade hepética e a
prépolis vermelha reduziu esse estresse oxidativo. Pode ser também que esse estresse
oxidativo possa estar relacionado com algum comprometimento na toxicidade pulmonar ja
descrita na literatura (CHAN, COOK, STANNERS, 2006). Por outro lado, a glutationa parece
ndo esta sendo gasta com esse estresse oxidativo.

Cabral et al., (2009) demonstraram que a propolis vermelha possui alta atividade
antioxidante e antibacteriana e que algumas subfrages sdo mais ativas biologicamente que o
extrato bruto.

O estresse oxidativo esta intrinsecamente envolvido em varias alteracdes metabdlicas e
inflamatdrias, o efeito pro-oxidante esta relacionado & varias doencas, como doenca
cardiovascular, doengas neuro-degenerativas, doengas autoimunes e canceres, ora Como sua
causa, ora como sua consequéncia (VELLOSA et al. 2013).

Reticuldcitos sdo eritrdcitos (ou hemécias) imaturos. Como as heméacias, 0s
reticulocitos ndo apresentam nuacleo, e sdo chamados assim por possuirem uma malha
reticular de RNA ribossdmico que sé é visivel ao microscépio quando corada com azul de
cresil brilhante. Pode-se concluir que o reticuldcito expressa a producdo medular de novas
hemacias (ADAMSON, et al. 2001).

Quanto & relacdo reticuldcitos/hemécias, nos grupos que receberam agua, L-lisina,
prépolis vermelha e goma sem carcinégeno, comparados com quando expostos ao AOM, ela
mostrou que houve reducdo no nimero de reticulécitos, portanto, menor renovacéao de células
lesadas, especificamente naqueles que receberam agua, propolis vermelha e goma, sendo
maior a significancia no grupo que recebeu prépolis vermelha. Mas na comparacgdo entre 0s
grupos que receberam AOM ndo ocorreu significancia estatistica. Ocorreu um prejuizo na
formagé&o dos reticuldcitos, mas sem diferenga estatistica entre os grupos. Parece que a a¢do a
nivel medular e funcional discreta se deve provavelmente ao azoximetano.

Estudos apontam que a genotoxicidade pode estar relacionada com a formacgéo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) que provocam estresse oxidativo grave dentro das células
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através de alteracGes nas macromoléculas celulares, incluindo lipidios oxidados, proteinas e
DNA (BOLTON et al. 2000).

A homeostase do epitélio colorretal é devido ao equilibrio entre proliferacdo celular e
morte celular. O CCR se da através do crescimento anormal das células coldnicas com
proliferacéo excessiva (YAMAGUCHI, BHALLA, WANG. 2003). O estresse oxidativo tem
funcdo importante no mecanismo molecular de desenvolvimento e progressao de neoplasia de
colon (SERIL et al. 2003). Alguns estudos revelaram que uma dieta rica em fotoquimicos esta
associada a diminuicdo do risco de cancer. Os muitos compostos quimicos que estdo 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 reacdo
com o radical hidroxilico que induz o estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigénio
(ROS) resultantes da peroxidacdo lipidica induzem a danos proteicos, a fragmentacdo do
DNA, mutacGes genéticas e perda da integridade de membrana (ANILAKUMAR et al.,
2010).
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CONSIDERACOES FINAIS

Ocorreu uma acédo protetora da propolis vermelha em algumas avaliacdes do niumero
de FCAs em animais que receberam AOM, como também na genotoxicidade em hepatdcitos.
Quanto ao estresse oxidativo ocorreu peroxidagdo lipidica (TBARS) e a propolis vermelha
reduziu o estresse oxidativo em analise de TBARS.

A L-lisina ndo interferiu no nimero de lesdes preneoplasicas e nem na genotoxicidade
em grupos submetidos ao AOM. A L-lisina ndo exerceu efeito protetor e nem promotor do
cancer colorretal induzido pela AOM.

Como achado interessante, a goma arébica reduziu significativamente o nimero total
de FCAs em algumas avaliacfes, assim teve uma acdo protetora contra a carcinogénese
colorretal.

Espera-se que os estudos com a propolis vermelha como agente quimioprotetor
possam avancar, e com isso promover achados importantes e conclusivos que possam levar ao
tratamento de muitos tipos de canceres, em especial no cancer colorretal, que muito acomete

cidadaos do mundo inteiro.
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7 CONCLUSAO

A prépolis vermelha reduziu as lesGes pré-neoplasicas em colon distal considerando o
namero total de FCAs, e em c6lon distal e em todo o c6lon considerando nimero de FCA até

4 criptas.

A L-lisina, ndo exerceu efeito protetor e nem promotor da carcinogénese colorretal

induzida pelo azoximetano, em lesGes pré-neoplasicas.

A prépolis vermelha e a L-lisina ndo demonstraram acdo protetora para a
genotoxicidade e mutagénese em sangue periférico e em medula déssea nas doses e tempos

administrados.

O estresse oxidativo avaliado pelo TBARs estava aumentado em todos os animais que
receberam AOM, e a propolis vermelha apresentou reducao do estresse oxidativo.

A goma arabica exerceu protecdo das lesdes pré-neoplasicas em colon distal e em todo

0 clon, considerando o numero total de FCAs e nimero de FCAs até 4 criptas.
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APENDICE A - TABELA DOS PESOS DOS ANIMAIS/GRUPO
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Distribuicdo de peso em gramas com valores das médias dos grupos estudados: Grupo I- Agga; Grupo II- L-
Lisina; Grupo Il1- Propolis vermelha; Grupo 1V- Goma arabica 1%; Grupo V- Azoximetano + Agua; Grupo VI-
Azoximetano + L-Lisina; Grupo VII- Azoximetano + Propolis vermelha; Grupo VIII- Azoximetano + Goma

arabica 1% .

Grupo/ Gl Gl Gl Glv GV GVI GVII GVIII

Semana
1 39,2 62,1 33,1 449 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 1244 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 2115 204 213 203,7 202,9 203,2 206,2
14 2121 2147 211.,8 215,3 210,1 204,1 206,4 2115
15 213,6 216,8 214 219,1 2148 214.4 210,8 215
16 2215 221 218,5 2224 187,2 222,2 214,8 218,2
17 225,1 2214 2211 225,6 220,4 224,3 211,7 2211

Fonte: O préprio autor.
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Grupo Animal Pulmao Figado Rins Intestino Baco
R1 1,46 6,17 1,87 3,20 0,92

R2 1,54 5,65 1,96 3,10 1,32

Gl R3 1,27 6,22 1,01 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

R1 1,54 5,52 1,90 3,59 0,87

R2 1,24 5,33 1,76 2,78 0,83

Gl 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

R1 1,71 5,51 2,09 2,93 0,95

R2 1,52 3,71 1,18 3,83 0,98

Gl 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

R1 1,60 6,49 2,35 2,88 0,98

R2 1,38 6,24 1,80 3,07 0,63

GIV 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

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

GV 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

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

GVI 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

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

GVl 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

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

GVl 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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APENDICE C - TABELA DE ACOMPANHAMENTO DO NUMERO TOTAL DOS

FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES NOS ANIMAIS DE CADA GRUPO

Azoximetano + Agua

Grupo v Colonn Proximal Colon Médio Célonn Distal
Animais 21314 ]1+45]11] 2|3 |4 |+5]1]2]|3]|4 +5 Total
R1 210, 0| 0 |0|11|20|11| 12 |14| 4 |10 9 5 105
R2 ojojo0(1 |02 |4 4|0 |12|{5|3]0 1 36
R3 ojojo0(0jO0Oj0|2|0|0]|2|7]|14]3]| 14 42
R4 o(ofo0oy| 0 |2|7|3|4| 6 |5]10/14)| 4 6 61
R5 0(0of0| 0 |2]|11|3] 2 7 2 (11|14 3 15 70
R 6 0(0of0| 0 |0|9]|9|4| 8 |8|20|14|18| 12 102
R7 - -t -1-1-1T-71-7T-1-71- - -
416

Obs.: O R7 morreu durante o experimento.




Azoximetano + Lisina
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Grupo Vi Colon Proximal Colon Médio Colon Distal
Animais 2 |3 |4|+5 | 1 | 2|3 |4+ 2 | 3|4 |+ Total
R1 0|0 |0|] O |13 |18|6 |9 g 4 1 8|5 g 76
R2 0|0]|0]| O 9 (24| 1|15 3 512|120 64
R3 0| 0|0 O |11 11| 6 |12 |18 08|19 95
R4 0] 0|0 O 2 0|4]0|0 18 |11 | 14 | 12 62
R5 0|00 O 5 (12|19 ] 0|11 1111 3 | 1 63
R6 0]0]|0l O 6 |11 0|3 |1 6|49 |5 45
R7 N I I R I I NN A R -
405

Obs.: O R7 morreu durante o0 experimento.




Azoximetano + Propolis vermelha
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Grupo Colon Proximal Cdlonn Medio Colonn Distal

VII

Animais 2 | 3|4 ]+5 2 4 | + 2 4 | + Total

5 5

R1 1/010] 0 2 111 3 2|2 21

R2 3/]0]0] O 3 1|6 3 2 |3 32

R3 2/0]0] O 6 6 | 25 11 5|11 82

R4 17000 7 51 8 3 2 | 4 44

R5 0| 0|0] O 3 0|5 4 0|11 26

R6 Oo|0[0] O 10 14 | 14 8 10 | 4 73

R7 21 0]1]1 0 519 2 2 |3 32
310




Azoximetano + Goma ardbica a 1%
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Grupo Vi Cdlon Proximal Cdlon Médio Célon Distal
Animais 2|13 |4 |+ |12 |3]|4]|+ 2 | 3|4 |+ Total
5 5 5

R1 ojo0jo0jo0oj0}6]0]3]O0 9 |10 2 | 2 36

R2 ojo0ojo0ojo0ojo0|3|]1|0]4 113|111 21

R3 ojo0ojo0ojo0o(2j}2j0j0]0O0 6 |8 | 7|7 36

R4 ofojojojojo|jo0ojo0}]oO 8 |10| 6 | 4 31

R5 ojojojo0ojo0j2|1|2]4 6 | 4| 3|12 35

R6 oj0|0|0 |54 ]|7]2]8 2 | 3142 41

R7 ojo0jo0ojo0|0|3|2]2]2 21213 20
220
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APENDICE D - TABELA DAS DOSES DAS SUBSTANCIAS ADMINISTRADAS

Doses administradas baseados nos pesos em gramas, com valores das médias dos grupos estudados: Grupo |-
Agua; Grupo II- L-Lisina; Grupo I11- Propolis vermelha; Grupo 1V- Goma arabica 1%; Grupo V- Azoximetano +
Agua; Grupo VI- Azoximetano + L-Lisina; Grupo VII- Azoximetano + Propolis vermelha; Grupo VIII-
Azoximetano + Goma arabica 1% .

G
VI
Semana/Grupo GI(ml) GlI(mg) GllI(mg) GIV(ml) GV (ml) GVI(mg) GVII(mg) (ml)
1
2
3 0,5 18,1 9,2 0,5 0,5 15,8 92 05
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 20 126 0,7
6 0,5 24,1 14,2 0,8 0,5 21,4 142 0,8
7 0,5 25,5 15,7 0,8 0,5 23,3 154 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 09
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 11 0,5 30 20,3 1
14 1 32 21,2 11 1 31 206 11
15 1 32 21,4 11 1 32 21,1 11
16 1 33 21,8 1,1 1 33 215 11
Total 8,5 387,2 240,9 11,6 8,5 365,2 238 124

Fonte: O préprio autor.
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ANIMAIS
p-

Gl Gll Glll GIV GV GVI GVIlI GVIIlI  Malor

Pulmdo  |Media 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
Figado 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
Media 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 3,91 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

Baco EPM 1,27 0,82 0,82 0,85 1,07 0,95 0,67 0,85 0,003
Media 0,16 0,12 0,12 0,06 0,09 0,07 0,02 0,03




APENDICES F - GRAFICOS DOS PESOS DOS ORGAOS

Gréafico 1- Peso dos Pulmdes
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Grafico 4- Peso dos Bagos
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APENDICE G — ENSAIO COMETAALCALINO EM HEPATOCITOS

Avaliacdo da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa alcalino em hepat6citos nos grupos tratados com
Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou nfo ao Azoximetano. Os dados correspondem a analise das
medicBes efetuadas em 5 ratos dos grupos ndo expostos ao azoximetano, em 6 animais dos grupos
Azoximetano+Agua e Azoximetano+Lisina e em 7 ratos dos grupos Azoximetano+Propolis e
Azoximetano+Goma, sendo expressos em unidades arbitrarias. Comparacdes entre 0s grupos tratados com Agua,
Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano, foram feitas pela analise de variancia (ANOVA) para
um fator de classificacdo, associada ao teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para cada tratamento, o teste t
para dados ndo emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposi¢do ou ndo ao azoximetano.

Exposicao ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média = DP) (média = DP) (ANOVA)
Néo 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% 21,86 + 3,34 P =0,0009
Significancia 5 _ ) 5909 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001
(teste t)

DP: desvio padrdo; ANOVA: analise de variancia; a letra %(P<0,001) denota diferenca estatisticamente
significante em relagéo ao grupo Azoximetano+Agua (teste de Tukey).
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APENDICE H - ENSAIO COMETAALCALINO EM HEPATOCITOS COM ENZIMA
ENDONUCLEASE FORMAMIDOPIRIMIDINA DNA GLICOSILASE (FPG)

Avaliacdo da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa alcalino em hepatécitos modificado, usando a
endonuclease formamidopirimidina DNA glicosilase (FPG), nos grupos tratados com Agua, Lisina, Propolis e
Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano. Os dados correspondem a analise das medicGes efetuadas em 5 ratos
dos grupos ndo expostos ao azoximetano, em 6 animais dos grupos Azoximetano+Agua e Azoximetano+Lisina e
em 7 ratos dos grupos Azoximetano+Prépolis e Azoximetano+Goma, sendo expressos em unidades arbitrérias.
Comparagdes entre os grupos tratados com Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano,
foram feitas pela analise de variancia (ANOVA) para um fator de classificagcdo, associada ao teste de
comparacgOes multiplas de Tukey. Para cada tratamento, o teste t para dados ndo emparelhados foi usado para
comparar o efeito da exposicdo ou ndo ao azoximetano.

Exposicdo ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP) (ANOVA)
Nao 7,20+ 1,48 9,20+ 1,92 9,40 + 3,36 8,80 +2,78 P=0,5116
Sim 42,83 + 6,80 335+ 5,54d 19,71 + 2,293""C 35,14 + 6,26 P < 0,0001
Significancia P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0001
(teste t)

DP: desvio padrdo; ANOVA: analise de variancia; as letras 3(P<0,0001), °(P<0,001) e ¢(P<0,001) denotam
diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos Azoximetano+Agua, Azoximetano+Lisina e
Azoximetano+Goma, respectivamente, enquanto a letra %(P<0,05) indica diferenca estatisticamente significante
em relacdo ao grupo Azoximetano+Agua (teste de Tukey).
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APENDICE | - TESTE DO MICRONUCLEO EM HEPATOCITOS

Avaliacio da genotoxicidade por meio do teste do microntcleo em hepatcitos nos grupos tratados com Agua,
Lisina, Prépolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano. Os dados correspondem a analise das medicGes
efetuadas em 5 ratos dos grupos nio expostos ao azoximetano, em 6 animais dos grupos Azoximetano+Agua e
Azoximetano+Lisina e em 7 ratos dos grupos Azoximetano+Prépolis e Azoximetano+Goma, sendo expressos
como ndmero de hepatdcitos micronucleados por 2000 hepatdcitos. Comparagdes entre os grupos tratados com
Agua, Lisina, Propolis e Goma, expostos ou ndo ao Azoximetano, foram feitas pela analise de variancia
(ANOVA) para um fator de classificagdo, associada ao teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para cada
tratamento, o teste t para dados ndo emparelhados foi usado para comparar o efeito da exposicdo ou ndo ao
azoximetano.

Exposicao ao Agua Lisina Propolis Goma Significancia
azoximetano (média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP) (ANOVA)
Néo 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% 6,00 £1,92 P =0,0076
Significancia 5 _ () 5904 P = 0,0004 P =0,0013 P = 0,0002
(teste t)

DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia; a letra #(P<0,05) denota diferencas estatisticamente
significantes em relacdo aos grupos Azoximetano+Agua e Azoximetano+Goma (teste de Tukey).
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ANEXO A - DECLARACAO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICAE
PESQUISAANIMAL

Universidade Federal do Ceara
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "EFEITOS DA L LISINA E PROPOLIS
VERMELHA NA CARCINOGENESE COLICA”, protocolo n°17/2016, sob
responsabilidade do Profa. Dra. Conceigdo Aparecida Dornela, que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagfo perténcentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei 11.794, de n°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
Experimentacio Animal (CONCEA) e foi adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA-UFC) da Universidade Federal do Ceard, em reunifio em 26 de

margo de 2016.
Vigéncia do projeto 01/2016 a 01/2017

Espécie/Linhagem Rato heterogénico Wistar

N° de Animais 56 s
Peso/Idade -

Sexo Fémeas

Origem Biotério Central da UFC

Fortaleza, 26 de margo de 2016

Prof. Dr. R@drigo Siqueira
Coordenador do CEUA - UFC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
RODRIGO JOSE BEZERRA DE SIQUEIRA
COORDENADOR DA COMISSAO DE ETICA E 0O USO COM
ANIMAIS - CEUAJUFC - Matricula Siape: 1520734
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ANEXO B — COMPOSICAO NUTRICIONAL DA DIETA PADRAO

RACAO NUVILAB CR-1 IRRADIADA

COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO: MILHO INTEGRAL MOIDO, FARELO DE
SOJA, FARELO DE TRIGO, CARBONATO DE CALCIO, FOSFATO BICALCICO,
CLORETO DE SODIO, OLEO VEGETAL, VITAMINA A, VITAMINA D3, VITAMINA E,
VITAMINA K3, VITAMINA B1, VITAMINA B2, VITAMINA B6, VITAMINA B12,
NIACINA, PANTOTENATO D CALCIO, ACIDO FOLICO, BIOTINA, CLORETO DE
COLINA, SULFATO DE FERRO, MONOXIDO DE MANGANES, OXIDO DE ZINCO,
SULFATO DE COBRE, IODATO DE CALCIO, SELENITO DE SODIO, SULFATO DE
COBALTO, LISINA, METIONINA, BHT.

NIVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTO: UMIDADE (MAX):
125g/kg; PROTEINA BRUTA (MIN): 220g/kg; EXTRATO ETEREO (MIN): 50g/kg;
MATERIAL MINERAL (MAX): 90g/kg; FIBRA BRUTA (MAX): 70g/kg; CACIO (MIN-
MAX): 10-14 g/kg; e FOSFORO; 6.000 mg/kg.

VITAMINAS: A (MIN) 13.000 UI/Kg; VITAMINA D3 (MIN) 2.000 UI/Kg, VITAMINA E
(MIN) 34 UlI/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 CACIO (MIN) 21 mg/Kg; ACIDO
FOLICO (MIN) 1mg/Kg; BIOTINA (MIN) 0,05mg/Kg; COLINA 1.900 mg/Kg; MINERAIS:
SODIO (MIN) 2700 mg/Kg; FERRO (MIN) 50mg/Kg; MANGANES (MIN) 60mg/Kg;
ZINCO (MIN) 60mg/Kg; COBRE (MIN) 10mg/Kg; 10DO (MIN) 2MG/KG; SELENIO
(MIN) 0,05mg/Kg; COBALTO (MIN) 1,5 mg/Kg, FLUOR (MAX) 60mg/Kg.
AMINOACIDOS: LISINA (MIN) 12g/Kg, METIONINA (MIN) 4.000Mg/Kg, ADITIVOS
BHT 100,00mg/Kg.

INDICACAO : Racéo irradiada para camundongos e ratos de laboratério
USO: Administracdo a vontade em comedouros suspensos

CONSERVACAO : Conservar o produto em ambiente seco e arejado, sobre estrados, evitando

luz e calor excessivos.
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ANEXO C - DECLARACOES DE PERIGO E PRECAUGCAO DO AZOXIMETANO

SIGMA-ALDRICH

FICHA DE INFORMACOES DE SEGURANCA DE P"RO’DUTe)S
QuIMICOS

Versao 5.3
Data de revisdo 23.07.2015
Data de impresséo 31.05.2016

: IDENTIFICAGCAO DO PRODUTO E DA EMPRESA
1. Identificadores do produto
Nome do produto : Azoxymeth ane
Referéncia do Produto : A5486
Marca . Sigma
1.2 OQutros meios de identificagdo
Dados nao disponiveis
1.3  UtilizacGes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagbes desaconselhadas
S0 para utilizacdo R&D. N&o para utilizacio farmaceutica, doméstica ou outras utilizagdes.
1.4  Identificagdo do fornecedor da ficha de dados de seguranca
Companhia 1 Sigma-Aldrich Brasil Lida.
Av. das Nag@es Unidas, 23.043
04795-100 SAO PAULO - SP
BRAZIL
Telefone . +5511 3732 3100
Numero de Fax :  +5511 5522 9895
Email enderego . sigmabr@sial.com
1.5 Nuamero de telefone de emergéncia
0800-720-8000
% IDENTIFICACAO DE PERIGOS
21 Classificagdao GHS
Liquidos inflamaveis (Categoria 3)
Toxicidade aguda, Oral (Categoria 2)
Irritacdo cutanea (Categoria 2)
lirritagdo ocular (Categoria 2A)
Carcinogenicidade (Categoria 1B)
Toxicidade para 6rgaos-alvo especificos - exposicao repetida, Oral (Categoria 2), Figado, Sangue
Toxicidade para orgaos-alvo especificos - exposigéo repetida, Inalagdo (Categoria 2), Sistema nervoso
central
2.2  Elementos da Etiqueta GHS, incluindo declaracdes de prevencédo
Pictograma A )
Palavra de adverténcia Perigo
Frases de Perigo
H226 Liquido e vapor inflamaveis.
H300 Mortal por ingestéo.
H315 Provoca irritagdo cutanea.
H319 Provoca irritagdo ocular grave.
H350 Pode provocar cancro.
H373 Pode afectar os 6rgdos (Figado, Sangue) apés exposigao prolongada ou
Sigma - A5486 Azoxymethane Pagina1 de 8

Data de revisdo 23.07.2015
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H373

Frases de Precaugéo

Prevengéo
P201
P210

P260
P264
P280

Resposta
P301 + P310 + P330

P303 + P361 + P353
P308 + P313

P337 + P313
P370 + P378

repetida por ingestéo.
Pode afectar os érgdos (Sistema nervoso central) apés exposicao
prolongada ou repetida por inalagéo.

Pedir instrucdes especificas antes da utilizacao.

Manter afastado do calor/faisca/chama aberta/ superficies quentes. -
Nao fumar.

Na&o respirar as poeiras/ fumos/ gases/ névoas/ vapores/ aerossois.
Lavar a pele cuidadosamente apés manuseamento.

Usar luvas de protecgao/ vestuario de protecgao/ protecgdo ocular/
proteccao facial.

EM CASO DE INGESTAO: contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS ou um médico. Enxaguar a boca.

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar
imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com
agualtomar um duche.

EM CASO DE exposigao ou suspeita de exposigdo: consulte um médico.
Caso a irritagao ocular persista: consulte um médico.

Em caso de incéndio: para extinguir utilizar areia seca, um produto
quimico seco 6u espuma resistente ao alcool.

Apenas para utilizadores profissionais.

2.3  Outros Perigos - nenhum(a)

COMPOSICAO E INFORMAGOES SOBRE OS INGREDIENTES

3.1  Substancias

Formula CoHgN>O
Peso molecular 74.08 g/mol
Componente [ Concentracio
Azoxymethane
No. CAS 25843-45-2 >=90 - <= 100
%
Acetic acid
No. CAS 64-19-7 >=10-<20%
No. CE 200-580-7
No. de index 607-002-00-6
Ethanol
No. CAS 64-17-5 >=10-<20%
No. CE 200-578-6
No. de®wdex 603-002-00-5
Methylene chioride
No. CAS 75-09-2 >=1-<5% _
No. CE 200-838-9
No. de Index 602-004-00-3
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4. MEDIDAS DE PRIMEIROS-SOCORROS

41 Descricdo das medidas de primeiros socorros
Recomendacéo geral
Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranca ao médico de servigo.
Em caso de inalacéo
Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, dar respiracdo artificial. Consultar um
médico.
Em caso de contacto com a pele
Lavar com sabdo e muita 4gua. Transportar imediatamente paciente para um Hospital. Consultar um
médico.
Se entrar em contacto com os olhos
Lavar cuidadosamente com muita agua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.
Em caso de ingestéo '
NAO provoca vémito. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.
Consultar um médico. :

4.2 Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
O diclorometano é metabolizado no organismo produzindo monéxido de carbono, que eleva e mantém os
niveis da carboxiemoglobina no sangue, o que reduz a capacidade de condugao do oxigénio do sangue.,
Actua como simples asfixiante deslocando o ar., efeitos anestésicos, Dificuldades respiratérias, Dor de
cabeca, Vertigem, O contacto prolongado ou repetido com a pele pode provocar:, redugdo de gordura,
Dermatites, O contacto com os olhos pode provocar:, Vermelhidao, Visdo desfocada, Provoca lagrimas., Os
efeitos devidos a ingestao podem incluir:, Desconforto gastrointestinal, Depresséo do sistema nervoso
central, Parestesia., Sonoléncia, Convulsdes, Conjuntivite., Edema pulmonar. Os efeitos pod_em ser tardios.,
Respiragdo irregular., Doengas do estdmago / intestinais, Nausea, Vomitos, Aumento dos niveis das
enzimas hepdticas., Debilidade, A exposig¢ao prolongada ou em altos niveis pode resultar na absorgzo de
quantidades nocivas de material., Dor abdominal

4.3 Indicagbes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
Dados n&o disponiveis
MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

51  Meios de extingdo
Meios adequados de extingdo
Utilizar agua pulverizada, espuma resistente ao alcool, produto quimico seco ou diéxido de carbono.

5.2  Perigos especiais decorrentes da substéncia ou mistura
Dados nao disponiveis

5.3 Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragdo auténomo para combate a incéndios, se necessario.

5.4  Outras informagdes
Os jatos de agua podem ser utilizados para arrefecer os contentores fechados.

g

MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO

6.1  Precaugdes individuais, equipamento de protegdo e procedimentos de emergéncia
Pér uma protecgéo respiratéria. Evitar a respiragdo do vapor/névoal/gas. Assegurar ventilagdo adequada.
Cortar todas as fontes de ignigdo. Evacuar o pessoal para areas de seguranga. Atencdo com a
acumulacdo de vapores que pode formar concentracdes explosivas. Os vapores podem-se acumular nas
areas baixas.

6.2 Precaugdes a nivel ambiental
Prevenir dispersao ou derramamento, se seguro. Nao permitir a entrada do produto no sistema de
esgotos.
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6.3 Métodos e materiais de confinamento e limpeza
Controlar e recuperar o liquido derramado com aspirador protegido electricamente ou varrer a seco e por
o liquido dentro de contentores para a eliminagéo de acordo com as regulagdes locais (ver secgéo 13). /
6.4 Remissao para outras secgdes
Para eliminacdo de residuos ver secgéo 13.
MANUSEIO E ARMAZENAMENTO
71  Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar a exposi¢do - obter instrugoes especificas antes da utilizagéo.Evitar o contacto com a pele e os olhos.
Evitar a inalagdo do vapor ou da névoa.
Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignigdo - Nao fumar.Tome medidas para impedir a
formagao de electricidade estatica.
7.2 Condigbes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado.
Os contentores abertos devem ser cuidadosamente fechados de novo e tém que ficar direitos para evitar a
dispersdo.
Temperatura recomendada de armazenagem -20 °C
7.3 Utilizacdes finais especificas
Dados nao disponiveis
CONTROLE DE EXPOSIGAO E PROTEGAO INDIVIDUAL
8.1 Parametros de controlo
Limites de exposico ocupacional
Componente | No. CAS Valor  |Parametros  |[Bases .
e . : ; : de controlo e
Acetic acid 64-19-7 LT 8 ppm AGENTES QUIMICOS CUJA
20 mg/m3 INSALUBRIDADE E CARACTERIZADA
POR LIMITE DE TOLERANCIA E
INSPECAO NO LOCAL DE TRABALHO
Observacoe | Grau de insalubridade: médio
s
Ethanal 64-17-5 LT 780 ppm AGENTES QUIMICOS CUJA
1,480 mg/m3 | INSALUBRIDADE E CARACTERIZADA
POR LIMITE DE TOLERANCIA E
INSPECAO NO LOCAL DE TRABALHO
Grau de insalubridade: minimo
Methylene chloride | 75-09-2 &L 156 ppm AGENTES QUIMICOS CUJA
560 mg/m3 INSALUBRIDADE E CARACTERIZADA
POR LIMITE DE TOLERANCIA E
INSPECAO NO LOCAL DE TRABALHO
Grau de insalubridade: maximo
Limites profissionais biolégicas de exposicio
Componentes No. CAS Parametros | Valor = | Amostras Bases
> b 5 S o S o -biolégicas Sda
Methylene chloride 75-09-2 Carboxihe |[3.5% NF | Sangue NR 7 - Programa de
moglobina controle medico de &
saude ocupacional
Observagdes | O indicador biolégico possui significado clinico ou texicoldgico
proprio, mas, na prética, devido a sua curta meia-vida
bioldgica, deve ser considerado como EE.
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8.2 Controlo da exposicac

Controlos técnicos adequados

Evitar o contacto com a pele, olhos e vestuario. Lavar as m3os antes de interrupgées do trabalho, e

imediatamente a seguir ac manuseamento do produto.

Protecao individual
Protecgao ocular/ facial
Mascaras de proteccao e 6culos de seguranga. Use equipamento de protegao ocular testado e
aprovado de acordo com as normas governamentais adequadas, tais como NIOSH (US) ou EN 166
(EV).
Protecc¢ao da pele
Manusear com luvas. As luvas devem ser inspeccionadas antes da utilizagdo. Use uma técnica
adequada para a remogao das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o contacto
da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apés o uso, em conformidade com as leis e
boas praticas de laboratério . Lavar e secar as méaos.
As luvas de proteccéo seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE
89/689/CEE e a norma EN 374 derivada dela.
Protecgdo do corpo
Fato completo de protecgdo para produtos quimicos, Tecido protector anti-estatico retardador de
chama., O tipo de equipamento de protecgdo deve ser escolhido de acordo com a concentragdo e a
quantidade da substéncia perigosa no local de trabalho.
Proteccgdo respiratéria
Nos casos em que a avaliagdo de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar séo
apropriados, use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagao multi-
objectivos (E.U.A.) ou do tipo ABEK (EN 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o
respirador for o tinico meio de protecgio, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use
respiradores e componentes testados e aprovados por normas governamentais apropriadas, tais
como as NIOSH (E.U.A.) ou CEN (UE).

PROPRIEDADES FiSICAS E QUIMICAS

9.1  Informagbes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a) Aspeto Forma: liquido
b) Odor Dados néo disponiveis
¢) Limite de Odor Dados néo disponiveis
d) pH Dados nao disponiveis
e) Ponto de fusao/ponto Dados nao disponiveis
de congelamento
f) Ponto de ebuligao inicial 97 - 99 °C - lit.
e intervalo de ebulicdo
g) Ponto de fulgor 24°C
h) Taxa §evaporagdo Dados nao disponiveis
i) - Inflamabilidade (sélido, Dados nao disponiveis
gas)
i) Limites de Dados nao disponiveis
inflamabilidade superior
/ inferior ou
explosividade

k) Pressdo de vapor
1) Densidade de vapor

m) Densidade relativa

Sigma - A5486 Azoxymethane
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n) Hidrossolubilidade Dados nao disponiveis
o) Coeficiente de particio Dados néo disponiveis |
n-octanol/agua
p) Temperatura de auto- Dados néo disponiveis
ighicéo
q) Temperatura de Dados nao disponiveis
decompasicac
r) Viscosidade Dados nao disponiveis
10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE
10.1 Reatividade
Dados n3o disponiveis
10.2 Estabilidade quimica
Dados nao disponiveis
10.3 Possibilidade de reagoes perigosas
Dados nao disponiveis
10.4 Condicdes a evitar
Calor, chamas e faiscas.
10.5 Materiais incompativeis
Agentes oxidantes fortes
10.6 Produtos de decomposigéo perigosos
Outros produtos de decomposicao perigoses - Dados néo disponiveis
11. INFORMAGOES TOXICOLOGICAS
11.1  Informagbes sobre os efeitos toxicolégicos
Toxicidade aguda
Corrosaolirritagédo cutanea
Dados nao disponiveis
Lesodes oculares graveslirritacao ocular
Dados n&o disponiveis
Sensibilizag&do respiratéria ou cutanea
Dados n&o disponiveis
Mutagenicidade em células germinativas
Dados nao disponiveis
Carcinogenicidade
IARC: 2B - Grupo 2B: Possivelemente carcinogénico para os humanos (Methylene chloride)
Toxicidade a reproduci e lactagdo
Dados nassdisponiveis
Toxicidade sistémica para 6rgaos-alvo especificos - exposicdo tnica
Dados ndo disponiveis
Toxicidade sistémica para 6rgéos-alvo especificos - exposigdo repetida %
Dados nao disponiveis
Perigo de aspiracao
Dados nao disponiveis
Possiveis danos para a satide
Inalagédo Nocivo se for inalado. Causa uma irritag&o no aparelho respiratério.
Ingestéo Pode ser mortal se for engolido.
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Pele Perigoso se for absorto pela pele. Causa uma irritagdo da pele.
Olhos Provoca irritagéo ocular grave.

Sinais e sintomas de exposi¢io !
O diclorometano ¢ metabolizado no organismo produzindo monéxido de carbono, que eleva e mantém os
niveis da carboxiemoglobina no sangue, o que reduz a capacidade de condug&o do oxigénio do sangue.,
Actua como simples asfixiante deslocando o ar., efeitos anestésicos, Dificuldades respiratérias. Dor de
cabeca, Vertigem, O contacto prolongado ou repetida com a pele pode provocar:, redugédo de gordura,
Dermatites, O contacto com os olhos pode provocar:, Vermelhidao, Visdo desfocada, Provoca lagrimas., Os
efeitos devidos a ingestao podem incluir:, Desconforto gastrointestinal, Depresséo do sistema nervaso
central, Parestesia., Sonoléncia, Convulsées, Conjuntivite., Edema pulmonar. Os efeitos podem ser tardios.,
Respiracao irregular., Doencas do estémago / intestinais, Nausea, Vémitos, Aumento dos niveis das
enzimas hepaéticas., Debilidade, A exposi¢do prolongada ou em altos niveis pode resultar na absorgéo de
guantidades nocivas de material., Dor abdominal

Informacao adicional
RTECS: PA2975000

12.5

12.6

INFORMAGOES ECOLOGICAS

Ecotoxicidade

Dados nao disponiveis
Persisténcia e degradabilidade
Dados nao disponiveis

Potencial biocumulativo
Dados néo disponiveis

Mobilidade no solo
Dados n3o disponiveis

Resultados da avaliagdo PBT e mPmB
Dados néo disponiveis

Outros efeitos adversos
Dados nao disponiveis

13.
131

CONSIDERACOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSIGAC
Métodos de tratamento de residuos

Produto

Queimar em um incinerador quimico equipado com pés-combustor e purificador de gases, mas tomar
precaugdes adicionais ao colocar esse material em ignigdo, visto que & altamente inflamavel. Propor a
entrega de solugbes excedentes e ndo reciclaveis a uma empresa idonea de tratamento de residuos.

Embalagens contaminadas
Eliminar como produto N&o utilizado.

14.
14.1

14.2

14.3

INFORMAGOES SOBRE TRANSPORTE

Nimero ONU
ADR/RID: 1992 DOT (US): 1992 == IMDG: 1992 IATA: 1992 ANTT: 1992

Designacéo oficial de transporte da ONU

ADR/RID:  LiQUIDO INFLAMAVEL, TOXICO, N.S.A. (Ethanol, Azoxymethane, Methylene chloride)
DOT (US):  Flammable liquids, toxic, n.o.s. (Ethanol, Azoxymethane, Methylene chloride)

IMDG: FLAMMABLE LIQUID, TOXIC, N.O.S. (Ethanol, Azoxymethane, Methylene chloride)
IATA: Flammabile liquid, toxic, n.o.s. (Ethanol, Azoxymethane, Methylene chioride)

ANTT: LiQUIDO INFLAMAVEL, TOXICO, N.E. (Ethanol, Azoxymethane, Methylene chloride)

Classes de perigo para efeitos de transporte :
ADR/RID: 3 (6.1) DOT (US):3(6.1) IMDG: 3 (6.1) IATA: 3 (6.1) ANTT: 3 (6.1)
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14.4 Grupo de embalagem
ADR/RID: il DOT (US): il IMDG: {ll IATA: [l ANTT: Il

14.5 Perigos para o ambiente
ADR/RID: ndao DOT (US): ndo IMDG Poluente marinho: ndo  1ATA: ndo

14.6 Precaucdes especiais para o utilizador
Dados nao disponiveis

14.7 Numero De Risco 36

15. REGULAMENTAGOES

15.1 Regul tacdollegislagdo especifica para a substancia ou mistura em matéria de sadde, seguranca
e ambiente
Esta Ficha de Informagdes de Produtos Quimicos foi preparada de acordo com a NBR 14725-4/2012 da
ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas)

16. OUTRAS INFORMAGCOES
Outras informacdes
Direitos exclusivos, 2015, da Sigma-Aldrich Co. LLC. Permissado concedida para fazer nimero ilimitado
de copias em papel, somente para uso interno.
Acredita-se que as informagbes acima estejam correctas, embora nao pretendam ser totalmente
abrangentes, devendo ser usadas apenas como um guia. A informagéo contida neste documento esta
baseada no presente estado do nosso conhecimento e é aplicavel as precaugdes de seguranca
apropriadas para o produto. N&o representa nenhuma garantia das propriedades do produto. A
Corporacao Sigma-Aldrich e as suas companhias afiliadas, nao responderao por nenhum dano resultante
do manuseio ou do contato com o produto acima. Consultar www.sigma-aldrich.com efou o verso da
factura ou nota que acompanha o produto para tomar conhecimento dos termos adicionais e condigoes
de venda.

.
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ANEXO D - CONTROLE DE QUALIDADE DA L-LISINA

W ALSSHIG . s  A0TTx Zup
¥ ~  CERTIFICADC DE ANALi_;SESvQMONTRGLE DE QUALIDADE
FA.G’RON ' Pagina 3345
: Autorizacao i VS lnpressae 97400 /1€ 1252
Aut.Especial __NF. 137.333 de: 077572013

Fabric : 05/6¢i2018
Validade : 04/06/2017

Lote  +15116558-000387
Lote Fab: 150605023

Formula : C6 H14 N2 02.HCI L PM :182.65 Frac : 387 227047205 ¢
DCB  :05350 ' e CAS :657-27-2
Ensaio Es Ga Resultado .. Referencia
" DESCRIGAQ PG BRANCO, INODORG CONFOFME Usp-g8 "~ ]
* SOLUBILIDADE IFACILMENTE SOLUVEL EM AGU/ . " [CONFORME |usp - 38
- IDENTIFICAGAO IV - 0 ESPECTRO DA AMOSTRA ZSTA DE ACORDO  |CONFORME - USP - 28
COM O DO PADRAD : i ity
* PERDA POR MAXIMO: 0,4% (3 HORAS/1 0,31% USP - 58
DESSECACAQ N 2 =
* ROTACAQ +20,82¢ USP - 35
ESPECIFICA
* METAIS PES ) |USP -3¢
* RESIDU USP - 36 -
IGNICAO L s
* CONTELDODE " © USP - 43

CLORETO i
* COMPOSTOS J8P - 29

RELACIONADOS

{cCD) ST
* COMPOSTOS USP - 38 ?

RELACIONADOS ,

{CCD) e q==
* SULFATO <0,03% o Jusip-38 1
{* FERRO < 30 ppiti . {USP - 28 L
” TEOR 100,64% _lusp-a3 i
i* DENSIDADE (80 glmb = MET. GERAL Fi3 V
{_APARENTE
et e T |FRBHICANTE

MOMENCLATURA

Conti Teruya de Sales A -
2 Responsavel Técnica g AQP;;Z?I‘;D

:*?‘R Jose Semiao Rodrigues Agcsﬁ,‘lﬁ]d R Fori 1147
- Cep 08833-200 Centru Log. Eniby - 5P v fag:
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