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RESUMO

Angiogénese € a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de outros
preexistentes. E um processo que participa da progressdo do cancer. Também
desempenha um papel fundamental em outras doencas, como retinopatia diabética e
artrite reumatoide. Neste trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos da prépolis vermelha
e da L-lisina na angiogénese tumoral e no carcinossarcoma de Walker inoculado em
bolsa jugal de hamster. Foram utilizados 57 animais divididos em oito grupos. Os
grupos |, II, lll e IV (prépolis vermelha — 200 mg/5ml/kg -, L-lisina — 150 mg/kg -, goma
arabica 1% - 5 ml/kg - e agua - 5 ml/kg -, respectivamente) foram tratados por dez dias
apos o indculo do tumor. Os grupos V, VI, VIl e VIII (propolis vermelha — 200 mg/5
ml/kg, L-lisina 150 mg/kg, goma arébica 1% - 5 mil/kg e agua 5 ml/kg, respectivamente)
receberam as substancias por 33 dias antes e dez dias apds o inéculo tumoral. A
angiogénese foi avaliada por meio da determinacéo da area vascular média Avm, em
pixels (px) e em termos percentuais (%). O tamanho do tumor foi avaliado por meio
da determinagéo da area (Aty) e perimetro tumoral (Pty) em plano unico. No estudo
dos grupos I, II, Ill e IV, a Avm (px € %) do grupo | (p < 0,05) e do grupo Il (p < 0,001)
foi significativamente menor do que Avm do grupo IV. No estudo dos grupos V, VI, VII
e VIII, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
nem para os valores de Avm (px) (F = 1,6958; p = 0,1957), tampouco para os valores
de Avm (%) (F = 1,6957; p = 0,1958). Na avaliagéo dos grupos I, Il, lll e IV, ndo houve
diferenca estatisticamente significantes entre 0s grupos nem para os valores de Aty
(F = 1,6231; p = 0,2156), tampouco para P, (F = 0,7818; p = 0,5180). Também, na
comparacao entre os grupos V, VI, VIl e VIII, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos para os valores de Ar, (F = 1,3891; p = 0,2713) e néo
foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre grupos
experimentais e seus controles para valores de Ptyu. A propolis e a L-lisina, quando
administradas apds o indculo tumoral, nas doses e tempos administrados, inibiram a

angiogénese tumoral.

Palavras-chave: Neovascularizacao. Propolis Vermelha. L-lisina.



ABSTRACT

Angiogenesis is the formation of new blood vessel from pre-existing vessels.
Angiogenesis is a process that takes part in the progression of cancer. It is also plays
arole in several diseases, including diabetic retinopathy and rheumatoid arthritis. This
study, aimed to evaluate the propolis and L-lysine effect in tumor angiogenesis and
Walker carcinosarcoma in hamster cheek pouch. Fifty-seven animals were divided into
eight groups. The groups I, II, Il and IV (red propolis — 200 mg/5 mi/kg -, L-lysine —
150 mg/kg -, arabic gum 1% - 5 ml/kg - and water - 5 ml/kg -, respectively) were treated
ten days after tumor inoculation. The groups V, VI, VIl and VIII (red propolis — 200 mg/5
ml/kg -, L-lysine — 150 mg/kg -, arabic gum 1% - 5 ml/kg - and water - 5 ml/kg -,
respectively) were treated 33 days before and ten days after tumor inoculation. The
angiogenesis was assessed by determining the mean vascular area Avm, in pixels (px)
and percentage terms (%). The size of the tumor was assessed by determining the
tumor area (Aty) and perimeter (Pty) in a single plane. The Avm (px and %) of group |
(p < 0,05) and of group Il (p < 0,001) was significantly lower than in of group IV. There
was no significant differences of Avm (px) (F = 1,6958; p = 0,1957) and Avm (%) (F =
1,6957; p = 0,1958) between the groups V, VI, VIl and VIII. There was no significant
difference of Aty (F = 1,6231; p = 0,2156) and Pty (F = 0,7818; p = 0,5180) between
the groups I, II, lll and IV. There was no significant differences of Aty (F = 1,3891; p =
0,2713) between the groups V, VI, VIl e VIII, and there was no significant difference of
Pty between experimental and control groups. Propolis and L-lysine inhibited tumor
angiogenesis, when given after the tumor inoculation, at the doses and times

administered.

Keywords: Neovascularization. Red propolis. L-lysine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Arelevancia da angiogénese para 0 crescimento e progressao tumoral

Angiogénese ou neovascularizacdo € definida como um processo que
consiste na geracdo de novos vasos sanguineos a partir de outros preexistentes
(FOLKMAN, 1995). O termo angiogénese foi citado pela primeira vez no titulo de um
artigo cientifico, por Flint, em 1900, ao descrever a vascularizagcdo da glandula
adrenal. Existem, no entanto, muitas controvérsias sobre a origem do vocabulo e
acerca de quem o citou pela primeira vez. O cirurgido britanico John Hunter (1728-
1793) foi apontado como o primeiro a utilizar a palavra, porém sabe-se que, em seu
tratado Treatise on the blood, inflammation and gun-shot wounds (1794), descreveu o
crescimento de novos vasos sanguineos, todavia nao utilizou um neologismo para
denomina-lo (LENZI; BOCCI; NATALE, 2016). Posteriormente, Judah Folkman foi
considerado o ‘pai da angiogénese’ pela relevancia de suas pesquisas com
angiogénese, especialmente, angiogénese em neoplasias (STEPHENSON et al.,
2013).

Durante a embriogénese, o desenvolvimento do sistema vascular envolve
o surgimento de células endoteliais e sua formacédo em tubos (vasculogénese) em
adicdo ao brotamento (angiogénese) de novos vasos a partir dos ja existentes.
Durante a vida adulta, embora possa ocorrer naturalmente no sistema reprodutivo
feminino (KLAGSBRUN; D’AMORE, 1991), durante a ovulagdo, menstruagao,
implantacéo e gravidez (HANAHAN; FOLKMAN, 1996), inflamacéao e reparo tecidual,
a angiogénese é um evento raro, ja que o endotélio da maioria dos tecidos é composto
por uma populacao de células demasiado estavel, com baixa atividade mitotica (HALL,
2005).

A resposta angiogénica € limitada e rigorosamente controlada, sendo
ativada por um breve periodo e, em seguida, completamente inibida (FOLKMAN,
1995). Certas doencas, porém, como retinopatia diabética e artrite reumatoide,
provocam a ativacao e a persisténcia do estimulo da angiogénese, tornando-se esse
evento responsavel pela progressdo da doenca. Além disso, a angiogénese é um
requisito para o crescimento de tumores sélidos e metastase (FOLKMAN, 2007). O
crescimento anormal de vasos sanguineos, de maneira excessiva ou insuficiente, é

reconhecido pela literatura cientifica como um “denominador comum” de muitas
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doencas mortais e debilitantes, incluindo o cancer, doencas de pele, degeneracéo
macular, ulceras em diabéticos, doencas cardiovasculares, derrame e outras, sendo
mais de 70 doencas, sem incluir todos os tipos de cancer (STEPHENSON et al., 2013).

A importancia do estudo da angiogénese decorre da necessidade de
estabelecer tratamentos antiangiogénicos para doencas que tém progressado pela
angiogénese, como 0 cancer, ou tratamentos pré-angiogénicos, visando a doencas
com deficiéncia no crescimento de vasos sanguineos, Como processos isquémicos.
Encontrar novos agentes anti ou pro-angiogénicos, que exprimam seguranca e
eficiéncia na sua administracdo, com baixa toxicidade e baixo custo é o alvo de muitas
pesquisas na area médica, principalmente na oncologia.

Uma similaridade entre células tumorais e normais € a necessidade por
suprimento adequado de oxigénio, de nutrientes e de um meio para remocédo de
residuos metabdlico e dioxido de carbono. Um tumor pode induzir o crescimento de
novos vasos pela acédo de varias moléculas, que podem ser comuns a angiogénese
normal (PAPETTI; HERMAN, 2002).

Em tecidos normais, o crescimento vascular € equilibrado com as
necessidades celulares, enquanto, por falta de tal equilibrio, tecidos neoplasicos
contém espacos avasculares e hipoxicos, que estimulam a ativacdo da angiogénese
(JAIN, 2003). Vasos sanguineos tumorais perdem a capacidade de tornarem-se
guiescentes, contribuindo para o crescimento desequilibrado de novos vasos
(BERGERS; BENJAMIN, 2003).

A angiogénese ativada cronicamente em tumores por uma mistura
desbalanceada de sinais pré-angiogénicos resulta em neovascularizacdo marcada
por brotamento capilar precoce, ramificacdes de vasos excessivos, tortuosos e largos,
fluxo sanguineo irregular, micro-hemorragias, extravasamentos e niveis anormais de
proliferacdo e apoptose de células endoteliais (BALUK; HASHIZUME; McDONALD,
2005).

Além disso, os vasos tumorais mostram-se bastante heterogéneos e
diferem dos vasos normais em sua estrutura, organizacdo e funcdo (NAGY et al.,
2010). Também foram identificadas em vasos tumorais proteinas de superficie celular
e de matriz extracelular ndo expressas ou pouco expressas em vasos normais. Muitas
dessas proteinas estdo envolvidas com angiogénese (RUOSLAHTI; BHATIA,
SAILOR, 2010). Células endoteliais em tumores diferem de células endoteliais

normais também no perfil de expressdo genética, em razdo de suas anormalidades
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citogenéticas, como aneuploidias e centrossomos anormais, que geram instabilidade
genética, e como consequéncia podem resultar em resisténcia a drogas
antiangiogénicas (HIDA; TORII; HIDA, 2016).

Outra caracteristica das células endoteliais é que, além de coordenarem
migracéo e proliferagdo em resposta a ativacéo de fator de crescimento, elas também
coordenam seu metabolismo e adaptam seu fluxo metabdlico para o aumento de
demanda de energia e de biomassa para o0 brotamento de novos vasos. O
metabolismo das células endoteliais também participa da transducdo do sinal
angiogénico, e alterac6es em suas vias metabdlicas podem afetar a morfogénese dos
vasos (POTENTE; CARMELIET, 2017).

Uma vez que a angiogénese foi ativada, tumores exibem diversos padroes
de neovascularizacdo. Adenocarcinomas de ducto pancreatico, por exemplo, séo
hipovascularizados e constituidos por estroma tumoral avascular, que, quando
diminuido, tal reducéo resultou no aumento da angiogénese, sugerindo a atividade
antiangiogénica do estroma (OLIVE et al., 2009). Muitos outros tumores, como
carcinomas neuroenddcrinos pancreaticos e tumores genituirinarios humanos, séo
altamente angiogénicos e densamente vascularizados (TURNER et al., 2003; ZEE et
al., 2010).

Por sua relevancia para a patogénese tumoral, a angiogénese é
considerada marca registrada do cancer. As caracteristicas comuns as neoplasias em
humanos foram organizadas e descritas no estudo The hallmarks of cancer
(HANAHAN; WEINBERG, 2011), que compreende seis capacidades biologicas
adquiridas durante o desenvolvimento de tumores humanos (Figura 1). Uma dessa
caracteristicas é a inducdo da angiogénese e as demais sdo a sinalizacdo de
proliferacdo sustentada, o escape a supressores de crescimento, a resisténcia a morte
celular, a habilidade de imortalidade replicativa e a ativacdo de invasédo e metastase.
Além dessas caracteristicas, estao a instabilidade genémica e a mutacédo, gerando a
diversidade genética e acelerando a aquisicdo de outras marcas do céancer, e
inflamacdo promovida pelo tumor, que, por sua vez, promove outras marcas do
cancer. Também foram discutidos, pelos autores, a reprogramacédo do metabolismo
energético e a evasao a destruicdo imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Nesse contexto, ha alguns aspectos relevantes para a fisiologia do tumor
relacionados a angiogénese que sdo importantes: a gradacdo da ativacdo da

angiogénese durante a progressdo tumoral; os inibidores angiogénicos endégenos
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como barreiras naturais para a angiogénese tumoral; 0s pericitos como componentes

importantes para a neovascularizacédo tumoral; e a variedade de células derivadas da

medula éssea que contribuem para a angiogénese tumoral (HANAHAN; WEINBERG,

2011).

Figura 1 - As marcas do cancer
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Durante a progressao tumoral, o ‘ativador angiogénico’ esta quase sempre

ativado e permanece ativado, fazendo com que o tecido vascular, normalmente

guiescente, continue brotando novos vasos que sustentam o crescimento do tecido

neoplasico (HANAHAN; FOLKMAN, 1996). Esse ‘interruptor angiogénico’ é regulado

por fatores compensatorios que ora induzem ora inibem a angiogénese (BAERISWYL,;
CHRISTOFORI, 2009; BERGERS; BENJAMIN, 2003). Alguns desses reguladores
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(estimuladores ou inibidores) angiogénicos séo proteinas de sinalizacdo que se ligam
a receptores de superficie celular exibidos por células endoteliais.

A ativagdo da angiogénese inicia-se discretamente durante o
desenvolvimento do tumor e aumenta com a progressao tumoral, sendo controlada
por um complexo biologico que envolve tanto o fenotipo das células cancerosas como
0 microambiente associado (BAERISWYL; CHRISTOFORI, 2009; BERGERS;
BENJAMIN, 2003). Foi observado, com apoio na analise da densidade microvascular,
gue a angiogénese é induzida em estadios pré-neoplasicos, em modelos animais e
também em humanos (HANAHAN; FOLKMAN, 1996). Analises histoldgicas de lesdes
pré-malignas e nao invasivas, incluindo displasias e carcinomas in situ em varios
orgaos, mostraram a ativacdo precoce da angiogénese (RAICA; CIMPEN; RIBATTI,
2009), indicando que angiogénese também contribui para a progresséo neoplasica,
desde a fase pré-maligna microscopica.

O mecanismo de ativacdo da angiogénese pode variar, mesmo que resulte
na ativacao de um sinal indutor comum. Em alguns tumores, oncogenes dominantes,
tais como Ras e Myc (reguladores de sinais proliferativos), controlam o aumento da
expressdo de fatores pro-angiogénicos, enquanto que, em outros, a inducdo da
angiogénese pode ser iniciada indiretamente por células inflamatérias. Isso demostra
gue distintas caracteristicas do cancer podem ser co-reguladas por um mesmo agente
transformador (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O estimulador de angiogénese mais conhecido € o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) —A. O gene VEGF-A codifica ligantes que estdo envolvidos
no processo de angiogénese no desenvolvimento embrionario e pdés-natal, na
sobrevivéncia e homeostase de células endoteliais, em situacfes fisioldgicas e
patolégicas. A sinalizacdo de VEGF é regulada por trés receptores (tirosino-quinase)
de fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR) -1, -2 e -3. A regulacédo da
expressdo de VEGF pode aumentar tanto por hipdxia como por sinalizacdo de
oncogenes (FERRARA, 2009; MAC GABHANN; POPEL, 2008). Além disso, VEGF
estd na matriz extracelular e pode ser liberado e ativado por proteases degradadoras
de matriz extracelular, como metaloproteinase (MMP) -9 (KESSENBROCK; PLAKS;
WERB, 2010). Outros sinais pré-angiogénicos, como fator de crescimento fibroblastico
(FGF) -1 e -2, sustentam angiogénese tumoral quando sua expressao esta
aumentada. Também sdo pro-angiogénicos o fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) -B e -C e angiopoietinas (BAERISWYL; CHRISTOFORI, 2009).
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Inibidores enddgenos da angiogénese sdo uma barreira natural para
angiogénese tumoral. Muitos desses inibidores séo proteinas e muitos sao derivados
de clivagem proteolitica de proteinas estruturais ndo reguladoras da angiogénese.
Alguns desses inibidores enddgenos foram testados em terapias antiangiogénicas
(FOLKMAN, 2002, 2006; NYBERG; XIE; KALLURI, 2005; RIBATTI, 2009;).
Trombospodina (TSP-1), um dos inibidores da angiogénese mais conhecidos, liga-se
aos receptores em células endoteliais e tem efeito direto na migragéo e sobrevivéncia
dessas células (KAZEROUNIAN; YEE; LAWLER, 2008). Outros inibidores endégenos
sdo endostatina, canstatina, tumstatina, interferon (IFN) -a e -B e angiostatina
(BAERISWYL; CHRISTOFORI, 2009).

Outras vias de sinalizagdo interconectadas envolvendo ligantes de
receptores de transducdo de sinal exibidos por células endoteliais, como Notch,
Neuropilin, Robo, netrin, Eph-A/B, também participam da angiogénese associada a
tumor (AHMED; BICKNELL, 2009; CARMELIET; JAIN, 2000; PASQUALE, 2010).

Componentes, também importantes da neovascularizagcédo tumoral séo os
pericitos, que sao ceélulas justapostas a superficie externa do endotélio com
importante funcdo de suporte mecanico e fisiologico para as células endoteliais,
também presentes em tecido vascular normal. Na vascularizacdo associada a
tumores, estudos mostraram que pericitos estdo envolvidos com a neovascularizacéo
da maioria, se ndo de todos, os tumores (FERLAND-McCOLLOUGH et al., 2017;
RAZA; FRANKLIN; DUDEK, 2010; RIBATTI, 2011). Os vasos tumorais podem diferir
na morfologia e na cobertura por pericitos em variados tipos de tumores, em distintos
estadios de progressao, com diferencas entre tumores altamente metastaticos e
tumores pouco metastaticos, de modo que vasos formados em tumores altamente
metastaticos sdo imaturos e com pouca cobertura por pericitos, se comparados com
tumores com menor potencial metastatico (HIDA; TORII; HIDA, 2016).

Células originadas da medula Ossea também estdo envolvidas na
angiogénese patoldgica, como células do sistema imunolégico inato — macréfagos,
neutrofilos, mastécitos e progenitores mieloides — que infiltram lesdes pré-malignas
e tumores avancados e instalam-se as margens de tais lesdes. Essas células
inflamatorias peri-tumorais auxiliam a ativar e sustentar a angiogénese associada com
crescimento tumoral, contribuindo com o processo de invaséo local (MURDOCH et al.,
2008; QIAN; POLLARD, 2010; ZUMSTEG; CHRISTOFORI, 2009).
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Esses conhecimentos podem levar a oportunidades de desenvolver
terapias que tenham seletividade especifica para as células endoteliais associadas a
tumores. A descoberta de um inibidor de angiogénese, em 1990, trouxe perspectivas
para o tratamento de doencas dependentes de neovascularizagdo. Atualmente
pesquisas mostram que pacientes tratados com agentes quimioterapicos junto com a
terapia antiangiogénica tiveram um aumento no tempo de vida (FOLKMAN, 2007).

Estimuladores de angiogénese, por sua vez, podem ser usados na terapia
angiogénica, que visa a estimular o crescimento de vasos sanguineos, a fim de
restaurar ou aumentar a perfusao circulatoria de tecidos, reverter isquemia periférica
do miocérdio ou cerebral e acelerar a cicatrizacdo de feridas, dentre outras opcdes
terapéuticas (FERRARA; KERBEL, 2005).

1.2 Controvérsias nas terapias antiangiogénicas contra o cancer

A eficacia das terapias anticancer representa a validacéo de uma marca do
cancer particular: se essa marca € verdadeiramente importante para a biologia dos
tumores, com efeito sua inibicdo deve prejudicar o crescimento e a progressao do
cancer. A maioria dos medicamentos contra cancer foi direcionada para alvos
moleculares especificos. Essa especificidade de acdo resulta em menos toxicidade
nao especifica (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

VEGF-A, um regulador crucial tanto para angiogénese normal como
patolégica, revelou inovacbes terapéuticas em oncologia e oftalmologia. O primeiro
inibidor de VEGF-A, bevacizumab, foi aprovado pelo US Food and Drug
Administration, em 2004, para a primeira linha de tratamento de cancer colorretal
metastatico e os primeiros inibidores de VEGF-A em oftalmologia, pegaptanib e
ranibizumab, foram aprovados em 2004 e 2006, respectivamente (FERRARA;
ADAMIS, 2016).

Os inibidores de angiogénese podem ter efeito pela inibicdo da via de
sinalizacdo do VEGF, por meio de mecanismos diferentes. O primeiro mecanismo é a
inibicdo direta da habilidade de ligacdo do VEGF ao seu receptor-alvo. Os anticorpos
monoclonais, bevacizumab e ramucirumab, bem como o aflibercept receptor chamariz
de VEGF, inibem angiogénese por meio desse mecanismo. E a segunda classe de
inibidores de angiogénese sdo os agentes de moléculas pequenas, inibidores de

tirosinoquinase, ativados por interacdo de ligacao entre o VEGF e seu receptor. Estéo
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incluidos nessa classe: sunitinib, sorafenib, pazopanib, vandetanib, vatalanib,
cabozantinib, axitinib, regorafenib e outros. Diferentemente dos anticorpos
monoclonais, os agentes de moléculas pequenas podem alvejar outros receptores
tirosinoquinase além da via do VEGF. Apesar dos avancos nhas terapias
antiagiogénicas, esses inibidores de angiogénese aumentam o risco de hipertenséo,
tromboembolismo arterial, isquemia e disfuncdo cardiaca (ABDEL-QADIR et al.,
2017).

Além disso, foram relatadas respostas inesperadas e resisténcia adquirida
a drogas em terapias antiangiogénicas. Alguns previam que a inibicdo efetiva da
angiogénese retardaria a progressao da doenca (FOLKMAN; KALLURI, 2004).

As respostas clinicas para terapias antiangiogénicas, entretanto, foram
consideradas transitorias (AZAM; MEHTA; HARRIS, 2010; BERGERS; HANAHAN,
2008; EBOS; LEE; KERBEL, 2009).

Além da resisténcia intrinseca as terapias antiangiogénicas, também
podem ocorrer oS mecanismos adaptativos de resisténcia evasiva para terapias
antiangiogénicas (com alvo para vias de VEGF): ativacdo ou aumento da regulacao
de vias pro-angiogénicas alternativas, recrutamento de células pro-angiogénicas
derivadas da medula 6ssea, aumento de cobertura por pericitos do tecido vascular
tumoral (promove sobrevivéncia de células endoteliais) e ativacdo e aumento de
invasao e metastase (BERGERS; HANAHAN, 2008).

Em certos modelos pré-clinicos, onde potentes inibidores conseguiram
suprimir a angiogénese, os tumores adaptaram-se e houve aumento de invasao e
metastase (AZAM; MEHTA; HARRIS, 2010; EBOS; LEE; KERBEL, 2009). Ao invadir
os tecidos préximos as células tumorais ganham acesso ao tecido vascular normal e
preexistente. Em glioblastomas humanos tratados com terapias antiangiogénicas
houve aumento de invasédo e metastase local (ELLIS; REARDON, 2009; NORDEN;
DRAPPATZ; WEN, 2009; VERHOEFF et al., 2009).

Também, em metastases pulmonares em humanos, foram observados
distintos mecanismos de vascularizacdo por vasos preexistentes, onde as células
tumorais invadiram o espaco de ar do alvéolo ou as paredes alveolares, para ter
acesso a capilares alveolares, e, em outros, as células cancerosas cresceram para
cooptar por grandes vasos do pulméao. A coop¢ao por vasos ocorreu em mais de 80%
dos casos examinados (BRIDGEMAN et al., 2017).
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Em estudo com células de adenocarcinoma de pulm&o, uma quimiocina
induzida por hipdxia, quimiocina CC 28 (CCL28), promove angiogénese in vitro e in
vivo. Tumores formados por células de adenocarcinoma de pulmdo com alta
expressdo de CCL28 cresceram mais rapido e mostraram maior densidade vascular,
enquanto a taxa de formacao de tumor de células de adenocarcinoma com expressao
knockdown de CCL28 foi bastante baixa e com menor densidade vascular. O receptor
de quimiocina CC3 (CCR3) que se liga a CCL28 foi altamente expresso em células
endoteliais vasculares em adenocarcinoma de pulmdo. Além disso, a via de
sinalizacdo CCL28/CCR3 pode ignorar ou contornar a via de VEGF/VEGFR (HUANG
et al., 2016).

Respostas inflamatérias e distribuicdo de drogas dependem de uma
vascularizacdo adequada. Tratamentos terapéuticos para o cancer, historicamente,
visaram a inibir completamente o crescimento dos vasos, principalmente tendo como
alvo a via de VEGF. Muitas contradi¢bes, entretanto, foram identificadas, ja que o
bloqueio do suprimento sanguineo do tumor provoca hipoxia e complicacdes
decorrentes, bem como dificulta a distribuicdo de drogas (JAIN, 2014). Terapia de
normalizacdo € uma alternativa para a reducéo de metastase em virtude da reducéo
de hipoxia e melhoria na distribuicdo de drogas em tumores primarios (CARMELIET;
JAIN, 2011). A sinalizacdo Notch € um alvo terapéutico para cancer e para
normalizacdo de vascularizacdo (MURPHY et al.,, 2012; RIDGWAY et al., 2006;
BENTLEY; CHAKRAVARTULA, 2017). Estudos sobre a regulacdo glicolitica de
rearranjo celular em angiogénese confirmou que bloquear um ativador glicolitico
(PFKFB3), que tem acao no brotamento de novos vasos sanguineos, pode normalizar
o rearranjo celular em angiogénese, em patologias que exibem elevados niveis de
producéo de VEGF (CRUYS et al., 2016).

Assim, o tratamento seletivo e simultaneo de multiplas marcas do cancer
em combinacdo com mecanismos guiados, resultard em terapias mais efetivas contra
o cancer em humanos (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

1.3 Como a propolis vermelha pode ajudar?
A propolis vermelha é produzida por abelhas Apis mellifera L. ou por

espécies de abelhas sem ferrdo. E constituida de resinas colhidas de ramos, brotos

de folhas, cascas de arvores, flores e exsudados de varias plantas, além de secrec¢fes
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e enzimas salivares, cuja mistura é depositada no interior das colmeias. E, ainda, a
geoproépolis traz na composicdo de sua mistura principalmente argila e solo (CUNHA
etal., 2013; MARCUCCI, 2001; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; SILVA et al., 2008).

As abelhas usam a prépolis para construir e reparar suas colmeias ou como
barreira protetora contra invasores externos, isolante térmico, umidade e vento
(WANG, 2013). Prépolis foi usada em tempos antigos (~300 a.C.) em mumificacdes,
medicina popular e, recentemente, € utilizada em industria de comida e bebida,
cosmeéticos, enxaguadura bucal e creme dental e outros (BANSKOTA; TEZUKA,
KADOTA, 2001; WANG, 2013). A propolis também é considerada alimento funcional,
j& que os constituintes biologicamente ativos em seu extrato propiciam beneficios a
saude (MEDIC-SARIC et al., 2009; WANG, 2013). O maior interesse, todavia, esta em
pesquisar suas propriedades farmacoldgicas: antimicrobiano, anti-inflamatario,
antioxidante, antiproliferativo, antiangiogénico e outros.

Os beneficios biologicos da prépolis séo bastante estudados em diversas
areas da Medicina como importante recurso na prevencao e tratamento de doencas
orais e sistémicas. O mercado global de produtos naturais é estimado em mais de 30
bilhdes de dolares, e continua crescendo a cada ano. Com o0 avanco das pesquisas
farmacologicas, a propolis poderd ser utilizada para o desenvolvimento de
formulacdes farmacéuticas (FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016). Nos anos de
2010 a 2012 o preco do quilo de prépolis bruta brasileira aumentou mais de 50% no
mercado internacional. De acordo com dados de Japan Trade Organization, 92% da
prépolis bruta consumida no Japdo vém do Brasil (SCHMIDT et al., 2014). Em
particular, o preco da prépolis vermelha é cinco vezes maior do que o de outros tipos
de propolis (FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016).

A cor e composicao da prépolis possui variacées, sempre relacionadas com
a vegetacao de entorno da colmeia, podendo ser negra, amarela, marrom, verde ou
vermelha (DAUGSCH et al., 2008). Outros fatores também podem influenciar na
composicao da prépolis, como o clima, a sazonalidade, altitude, o acesso das abelhas
a vegetacdo. A principal classe de constituintes da propolis é a de compostos
fendlicos. Os compostos fendlicos de fontes vegetais sao divididos em dois grandes
grupos: os flavonoides e derivados acidos fendlicos. Essa diferenca é importante
guando se compara propolis de varias regiées. Na propolis europeia, o teor de
flavonoides é mais expressivo, enquanto na prépolis brasileira predominam os acidos
fendlicos (MARCUCCI, 2006).
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A propolis brasileira foi classificada em 12 grandes grupos, de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas (cor, textura, composi¢ao quimica) e a localizacao
geografica (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002). Somente em 2007, a propolis
vermelha brasileira (PVB) foi classificada como o 13° tipo de prépolis brasileira, e foi
assim chamada em virtude de sua intensa coloracdo vermelha (ALENCAR et al.,
2007).

A prépolis vermelha é produzida em vérias regiées da Terra, como Brasil,
Cuba (PICCINELLI et al., 2011), Venezuela (TRUSHEVA et al., 2004), México (LOTTI
et al., 2010), China (IZUTA et al., 2009), porém a composicdo da propolis de cada
local varia de acordo com a vegetacdo e com a espécie de abelha produtora. A
diferenca da composi¢cdo quimica traz como resultados multiplas atividades
farmacologicas, principalmente, quando provenientes de regides onde o clima é
tropical (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000), e a vegetacado tem maior riqueza
e abundancia em espécies, quando comparadas a outras onde o clima é temperado.

A origem botanica da propolis vermelha pode variar entre paises, como
resultado do clima e diversidade da flora especifica de cada regido. Dois métodos séo
normalmente usados para determinar a origem botanica da propolis: a comparacéao
da composic&o quimica por uso de métodos cromatogréaficos (LOPEZ et al., 2014) e
a analise palinolégica (FREITAS et al., 2011).

A origem botanica de propolis vermelha foi determinada por observacao do
comportamento de coleta das abelhas e pela comparacéo entre compostos fendlicos
nos exsudados de plantas e na PVB por meio de cromatografia: Dalbergia
ecastophyllum (L) Taud. (Leguminosae) € a principal origem botanica e € responséavel
pela cor vermelha da propolis (PICCINELLI etal., 2011; SILVA et al., 2008; DAUGSCH
et al., 2008). Também foi utilizada a analise de cédigos de barra de DNA (DNA
barcoding) para identificacdo da origem botanica da PVB (JAIN et al., 2014).

As espécies de Dalbergia sdo conhecidas por seu pigmento intensamente
colorido, pela ocorréncia de isoflavonas catidnicas C30 (retusapurpurinas A e B)
(CZAKO; MARTON, 2001; PICCINELLI et al., 2011). As abelhas Apis mellifera
produzem a prépolis com o exsudado vermelho que coletam de perfuracdes feitas por
insetos nos caules e ramos de D. ecastophyllum (SILVA et al., 2008). PVB pode ser
encontrada em colmeias localizadas em manguezais e préximos do mar e de rios nos
Estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Cear4d e Roraima
(PICCINELLI et al., 2011; SILVA; LIBERATO, 2014; SILVA; LIBERATO; MARTINS,
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2013). A PVB de Alagoas recebeu Indicagdo Geografica (IG) do Instituto Nacional da
Propriedade Industrial Brasileiro (INPI), certificando internacionalmente o Estado de
Alagoas como o0 unico produtor desse tipo de propolis em todo o mundo, em virtude
das condicOes regionais do produto (SEBRAE, 2012).

O estudo da composicdo da propolis vermelha identificou mais de 300
compostos, dentre eles acidos fendlicos e flavonoides, que sdo importantes
antioxidantes. Um estudo que compara a propolis vermelha cubana com a propolis
vermelha brasileira demonstrou que suas composi¢cfes quimicas sdo semelhantes
entre si, e semelhantes ao exsudado de Dalbergia ecastophyllum: Isoliquiritigenin,
liquiritigenin e naringenin, isoflavonas, isoflavans e pterocarpans; além disso, a
presenca de benzofenonas polipreniladas (PPBs) guttiferone E/xanthochymol e
oblongifolin A € um diferencial na composi¢cdo da propolis vermelha brasileira. Os
isdbmeros guttiferone E e xantoquimol foram considerados uma mistura inseparavel.
Os autores sugerem que a PVB tenha outras origens botanicas em sua composicéo
em virtude da auséncia desses Ultimos trés compostos citados no exsudado de
Dalbergia ecastophyllum (PICCINELLI et al., 2011). Esses trés ultimos compostos
foram obtidos do extrato lipofilico (n-hexano) da PVB. Em razdo da relevancia no
estudo desses compostos lipofilicos da PVB, foi estabelecido um método
cromatografico para determinar o conteudo total de benzofenonas poli-preniladas
(PPBs) na fracao de n-hexano de PVB (HEXred) (FASOLO et al., 2016).

A propolis vermelha, em tratamentos in vivo de carcinoma de células
escamosas induzido por carcinogéno, mostrou efeito modulador na formacéao,
crescimento, diferenciacéo e progressao tumoral (PINHEIRO et al., 2014; RIBEIRO et
al., 2015).

Além disso, a prépolis vermelha, em modelos animais, teve acdo anti-
inflamatoria e antinociceptiva (LIMA CAVENDISH et al., 2015), suprimiu inflamacao
durante reparo tecidual (CORREA et al., 2017), reduziu hipertenséo e dano renal
(TELES et al., 2015), aumentou o nivel total de leucdcitos, proteinas totais e globulina,
e reduziu a concentracdo de triglicerideos, transaminase glutamico-oxalacética
(TGO), transaminase glutamico-piravica (TPG) em ovelhas (MORSY et al., 2013,
2016). Mostrou efeito protetor em modelo animal de colite ulcerativa (BARBOSA
BEZERRA et al., 2017).

Em estudo da toxicidade aguda e subaguda da propolis vermelha, em ratos,

nao foram observados efeitos letais para a dose de 300mg/kg, mas foram observados
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sinais de toxicidade para essa dose. A maioria dos sinais para toxicidade subaguda
foram observados em machos em uma dose de 200mg/kg. Além disso, os resultados
desse estudo sugerem atividade estrogénica, possivelmente pela composi¢cdo de
isoflavonodides (da SILVA et al., 2015). Oleo essencial de prépolis vermelha
apresentou, in vitro, efeito antiparasitario e, in vivo, atividade imunoestimuladora, com
efeito sinérgico em administracdo combinada (SENA-LOPES et al., 2018).

Em ensaios in vitro, a propolis vermelha teve efeito citotoxico em células
tumorais de pancreas humano (PANC-1) (AWALE et al., 2008), linhagem de célula de
cancer de mama (MCF-7) (KAMIYA et al., 2012) e células tumorais (HeLa e Hep?2)
(FROZZA et al., 2013), em linhagens de células tumorais (HL-60, K562, RPMI8226,
B16F10) (NOVAK et al., 2014), células tumorais humanas de glioblastoma (SF-295),
ovario (OVCAR-8) e célon (HCT-116) (de MENDONCA et al.,, 2015), células de
carcinoma de bexiga humano (linhagem 5637) (BEGNINI et al., 2014). Também foi
estudado o efeito na expressao diferencial de proteinas em células tumorais Hep-2 in
vitro apos tratamento com prépolis vermelha, havendo-se identificado regulacéo de
proteinas envolvidas direta ou indiretamente nos mecanismos de sinalizacdo de
células cancerosas, ajudando a esclarecer os efeitos da prépolis vermelha na
regulacdo dos mecanismos envolvidos na inibicdo de proliferacdo de células do
cancer (FROZZA et al., 2014; DA SILVA FROZZA et al., 2016).

A propolis vermelha, em testes in vitro, mostrou propriedade anti-
inflamatoria (BUENO-SILVA et al., 2015), potencial para cicatrizacdo (JACOB et al.,
2015) e atividade antibacteriana (ALMEIDA et al., 2017; BISPO JR et al., 2012;
GARCIA et al., 2010; INUI et al., 2014; REGUEIRA NETO et al., 2017; RIGUI et al.,
2011). Além disso, nanoparticulas de propolis vermelha e o préprio extrato de propolis
vermelha mostraram atividade citotéxica in vitro para Leishmania (V.) braziliensis (do
NASCIMENTO et al., 2016).

Ainda, em testes in vitro, a prépolis vermelha induz diferenciacdo de pré-
adipdcitos (3T3-L1) em adipécitos, por aumentar a atividade transcricional de receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma-gama (PPARYy) (controla a expressao de
genes envolvidos na diferenciacdo de adipdcitos e regula o metabolismo de lipideos),
além de reduzir os efeitos inibitérios do fator de necrose tumoral (TNF) -a na
diferenciacdo de adipécitos e na producdo de adiponectina (IO et al.,, 2010).
Adiponectina é importante por ter propriedades anti-hiperglicémica, antiterogénica e

anti-inflamatéria, e, normalmente, a obesidade esta relacionada com baixos niveis de
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adiponectina (NIGRO et al., 2014). A propolis vermelha também aumentou expressao
de transportador A1 com cassete de ligacdo ao ATP (ABCA-1), que promove o efluxo
de colesterol em macrofagos, um processo importante na aterosclerose (110 et al.,
2012).

Outros estudos isolaram compostos da propolis vermelha e investigaram
os efeitos de compostos Formononetina, Biochanina A, Mucronulatol, 3,8-dihidroxi-9-
metoxipterocarpan, Xantoquimol, dentre outros, e alguns deles mostraram atividade
antiproliferativa (FREIRES et al., 2016). Em estudo in vitro que investigou o efeito
citotoxico de 42 compostos isolados da prépolis vermelha, contra linhagens de células
tumorais humanas (A549, HeLa, HT-1080), e murinas (26-L5, B16-BL6, LLC), resultou
gue o composto com efeito citotoxico mais expressivo para todas as linhagens foi o
(2S)-7-hidroxi-6-metoxiflavanone, comparado com o controle positivo de tratamento
com 5-fluorouracil e doxorubicin; outros compostos isolados também mostraram
atividade citotoxica contra algumas das linhagem celulares testadas (LI et al., 2008).

Uma fracao de propolis vermelha contendo chantoquimol e formononetin
teve efeito antiproliferativo in vivo, em melanoma murino (B16F0), e in vitro, em
linhagens de células tumorais (HL-60, K562, RPMI8226, B16F10) (NOVAK et al.,
2014). Outras fracdes de propolis vermelha, contendo formononetin e/ou liquiritigenin
exibiram atividade citotoxica, in vitro, em células tumorais Hep-2, mais expressiva do
gue o proprio extrato de propolis vermelha (FROZZA et al, 2017). Formononetin
também teve atividade anti-inflamatéria em camundongos (LIMA CAVENDISH et al.,
2015).

Estudos com neovestiol, vestiol e isoliquiritigenin, compostos isolados da
prépolis vermelha, exibiram atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana
(BUENO-SILVA et al., 2013), atenuaram sinais da inflamacédo em macréfagos ativados
por lipopolissacarideo (BUENO-SILVA et al.,, 2015). O vestiol também modulou
migracao de neutrofilos no processo inflamatorio (FRANCHIN et al., 2016). Fracéo n-
hexano de benzofenona obtida de propolis vermelha mostrou efeito antifangico in vitro
contra Candida sp. (PIPPI et al., 2015).

Outros tipos de prépolis, a prépolis verde, inibiu angiogénese em carcinoma
de bexiga induzido por N-butil-(-4-hidroxibutil) nitrosamina (BBN) em ratos
(DORNELAS et al., 2012a). A propolis vermelha portuguesa também teve efeito
antiangiogénico in vitro e in vivo (SILVA-CARVALHO et al., 2014, 2015). O extrato de

polifendis de propolis vermelha também exibiu atividade antiangiogénica in vivo, com
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resultados mais expressivos do que os extratos de polifendis de prépolis verde e
marrom testados (DALEPRANE et al., 2012). O efeito da propolis vermelha sobre a
angiogénese, todavia, ndo estd bem estudado. A observacdo de que a propolis
vermelha inibe a angiogénese podera trazer novas perspectivas para o tratamento de
angiogénese tumoral, doencas autoimunes, retinopatia diabética, psoriase, entre

outras doencas.

1.4 A L-lisina, um aminoacido essencial na alimentagédo e nas pesquisas

A confirmacdo de que a L-lisina pode estimular a angiogénese seria de
grande valor terapéutico, no tratamento de doencas dependentes da
neovascularizagcdo, como Ulceras pépticas e isquemia do miocardio. Além disso, ha
poucos estudos sobre sua acao na protecado de genotoxicidade e na promoc¢ao da
carcinogénese. Em estudo da densidade microvascular de tumores de ratos que
receberam carcinégeno BBN e L-lisina (40 semanas desde o inicio da administracao
do carcinégeno), a L-lisina estimulou a angiogénese (DORNELAS et al., 2012a). A L-
lisina também promoveu a carcinogénese induzida pelo BBN, com tumores mais
invasivos e maior multiplicidade de tumores (DORNELAS et al., 2012b). Além disso,
a L-lisina protegeu contra genotoxicidade quando administrada concomitantemente
com o BBN e reverteu o efeito genotdxico do BBN quando administrada semanas ap6s
o carcindégeno (DORNELAS et al., 2014). Pacientes portadores de cancer precisam
ser orientados a diminuir a ingesta de L-lisina na alimentacdo, bem como alimentos
ricos em L-lisina, como trigo e o milho, carnes, caso isso seja confirmado.

L-lisina é um aminoacido essencial, que o organismo humano ndo pode
produzir, e que pode ser obtido por suplementacdo e na dieta. Esse aminoacido foi
isolado da caseina, uma proteina do leite, pela primeira vez, em 1889. A producéo
industrial da L-lisina é feita por bactérias ou fungos, ou ainda por meio quimico, sendo
predominante a utilizacdo de Corynebacterium glutamicum, que sintetiza a L-lisina por
fermentacdo de carboidratos ou aclUcares em biorreatores. Esse aminoéacido,
juntamente com outros, é utilizado como aditivo em racfes e suplementos alimentares
(EGGELING; BOTT, 2015). Além disso, é aplicado em formulacdes farmacéuticas e
em cosméticos (KOFFAS; STEPHANOPOULOS, 2005).

L-lisina é importante para o crescimento adequado, desempenha papel

fundamental na producdo de carnitina, aminoécido responsavel pela conversao de
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acido graxo em energia, e ajuda a baixar o colesterol (SINGH et al., 2011). A L-lisina
€ necessaria para a sintese de colageno, o crescimento e reparo tecidual e a producao
de anticorpos, horménios e enzimas. No homem, é absorvida no intestino delgado,
nos enterodcitos, por transporte ativo, e se dirige ao figado, via sistema porta. Uma vez
no figado, junta-se a outros aminoacidos na sintese de proteinas. A L-lisina é
convertida em acetil-CoA, componente do metabolismo de carboidratos na producgéo
de energia (L-LYSINE, 2007).

Esse aminoacido € bastante utilizado por atletas para melhorar o ganho de
massa magra. Além disso, L-lisina melhora a absorcdo de Ca* e diminuicdo da
excrecao de célcio pelos rins, sendo sugerida sua utilizagdo para prevenir e auxiliar
no tratamento de osteoporose (SINGH et al., 2011).

Lisina, o primeiro aminoacido limitador tipico da dieta suina, € substrato
para a producdo de proteinas, peptideos e moléculas de né&o-peptideo no corpo,
sendo o0 excesso de lisina catabolizado como fonte de energia. L-lisina esta no nivel
mais alto do controle de metabolismo de aminoacidos, e lisina pode também afetar o
metabolismo de outros nutrientes. O efeito de lisina na producdo e atividade de
horménio é refletida pela mudanca de concentracéo de insulina no plasma e fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) -1 (LIAO; WANG; REGMI, 2015).

Além disso, sabe-se que residuos de lisina em peptideos sdo importantes
sitios para modificagcbes pds-translacionais em proteinas envolvidas na regulacéo
epigenética de expressdo de genes. Em recém-nascidos humanos, o erro de um
transporte de aminoéacidos catiénico pode levar a intolerancia a proteina lisinarica. Em
animais, foi verificado que a deficiéncia de lisina na dieta pode prejudicar a imunidade
e deixar o animal mais suscetivel a infeccées (LIAO; WANG; REGMI, 2015).

Em estudo com pacientes coronariopatas graves que ingeriram altas doses
de L-lisina por tempo prolongado, houve melhora de sintomas de angina peitoral.
Nesse estudo, os autores sucitaram a hipotese de que o aminoacido pode se ligar e
remover lipoproteinas da placa aterosclerotica, reduzindo o espessamento da parede
e melhorando o fluxo vascular ou, ainda, produzindo vasodilatacdo (McBEATH,;
PAULING, 1993; PAULING, 1993). Em modelo animal, uma dieta com suplemento de
L-lisina reduziu a calcificacéo cardiovascular induzida (SHIMOMURA et al., 2014).

O tratamento de pacientes com insuficiéncia venosa cerebral crénica com
aescinato de L-lisina ofereceu melhora na hemodinamica cerebral (aumento da

reserva hemodindmica e normalizagdo da velocidade linear do fluxo sanguineo nas
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veias profundas) (CHUKANOVA; MAMAEVA; CHUKANOVA, 2016). Aescinato de L-
lisina melhorou o fluxo intracraniano e o funcionamento da microcirculacéo, sem afetar
o tipo normal de microcirculacdo, ou alterando-a para melhorar os parametros
hemodinamicos, sendo recomendado pelos autores no tratamento de pacientes
jovens e de meia-idade com distirbio de circulacdo sanguinea venosa cerebral com
predominancia de vagotomia bem como hipersimpaticotonia (D'YAKONOVA et al.,
2016).

Estudos in vitro e in vivo com pacientes diabéticos mostrou que a
suplementacdo com L-lisina, como um inibidor de glicacdo ndo enzimatica do
fibrinogénio, melhorou in vitro e in vivo a estrutura e funcéo do fibrinogénio, cujo mau
funcionamento esta relacionado a complicacfes da diabetes (MIRMIRANPOUR et al.,
2012). Além disso L-lisina previne o risco de infeccdo em pacientes com diabetes
melito tipo 2 (MIRMIRANPOUR et al., 2016). Terapia com L-lisina também previne,
na diabetes, o aumento de glicose e os produtos finais da glicacdo avancada
(AGEs), hemoglobina A1 (Hb Ay), triglicerideos, colesterol total e LDL; e isso
causa um aumento na capacidade antioxidante, em HDL-c, na funcionalidade do
HDL e proteina de choque térmico (HSP70). L-lisina ndo tem efeito nos niveis de
insulina. A conformacao da albumina sérica (Alb) muda em decorréncia da glicacéo
e L-lisina é capaz de manter Alb semelhante a normal (JAFARNEJAD et al., 2008).
L-lisina pode interagir com outros nutrientes e alterar o metabolismo de alguns
aminoacidos, porém nédo afetou os niveis de ferro e cobre (BERTINATO et al., 2016).

Foram testados os efeitos de uma dieta com suplemento de L-Lisina na
degradacéao de proteina miofibrilar e em sistemas proteoliticos em camundongos com
senescéncia acelerada (SAMP8). Os resultados indicaram que a dieta com
suplementacao de L-lisina reduziu sarcopenia por suprimir a degradacéo e autofagia
da proteina miofibrilar em musculo esquelético (SATO; ITO; NAGASAWA, 2017).

Um estudo pré-clinico avaliou o efeito da L-lisina na Terapia Alfa Visada
(Targeted alpha therapy - TAT) com ?2!*Bismuto-DOTA-TRY3-octroyotata (213Bi-
DOTATATE) para receptores de somastatina expressos em tumores neuroenddocrinos
em camundongos. As doses de TAT em tratamentos sao limitadas pela ocorréncia de
nefrotoxicidade causada pela retencao de radiopeptideos no tubulo proximal, porém,

nesse estudo, L-lisina reduziu a absorcao renal de 213Bi-DOTATATE, sem afetar a
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absorcdo tumoral do radiopeptideo, dando evidéncias de que houve bloqueio
farmacolégico do néfron com reducdo da nefrotoxicidade (CHAN et al., 2016).

Em ensaio in vitro, varias linhagens de sarcomas humanos (osteossarcoma
MNNG-HOS, osteossarcoma U-20S e rabdomiossarcoma RD) foram tratadas com
uma mistura de nutrientes contendo L-lisina — vitamina C (4cido ascorbico e Mg, Ca e
ascorbato de palmitato) 700 mg, L-lisina 1000 mg, L-prolina 750 mg, L-arginina 500
mg, N-acetil cisteina 200 mg, extrato de ché& verde (80% polifenol) 1000 mg, Se 30 ug,
Cu 2 mg, Mn 1 mg — em variadas doses. O estudo evidenciou que essa mistura de
nutrientes inibiu o ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA) e aumentou a
regulacdo da atividade de inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP) em todas as
linhagens de células de céancer, dependendo da dose, além de mostrar uma
correlagéo positiva entre u-PA e MMPs e uma correlagéo negativa entre u-PA/MMPs
e TIMPs (ROOMI et al., 2013). Outras linhagens de células humanas também foram
tratadas em cultura com a mesma mistura de nutrientes, resultando em inibicdo de
mondémeros e dimeros de MMP-9 em todas as linhagens testadas (ROOMI et al.,
2016). Uma mistura de nutrientes contendo L-lisina também suprimiu incidéncia,
crescimento e metastase para o pulméao de células de cancer ovariano humano em

ensaios in vitro e in vivo (ROOMI et al., 2017).

1.5 Carcinossarcoma de Walker: modelo para o estudo da angiogénese

Diversas pesquisas sao desenvolvidas para estudar os multiplos fatores
associados ao cancer. Pesquisas pré-clinicas in vitro e in vivo buscam em distintos
modelos encontrar respostas para essa doenca. Este experimento utilizou células
tumorais de carcinossarcoma de Walker como modelo para estudo da angiogénese
tumoral.

O carcinossarcoma de Walker era um carcinoma quando foi encontrado em
glandula mamaria de rata albina prenhe. Apés a morte do animal, o carcinoma foi
retirado e mantido por sucessivas inoculacées em ratos pelo Dr. Walker em 1928
(EARLE, 1955). No Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental (LNOE) da
Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade Federal do Ceara (UFC), foram
criados diversos modelos com o tumor de Walker em diversos 6rgaos, entre eles:
pulmdo (GOMES-NETO et al., 2002), estobmago (OLIVEIRA et al., 1998), rim (SILVA
et al., 2002), cavidade oral (ALVES et al., 2004; ALVES et al., 2007), figado (ZARUR



39

et al., 2004) e bexiga (DORNELAS et al., 2006). O carcinossarcoma de Walker
atualmente & mantido por multiplas passagens em ratos.

Foi estabelecido modelo de metastase hepatica com administracdo de
VEGF em ratos com tumor de Walker (LIU et al., 2015). Em estudo com ratos
Brattleboro deficientes em laminina foram observadas mudancas no padrdo de
laminina (KHEGAY; IVANOVA, 2015). Também foi desenvolvido um modelo
farmacocinético/ farmacodindmico populacional, ligando as concentracdes de
em ratos (PIGATTO et al., 2017).

Estudou-se a ostedlise tumoral induzida por inéculo, in situ, de células de
tumor de Walker/ células malignas B, para avaliar a angioarquitetura do fémur e os
efeitos hematologicos dessas células tumorais (BADRAQUI et al., 2014b). Também
foi estudado a mudancas séricas de metaloproteinases durante o desenvolvimento do
fendtipo de resisténcia do carcinossarcoma de Walker (CHEKHUN et al., 2015). Com
esse modelo de ratos com tumor de Walker, foi investigado o mecanismo de leséo
oxidativa no cerebelo no curso de tempo em modelo de caquexia por cancer,
observando principalmente o aumento dos niveis de NO (oxido nitrico) no cerebelo
(FENNER et al., 2015).

Inéculos de células de carcinossarcoma de Walker implantados em animais
foram utilizados para avaliacdo de efeitos, mecanismos de acédo e toxicidade de
substancias diversas e para outros procedimentos (Quadro 1).

No presente estudo foi desenvolvido modelo com inéculo de
carcinossarcoma de Walker em bolsa jugal de hamster para estudar os efeitos da

prépolis vermelha e L-lisina no tumor e na angiogénese tumoral.
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Quadro 1 — Estudos com ratos inoculados com carcinossarcoma de Walker.

Tratamento

Objetivo

Autor(es)

Oleo de peixe

Efeito antitumoral, COX-2, PPAR-y,
gene RelA, expressao de proteinas.

Borghetti (et al., 2013,
2015)

Oleo de copaiba

Efeito antitumoral.

Botelho (et al., 2013)

Metamorfina

Efeito antitumoral na sindrome
metabdlica.

Franco (et al., 2014)

Atividade de reabsorcéo de osteoclastos

Vitamina E . : o Badraoui (et al., 2014a)
e citomorfometria em ratos osteoliticos.

Leucina Metabolismo de proteinas em musculo Cruz e Gomes-Marcondes
gastrocnémio fetal de ratas prenhas. (2014)

Hipertermia Metabollsmo de lipidios durante o Efremov (et al., 2014)
crescimento tumoral.

Hipertermia Efeito antitumoral. Wang (et al., 2014)

Doxorubicin Metabolismo energetico, K*e Mg™ na | 144, (ot a1, 2015)
resisténcia ao quimioterapico.

Metformin Mecanismo do crescimento tumoral e Queiroz (et al., 2015)

efeito antitumoral na obesidade.

Celecoxibe e ibuprofeno

Gluconeogénese no figado.

De Souza (et al., 2015a)

Celecoxibe e ibuprofeno

Desordem metabdlica.

De Souza (et al., 2015b)

Lactonas
sesquiterpénicas de M.
polymorphum

Efeito antitumoral.

Martins (et al., 2015)

PEA e MEUS Efeito antitumoral. Gao (et al., 2015)
Efeito antitumoral, metabolismo da
Creatina homaocisteina, estres oxidativo e Deminice (et al., 2016a)

caquexia.

Exercicios de resisténcia

Metabolismo da homocisteina e o
balanco redox.

Deminice (et al., 2016b)

Canabindide tipo 2
receptor agonista AM1241

Tolerancia a morfina.

Zhang (et al., 2016)

Crotoxin

Acdo antitumoral.

Brigatte (et al., 2016)

Ginsenoside Rg 3e Rh 2

Perfil farmacocinético.

Fan (et al., 2016)

L-glutamina 2%

Caguexia e efeito protetor de células
intersticiais de Cajal.

Fracaro (et al., 2016)

Vinho tinto cabernet franc

Efeito antitumoral.

Stipp (et al., 2017)

Pioglitazone/ Pioglitazone
associado ainsulina

Resisténcia a insulina, caquexia e
anormalidades metabdlicas.

de Fatima-Silva (et al.,
2017)

Fonte: Proprio autor.

Legenda: PEA (ablagéo percutanea de etanol); MEUS (Microbubble-enhanced ultrasound).
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1.6 Modelo de bolsa jugal de hamster (Mesocricetus auratus)

Para avaliacdo da angiogénese, foi utilizado um modelo de bolsa jugal de
hamster (Mesocricetus auratus). A espécie Mesocricetus auratus é também conhecida
como hamster sirio dourado, por causa de regido de origem no norte da Siria. O
hamster sirio dourado foi descrito em 1839. Esse animal experimental tem um local
imunologicamente privilegiado no subepitélio da bolsa jugal, que existe nos dois lados
da cavidade oral (HOCHMAN et al., 2003). Esse local se caracteriza pela deficiéncia
ou auséncia de uma via anatdomica aferente que drena material antigénico para uma
estacdo linfatica regional, onde ocorre o reconhecimento do antigeno e inicia uma
resposta imune (HEAD; BILLINGHAM, 1985).

A bolsa jugal ou bolsa gutural de hamsters s&o diverticulos altamente
distensiveis, invaginacdes bilaterais da mucosa jugal. Elas se estendem, sob a pele,
desde a da borda posterior da cavidade oral até as escapulas do animal. A funcéo
principal dessas bolsas € o armazenamento e transporte de alimento. As fémeas
podem usar para transportar os filhotes. A bolsa jugal se esvazia por contracédo do
musculo retrator. Cada bolsa é formada por estratos de células epiteliais, sustentados
em tecido conjuntivo areolar, sem vasos linfaticos (BARKER; BILLINGHAN, 1971),
exceto entre as fibras do muasculo retrator da bolsa (GOLDENBERG, 1970;
GOLDENBERG; STINBORN, 1970). Estacbes linfaticas de drenagem regional de
cada bolsa seria, teoricamente, o linfonodo da regido cervical de superficie (ARRUDA,
MONTENEGRO, 1995; SINHORINI; MERUSSE; MARIANO, 1994).

A bolsa jugal contém camada basal espinhosa, granular e cérnea com
gueratindcitos, semelhante a epiderme e ao epitélio das gengivas ou palato duro dos
seres humanos (HOCHMAN et al., 2003). Além da auséncia de estruturas anexas, a
bolsa jugal ndo tem pigmentacéo. O fornecimento vascular da bolsa jugal de hamster
€ realizado por artérias superiores, médias e inferiores, que sdo ramos da artéria labial
inferior. Todo esse complexo vascular esta ligado por uma grande quantidade de
anastomoses arterial e venosa, que ligam, sob a mandibula, ambas as bolsas. Assim,
este modelo de fornecimento de sangue traz um subsidio anatbmico que assegura,
do ponto de vista vascular, a integracao e o crescimento de tecidos enxertados em
gualquer parte da bolsa (HOCHMAN et al., 2005).

O subepitélio da bolsa jugal de hamster foi utilizado para estudos de

enxertos de doengas cutaneas benignas, como nevo, verrugas, queratose seborreica,



42

hiperplasia de sebo, xantomas, angiomas, dermatofibromas e neoplasias malignas,
como carcinoma basocelular e espinocelular (SMITH, 1969; WOLF; HUBLER, 1975)
e melanoma cutaneo (DUFOUR et al., 1980). O modelo de bolsa jugal de hamster
também foi utilizado para estudos de carcinogénese (AHN et al., 2011; MONTI-
HUGHES et al., 2015; SILVAN; MANOHARAN, 2013), testes de acao de drogas
quimioterapicas (DUFOUR et al., 1980; LOW et al., 2016; de SOUZA et al., 2014),
bem como para a identificagcdo de substancias carcinogénicas (ZIEGLER; LOPEZ;
BARKER, 1975; ZIEGLER; BARKER, 1978), diagnéstico de cancer oral (AHN et al.,
2011; PANDE et al., 2016), sendo o modelo de carcinogénese quimica mais aceito
para estudo de cancer oral (CHEN et al., 2012; MONTI-HUGHES et al., 2015). Em
razdo da transparéncia do epitélio e da sua rica vascularizacdo, a bolsa jugal de
hamster pode ser usada como modelo para estudos da angiogénese (AROMANDO et
al., 2014; WOLF; HUBLER, 1975; LINGEN et al., 1997), estudos bioquimicos para
reacoes inflamatdrias e alérgicas (RAUD et al., 1989), bem como para avaliagéo in
vivo da microcirculagdio (CONCEICAO et al., 2012; FOX; FRAME, 2002; SILVA et al.,
2011; SVENSJO et al., 2003). Pode também ser usada em pesquisas com doencas
cutaneas infecciosas e parasitarias (ARRUDA; MONTENEGRO, 1995; da SILVA et
al., 2015).



43

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da prépolis vermelha e da L-lisina na angiogénese tumoral
a na progressao tumoral do carcinossarcoma de Walker inoculado em bolsa jugal de

hamster.

2.2 Objetivos Especificos

Criar modelo de in6culo de células de carcinossarcoma de Walker em bolsa
jugal de hamster.

Elaborar método de exposicdo da bolsa jugal, para captacdo de imagens
digitais, quantificacdo mesoscopica, em plano Unico, em imagens digitais, da
angiogénese e da area e perimetro tumoral.

Avaliar o efeito da propolis vermelha e da L-lisina ha angiogénese tumoral
de carcinossarcoma de Walker em bolsa jugal de hamster.

Avaliar o efeito da prépolis vermelha e da L-lisina no crescimento tumoral

(area e perimetro tumoral) do carcinossarcoma de Walker.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Protocolo experimental e cuidados animais

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFC — Protocolo n° 89/2015. Foram utilizados 57
hamsters Mesocricetus auratus, com 120 dias de vida, fornecidos pelo biotério do
Departamento de Cirurgia da UFC. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno, em temperatura de 25°C, em ciclo de luz claro-escuro de 12 horas e
com acesso a agua e alimento ad libitum. Durante todo o experimento, 0s animais
foram pesados semanalmente e avaliados clinicamente. Foram observadas possiveis
mudancas espontaneas no comportamento, contragdes involuntarias, respiragao,
diarreia, anorexia, perda de peso, queda de pelos, pelos ericados, movimentacéo
atipica. Os animais foram distribuidos em oito grupos, contendo cada grupo, no
maximo, sete animais por caixa. O delineamento deste estudo é experimental-
controlado.

Foi estabelecido um critério de exclusdo: animais que, por acidente de
inoculo, tiveram invaséo tumoral ou ndo crescimento do tumor. Foram incluidos no
estudo 51 animais.

Os grupos de I, II, Il e IV receberam as substancias por gavagem, durante
dez dias apOs o inéculo das células tumorais na bolsa jugal, sendo iniciada a
administracdo das substancias no dia 1 (um dia apds o inoculo) e finalizada no dia 10
(Figura 2).

Grupo | (6 animais): recebeu prépolis vermelha 200 mg/5ml/kg peso.

Grupo Il (6 animais): recebeu L-lisina 150mg/ kg peso.

Grupo Il (controle, 6 animais): recebeu goma arabica a 1% 5ml/ kg peso.

Grupo IV (controle, 6 animais): recebeu agua destilada 5 ml/kg peso.

Os animais dos grupos de V, VI, VII, VIl receberam gavagem das
substancias-teste durante 33 dias antes da bolsa jugal receber o indculo das células
tumorais e dez dias apds o inéculo, do dia 1 (um dia apds o indculo) ao dia 10 (Figura
2).

Grupo V (7 animais): recebeu propolis vermelha 200 mg/5ml/kg peso.

Grupo VI (6 animais): recebeu L-lisina 150 mg/kg peso.

Grupo VIl (controle, 7 animais): recebeu goma arabica a 1% 5ml /kg peso.
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Grupo VIII (controle, 7 animais): recebeu agua destilada 5 ml/kg peso.
Todos os animais foram mortos, por dose aprofundada de anestésico, no

11° dia do experimento, apds a ressecc¢ao da bolsa jugal.

Figura 2 — Desenho experimental.
Grupo (n)

1 (6)

Il (6)
111 (6)
IV (6)

E<_________________3’_319_'?_5______________*____l(_)_D_'_a_s ..... >E

vV (7)
VI (6)

VIl (7)

VIl (7)

Periodo de aclimatacéao
I Propolis Vermelha 200mg/sml/Kg.
[JL-lisina 150mg/kg.
[C1Goma Arabica 1% 5ml/kg.
[ Agua 5ml/kg.
= Propolis Vermelha 200mg/5mi/Kg.
E=1L-lisina 150mg/kg.
E-1Goma Arébica 1% 5ml/kg.
=1 Agua 5mlikg.
{ Indculo tumoral.
Administrag&o intragastrica, dose Unica por dia.
n — Ndmero de animais.

Fonte: Préprio autor.

Legenda: Dia 11 — dltimo dia de experimento. 33 Dias —
tratamento por 33 dias antes do indculo tumoral. 10 Dias
— tratamento por dez dias ap6s o inéculo tumoral.

3.2 Células tumorais de Walker 256 e in6culo em bolsa jugal de hamster

As células tumorais usadas foram de carcinossarcoma de Walker 256,
fornecidas pelo LNOE. Este tumor é mantido ha mais de 20 anos por inoculacéo
intramuscular de suspenséo de células tumorais, em face medial de coxa de rato, com
repicagem a cada sete dias. No 7° dia apds indculo das células do tumor de Walker
em rato, estes foram mortos com dose aprofundada de anestésico (3x quetamina e
xilazina) para retirada do tumor. O tecido tumoral ressecado foi triturado com tesoura
cirargica em uma solucéo de ringer lactato 5ml e gentamicina 0,1ml, sob o gelo. Em

seguida, as células tumorais viaveis foram contadas em camara de Neubauer com
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azul de tripan 4%. Finalmente, foi preparada uma suspenséo a com concentracao de
1,2 x 107 células/ml.

Para estabelecer a técnica e a quantidade de células tumorais, foi feito
previamente um estudo-piloto (Apéndice A). Para o in6culo das células tumorais cada
animal foi anestesiado por injecdo intraperitoneal com mistura de quetamina (100
mg/kg peso) e xilazina (10 mg/kg peso). Em seguida, a bolsa jugal esquerda foi
evertida e limpa com soro fisioldgico, e, entdo, foi realizada a inoculacao da suspensao
de células, subepitelial, no reticulo central, com seringa de insulina e agulha
hipodérmica, de aproximadamente 1,2 x 10° células de carcinossarcoma de Walker
em 0,1 ml de solucdo. O inoculo foi feito em area distante das fibras do musculo
retrator da bolsa que se inserem no seu ter¢co proximal, com o intuito de evitar o

contato com vasos linfaticos (Figura 3 - A, B e C).

Figura 3 — A — Bolsa jugal de hamster evertida e limpa. B — Inéculo de
suspensao de células tumorais de Walker na bolsa jugal. C — Inéculo

finalizado medindo menos de 1,0 cm.

3.3 Preparo e administracao de L-lisina e extrato de propolis vermelha

O aminoéacido L-lisina monocloridrato (CeH14aN202.HCI; CAS: 657-27-2,
FAGRON), de origem e procedéncia da China, foi administrado por gavagem em
solucdo aquosa na dose de 150 mg/kg de peso do animal (DORNELAS, 2009). A dose
diéria, calculada de acordo com a variacdo de peso semanal, foi diluida em agua
destilada no momento na administracao.

A proépolis in natura foi adquirida de fornecedor idéneo da cidade de Barra
de Santo Anténio — Alagoas, durante o més de junho. A extracdo etandlica foi realizada
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no Laboratorio de Biotecnologia e Produtos Naturais (LBPN) do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da UFC. O extrato etandlico de préopolis vermelha foi
obtido por extracao a frio em etanol 95%. Apds evaporacdo quase completa do etanol,

o extrato etandlico ‘méae’ foi estocado a 4°C (Figuras 4 - A, B, C, D, E, F e G).

Figura 4 — A — Prépolis vermelha in natura. B — Prépolis vermelha
triturada. C — Extrato etandlico de propdlis vermelha. D — Extrato
de prépolis evaporando o &lcool em rota-evaporador. E — Extrato
de propolis concentrado ap6s passar pelo rota-evaporador. F —
Extrato de propolis ap6s banho-maria. G - Extrato aquoso de

propdlis vermelha.

Fonte: Préprio autor.
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O extrato de propolis em goma arabica 1% foi administrado diariamente por
gavagem na dose de 200 mg/ 5ml/ kg peso (200mg de prépolis para 5 ml de goma
ardbica a 1% por kg de peso do animal) (BHADAURIA; NIRALA; SHUKLA, 2008;
SHULKA; BHADAURIA; JADON, 2004). A extracdo em solucdo aquosa de goma
ardbica a 1%, foi feita, semanalmente, a quente (com temperatura até 60°C), sob
agitacao.

A solucdo de goma arébica 1% na dose de 5,0 ml/kg de peso foi preparada

semanalmente, conforme variacdo do peso dos animais.

3.4 Captura de imagem para quantificacdo da angiogénese e do tamanho

tumoral

O implante tumoral foi fotografado no 11° dia apos o inoculo das células
tumorais. Nesse procedimento, com o animal anestesiado (xilazina 10 mg/kg +
guetamina 100 mg/kg), a bolsa jugal foi evertida, limpa com soro fisiolégico (Figura 5
- B). A bolsa jugal foi ressecada em sua base, utilizando-se bisturi elétrico (corte e
cautério), evitando esvaziamento dos vasos sanguineos que alimentavam o tumor
(Figura 5 - C). Ap6s esse procedimento foi feita a eutanasia com dose letal de
anestésico, aprofundando a anestesia.

Uma vez procedida a ressecc¢ao, o tecido da bolsa jugal foi fixado em uma
placa de Petri contendo um fundo branco emborrachado (Figura 5 - D e E). Em
seguida, o tecido foi posicionado para visualizagdo ao microscopio cirurgico (D.F.
Vascocellos M90, D.F. Vasconcellos S.A., Sdo Paulo — SP) (Figura 5 - F), com 0 eixo
da objetiva fixo em um angulo de 70° com o plano horizontal (Figura 6 — A e B). Foram
obtidas fotomicrografias panoramicas do inéculo tumoral com o aumento de 10x e
fotomicrografias dos quadrantes superiores direito e esquerdo e inferiores direito e
esquerdo com o aumento de 16x. As fotomicrografias foram obtidas por camera de
video analdgica (Hitachi VCC-151, Japan) acoplada ao microscéopio. Para o
armazenamento das imagens digitais, foi utilizado notebook com sistema de captura
de video (PixelView® PV-TV340P, Prolink Microsystem Corp., Taiwan) (Figura 5 - A).



Figura 5 — A — Estrutura para o procedimento de resseccdo e
fotografia do tumor. B — Bolsa jugal com tumor de Walker. C —
Cauterizacdo de vasos e resseccado da bolsa jugal com bisturi
elétrico. D — Abertura lateral da bolsa jugal para montagem. E —
Montagem a fresco do tecido em plano branco. F — Observacao do

tumor com microscopio esteroscopico.

Fonte: Proprio autor
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Figura 6 — A — Angulacéo da objetiva do microscépio cirargico.
B — Angulo de 70° com o plano horizontal.
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Fonte: Préprio autor.

Paulo — SP.

Microscopio cirargico D.F. Vascocellos M90, D.F. Vasconcellos S.A., Sao

o |

Apoés a analise ao microscopio, as bolsas jugais foram fixas em placas de
acetato. Em seguida, os tecidos foram submetidos a fixacdo em formalina tamponada
parafina.

10%. Apos 48 horas de fixacéo os tecidos foram clivados, processados e incluidos em

3.5 Area de vascularizagéo

A angiogénese tumoral do implante (Figura 7 - A) foi quantificada utilizando-

se um sistema que quantifica a resposta neovascular em imagens digitais, da peca

montada a fresco, dos quadrantes superiores direito e esquerdo e inferiores direito e
esquerdo (aumento 16x) (Figura 7 - B, C, D, E).

As imagens digitais de tamanho 1024 x 768 px foram reduzidas para 340 x
255 px com o software IrfanView e salvas no formato bmp, tamanho e formato

necessarios para operacdo do SQAN. Em seguida, as imagens de cada quadrante

segmentacao,

foram processadas com o software SQAN (Sistema de Quantificacdo de
selecdo da interessada (na

Angiogénese). O sistema do programa é composto por cinco moédulos principais:
regiao

imagem original), pré-processamento,
pos-processamento, quantificacdo da angiogénese (FECHINE-
JAMACARU, 2006). Com esse software, foi determinada area de vascularizacdo como

um parametro de quantificacdo da angiogénese (Figura 8 — A, B, C, D). Obteve-se a
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area vascular média (Avm) dos valores dos quadrantes, em pixels (px) e em termos

percentuais (%).

Figura 7 — A — Fotomicrografia do tumor em bolsa jugal panoramica (aumento

10x). B, C, D, E — Fotomicrografias dos quadrantes (aumento 16x).

Fonte: Proprio autor.



Figura 8 — A, B, C, D - Quantificagdo da area de vascularizagdo dos
quadrantes a partir das imagens digitais (aumento 16x) com o software
SQAN (Sistema de Quantificagdo de Angiogénese).
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Fonte: Proprio autor.
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3.6 Area e perimetro tumoral

A éarea e perimetro tumoral foram determinados em imagens digitais
panoramicas do tumor, com aumento de 4x, 6x ou 10x. As imagens foram capturadas
com camera acoplada ao microscopio cirdrgico e o aumento foi selecionado
dependendo da dimenséo tumoral.

As medidas de area e perimetro tumoral foram obtidas com o software livre
ImageJ/Fiji® (SCHINDELIN, et al. 2012) (Figura 9). As imagens digitais geradas pelo
programa de captura da camera fotografica acoplada foram, primeiramente,
submetidas a calibracdo de escala com base na imagem de régua milimétrica
capturada nos respectivos aumentos das imagens analisadas (4%, 6x ou 10x). No
procedimento de calibracéo, informa-se o valor em milimetros correspondente aos
pixels de uma reta tracada em cima de uma distancia conhecida da imagem em
aumento especifico (Figura 10). A calibracdo resultante desse procedimento foi
utilizada para todas as fotos do mesmo aumento, de modo que, para cada aumento
diferente, o programa foi recalibrado com o mesmo aumento. Uma vez feita a
calibracdo da escala, os tumores foram contornados com a ferramenta Freehand
selections e, em Set measurements, foram selecionadas as medidas Area e Perimetro
(Figura 11). Em seguida, na barra de ferramentas, em Analyze, foi selecionada a

opcao Measurement, para gerar os valores das medidas selecionadas.

Figura 9 — Ambiente ImageJ/Fiji.

| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
BHolzlol | ‘s o] ;
Joclol gl AlQ o)A mlwlulss]s] |-
[ GIRS 10Xbmp (75%)

10241768 piceis. RGB. IMB

(Fi Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-61/1 51n; Java 1.8.0_66 [64-bit]

Fonte: Préprio autor.




Figura 10 — Calibracdo da escala tracando
uma linha com a ferramenta ‘*straight™ sobre

uma distancia conhecida.
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Figura 11 — Area tumoral contornada com a
ferramenta Freehand selections e medidas

selecionadas.
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3.7 Variacao de peso corporal

Os animais foram pesados, semanalmente, durante todo o periodo
experimental. Foi calculada a variagdo de peso corporal, em termos percentuais,

conforme a formula (1).

Variagio de peso corporal (APc) = PeseFinal-Pesonicial 490 (1)

Peso final

3.8 Peso relativo dos érgaos

Apos a eutanasia dos animais, foram coletados pulméo, figado e baco. Os
orgaos foram pesados e fixados em formalina tamponada 10%. Posteriormente, foi
investigada a existéncia de metastase tumoral nesses orgaos.

O peso relativo, em termos percentuais, dos animais foi calculado com

relacéo ao peso vivo do animal do ultimo dia do experimento, conforme a formula (2).

Peso do 6rgao

Peso relativo do 6rgao = x 100 (2)

Peso vivo

3.9 Estatistica

As variaveis quantitativas (continuas e discretas) foram inicialmente analisadas
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, para verificar a normalidade da distribuicdo. Para
a estatistica descritiva, calcularam-se a média e o desvio-padrédo (dados
paramétricos). Em cada brago do estudo (grupos |, II, 1lI, IV e grupos V, VI, VII, VIII),
comparacdes entre os quatro grupos foram realizadas mediante o uso da analise de
variancia (ANOVA) para um fator, associada ao teste de comparac6es mdiltiplas de
Tukey, para verificar diferengcas entre 0s grupos aos pares ou do teste de Kruskal-
Wallis complementado pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn (varidveis nao

paramétricas).

Em todas as andlises, empregaram-se testes bicaudais, estabelecendo-se
o nivel de significancia em 5% (p < 0,05). O software GraphPad Prism versao 5.00
(GraphPad Software, San Diego, California, USA) foi utilizado tanto para a realizagao

dos procedimentos estatisticos como para a elaboracéo dos graficos.
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4 RESULTADOS

4.1 Exclusao de animais

Durante o experimento, foram excluidos ao todo seis animais por erro no
procedimento do inéculo tumoral, dos quais trés receberam o indculo muito préximo a
fibras musculares, ocasionando invasao da musculatura da maxila, e outros trés a
suspensao tumoral vasou, culminando em néao crescimento do tumor (Apéndice B).

N&ao houve mortalidade durante o periodo experimental.

4.2 Avaliacédo da angiogénese tumoral

4.2.1 Area de vascularizacio dos grupos |, Il, lll, IV

A avaliacdo da angiogénese, por meio da area vascular média (Avm) dos
guatro quadrantes, expressa em pixels (Figura 12) e em termos percentuais (Figura
13), mostrou diferenca estatisticamente significante entre o grupo | (propolis vermelha)
e grupo IV (controle), e entre o grupo Il (L-lisina) e grupo IV (controle), grupos tratados
por dez dias apos o in6culo tumoral. Os dados correspondem a média e ao desvio-
padrao das medicdes efetuadas em seis animais de cada grupo. A andlise de variancia
foi usada para comparar os quatro grupos, associada ao Teste de Comparacdes
Multiplas de Tukey.

Os valores de média e desvio-padréo de Avm, eXpressos em pixel e termos
percentuais, de medi¢des efetuadas em seis animais de cada grupo (I, I, lll e IV) e a
comparacdo dos grupos com analise de variancia, associada ao Teste de

Comparacdes Multiplas de Tukey, estdo na Tabela 1.
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Figura 12 — Area vascular média (Avm) dos quadrantes, expressa em pixels, dos

grupos I, 11, lll e IV, tratados por dez dias apds o in6culo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.

Legenda: Avm mensurada no grupo | (*p < 0,05) e no grupo Il (***p < 0,001) foi significantemente menor
gue Avm verificada no grupo IV.

Figura 13 — Area vascular média (Avm) dos quadrantes, expressa em termos

percentuais, dos grupos I, I, 1l e 1V, tratados por dez dias ap6s o in6culo tumoral.
251
+ l’;l - ——

< 201

©

S 151

o

)]

S 10+

P 1 Grupo | - Prépolis Vermelha

< 51 1 Grupo Il - L-lisina
1 Grupo Il - Goma Arébica
L1 Grupo IV - Agua

0 L] L] L] L]
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV

Fonte: Préprio autor.
Legenda: Avm mensurada no grupo | (*p < 0,05) e no grupo Il (***p < 0,001) foi significantemente menor
gue Avnm verificada no grupo IV.

Tabela 1 — Area vascular média (Avm) dos quatro quadrantes, expressa em pixels (px)
e em termos percentuais (%), dos grupos da prépolis (1), L-lisina (II), goma arabica (I11)
e agua (1V), tratados por dez dias ap6s o in6culo tumoral.

A Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV Significancia
VM Média = DP (n) Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVA)
Px 19598,79 + 575,473 19205,00 + 362,16° 19861,40 + 461,82 20352,58 + 256,53 b = 0,0015
(6) (6) (6) (6) ’

% 22,61+0,66%(6)  22,15+0,42° (6)  22,91+0,53(6) 23,47%0,29(6) p=0,0015

Fonte: Préprio autor.
Legenda: DP — Desvio-padrdo. n — Nimero de animais. As letras 3(p < 0,05), ®(p < 0,001) denotam
diferengas estatisticamente significantes em relagédo ao grupo IV.
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4.2.2 Area de vascularizac&o dos grupos V, VI, Vil e VIl

Na avaliacdo da angiogénese, por meio da determinacéo da area vascular
média (Avm) dos quatro quadrantes, expressa em pixels (Figura 14) e em termos
percentuais (Figura 15), dos grupos V, VI, VII, VI, tratados por 33 dias antes e dez
dias ap6s o indculo tumoral, ndo foi verificada diferenca estatisticamente significante
entre os grupos. Os dados correspondem a média e ao desvio-padrao das medi¢cdes
efetuadas em sete animais dos grupos V, VII e VIl e seis animais do grupo VI. A
analise de variancia foi usada para comparar os quatro grupos de tratamento,

associada ao Teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukey.

Figura 14 — Area vascular média (Avm) dos quadrantes, expressa em pixels, dos

grupos V, VI, VIl e VI, tratados por 33 dias antes e dez dias apos o inoculo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: N&o foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (F = 1,6958;
p = 0,1957).
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Figura 15 - Area vascular média (Avm) dos quadrantes, expressa em termos

percentuais, dos grupos V, VI, VIl e VIII, tratados por 33 dias antes e dez dias ap0s o
indculo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.

Legenda: N&o foram verificadas diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos (F = 1,6957;
p = 0,1958).

Os valores de média e desvio-padréo de Avm, expressos em pixel e termos
percentuais, de medi¢des efetuadas em sete animais dos grupos V, VIl e VIl e seis
animais do grupo VI e a comparacao dos grupos com analise de variancia, associada

ao Teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukey, estdo na Tabela 2.

Tabela 2 — Area vascular média (Avm) dos quatro quadrantes, expressa em pixels (px)
e em termos percentuais (%), dos grupos da propolis (V), L-lisina (VI), goma arabica
(VI) e &gua (VIII), tratados 33 dias antes e dez dias ap0s o inoculo tumoral.

A Grupo V Grupo VI Grupo VI Grupo VI Significancia
Vm  Média + DP (n) Média + DP (n) Média + DP (n) Média + DP (n) (ANOVA)

px 19580,21%419,96 19539,63 + 291,07 19980,23 + 480,86 19792,82+39377  _ 1957
(7) (6) () @) '

% 2258+048(7) 22,54+0,34(6) 2305+055(7) 22,83+0,45(7) p=0,1958

Fonte: Préprio autor.

Legenda: DP - Desvio-padrdo. n — Numero de animais. N&o foram verificadas diferencas
estatisticamente significantes entre 0s grupos.

A média de area vascular dos quatro quadrantes, expressa em pixels e em
termos percentuais, de cada animal dos grupos |, II, Ill, IV, V, VI, VII e VIII, esta no
Apéndice C.
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4.3 Avaliag&o do tamanho tumoral

4.3.1 Area e perimetro tumoral dos grupos |, I, I, IV

A avaliacdo do tamanho do tumor, por meio da determinacdo da area
tumoral (Ary) (Figura 16) e do perimetro tumoral (Pry) (Figura 17), expresso em mm?
e mm, respectivamente, dos grupos |, Il, lll e 1V, tratados por dez dias apds o inéculo
tumoral, ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Os
dados correspondem a média e ao desvio-padrao das medi¢cGes efetuadas em seis
animais de cada grupo. A andlise de variancia foi usada para comparar 0s quatro

grupos, associada ao Teste de Comparacdes Multiplas de Tukey.

Figura 16 — Area tumoral (Ary), expressa em mm?2, dos grupos |, II, lll e 1V, tratados

por dez dias apds o inéculo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: N&o foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (F = 1,6231;
p = 0,2156).
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Figura 17 — Perimetro tumoral Py, expresso em mm, dos grupos |, Il, lll e 1V, tratados

por dez dias ap6s o indculo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (F = 0,7818;
p = 0,5180).

Os valores de média e desvio-padrao da area (Atu) e do perimetro (Pru)
tumorais, expressos em mm? e mm, respectivamente, de medicdes efetuadas em seis
animais de cada grupo (I, II, lll e 1V), e a comparacdo dos grupos com analise de
variancia, associada ao Teste de Comparacdes Mdultiplas de Tukey, estdo na Tabela
3.

Tabela 3 — Area tumoral (Atu) e perimetro tumoral (P1y), expressos em mm?2 e mm,
respectivamente, dos grupos da propolis (1), L-lisina (I1), goma arabica (I1l) e agua (I1V),
tratados por dez dias apos o inéculo tumoral.

Tamanho Grupo | Grupo Il Grupo lli Grupo IV Significancia

do tumor \gdia +DP (n)  Média = DP (n) Média+DP (n)  Média+=DP (n) (ANOVA)

At 64,34 + 42,46 (6) 145,18 + 168,49 (6) 120,59 * 115,52 (6) 200,35 * 59,57 (6) p = 0,2156
Prv 69,90 39,57 (6) 99,90 + 43,96 (6) 82,12 +43,68 (6) 97,54 % 25,77 (6) p = 0,5180

Fonte: Préprio autor.
Legenda: DP - Desvio-padrdo. n — Numero de animais. Ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos.
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4.3.2 Area e perimetro tumoral dos grupos V, VI, Vil e VIl

Na avaliacdo do tamanho do tumor, por meio da determinacdo da area
tumoral (Ary) (Figura 18) e do perimetro tumoral (Pry) (Figura 19), expresso em mm?
e mm, respectivamente, dos grupos V, VI, VIl e VIII, tratados por 33 dias antes e dez
dias apés o inoculo tumoral, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos de tratamento e seus respectivos controles. Os dados
correspondem a média e ao desvio-padrao das medi¢cBes efetuadas em sete animais
dos grupos V, VIl e VIII e seis ratos do grupo VI. A andlise de variancia foi usada para
comparar 0os quatro grupos de tratamento, associada ao Teste de Comparagdes
Multiplas de Tukey.

Figura 18 - Area tumoral (Aty), expressa em mm?2, dos grupos V, VI, VI e VIII, tratados

por 33 dias antes e dez dias ap0s o indculo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: Aty — area tumoral. Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos (F = 1,3891; p = 0,2713).
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Figura 19 — Perimetro tumoral (P1y), expresso em mm, dos grupos V, VI, VIl e VIII,

tratados por 33 dias antes e dez dias ap0s o in6culo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.
Legenda: Pty - perimetro tumoral. Constatou-se que o perimetro tumoral mensurado no grupo VI (**p <
0,01) e no grupo VIII (*p < 0,05) foi significantemente menor que o verificado no grupo VII.

Os valores de média e desvio-padrdo da area (Aru) € do perimetro (Pry)
tumorais, expressos em mm? e mm, respectivamente, de medicdes efetuadas em sete
animais dos grupos V, VIl e VIII e seis animais do grupo VI, e a comparacdo dos
grupos com analise de variancia, associada ao Teste de Comparacdes Mdltiplas de

Tukey, estdo na Tabela 4.

Tabela 4 — Area tumoral (At.) e perimetro tumoral (P1y), expressos em mm?2 e mm,
respectivamente, dos grupos da prépolis (V), L-lisina (VI), goma arabica (VIl) e 4gua
(VIIN), tratados por 33 dias antes e dez dias apds o indculo tumoral.

Tamanho Grupo V Grupo VI Grupo VI Grupo VI Significancia

do tumor  iedia + DP (n) Média + DP (n) Média + DP (n) Média + DP (n) (ANOVA)

At 134,25+ 112,83 (7) 80,49 + 25,34 (6) 81,92 26,28 (7) 73,13+ 34,63 (7) p=0,2713

Pro 71,75+ 30,03 (7) 55,62+ 12,05 (6)* 101,00 + 17,92 (7) 68,07 + 15,02 (7)° p = 0,0035

Fonte: Préprio autor.
Legenda: DP — Desvio-padrdo. n — Ndmero de animais. As letras 2(p < 0,01) e °(p < 0,05) denotam
diferencas estatisticamente significantes em relagédo ao grupo VII.
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Os valores de area e perimetro tumorais, de cada animal dos grupos |, I,
1, 1V, V, VI, VIl e VIII do estudo estdo, no Apéndice D.

4.4 Variacdo de peso corporal e peso relativo dos 6rgéos

A variacdo de peso corporal, em termos percentuais, bem como o peso
relativo dos 6rgédos, dos grupos | (prépolis vermelha), Il (L-lisina), Il (goma arabica) e
IV (Agua), tratados por dez dias ap0ds o in6culo tumoral, estdo na tabela 5. Os dados
correspondem a média e ao desvio-padrdo dos pesos de seis animais de cada grupo.
Foi usada andlise de variancia para comparar 0s quatro grupos, associada ao Teste
de Comparacdes Multiplas de Tukey ou ao Teste de Kruskal-Wallis, complementado

pelo Teste de Comparac¢des Multiplas de Dunn (variaveis ndo paramétricas).

Tabela 5 — Variagao de peso corporal (AP¢) e relativo do pulméo (Pp), figado (Pr) e
baco (Pg), dos grupos da prépolis (1), L-lisina (Il), goma arabica (Ill) e agua (1V),
tratados por dez dias apos o inéculo tumoral.

Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Significancia

PeSO  \isdia+DP(n) Média+DP (n) MédiatDP (n) Média+DP(n)  (ANOVA)

AP,  2,49+1,68°(6) 12,59+6,38°°(6) 552+1,67(6) 4,03+244(6)  p=0,0005

Pr 0,54+0,098(6) 0,54+0,000(6) 0,64+0,071(6) 050+0,15() P~ 01562

Pe 32+0,70(6)  4,0£0,409(6) 2,9 0,42 (6) 3,2+ 0,76 (6) p =0,0440

P 027+0049(6) 023£0,044(6) 027+0071(6) 023+0,073(6) P~ 05210

Préprio autor.

Legenda: DP — desvio-padrdo. As letras 3(p < 0,0005), °(p < 0,01), °(p < 0,005) e %(p < 0,05) representam
diferencas estatisticamente significantes em rela¢éo ao grupo ao grupo Il, grupo Ill, grupo 1V, e grupo
11, respectivamente. N&o houve diferenca estatisticamente significante com rela¢éo ao peso do pulméo
e do baco (F=1,9 e F=0,78, respectivamente).

A variacdo de peso corporal, em termos percentuais, bem como o peso
relativo dos 6rgaos, dos grupos V (propolis vermelha), VI (L-lisina), VII (goma arébica)
e VIl (agua), tratados por 33 dias antes e dez dias apos o indculo tumoral, estdo na
tabela 6. Os dados correspondem a média e ao desvio-padrdo dos pesos de sete

animais dos grupos V, VIl e VIII e de seis animais do grupo VI. Foi usada Andlise de
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Variancia para comparar os quatro grupos, associada ao Teste de Comparacdes

Multiplas de Tukey.

Tabela 6 — Variagao de peso corporal (AP.) e peso relativo do pulmao (Pp), figado (Pr)
e baco (Pg), dos grupos da prépolis (V), L-lisina (VI), goma arabica (VII) e agua (VIII),
tratados por 33 dias antes e dez dias ap0s o in6culo tumoral.

Grupo V Grupo VI Grupo VI Grupo VI Significancia

PeSO  MeédiatDP(n)  Média+DP (n) Média+DP (n) Média=DP(n)  (ANOVA)

AP.  27,38+516(7)  32,06+3,30°(6) 2554+270(7) 22,78+541(7) p=0,0070
Po 0,57+0,070°¢(7) 0,66+0,11(6) 0,74+ 0,067 (7) 0,71L+0,053(7) P =0.0018
Pr 4,0 0,29 (7) 44+035(6) 43+034(7) 4,0+045(7)  p=0,1549

Ps 0,23 £0,030¢(7) 0,26+ 0,035° (6) 0,45+0,12'(7) 0,33+0,062(7)  p <0,0001

Proéprio autor.

DP — Desvio-padr&o. As letras 2(p < 0,005), ®(p < 0,005), (p < 0,01), %(p < 0,0001) e ¢(p < 0,001) e f(p <
0,05) representam diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo VIIl, grupo VII, grupo
VIII, grupo VII, grupo VII e grupo VIlI, respectivamente. Ndo houve diferenca estatisticamente
significante com relacdo ao peso do figado (F=1,9).

Os pesos individuais dos animais de cada grupo estdo no Apéndice E,
enquanto pesos do pulméo, figado e baco de cada animal estdo no Apéndice F.
Graficos complementares sobre a variacdo de peso estdo no Apéndice G. A curva de

ingesta das substancias administradas esta no Apéndice H.
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5 DISCUSSAO

A vascularizacdo desempenha papel importante em muitas areas de
estudo, como aterosclerose, reparo tecidual, desenvolvimento, inflamacéo, doencas
cronicas e, principalmente, no cancer. O estudo da neovascularizacdo aufere cada
vez mais atencdo dos cientistas e, atualmente, ja estdo claras muitas das
caracteristicas sobre a regulacdo do crescimento dos vasos sanguineos, tanto no
desenvolvimento e na fisiologia normal do organismo, como em sua condi¢ao
patolégica. Algumas terapias para induzir ou inibir a angiogénese ja foram
desenvolvidas, como o bevacizumab, um inibidor do VEGF, e os bloqueadores dos
dominios da tirosina-quinase dos receptores na superficie das células vasculares
(BIKFALVI, 2017). Nos tecidos tumorais, que contém ceélulas ndo transformadas e
componentes de matriz, em adicao as ceélulas transformadas tumorais (caracteristica
da heterogeneidade tumoral), varios fatores interagem a nivel molecular e celular,
dentro do que € chamado de microambiente tumoral. Esse microambiente inclui
células do sistema imunologico e inflamatérias, células do estroma, bem como as
células endoteliais. Em conjunto, essas podem promover o0 crescimento tumoral em
todos os estadios da carcinogénese (BRUNO et al., 2014).

Uma série de modelos para investigar a angiogénese tumoral ja foi
desenvolvida, porém o modelo ideal deve se aproximar de condi¢cdes reais em que 0
evento ocorre. Os principais modelos para o estudo da angiogénese sdo: ensaios in
vitro 2D e 3D, ensaios ex-vivo, ensaio in vivo de implante de esponja, implante de
matrigel, bolsa de ar dorsal, camara transparente, Angiomouse® para estudo de
tumores ortopicos, janela de mesentério, membrana corioalanatoica (CAM),
membrana de saco vitelino, angiogénese em cornea, Zebrafish, implante de tumor em
tela subcutanea e bolsa jugal de hamster. Cada modelo desse traz uma série de
variacbes que visam a viabilizar o acesso ao acompanhamento in vivo e a
guantificacdo, bem como adaptacdo a varias situacbes em que o processo de
angiogénese esta envolvido.

Assim também o presente estudo é um modelo animal de bolsa jugal de
hamster para estudar angiogénese tumoral. Inicialmente foi necessério estabelecer o
modelo tumoral com o carcinossarcoma de Walker, obtendo-se uma quantidade
minima de células tumorais necessarias para o crescimento tumoral. A bolsa jugal,

por ter funcdo de armazenamento de alimentos, sofre constantemente estresse
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mecanico, o que pode influenciar no crescimento tumoral e também na angiogénese,
mas isso ocorre igualmente em todos 0s animais de todos os grupos. A formacao de
edema no local do in6culo evitou o vazamento do liquido e, assim, garantiu a
viabilidade do modelo. Todos esses fatores, bem como a prépria genética de cada
animal, j& que ndo foram usados animais singénicos, contribuiram para a variagdo no
crescimento tumoral entre os animais. I1sso é observado também quando se induz
carcinogénese quimica, em que os animais normalmente exibem diferencas na
evolugédo na formagé&o do tumor e alguns nao desenvolvem tumores, embora recebam
a mesma dose de carcindégeno injetavel.

A execucdao do procedimento de indculo foi feito de modo bastante delicado
para evitar possiveis acidentes, como vazamento da suspensao tumoral e indculo
muito proximo de fibras musculares. Acidentes, no entanto, ocorreram em alguns
casos e esses animais foram excluidos do experimento, pois resultou em nao
crescimento do tumor ou invasao local do tumor, respectivamente. Estes acidentes
podem ser explicados pela curva de aprendizado. Foram excluidos do estudo ao todo
seis animais, sendo cinco pertencentes ao grupo ll, trés em que o tumor nao cresceu
e dois que o tumor invadiu, e um do grupo VI, em que o tumor invadiu. Ocorreu,
entretanto, 100% de pega em todos os outros animais do estudo.

O modelo aqui descrito otimizou um outro de implante de fragmentos de
carcinossarcoma de Walker em bolsa jugal de hamster (SMITH, 1969), ja que,
conforme relatos do proprio autor, a ndo padronizacdo do numero de células pode
levar a variacdes, gerando viés quando avaliada a evolucao tumoral.

Em um grupo-piloto, realizado previamente ao experimento, foram
determinados o niamero minimo de células necessarias para o crescimento tumoral e
o0 tempo de crescimento adequado em bolsa jugal de hamster. Esse tempo
corresponde ao periodo de morbimortalidade do tumor descrito na literatura.

O procedimento de cauterizacdo dos vasos sanguineos com bisturi elétrico
no ponto de fixacdo da bolsa jugal a cavidade oral do animal, com manutencéo do
sangue em seu interior, bem como a montagem a fresco e a fixagdo em fundo branco
da bolsa jugal, para a captacdo de imagens dos vasos em microscopio
estereoscoépico, constituiu um novo método criado para a quantificacdo da
angiogénese em bolsa jugal de hamster em imagens digitais.

Estudos que utilizaram o modelo de bolsa jugal como modelo para o estudo

da angiogénese e da carcinogénese quimica induzida por DMBA avaliaram a
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neovascularizacao por meio de alteragbes da expressao de componentes de vias de
sinalizacdo de angiogénese tumoral) (PRIYADARSINI et al., 2009; NAGINI et al.,
2012; KAVITHA et al.,2014; ZAID et al., 2016). Também foi avaliada a densidade
celular (contagem manual), como parametro para mensurar a forca de compressao
local nas paredes externas dos vasos, e a morfologia dos vasos, por meio dos
parametros area, perimetro e propor¢cado (P) entre os diametros maior e menor em
cortes histolégicas (com software ImageJ) (PADERA et al., 2004; AROMANDO et al.,
2014), onde P é considerado um indicador de grau de compressdo vascular,
caracteristica comum dos vasos neoplasicos, de modo que P igual a 1 representa um
circulo perfeito e um vaso sem compressao (HAGENDOORN et al., 2006; PADERA
et al., 2004; URSO et al., 2016). Esses estudos, porém, ndo avaliaram a angiogénese
por meio de imagens digitais capturadas em microscopio esteroscopico de tecido
montado a fresco, como neste experimento.

O software SQAN, para avaliacdo da angiogénese por meio da andlise de
imagens digitais capturadas de tecido in vivo, com camera acoplada ao microscopio
esteroscopico, ja foi utilizado em modelo de cornea de coelho (FECHINE-JAMACARU,
2006; RIBEIRO et al.,, 2012) e em implante subcutaneo de tumor de Walker
(MORANO, 2009), para quantificacdo da angiogénese de maneira pratica e rapida.
Esse método de analise morfométrica da rede vascular em modelos de céncer
experimental foi validado (FECHINE-JAMACARU, 2018).

A comparacao entre os valores de area vascular média (Avm), expressa em
pixels (px) e em termos percentuais (%), mostrou que a angiogénese tumoral foi
significativamente inibida apenas nos grupos tratados, por dez dias apos o inéculo
tumoral, com propolis (grupo I, p < 0,05) e L-lisina (grupo Il, p < 0,001), quando
comparados ao controle (grupo 1V).

A comparacgdo entre os valores de Avm (px e %) dos grupos V (propolis
vermelha), VI (L-lisina), VII (goma arabica) e VIII (agua), que receberam as
substancias por 33 dias antes e dez dias ap6s o inoculo tumoral, ndo mostrou
diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos.

A prépolis vermelha brasileira de Alagoas, utilizada no estudo, foi
submetida a investigacdo da sua atividade antioxidante, usando o método de
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), mostrando resultados
superiores ao do padréo vitamina C para o extrato etandlico e para as fracbes de

acetato de etila e de metanol. Também foram isoladas do extrato etandlico de prépolis
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vermelha quatro isoflavonas (2’-hidroxi-4’,7-dimetoxiisoflavana, 2’,7-di-hidroxi-4’-
metoxiisoflavana, 4’ 7-di-hidroxi-2’-metoxiisoflavana e 2’ 4’-di-hidroxi-7-
metoxiisoflavana), uma chalcona (2',4’,4-tri-hidroxichalcona) e um triterpeno (lup-
20(29)-en-3-0l), j& conhecidos na propolis vermelha (LEMOS et al., 2018). Além disso,
o estudo dos compostos fixos da fracdo hexanica da prépolis revelou a existéncia de
trés ésteres, o hexadecanoato de metila (15,20%), o tetracosanoato de metila
(10,40%) e o octadecanoato de metila (2,39%). E o estudo de determinacdo de fendis
totais no extrato etandlico de prépolis vermelha exibiu um teor de compostos fendélicos
de 133,3 + 4,35 mg de EAG/g de amostra (AGUIAR, 2015). Esses dados deram
suporte a utilizacdo do extrato de prépolis vermelha na investigacdo de sua possivel
atividade antiangiogénica.

A atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos da amostra de
propolis utilizada neste estudo mostraram-se semelhantes ao que foi relatado na
literatura (FROZZA et al., 2013). Os efeitos antioxidantes de prépolis vermelha foram
atribuidos as chalconas e isoflavonoides que atuam como doadores de elétrons
(RIGHI et al., 2011). A atividade antioxidante de variados tipos de propolis e de seus
compostos pode conferir efeito protetor em distintos contextos (DORNELAS et al.,
2014; BARBOSA BEZERRA et al., 2017; BARBOSA et al., 2016; NAKAJIMA et al.,
2007, 2009).

Diversos tipos de propolis mostraram atividade antiangiogénica in vitro e in
vivo (MENEGHELLI et al., 2013; SFORCIN, 2016). Em estudo com cancer de bexiga
induzido por BBN, o tratamento com propolis verde extraida em L-lisina reduziu a
densidade microvascular nos carcinomas de bexiga, quando comparado ao grupo-
controle que recebeu apenas o carcindgeno (DORNELAS et al., 2012a). O artepilin C
(ARC) na propolis verde brasileira mostrou atividade antiangiogénica (AHN et al.,
2007). A propolis vermelha chinesa preveniu angiogénese induzida por VEGF em
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECS), diminuindo a formacéo de
tubo, proliferacdo e migracdo (IZUTA et al., 2009). Prépolis coreana inibiu a
angiogénese, tanto em ensaios in vitro como em modelos in vivo (PARK et al., 2014).

Em estudos in vivo, no entanto, com extrato de polifendis de propolis verde
(principais compostos artepilin C, pinocembrin, kaempferol), marrom (principais
compostos pinocembrin, éster fenetil de acido caféico, quercetin, galangin) e vermelha
(principais compostos 3-hidroxi-8,9-dimetoxiptecarpan, medicarpi, daidezin), foi

observado que o extrato de polifendis de prépolis vermelha foi 0 mais efetivo na
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reducdo de lesdes ateroscleroticas, em modelos de lesdes ateroescletoricas iniciais
(IAL) e avancadas (AAL), por maio de mecanismos que induzem a modulacdo da
inflamacé&o e de fatores angiogénicos. O extrato de polifendis de propolis vermelha no
modelo de IAL diminuiu a expressao de genes angiogénicos angiopoietina | e I, FGF,
PDGF, VEGF, MMP-9, molécula de adesao celular endotelial plaquetaria (PECAM-1)
e aumentou a expressao de TIMP-1 e, no modelo de AAL, diminuiu a expresséo de
PDGF, VEGF, MMP-9, PECAM-1 e aumentou a expressdo de TIMP-1. Também
modulou a expressado de genes aterogénicos, diminuiu as lesdes ateroscleréticas e
melhorou o perfil lipidico, tanto em AIL icomo AAL (DALEPRANE et al., 2012a). Nesse
estudo, os autores atribuem a intensa acdo da prépolis ao seu conteudo rico em
polifendis. Tal agdo, todavia, foi observada em um processo inflamatério e ndo em
cancer.

Na extracdo da propolis vermelha deste estudo, foi utilizado etanol e, em
seguida, solucdo aquosa de goma arabica a 1%. O extrato resultante mostrou efeito
antiangiogénico.

O extrato de polifendis de propolis vermelha mostrou efeito
antiangiogénico, preveniu a migracao de células endoteliais e diminuiu a diferenciacéo
de células-tronco embrionarias em células CD-31-positivas (in vitro), reduziu o
brotamento de células endoteliais (ex vivo) e diminuiu a formacdo de novos vasos
sanguineos (in vivo). Além disso, em condi¢cdes de hipoxia in vitro, o extrato de
polifendis de propolis vermelha suprimiu a expresséo da proteina Cdc42 (relacionada
a diminuicdo de pVHL), aumentou a expressao de pVHL (degrada fator induzido por
hipdéxia - HIF-1a) e, consequentemente, reduziu o acumulo de HIF-1a, suprimindo a
expressdo dos genes VEGF, ADM e GLUTL1 (genes importantes na adaptacdo a
hipéxia e regulados primariamente por HIF-1a) (DALEPRANE et al., 2012b). Foi
considerado o fato de que a propolis vermelha tem efeito quimioprotetivo por atenuar
angiogénese.

A proépolis vermelha tem efeito antioxidante, pode reduzir VEGF e também
HIF-1a. A relac&o entre o estresse oxidativo e angiogénese esta bem estabelecida, e,
também, a relacdo entre estresse oxidativo e hipoxia tumoral (DALEPRANE;
ABDALLA, 2013). Hip6xia pode influenciar angiogénese, resposta a tratamentos e
metastase tumoral; HIF-1 é um fator de transcricdo que contém as subunidades HIF-
1a e HIF-1B, que podem se heterodimerizar e ligar-se a regides promotoras de genes

envolvidos com angiogénese, adaptagdo metabdlica a hipoxia, resisténcia ao estresse
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oxidativo e aumento de propriedades invasivas (DEWHIRST, 2009). A correlagéo
entre o efeito antiangiogénico de propolis com sua atividade antioxidante foi relatada
em estudo in vitro com células endoteliais HUVEC, em que compostos isolados de
propolis com maior efeito antiangiogénico mostraram maior atividade antioxidante,
sugerindo também que a atividade angiogénica de flavonoides também depende de
sua estrutura quimica (AHN et al., 2009).

A propolis vermelha mostrou propriedade anti-inflamatérias com diminui¢éo
da regulacao de fator nuclear p(NF)-kB e redugao de citocinas fator de crescimento
transformador (TGF)-B, TNF-q, interleucina (IL)-6, IL-18 (BUENO-SILVA, 2016;
CORREA et al., 2017), fatores que sdo importantes na angiogénese.

Quercetin e luteolin, flavonoides comumente encontrados na propolis
vermelha, bem como derivado de quercetin e luteolin, exibiram efeito antiangiogénico
por interferirem com a via de sinalizacdo VEGF/VEGFR2 (PRATHEESHKUMAR et al.,
2012a, 2012b; RAVISHANKAR et al., 2015).

Estudos com polifendis de diversas fontes mostraram que sua ingestéao
pode reduzir a incidéncia de doencas associadas com o aumento da angiogénese,
como o cancer (OAK et al., 2005; RASHIDI et al., 2017; SAGAR; YANCE; WONG,
2006).

Ja comrelacao a L-lisina, a densidade microvascular dos tumores de ratos
gue receberam carcindégeno e L-Lisina, concomitantemente, por 40 semanas foi
significantemente maior quando comparada ao grupo-controle, sendo questionado por
aqueles autores se a angiogénese poderia ter gerado tumores maiores e mais
invasivos observados no estudo. O dobro da dose de L-lisina administrada 18
semanas apos a ultima semana de administragdo do carcin0geno, ndo mostrou,
todavia, efeito na densidade microvascular (DORNELAS et al., 2012a). Os achados
deste estudo vao de encontro aos achados desses pesquisadores.

Ja em outro estudo, o tratamento com L-lisina mostrou efeito antioxidante,
com inibicdo de IL-6, reducdo de manolaldeido (MDA) e NO, e aumento de enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase, em modelo de
pancreatite in vivo (AL-MALKI, 2015). Por outro lado, a administracdo de altas doses
de L-lisina (2,0 g/kg) induz pancreatite necrosante aguda severa, mostrando efeito
danoso seletivo em mitocéndrias do péancreas, ndo tendo efeito danoso em
mitocOndrias do figado. Os autores discutiram que isso decorreu das diferencgas entre

mitocéndrias desses 6rgéos (BICZO et al., 2011).
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Com efeito, observa-se que a dose e o tempo de tratamento, bem como a
seletividade de acéo, tém influéncia sobre o efeito da L-lisina.

Quanto a avaliagdo do tamanho tumoral em plano Unico, por meio da area
tumoral Aty (mm?) e do perimetro tumoral Pty (mm), ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos experimentais de propolis e L-lisina e
seus respectivos controles. Esses resultados, todavia, refletem o tamanho da
superficie do tumor em plano Unico, e sabe-se que, apesar da diminuta espessura,
alguns tumores se mostravam a imagem estereoscépica um pouco mais espessos do
que outros.

Ha, principalmente, trés tipos de propolis que contém componentes
antitumorais totalmente diferentes: éster fenetil de acido cafeico (CAPE) de prépolis
verde, ARC de prépolis verde brasileira e alguns constituintes da prépolis vermelha
brasileira (MESSERLI et al., 2009). O extrato de propolis verde brasileira inibiu a
carcinogénese de bexiga induzida por BBN em ratas, quando administrada 30 dias
antes do carcinogeno (DORNELAS et al., 2012b).

Extrato metandlico de propolis vermelha brasileira e (6aR,11aR)-3,8-di-
hidroxi-9-meto-xipterocarpan (composto isolado da prépolis vermelha) mostraram
citotoxicidade para células de cancer de pancreas humano PANC-1 em condicéo de
privacao nutricional, sendo o mecanismo de morte celular por uma via ndo apoptotica
com mudancas morfoldgicas do tipo necroéticas, ndo acompanhado de fragmentacao
de DNA (AWALE et al., 2008).

Prépolis vermelha in vitro induziu apoptose em linhagem de célula de
cancer de mama (MCF-7) (KAMIYA et al., 2012), mostrou atividade citotoxica em
linhagens de células tumorais humanas (HeLa e Hep2) (FROZZA et al., 2013), em
células de carcinoma de bexiga humano (linhagem 5637) (BEGNINI et al., 2014), em
células cancer de prostata PC-3 (ZHANG et al., 2014) e linhagens SF-295, OVCAR-8
e HCT-116 (de MENDONCA et al., 2015).

Também foi estudado o efeito na expressao diferencial de proteinas em
células tumorais Hep-2 in vitro, apds tratamento com prépolis vermelha, havendo-se
identificado a regulacdo de proteinas envolvidas, direta ou indiretamente, nos
mecanismos de sinalizacdo de células cancerosas (FROZZA et al., 2014; DA SILVA
FROZZA et al., 2016).

Compostos isolados ou fracbes da propolis vermelha contendo

formononetin, biochanina A, mucronulatol, liquiritigenin, xantoquimol, (2S)-7-hidroxi-6-
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metoxiflavanone, vestitol, neovestitol, dentre outros, mostraram atividade
antiproliferativa, podendo ter efeitos mais expressivos quando comparados ao extrato
de propolis vermelha (LI et al., 2008; HU; XIAO, 2015; FROZZA et al., 2017;NANI et
al., 2018).

A propolis vermelha, em tratamentos in vivo, exibiu efeito modulador na
formacao, diferenciagdo e progresséo de carcinoma de células escamosas induzido
por 9,10-dimetil-1,2-benzatraceno (DMBA) (PINHEIRO et al., 2014), e, também, in
vivo, inibiu crescimento de carcinoma oral de células escamosas induzido por DMBA,
com efeito quimiopreventivo na progressao de displasia epitelias para invasao de
carcinoma de células escamosas de cavidade oral (RIBEIRO et al., 2015).

Esses estudos mostram, no entanto, que o0s testes in vitro exibem
resultados mais satisfatorios do que os estudo in vivo, ja que o efeito citotoxico de
prépolis vermelha ou de componentes isolados pode chegar a 100%, enquanto o
efeito de inibicdo do crescimento tumoral in vivo dos estudos citados ndo chega a
50%. Alguns fatores podem ser responsaveis por essa diferenca, como o metabolismo
e as interacdes fisiopatoldgicas das substancias administradas no organismo. O
extrato de propolis mostrou efeito antioxidante in vivo, enquanto polifendis de propolis
(antioxidantes in vitro) administrados isolados, n&do tiveram o mesmo resultado. Tal
efeito ocorre em razdo da baixa absorcdo desses polifendis quando administrados
isoladamente, porém esses polifendis tém maior biodisponibilidade quando
administrados no extrato de propolis (BOUFADI et al., 2018).

Nos resultados deste estudo mostramos o efeito anti-angiogénico do
extrato de propolis vermelha, mas ndo se sabe qual composto ou quais compostos
foram responsaveis por tal efeito. Compostos isolados ou fracBes da prépolis
vermelha concentrados teriam efeito anti-angiogénico e/ou anti-tumoral mais
expressivo no carcinossarcoma de Walker em bolsa jugal de hamster?

Variados tipos de extracdo da propolis, e mesmo as variacdes na
composicdo de amostras de propolis distintas podem influenciar em sua atividade,
bem como a variacdo de modelos para o estudo do cancer pode conduzir a resultados
diversos.

Além disso, ja foi mostrado que extratos de prépolis e polifendis de vérias
fontes podem exibir duplo efeito, dependendo da concentracdo e também da
seletividade em sua acao, por exemplo, tento efeito citotoxico contra células de cancer

e ndo contra células normais. De Mendonca et al. (2015), em estudo com
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citotoxicidade de linhagens de células tumorais in vitro, observaram que a prépolis
vermelha mostrou efeito citoprotetor, em concentracdes até 12,5 ug/ml, e efeito
citotdxico em concentracdes de 20 ug/ml e 50 ug/ml, quando comparado ao controle
negativo, sugerindo que o efeito citoprotetor de doses mais baixas decorre da
atividade antioxidante da propolis.

Alguns estudos mostram a acéo significativa de extrato de prépolis como
adjuvante em tratamento quimioterapico, mostrando efeitos protetivos apenas para
células normais (BENKOVIC, 2008; ORSOLIC et al., 2010).

Em estudo de inducdo de criptas aberrantes por 1,2-dimetil-hidrazina
(DMH) foi constatado que, apesar de o extrato de prépolis néo ter efeito na formacéo
dos focos de criptas aberrantes, modulou o dano ao DNA induzido pelo DMH em
concentracdo mais alta, e em concentracdes mais baixas, reduziu o dano ao DNA (de
LIMA et al., 2005).

Um estudo com extrato de propolis portuguesa evidenciou que
concentracfes mais baixas tem efeito antigenotéxico, enquanto concentracdes mais
elevadas tém efeito genotoxico, o que se correlaciona com a citotoxicidade de altas
concentracbes de extrato. Este duplo efeito pode ser explicado pela acédo de
compostos que interferem na sintese de DNA e / ou a proliferacéo celular, juntamente
com antioxidantes (CRUZ et al. 2016).

Os resultados observados neste estudo ndo descartam a possibilidade de
a propolis ter efeitos antitumorais. Uma variagcdo do método de extracdo da propolis
poderia levar a resultados diferentes dos observados? Uma concentracdo maior do
extrato de propolis vermelha teria efeito antitumoral para o carcinossarcoma de Walker
no modelo de bolsa jugal de hamster? Obter um extrato concentrado de polifendis
seria efetivo contra o crescimento de tumor de Walker em bolsa jugal de hamster? Um
tempo de tratamento mais prolongado poderia levar a outros resultados?

Em estudo experimental de cancer de bexiga induzido por BBN, todos os
animais tratados com L-lisina, concomitantemente, com o carcindgeno,
desenvolveram carcinomas mais invasivos quando comparados aos animais do
grupo-controle. Os animais que receberam, no entanto, somente a L-lisina por 40
semanas nao desenvolveram cancer, indicando que a dose administrada ndo induz a
carcinogénese, mas pode promové-la (DORNELAS et al., 2012b).

Além disso, a L-lisina mostrou protecdo contra genotoxicidade, em medula

0ssea e sangue periférico, guando administrada, concomitantemente, com o BBN, e
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reverteu o efeito genotdéxico do BBN, quando administrada semanas apds o
carcinébgeno (DORNELAS et al, 2014).

L-lisina n&o mostrou, no entanto, promogao da carcinogénese em modelos
de carcinogénese de bexiga em ratos submetidos a ureterossigmoidostomia e
vesicosigmoidostomia (DORNELAS et al.,, 2016; SANTOS et al., 2016). L-lisina,
entretanto, acelerou o desenvolvimento de metaplasia transicional em epitélio
intestinal em ratos submetidos a cistoplastia colovesical (SANTOS et al., 2017).

A literatura relata ‘duplo efeito’ ou ‘seletividade’, tanto para a propolis como
para a L-lisina, em contextos distintos, e dependente de dose.

Com relagdo ao peso dos animais, L-lisina aumentou significativamente a
variacao de peso corporal do grupo Il (p < 0,005) e do grupo VI (p < 0,005), quando
comparados aos seus respectivos controles (grupos 1V e VIII). Ja com relagéo ao peso
relativo dos orgaos, apenas o grupo experimental V (p < 0,01) houve diferenca
estatisticamente significante do peso relativo do pulméo (Pp), quando comparado ao

seu respectivo grupo-controle (grupo VIII).
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6 CONCLUSOES

O modelo de in6culo de carcinossarcoma de Walker foi estabelecido com
cem por cento de pega tumoral no subepitélio jugal.

O método de exposicdo da bolsa jugal para captacdo de imagens digitais
para a quantificacdo da angiogénese mesoscépica e da area e perimetro tumoral, em
plano unico, foi criado com sucesso.

A propolis vermelha inibiu a angiogénese em carcinossarcoma de Walker
em subepitélio de bolsa jugal de hamster, quando administrada apés o indculo
tumoral.

A L-lisina inibiu a angiogénese em carcinossarcoma de Walker em
subepitélio de bolsa jugal de hamster, quando administrada apos o in6culo tumoral.

N&o foram encontrados efeitos da propolis vermelha e da L-lisina sobre a

area e perimetro tumoral do carcinossarcoma de Walker.
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Consideracg®es finais

Neste estudo foram avaliados os efeitos da propolis vermelha e da L-lisina
na angiogénese tumoral e no carcinossarcoma de Walker implantado em bolsa jugal
de hamster. Para isso, foi criado e estabelecido um modelo de estudo da angiogénese
tumoral de inéculo de células de carcinossarcoma de Walker. Também foi elaborado
método de exposicao da bolsa jugal para quantificacdo mesoscépica de angiogénese,
para captacao de imagens digitais e analise com o software SQAN, especifico para o
estudo da angiogénese. Quatro grupos foram tratados (prépolis vermelha, L-lisina,
goma arabica e agua, respectivamente) por dez dias apos o indculo do tumor de
Walker e outros quatro grupos (propolis vermelha, L-lisina, goma arébica e agua,
respectivamente) receberam as substancias por 33 dias antes e dez dias ap0s o
in6culo tumoral. No estudo dos grupos que receberam prépolis vermelha e L-Lisina
apos o indculo, a avaliagdo da angiogénese, por meio da area vascular média (Avm)
dos quatro quadrantes, expressa em pixels e em termos percentuais, constatou que a
Avm mensurada no grupo da propolis (p < 0,05) e no grupo da L-lisina (p < 0,001) foi
significativamente menor do que Avm mensurada no grupo da agua. Na avaliagcdo da
angiogénese nos grupos que receberam substancias 33 dias antes e dez dias apos o
inoculo tumoral por meio da determinagdo da Avm dos quatro quadrantes, expressa
em pixels e em termos percentuais, ndo foi verificada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. Na avaliacdo dos grupos tratados por dez dias apos o
inéculo tumoral, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
nem para os valores de Ary, € tampouco para Pry. JA ha comparacgao entre 0s grupos
tratados com propolis vermelha e L-lisina por dez dias antes e 33 dias apds o inéculo
tumoral, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos para o0s
valores de Aty e ndo foram encontradas diferencgas estatisticamente significantes entre
grupos experimentais e seus controles para valores de Pry. A propolis e a L-lisina,
guando administradas ap6s o inéculo tumoral, nas doses e tempos administrados,

inibiram a angiogénese tumoral.
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APENDICE A — ESTUDO-PILOTO DO INOCULO TUMORAL

Os in6culos tumorais usados foram de carcinossarcoma de Walker,
fornecidos pelo LNOE. O tumor foi mantido por inoculagdo intramuscular de
suspensédo de células tumorais, em face medial de coxa de rato, com repicagem a
cada sete dias. No 7° dia de inoculagdo das células do tumor de Walker, os ratos foram
mortos com dose aprofundada de anestésico (quetamina e xilazina) para retirada do
tumor. O tecido tumoral ressecado foi triturado com tesoura cirtrgica em uma solucao
de ringer lactado 5ml e gentamicina 0,1ml, sob o gelo. Em seguida, as células tumorais
viaveis foram contadas em camara de Neubauer com azul de tripan 4%. Finalmente,
foi preparada uma suspensdo com as células tumorais.

Para o inoculo das células tumorais, os animais foram anestesiados por
injecédo intraperitoneal com mistura de quetamina (100 mg/kg peso) e xilazina (5 mg/kg
peso). Em seguida, a bolsa jugal esquerda foi evertida e limpa com soro fisioldgico, e,
entdo, foi realizada a inoculacdo da suspensao de células, subepitelial, no reticulo
central, com seringa de insulina e agulha hipodérmica. Foi estabelecido fazer o in6culo
distante das fibras do musculo retrator da bolsa que se inserem no seu terco proximal,
com o intuito de evitar o contato com vasos linfaticos.

No primeiro piloto, trés animais, hamsters Mesocricetus auratus, foram
submetidos ao inéculo tumoral, de concentragdo 5 x 10° células/ml. Foram inoculados
0,2 ml na bolsa jugal esquerda de cada animal. No 4° dia e no 7° dia ap0s o inéculo,
0s animais foram anestesiados para verificar a evolucdo do crescimento tumoral. Dois
animais desenvolveram lesGes tumorais pequenas. O tumor, na concentracdo e
volume inoculado, ndo cresceu satisfatoriamente.

No segundo piloto trés animais, hamsters Mesocricetus auratus, foram
submetidos ao in6culo tumoral, de concentragdo 1,2 x 107 células/ml. Foi inoculado
apenas 0,1 ml na bolsa jugal esquerda de cada animal. Nos dias 6°, 8° 10° e 13° ap0s
o inoculo, os animais foram anestesiados para verificar a evolugdo do crescimento
tumoral. Nessa concentracdo e nesse volume de inéculo, foi verificada uma evolucéo

adequada do crescimento tumoral para o estudo da angiogénese.
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APENDICE B — TABELA DE EXCLUSAO

Tabela 7 — Causas de excluséo de animais dos grupos |, 11, 1, IV, V, VI, VII, VIII.
Grupo NU. eiirusigo ") Nu. excluido (n)
| - 0
3(11) ScTu

: 2((11)) Tuln 5(11)

i - 0

\Y, - 0

Y - 0

VI 1(7) Tuln 1(7)
VI - 0
Vil - 0

Fonte: Préprio autor.
Tu — tumor; Sc Tu — sem crescimento de tumor; Tu In — Tumor Invadiu. Nu — nimero de animais
excluidos; n — nimero total de animais no grupo.
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APENDICE C — AREA VASCULAR DO IMPLANTE TUMORAL

Tabela 8 — Valores da area vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em
percentagem, dos animais do grupo da propolis vermelha (1).

Grupo | Area selecionada Area vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 19071,00 22,00
N1 SUP ESQ 86700,00 18436,00 21,26
N1 INF DIR 86700,00 19091,00 22,02
N1 INF ESQ 86700,00 20004,00 23,07
Média 86700,00 19150,50 22,09
N2 SUP DIR 86700,00 20130,00 23,22
N2 SUP ESQ 86700,00 19514,00 22,51
N2 INF DIR 86700,00 20503,00 23,65
N2 INF ESQ 86700,00 16688,00 19,25
Média 86700,00 19208,75 22,16
N3 SUP DIR 86700,00 17713,00 20,43
N3 SUP ESQ 86700,00 19609,00 22,62
N3 INF DIR 86700,00 18773,00 21,65
N3 INF ESQ 86700,00 20197,00 23,30
Média 86700,00 19073,00 22,00
N4 SUP DIR 86700,00 20965,00 24,18
N4 SUP ESQ 86700,00 20186,00 23,28
N4 INF DIR 86700,00 20363,00 23,49
N4 INF ESQ 86700,00 20395,00 23,52
Média 86700,00 20477,25 23,62
N5 SUP DIR 86700,00 20965,00 24,18
N5 SUP ESQ 86700,00 18180,00 20,97
N5 INF DIR 86700,00 21000,00 24,22
N5 INF ESQ 86700,00 20267,00 23,38
Média 86700,00 20103,00 23,19
N6 SUP DIR 86700,00 20361,00 23,48
N6 SUP ESQ 86700,00 20329,00 23,45
N6 INF DIR 86700,00 19915,00 22,97
N6 INF ESQ 86700,00 17716,00 20,43
Média 86700,00 19580,25 22,58
MEDIA 19598,79 22,61

Fonte: Préprio autor.
SUP DIR — quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante
inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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Tabela 9 — Valores da area vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em
percentagem, dos animais do grupo da L-lisina (II).

Grupo Il Area selecionada  Area Vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 19219,00 22,17
N1 SUP ESQ 86700,00 19128,00 22,06
N1 INF DIR 86700,00 18816,00 21,70
N1 INF ESQ 86700,00 18895,00 21,79
Média 86700,00 19014,50 21,93
N2 SUP DIR 86700,00 20427,00 23,56
N2 SUP ESQ 86700,00 19820,00 22,86
N2 INF DIR 86700,00 20348,00 23,47
N2 INF ESQ 86700,00 17953,00 20,71
Média 86700,00 19637,00 22,65
N3 SUP DIR 86700,00 18864,00 21,76
N3 SUP ESQ 86700,00 19215,00 22,16
N3 INF DIR 86700,00 19088,00 22,02
N3 INF ESQ 86700,00 18488,00 21,32
Média 86700,00 18913,75 21,82
N4 SUP DIR 86700,00 18832,00 21,72
N4 SUP ESQ 86700,00 18693,00 21,56
N4 INF DIR 86700,00 19047,00 21,97
N4 INF ESQ 86700,00 18942,00 21,85
Média 86700,00 18878,50 21,77
N5 SUP DIR 86700,00 18648,00 21,51
N5 SUP ESQ 86700,00 18732,00 21,61
N5 INF DIR 86700,00 19515,00 22,51
N5 INF ESQ 86700,00 19509,00 22,50
Média 86700,00 19101,00 22,03
N6 SUP DIR 86700,00 19602,00 22,61
N6 SUP ESQ 86700,00 19737,00 22,76
N6 INF DIR 86700,00 19728,00 22,75
N6 INF ESQ 86700,00 19674,00 22,69
Média 86700,00 19685,25 22,71
MEDIA 19205,00 22,15

Fonte: Préprio autor.

SUP DIR — quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante
inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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Tabela 10 — Valores da &rea vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em
percentagem, dos animais do grupo da goma arabica (llI).

Grupo I Area selecionada Area Vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 19708,00 22,73
N1 SUP ESQ 86700,00 18829,00 21,72
N1 INF DIR 86700,00 20901,00 24,11
N1 INF ESQ 86700,00 19198,00 22,14
Média 86700,00 19659,00 22,67
N2 SUP DIR 86700,00 19796,00 22,83
N2 SUP ESQ 86700,00 19255,00 22,21
N2 INF DIR 86700,00 20840,00 24,04
N2 INF ESQ 86700,00 19653,00 22,67
Média 86700,00 19886,00 22,94
N3 SUP DIR 86700,00 19742,00 22,77
N3 SUP ESQ 86700,00 20357,00 23,48
N3 INF DIR 86700,00 20840,00 24,04
N3 INF ESQ 86700,00 19691,00 22,71
Média 86700,00 20157,50 23,25
N4 SUP DIR 86700,00 19705,00 22,73
N4 SUP ESQ 86700,00 19117,00 22,05
N4 INF DIR 86700,00 18028,00 20,79
N4 INF ESQ 86700,00 19288,00 22,25
Média 86700,00 19034,50 21,95
N5 SUP DIR 86700,00 20239,00 23,34
N5 SUP ESQ 86700,00 19889,00 22,94
N5 INF DIR 86700,00 20085,00 23,17
N5 INF ESQ 86700,00 20786,00 23,97
Média 86700,00 20249,75 23,36
N6 SUP DIR 86700,00 19580,00 22,58
N6 SUP ESQ 86700,00 20507,00 23,65
N6 INF ESQ 86700,00 20458,00 23,60
Média 86700,00 20181,67 23,28
MEDIA 19861,40 22,91

Fonte: Préprio autor.
SUP DIR - quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante
inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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Tabela 11 — Valores da &rea vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em
percentagem, dos animais do grupo da agua (1V).

Grupo IV Area selecionada Area Vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 20625,00 23,79
N1 SUP ESQ 86700,00 20894,00 24,10
N1 INF DIR 86700,00 19986,00 23,05
N1 INF ESQ 86700,00 20944,00 24,16
Média 86700,00 20612,25 23,77
N2 SUP DIR 86700,00 19718,00 22,74
N2 SUP ESQ 86700,00 19968,00 23,03
N2 INF DIR 86700,00 20591,00 23,75
N2 INF ESQ 86700,00 19851,00 22,90
Média 86700,00 20032,00 23,10
N3 SUP ESQ 86700,00 20553,00 23,71
N3 INF DIR 86700,00 19720,00 22,75
N3 INF ESQ 86700,00 21494,00 24,79
Média 86700,00 20589,00 23,75
N4 SUP DIR 86700,00 19929,00 22,99
N4 SUP ESQ 86700,00 21034,00 24,26
N4 INF DIR 86700,00 19672,00 22,69
N4 INF ESQ 86700,00 20643,00 23,81
Média 86700,00 20319,50 23,44
N5 SUP DIR 86700,00 20394,00 23,52
N5 SUP ESQ 86700,00 20581,00 23,74
N5 INF DIR 86700,00 19559,00 22,56
N5 INF ESQ 86700,00 19735,00 22,76
Média 86700,00 20067,25 23,15
N6 SUP DIR 86700,00 20868,00 24,07
N6 SUP ESQ 86700,00 20246,00 23,35
N6 INF DIR 86700,00 20414,00 23,55
N6 INF ESQ 86700,00 20454,00 23,59
Média 86700,00 20495,50 23,64
MEDIA 20352,58 23,47

Fonte: Préprio autor.

SUP DIR - quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante

inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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Tabela 12 — Valores da &rea vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em

percentagem, dos animais do grupo da propolis vermelha (V).

Grupo V Area selecionada Area Vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 19251,00 22,20
N1 SUP ESQ 86700,00 19961,00 23,02
N1 INF DIR 86700,00 18095,00 20,87
N1 INF ESQ 86700,00 19133,00 22,07
Média 86700,00 19110,00 22,04
N2 SUP DIR 86700,00 20638,00 23,80
N2 SUP ESQ 86700,00 19668,00 22,69
N2 INF DIR 86700,00 19615,00 22,62
N2 INF ESQ 86700,00 19785,00 22,82
Média 86700,00 19926,50 22,98
N3 SUP DIR 86700,00 21057,00 24,29
N3 SUP ESQ 86700,00 19385,00 22,36
N3 INF DIR 86700,00 19460,00 22,45
N3 INF ESQ 86700,00 17740,00 20,46
Média 86700,00 19410,50 22,39
N4 SUP DIR 86700,00 18917,00 21,82
N4 SUP ESQ 86700,00 20053,00 23,13
N4 INF DIR 86700,00 18886,00 21,78
N4 INF ESQ 86700,00 19062,00 21,99
Média 86700,00 19229,50 22,18
N5 SUP DIR 86700,00 20002,00 23,07
N5 SUP ESQ 86700,00 19610,00 22,62
N5 INF DIR 86700,00 19331,00 22,30
N5 INF ESQ 86700,00 19150,00 22,09
Média 86700,00 19523,25 22,52
N6 SUP DIR 86700,00 19806,00 22,84
N6 SUP ESQ 86700,00 19025,00 21,94
N6 INF DIR 86700,00 19526,00 22,52
N6 INF ESQ 86700,00 19776,00 22,81
Média 86700,00 19533,25 22,53
N7 SUP DIR 86700,00 20255,00 23,36
N7 SUP ESQ 86700,00 19550,00 22,55
N7 INF DIR 86700,00 20203,00 23,30
N7 INF ESQ 86700,00 21306,00 24,57
Média 86700,00 20328,50 23,45
MEDIA 19580,21 22,58

Fonte: Préprio autor.

SUP DIR — quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante
inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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Tabela 13 — Valores da &rea vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em
percentagem, dos animais do grupo da L-lisina (VI).

Grupo VI Area selecionada Area Vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 19538,00 22,54
N1 SUP ESQ 86700,00 19175,00 22,12
N1 INF DIR 86700,00 18845,00 21,74
N1 INF ESQ 86700,00 19237,00 22,19
Média 86700,00 19198,75 22,14
N2 SUP DIR 86700,00 19143,00 22,08
N2 SUP ESQ 86700,00 19961,00 23,02
N2 INF DIR 86700,00 19957,00 23,02
N2 INF ESQ 86700,00 19620,00 22,63
Média 86700,00 19670,25 22,69
N3 SUP DIR 86700,00 18482,00 21,32
N3 SUP ESQ 86700,00 20044,00 23,12
N3 INF DIR 86700,00 18903,00 21,80
N3 INF ESQ 86700,00 20013,00 23,08
Média 86700,00 19360,50 22,33
N4 SUP DIR 86700,00 19376,00 22,35
N4 SUP ESQ 86700,00 19752,00 22,78
N4 INF DIR 86700,00 19807,00 22,85
N4 INF ESQ 86700,00 20201,00 23,30
Média 86700,00 19784,00 22,82
N5 SUP DIR 86700,00 19651,00 22,67
N5 SUP ESQ 86700,00 19372,00 22,34
N5 INF DIR 86700,00 19156,00 22,09
N5 INF ESQ 86700,00 19043,00 21,96
Média 86700,00 19305,50 22,27
N6 SUP DIR 86700,00 20056,00 23,13
N6 SUP ESQ 86700,00 19934,00 22,99
N6 INF DIR 86700,00 20153,00 23,24
N6 INF ESQ 86700,00 19532,00 22,53
Média 86700,00 19918,75 22,97
MEDIA 19539,63 22,54

Fonte: Préprio autor.

SUP DIR - quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante
inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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Tabela 14 — Valores da &rea vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em
percentagem, dos animais do grupo da goma arabica (VII).

Grupo VI Area selecionada Area Vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 20659,00 23,83
N1 SUP ESQ 86700,00 19961,00 23,02
N1 INF ESQ 86700,00 20050,00 23,13
Média 86700,00 20223,33 23,33
N2 SUP DIR 86700,00 18537,00 21,38
N2 SUP ESQ 86700,00 19565,00 22,57
N2 INF DIR 86700,00 19718,00 22,74
N2 INF ESQ 86700,00 20209,00 23,31
Média 86700,00 19507,25 22,50
N3 SUP DIR 86700,00 20230,00 23,33
N3 SUP ESQ 86700,00 19138,00 22,07
N3 INF DIR 86700,00 20187,00 23,28
N3 INF ESQ 86700,00 19426,00 22,41
Média 86700,00 19745,25 22,77
N4 SUP DIR 86700,00 20222,00 23,32
N4 SUP ESQ 86700,00 19893,00 22,94
N4 INF DIR 86700,00 18891,00 21,79
N4 INF ESQ 86700,00 20322,00 23,44
Média 86700,00 19832,00 22,87
N5 SUP DIR 86700,00 19543,00 22,54
N5 SUP ESQ 86700,00 19840,00 22,88
N5 INF DIR 86700,00 19438,00 22,42
N5 INF ESQ 86700,00 19762,00 22,79
Média 86700,00 19645,75 22,66
N6 SUP DIR 86700,00 19598,00 22,60
N6 SUP ESQ 86700,00 20238,00 23,34
N6 INFDIR 86700,00 20131,00 23,22
N6 INF ESQ 86700,00 19917,00 22,97
Média 86700,00 19971,00 23,03
N7 SUP DIR 86700,00 20291,00 23,40
N7 SUP ESQ 86700,00 20431,00 23,57
N7 INF DIR 86700,00 21038,00 24,27
N7 INF ESQ 86700,00 21988,00 25,36
Média 86700,00 20937,00 24,15
MEDIA 19980,23 23,05

Fonte: Préprio autor.

SUP DIR — quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante
inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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Tabela 15 — Valores da &rea vascular de cada quadrante, expresso em pixels e em
percentagem, dos animais do grupo da agua (VIII).

Grupo VI Area selecionada Area Vascular (px) %
N1 SUP DIR 86700,00 20985,00 24,20
N1 SUP ESQ 86700,00 20112,00 23,20
N1 INF DIR 86700,00 20223,00 23,33
N1 INF ESQ 86700,00 19606,00 22,61
Média 86700,00 20231,50 23,34
N2 SUP DIR 86700,00 18919,00 21,82
N2 SUP ESQ 86700,00 18786,00 21,67
N2 INF DIR 86700,00 20408,00 23,54
N2 INF ESQ 86700,00 19120,00 22,05
Média 86700,00 19308,25 22,27
N3 SUP DIR 86700,00 19823,00 22,86
N3 SUP ESQ 86700,00 20846,00 24,04
N3 INF DIR 86700,00 19088,00 22,02
N3 INF ESQ 86700,00 19315,00 22,28
Média 86700,00 19768,00 22,80
N4 SUP DIR 86700,00 20178,00 23,27
N4 SUP ESQ 86700,00 20348,00 23,47
N4 INF DIR 86700,00 20942,00 24,15
N4 INF ESQ 86700,00 20144,00 23,23
Media 86700,00 20403,00 23,53
N5 SUP DIR 86700,00 20458,00 23,60
N5 SUP ESQ 86700,00 18594,00 21,45
N5 INF DIR 86700,00 19525,00 22,52
N5 INF ESQ 86700,00 19694,00 22,72
Média 86700,00 19567,75 22,57
N6 SUP DIR 86700,00 19047,00 21,97
N6 SUP ESQ 86700,00 19524,00 22,52
N6 INF DIR 86700,00 20849,00 24,05
N6 INF ESQ 86700,00 19613,00 22,62
Média 86700,00 19758,25 22,79
N7 SUP DIR 86700,00 20918,00 24,13
N7 SUP ESQ 86700,00 19824,00 22,87
N7 INF DIR 86700,00 19223,00 22,17
N7 INF ESQ 86700,00 18087,00 20,86
Média 86700,00 19513,00 22,51
MEDIA 19792,82 22,83

Fonte: Préprio autor.

SUP DIR - quadrante superior direito; SUP ESQ — quadrante superior esquerdo; INF DIR — quadrante
inferior direito; INF ESQ — quadrante inferior esquerdo.
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APENDICE D - AREA E PERIMETRO TUMORAL

Tabela 16 — Valores da area e perimetro tumoral de cada animal do estudo dos grupos
[, 11, 11, 1V, V, VI, VIl e VIII.

Grupo/valores  Area (mm?)  Perim (mm) Grupol/valores Area (mm2)  Perim (mm)
GI N1 134,53 142,08 GV N1 372,50 125,24
Gl N2 89,13 45,17 GV N2 107,73 44,80
GI N3 30,47 58,32 GV N3 149,19 87,62
Gl N4 28,86 49,57 GV N4 114,90 69,98
GI N5 32,29 36,26 GV N5 101,73 83,65
GI N6 70,74 87,98 GV N6 78,34 50,18

GV N7 15,37 40,76
Média 64,34 69,90 Média 134,25 71,75
Gl N1 46,40 44,96 GVI N1 108,13 52,86
GlI N2 486,51 175,49 GVI N2 53,38 42,63
GII N3 102,83 102,74 GVIN3 71,45 67,42
Gll N4 85,05 96,99 GVI N4 112,84 72,78
Gl N5 60,07 70,87 GVI N5 80,78 52,80
Gll N6 90,23 108,34 GVI N6 56,33 45,22
Meédia 145,18 99,90 Media 80,49 55,62
Gl N1 47,84 53,87 GVII N1 62,80 104,87
Gl N2 349,03 164,82 GVII N2 112,02 103,92
GIllI N3 77,61 55,51 GVII N3 63,16 105,46
Glll N4 75,58 78,69 GVII N4 125,17 111,41
GlII N5 47,52 48,91 GVII N5 57,78 60,94
GllI N6 125,98 90,94 GVII N6 77,17 110,28

GVII N7 75,33 110,15
Média 120,59 82,12 Meédia 81,92 101,00
GIV N1 126,15 67,54 GVIII N1 110,68 76,82
GIV N2 195,12 105,56 GVIII N2 34,01 63,64
GIV N3 186,00 74,07 GVIII N3 112,32 77,18
GIV N4 153,99 87,47 GVIll N4 55,38 43,31
GIV N5 274,45 116,22 GVIII N5 103,68 74,21
GIV N6 266,39 134,35 GVIII N6 37,95 54,70

GVIII N7 57,86 86,63
Média 200,35 97,53 Média 73,12 68,07

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 17 - Peso corporal individual semanal dos animais dos grupos da proépolis (1),
L-lisina (I), goma arabica (lIl) e &gua (V).

Grupo/Semana 1° (in6culo) 20 MORTE
GI N1 179,00 187,50 189,00
GI N2 188,00 190,00 190,00
GI N3 177,00 184,00 183,50
Gl N4 193,50 197,00 198,50
GI N5 229,50 232,00 232,00
GI N6 170,50 170,00 173,00
MEDIA 189,58 193,42 194,33
GII N1 141,50 146,00 150,00
GII N2 153,50 156,00 159,50
GII N3 129,00 139,00 154,50
Gll N4 122,00 137,50 152,00
GlI N5 121,00 131,00 142,00
GlI N6 124,00 135,50 146,00
MEDIA 131,83 140,83 150,67
GlII N1 147,50 153,00 159,00
Gl N2 190,00 195,00 196,50
GIII N3 171,50 179,00 182,50
Gl N4 152,00 159,00 162,00
GlII N5 162,00 165,00 168,00
Gl N6 171,50 180,50 184,00
MEDIA 165,75 171,92 175,33
GIV N1 191,00 219,00 198,50
GIV N2 220,00 222,00 225,00
GIV N3 216,00 221,00 220,00
GIV N4 156,00 176,00 168,00
GIV N5 166,50 197,00 179,00
GIV N6 153,50 157,00 157,00
MEDIA 183,83 198,67 191,25

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 18 - Peso corporal individual semanal dos animais dos grupos da prépolis (V),

L-lisina (VI), goma arabica (VII) e &gua (VIII).

Grupo/Semana 1° 20 3° 40 5° (inéculo) 6° MORTE
GV N1 119,00 130,50 136,00 140,00 147,00 150,00 158,50
GV N2 104,00 110,50 115,00 125,50 129,00 132,00 143,50
GV N3 113,00 122,50 129,50 140,00 145,00 146,00 156,00
GV N4 121,00 137,50 148,00 160,00 169,00 178,00 186,50
GV N5 108,00 114,50 117,50 132,00 124,00 123,00 132,00
GV N6 109,00 121,00 127,00 135,00 136,50 142,00 151,50
GV N7 107,00 114,50 122,00 130,00 140,00 145,00 153,50
MEDIA 111,57 121,57 127,86 137,50 141,50 145,14 154,50
GVIN1 109,00 120,50 129,00 139,00 145,00 147,50 162,00
GVI N2 106,00 113,00 114,00 121,00 127,00 129,00 145,00
GVI N3 110,00 124,50 131,00 140,00 144,50 148,00 157,00
GVI N4 109,00 121,00 128,00 140,00 148,00 152,00 165,50
GVI N5 111,00 120,50 127,50 130,00 147,00 147,50 164,00
GVI N6 112,00 124,00 132,00 145,00 157,00 161,50 176,00
MEDIA 109,50 120,58 126,92 135,83 144,75 147,58 161,58
GVII N1 100,50 108,00 115,00 121,50 128,00 131,50 131,00
GVII N2 113,00 121,00 136,00 142,50 148,00 145,50 156,00
GVII N3 114,50 125,50 135,00 142,50 147,50 152,00 156,00
GVII N4 95,50 100,50 111,00 112,50 112,00 118,50 122,50
GVII N5 96,00 103,50 115,00 126,50 130,00 128,50 134,00
GVII N6 92,50 97,00 95,00 106,50 112,00 123,00 128,50
GVII N7 109,50 119,50 127,00 127,00 131,00 134,00 142,00
MEDIA 103,07 110,71 119,14 125,57 129,79 133,29 138,57

GVIII N1 101,00 109,50 119,00 123,50 131,00 136,00 144,50
GVIII N2 87,00 92,00 93,00 96,00 98,00 98,00 105,00
GVIII N3 112,50 123,50 132,00 136,00 136,00 137,50 138,50
GVIII N4 103,50 110,50 112,00 115,00 121,00 121,50 128,50
GVIII N5 109,00 120,00 129,00 132,00 138,50 142,50 150,50
GVIII N6 91,50 97,00 94,00 111,00 118,00 121,50 126,50
GVIII N7 99,50 103,50 109,00 111,00 118,50 119,00 122,50
MEDIA 100,57 108,00 112,57 117,79 123,00 125,14 130,86

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 19 - Peso do pulméo, figado e baco individual dos grupos I, II, 1, IV, V, VI, VII
e VIII, no ultimo dia de experimento.

%rrlé%?)ss/ Pulmdo Figado Bago %rrl;%(;ss/ Pulmédo Figado Bago
GI N1 0,99 5,96 0,45 GV N1 0,99 6,64 0,37
GI N2 1,08 6,30 0,58 GV N2 0,70 558 0,35
GI N3 0,93 5,71 0,49 GV N3 0,91 556 0,34
Gl N4 0,94 5,47 0,64 GV N4 0,92 7,97 0,44
GI N5 0,99 5,96 0,45 GV N5 0,72 515 0,23
GI N6 1,22 7,88 0,51 GV N6 0,92 6,65 0,34

GV N7 1,05 594 041

MEDIA 1,03 6,21 0,52 MEDIA 0,89 6,21 0,35
GII N1 0,94 5,54 0,45 GVI N1 1,03 7,19 0,48
GII N2 0,61 5,25 0,38 GVI N2 1,13 574 0,35
GII N3 0,95 6,40 0,29 GVI N3 0,94 6,28 0,39
Gl N4 0,85 6,39 0,37 GVI N4 0,99 8,05 0,42
GII N5 0,79 5,98 0,35 GVI N5 1,33 7,48 0,36
GII N6 0,74 6,27 0,26 GVI N6 0,96 7,92 0,54
MEDIA 0,81 5,97 0,35 MEDIA 1,06 7,11 0,42
Gl N1 1,14 4,11 0,32 GVII N1 0,97 550 0,63
Gl N2 1,27 5,41 0,66 GVII N2 1,17 6,08 0,80
GIII N3 1,11 5,51 0,66 GVII N3 1,27 6,35 0,68
Glll N4 0,94 5,86 0,34 GVII N4 1,01 564 0,69
Gl N5 1,22 4,50 0,51 GVII N5 0,85 571 0,75
Glll N6 1,03 4,53 0,41 GVII N6 0,99 502 0,46

GVII N7 0,98 6,83 0,31

MEDIA 1,12 4,99 0,48 MEDIA 1,03 588 0,62
GIV N1 0,86 5,80 0,47 GVIII N1 1,02 6,00 0,66
GIV N2 1,42 6,11 0,51 GVIII N2 0,80 426 0,35
GIV N3 0,71 4,93 0,30 GVIII N3 1,02 480 0,39
GIV N4 0,76 5,70 0,29 GVIII N4 0,88 453 0,38
GIV N5 0,80 7,57 0,61 GVIII N5 1,07 7,09 0,48
GIV N6 1,14 6,22 0,44 GVIII N6 0,99 462 0,35

GVIII N7 0,76 522 0,42

MEDIA 0,95 6,06 0,44 MEDIA 0,93 522 0,43

Fonte: Préprio autor.
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APENDICE G - VARIACAO DE PESO

Figura 20 - Variacéo de peso corporal, em termos percentuais, dos grupos |, II, lll e
IV, tratados por dez dias ap06s o indculo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.

A variacdo de peso corporal do grupo | *(p < 0,0005) foi significativamente menor que do grupo Il e a
variacdo de peso corporal do grupo Il foi significativamente maior que do grupo Il **(p < 0,01) e
significativamente maior que do grupo IV ***(p < 0,005).

Figura 21 — Variacao de peso corporal, em termos percentuais, dos grupos V, VI, VII

e VIII, tratados por 33 dias antes e dez dias ap6s o inéculo tumoral.
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Fonte: Préprio autor.

A variagdo de peso corporal do grupo VI (6 animais) (p < 0,005) foi significativamente maior que do
grupo VIII (7 animais).
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APENDICE H - INGESTA DE SUBSTANCIAS

Tabela 20 — Média de ingesta semanal dos grupos da prépolis (1), L-lisina (Il), goma
arabica (1) e dgua (1V).

Grupo/semana 1° (indculo) 20 MEDIA
Gl 37,92 37,92 37,92
Gl 19,78 21,13 20,45
Gl 0,83 0,86 0,84
G IV 0,92 0,99 0,96

Fonte: Préprio autor.

Tabela 21 - Média de ingesta semanal dos grupos da prépolis (V), L-lisina (VI), goma
arabica (V1) e agua (VIII).

Grupo/Semana 1° 20 30 40 50 (inéculo) 6° MEDIA
GV 22,31 24,31 25,57 27,50 28,30 29,03 26,17

G Vi 16,43 18,09 19,04 20,38 21,71 22,14 19,63

G Vil 0,52 0,55 0,60 0,63 0,65 0,67 0,60

G VI 0,50 0,54 0,56 0,59 0,62 0,63 0,57

Fonte: Préprio autor.
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APENDICE | - HISTOLOGIA DE CARCINOSSARCOMA DE WALKER EM BOLSA
JUGAL DE HAMSTER

Fonte: Préprio autor.
(Hematoxilina & Eosina; aumento 50x, 100x, 200x, 400x).
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ANEXO A — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA (CEUA-
UFC)

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

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ANGIOGENESE EM TUMOR
WALKER IMPLANTADO EM BOLSA JULGAL DE HAMSTER TRATADO COM L-
LISINA E PROPOLIS VERMELHA”, protocolo n® 89/2015, sob responsabilidade da
Profa. Dra. Conceigdo Aparecida Dorneles, que envolve a produgdo, manutengiio
e/ou utilizagdo pertencentes 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 Experimentagdo Animal
(CONCEA) ¢ foi adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdio Animal
(COBEA), foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da
Universidade Federal do Ceard, em reuniio em 08 de maio de 2016

Vigéncia do projeto Maio/2016 a janeiro/2017 T
Espécie/Linhagem Hamster

N° de Animais |24

Peso/Idade 120g

Sexo e 3 Fémea

Origem Biotério Central da UFC

Fortaleza, 08 de maio de 2016

Prof. odrigﬁq]xeira
Coordenador do CEUA - UFC

RSIDADE FEDERAL DO CEARA
Um‘{z%omco JOSE t;sz_mmxhngA s;g;;g::u
MISSAO DE £T)
c°?:|'m"°c“tmﬁc - Matricula Siape: 1520734




ANEXO B — CERTIFICADO DE QUALIDADE DA L-LISINA

N = S I v 3 A0 x -
¢ Muggrs v CERTIFICADO DE ANALISES DO/GONTROLE DE QUALIDADE
FAGRON !

Pgina 37en

1.01284-7 Inprsesic 070 1 1052

8_.1.-10238'0

__NF. 137.333 de 07 121 12

Autorizacao de Funcionamensio 8.
Aut =t anto M.8
Insumo: INAHCL

Gigem Gies

Lole  :15116558-000387 Fabric : 050002018
Lote Fab: 150605023 Procadensia : China Valifade : 041062017
Formula : C§ H14 N2 02.HC ¥ PM 182,85 Frac : 387 22004120 ¢
DCB  :08380 .; CAS :657-27-2
* SOLUBILIDADE.
* IDENTIFICAGAO
* PERDA POR ommmwws;cs 3’5‘
DESSE i
~ ROT, " : W £ i) .
* MET: ! 3 . Coe P . 1 5
- RES “ ) .'."5_' Wi VAN &oj% e :4\:',:
| CONTELDO DE TiE0% A 19,6% PMN T USE-8
L CLORETO : S S AR : A SR
- COMPOSTOS PUREZA INDIVIEUAL MAKIMO 0,57 rms DETECTABG T 0er 5
) - -
INAO DETECYADO  [USP-3e
- 0.09% usP-58 ]
< 30 ppan USE - 28 =)
‘ 100,658 USF « 33
_ 50 gini WNET GERALF 1 v
& 5,30 FABRICANTE |

¥ EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA

,}pqw fccrguas i Foen 11 A7 B5Eh0
lembg. Enh 59 e fageaniecic b1

- e e - dl-—‘—»‘....-.'b_& i
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ANEXO C - CERTIFICADO DE QUALIDADE DA GOMA ARABICA

CHPJ: 68.210.657,/0001-17
Buz Gema n® 300-314; Id.

FGQ 050- CERTIFICADO DE ANALISE | Gy basem==F

Fone. FAX. 55]114091- 7300

Dindmica

DOCUMENTD CONTROLADOD

GOMA ARABICA [EM PO) PURA S000-01-5
ND 1172
60370
WD Julho de 2013
S00g Julho de 2017

tem Analisado Especificacio Método
Aparéncia Po branco a lev. amarelado oK
Identificacao Corresponde ao Teste oK
Agua Max, 15% oK
Metais Pesados 0,004% w /W < 0,004%
amido ou Dextring Passa Teste oK
Viscosidade 6,0 — 160cps 25% 5ol oK
pH 4,0-5,0 50l.20% a3z
P/ US0 EXCLUSID EM LABORATORIO E FINS INDUSTRIAIS
Observagoes Gerais:
Data: 200/04/2018 1026
Melio Rubens de Almeida
Quimico Responsavel
CRO: 04414135 — 42 Regido
09/11/2012 RevD0 Dindmica
Elaborado: Douglas wrw dinamicagquimica.com.br

Aprovado: Rubens
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ANEXO D — COMPOSICAO E OUTRAS INFORMACOES DA RACAO
CONSUMIDA PELOS ANIMAIS

RACAO NUVILAB CR-1 IRRADIADA

Composicdo basica do produto: milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo,
carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sodio, 6leo vegetal, vitamina A,
vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina
B12, niacina, pantotenato D célcio, &cido félico, biotina, cloreto de colina, sulfato de
ferro, mondéxido de manganés, 6xido de zinco, sulfato de cobre, iodato de célcio,
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 etéreo (min): 50g/kg; material mineral (méax): 90g/kg; fibra bruta
(max): 70g/kg; céalcio (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
ui/kg; vitamina D3 (min) 3mg/kg; vitamina B1 (min)5 mg/kg; vitamina B2 (min) 6mg/Kg;
vitamina B6 (min) 7 mg/kg; vitamina B12 (min) 22 mg/kg; niacina (min) 60 mg/kg;
pantoteno de célcio (min) 21 mg/kg; acido félico (min) 1mg/kg; biotina (min) 0,05mg/kg;
colina 1.900 mg/kg.

Minerais: sodio (min) 2700 mg/kg; ferro (min) 50mg/kg; manganés (min) 60mg/kg;
zinco (min) 60mg/kg; cobre (min) 10mg/kg; iodo (min) 2mg/kg; selénio (min)
0,05mg/kg; cobalto (min) 1,5 mg/kg, fldor (max) 60mg/kg.

Aminoacidos: lisina (min) 12g/kg, metionina (min) 4.000mg/kg, aditivos BHT
100,00mg/kg.

Indicacao: racdo irradiada para camundongos e ratos de laboratorio

Uso: administracdo a vontade em comedouros suspensos

Conservacao: conservar o produto em ambiente seco e arejado, sobre estrados,
evitando luz e calor excessivos.



