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RESUMO 

 

AÇÕES ANTIOXIDANTE E ANTIGENOTÓXICA DA GOMA ARÁBICA NA 

MUCOSA INTESTINAL, FÍGADO, MEDULA ÓSSEA E SANGUE DE 

CAMUNDONGOS SWISS SUBMETIDOS À CARCINOGÊNESE COLORRETAL 

PELO AZOXIMETANO. ANDRÉ LUÍS NUNES AVELINO. Pós-Graduação strictu sensu, 

Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceará (Grau de 

mestre em Ciências Médico-Cirúrgicas). 2020. Orientadora: Profa. Dra. Conceição Aparecida 

Dornelas. 

 

O carcinoma colorretal é uma das neoplasias mais frequentes caracterizada pela formação em 

seus estágios iniciais de criptas aberrantes. A goma arábica (GA) é um produto natural de 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias. Objetivou-se avaliar os efeitos da GA na 

formação de criptas aberrantes, na genotoxicidade e estresse oxidativo locais e sistêmicos de 

camundongos Swiss submetidos à carcinogênese colorretal pelo azoximetano (AOM). O 

estudo incluiu 3 grupos controle (I-III) e 3 grupos experimentais (IV-VI): GI- água, GII- GA 

2,5%, GIII- GA 5%, GIV- AOM+água, GV- AOM+GA 2,5%, GVI- AOM+GA 5%.  Uma vez 

por semana, durante 2 semanas, os animais dos grupos controle receberam solução salina (ip) 

e os dos grupos experimentais receberam AOM (ip). Ao longo das 12 semanas seguintes, os 

camundogos receberam água, GA 2,5% ou GA 5% via gavagem. Ao final, o cólon foi 

avaliado à microscopia estereoscópica para determinação do número de criptas aberrantes, de 

focos de criptas aberrantes (FCA) e de criptas por foco (multiplicidade) por segmento do 

cólon, além da coleta de material para estudo da genotoxicidade e estresse oxidativo (cólon 

proximal e distal, fígado, sangue e medula óssea). O número de criptas observado no grupo 

GIV (12,67 ± 7,05) foi significativamente maior que nos grupos GV (5,00 ± 4,58; p=0,03) e 

GVI (5,39 ± 8,75; p=0,04). O número de FCA no grupo GIV (8,75 ± 3,55) também foi maior 

que nos grupos GV (3,18 ± 2,99; p=0,0004) e GVI (2,46 ± 2,79; p<0,0001), assim como o 

número de FCA com menos de 5 criptas por foco no grupo GIV (8,42 ± 3,45) comparado aos 

grupos GV (3,18 ± 2,99; p=0,0006) e GVI (2,31 ± 2,53; p<0,0001). Houve decréscimo da 

genotoxicidade e espécies reativas de oxigênio (EROS) em cólon proximal, cólon distal e 

fígado com ambas doses de GA (p<0,01). Na medula óssea, houve redução da genotoxicidade 

com GA 2,5% (p<0,001) e 5% (p<0,01) e redução da formação de EROS no sangue com GA 

5% (p<0,001). A GA exerceu ação inibitória da carcinogênese colorretal com redução da 

formação de criptas aberrantes, genotoxicidade e estresse oxidativo locais e sistêmicos. 

 

Palavras-chave: Goma Arábica. Neoplasias Colorretais. Testes de Mutagenicidade. Estresse 

Oxidativo. Camundongos. 



                                                             ABSTRACT   

       

ANTIOXIDANT AND ANTIGENOTOXIC ACTIONS OF GUM ARABIC ON 

THE INTESTINAL MUCOSA, LIVER, BONE MARROW AND BLOOD OF 

SWISS MICE SUBJECTED TO COLORECTAL CARCINOGENESIS BY 

AZOXYMETHANE. ANDRÉ LUÍS NUNES AVELINO. Post-Graduation strictu sensu, 

Department of Surgery, Faculty of Medicine, Federal University of Ceará (Master's degree in 

Medical-Surgical Sciences). 2020. Advisor: Profa. Dra. Conceição Aparecida Dornelas. 

 

Colorectal carcinoma is one of the most frequent neoplasms characterized by the formation in 

its early stages of aberrant crypts. Gum arabic (GA) is a natural product with antioxidant and 

anti-inflammatory properties. The objective of this study was to evaluate the effects of GA on 

the formation of aberrant crypts, on the genotoxicity and local and systemic oxidative stress of 

Swiss mice submitted to colorectal carcinogenesis by azoxymethane (AOM). The study 

included 3 control groups (I-III) and 3 experimental groups (IV-VI): GI-water, GII-GA 2.5%, 

GIII-GA 5%, GIV- AOM + water, GV- AOM + GA 2.5%, GVI-AOM + GA 5%. Once a week, 

for 2 weeks, the animals in the control groups received saline (ip) and those in the 

experimental groups received AOM (ip). Over the next 12 weeks, the mice received water, 

GA 2.5% or GA 5% via gavage. At the end, the colon was evaluated by stereoscopic 

microscopy to determine the number of aberrant crypts, aberrant crypt foci (FCA) and crypts 

by focus (multiplicity) by colon segment, in addition to the collection of material for the study 

of genotoxicity and stress oxidative (proximal and distal colon, liver, blood and bone 

marrow). The number of crypts observed in the GIV group (12.67 ± 7.05) was significantly 

higher than in the GV (5.00 ± 4.58; p = 0.03) and GVI (5.39 ± 8.75; p = 0.04). The number of 

FCA in the GIV group (8.75 ± 3.55) was also higher than in the GV groups (3.18 ± 2.99; p = 

0.0004) and GVI (2.46 ± 2.79; p <0.0001), as well as the number of FCA with less than 5 

crypts per focus in the GIV group (8.42 ± 3.45) compared to the GV groups (3.18 ± 2.99; p = 

0.0006) and GVI (2.31 ± 2.53; p <0.0001). There was a decrease in genotoxicity and reactive 

oxygen species (EROS) in the proximal colon, distal colon and liver with both GA doses (p 

<0.01). In the bone marrow, there was a reduction in genotoxicity with GA 2.5% (p <0.001) 

and 5% (p <0.01) and a reduction in the formation of EROS in the blood with GA 5% (p 

<0.001). GA exerted an inhibitory action on colorectal carcinogenesis by reducing the 

formation of aberrant crypts, genotoxicity and local and systemic oxidative stress. 

 

Keywords: Arabic Gum. Colorectal Neoplasms. Mutagenicity Tests. Oxidative Stress. Mice. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Carcinoma colorretal 

 

O câncer é uma desordem genética causada por mutações do Deoxyribonucleic 

Acid (DNA) adquiridas espontaneamente ou induzidas por agressões do ambiente, comumente 

apresentando alterações epigenéticas, como a modulação focal da metilação do DNA. As 

modificações genéticas e epigenéticas alteram a expressão ou função de genes chave que 

regulam processos celulares fundamentais, entre os quais o crescimento, sobrevida e 

senescência (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018). Essas alterações quando acometem células 

germinativas são hereditárias e transmitidas para as células-filhas na divisão celular, de forma 

que o acúmulo de mutações origina as propriedades características do câncer. Estas incluem a 

autossuficiência nos sinais de crescimento (o crescimento dos cânceres se torna autônomo e 

não regulado por processos fisiológicos), a ausência de resposta aos sinais inibidores de 

crescimento que controlam as proliferações celulares fisiológicas, a evasão da morte celular (o 

que permite que as células neoplásicas resistam a apoptose), o potencial replicativo ilimitado, 

o desenvolvimento da angiogênese para suprir o crescimento das células, a propriedade de 

invadir tecidos locais e disseminar-se para sítios distantes, a reprogramação das vias 

metabólicas e a capacidade de escapar do sistema imune. As modificações genéticas que dão 

origem a essas características dos cânceres são sustentadas e permitidas pelo desenvolvimento 

da instabilidade genômica (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018).  

Os cânceres são, portanto, neoplasias malignas com capacidade de invadir, 

destruir estruturas adjacentes e se disseminar à distância (metástase). Sua nomenclatura 

depende do tecido do corpo que a originou. Aquelas que surgem em tecidos mesenquimais 

sólidos ou seus derivados são chamadas de sarcomas, enquanto as derivadas de células 

mesenquimais sanguíneas são chamadas de leucemias ou linfomas. Os sarcomas são 

denominados de acordo com o tipo celular de que são compostos, que é presumivelmente sua 

célula de origem. Assim, um câncer com origem no tecido fibroso é um fibrossarcoma, 

enquanto uma neoplasia maligna composta por condrócitos é um condrossarcoma (KUMAR; 

ABBAS; ASTER, 2018). As neoplasias malignas das células epiteliais são chamadas de 

carcinomas, os quais por sua vez, são ainda subdivididos. Aqueles que crescem em padrão 

glandular são os adenocarcinomas, enquanto os que produzem células escamosas são 

chamados de carcinomas de células escamosas, por exemplo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 

2018). 
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Dados do Global Cancer Observatory (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2018) apontam que o câncer é um problema de saúde pública global e uma das principais 

causas de morte no mundo. Só em 2018 foram diagnosticados mais de 18 milhões de casos 

novos e houve mais de 9 milhões de mortes em sua decorrência. A incidência vem crescendo, 

esperando-se que em 2020 tenha-se um aumento 5% no número de casos novos e de 5,2% nos 

índices de mortalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).  

Dentre as neoplasias malignas, excetuando os tumores de pele não melanoma, o 

carcinoma colorretal (CCR) representou a terceira neoplasia mais incidente no mundo em 

2018 (1.849.518 casos novos - 10,2% do total), a segunda mais prevalente (4.789.635 casos - 

10,9% do total, atrás apenas do câncer de mama) e a segunda principal causa de morte por 

câncer (880.792 óbitos - 9,2% do total, sendo superado apenas pelo carcinoma pulmonar) 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). A expectativa é que até o final de 2020 tenha-

se um aumento de 5,5% em sua incidência e de 5,3% na mortalidade por CCR. Os padrões 

diferem entre os sexos, com taxa de incidência de 23,6 casos novos para cada 100 mil homens 

e de 16,3 para cada 100 mil mulheres, prevalência de 19,5 casos entre 100 mil homens, 16 

para 100 mil mulheres e índice de mortalidade de 19,7 óbitos para cada 100 mil indivíduos do 

sexo masculino e 8,9 em 100 mil pessoas do sexo feminino (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018).  

Quanto à distribuição do CCR no mundo, as taxas de incidência e mortalidade 

variam conforme o Índice de Desenvolvimento Humano (IDH), sendo identificados três 

padrões de distribuição da doença. No primeiro, nota-se aumento da incidência e mortalidade 

da doença em países que passaram por uma rápida transição econômica, entre eles o Brasil. 

Outro padrão é o aumento da incidência e diminuição da mortalidade em países com alto 

IDH, incluindo Canadá, Reino Unido, Dinamarca e outros países da Europa. E por fim, a 

diminuição de ambas as taxas nos países com IDH muito elevado, como Estados Unidos, 

Japão e França (ARNOLD et al., 2016). Essa redução observada nesse último grupo de países 

é atribuída à melhoria no tratamento da doença e utilização de métodos de rastreio precoce 

que permitem a remoção de lesões pré-malignas (LEVIN et al., 2008; RENEHAN et al., 

2002). Entretanto, mesmo com essas modificações nos padrões de distribuição da doença, os 

países com maior IDH ainda são os que apresentam maiores taxas de incidência e mortalidade 

pelo CCR (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). 

Nos Estados Unidos, as taxas de incidência entre homens e mulheres são 

semelhantes, apresentando declínio a partir do ano 2000 com a popularização dos exames 

colonoscópicos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Naquele país, em 2020, estima-se o 
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registro de 147.950 casos novos, sendo o CCR o terceiro tipo de neoplasia mais incidente em 

ambos sexos e representando a terceira maior mortalidade por câncer com 53.200 óbitos, 

ficando atrás em incidência e mortalidade do câncer de próstata e pulmão entre os homens e 

superado pela neoplasia de mama e pulmão entre as mulheres (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 

2020). 

No Brasil, em 2018, o CCR representou o terceiro tipo de neoplasia mais 

incidente (51.783 casos novos - 9,3% do total) com 21,1 casos para cada 100 mil homens e 

18,6 casos em cada 100 mil mulheres. Além disso, foi o terceiro mais prevalente (126.812 

casos - 9,7% do total) e o segundo com maior mortalidade (24.482 óbitos – 10,1% do total), 

atrás apenas do carcinoma de pulmão (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).  

Em 2020, a estimativa é que a incidência de CCR aumente no país, sendo o 

segundo tipo de neoplasia com maior número de casos novos em homens. A tabela 1 mostra a 

incidência dos principais tipos de câncer no Brasil. 

 

Tabela 1 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil 

estimados para 2020 por sexo, exceto pele não melanoma 

 
   Fonte: BRASIL, 2020 

 

Entre as regiões brasileiras, o CCR em homens é o segundo mais frequente no 

Sudeste (28,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,40/100 mil). Na região sul ocupa a terceira 

colocação (25,11/100 mil). Nas regiões Nordeste (8,91/100 mil) e Norte (5,27/100mil), está 

na quarta posição. Entre as mulheres, é o segundo mais frequente nas regiões Sudeste 

(26,18/100 mil) e Sul (23,65/100 mil). Já nas regiões Centro-Oeste (15,24/100 mil), Nordeste 

(10,79/100 mil) e Norte (6,48/100 mil) é o terceiro mais incidente (BRASIL, 2020).  

Estudo realizado por Oliveira et al., 2018 coletou dados sobre a mortalidade do 

CCR no Brasil entre 1996 e 2012 e apontou um aumento no número de óbitos pela neoplasia 
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nesse período especialmente no Norte e Nordeste do país, estando o Ceará entre os três 

estados com maior avanço da mortalidade nessas regiões. Isso pode se dever a transição 

demográfica e nutricional nestes locais caracterizada pela redução das desigualdades sociais 

que possibilitou à população ter mais acesso a alimentos industrializados e adoção de outros 

hábitos de vida como o sedentarismo. Com isso, houve um aumento da incidência do CCR no 

Norte e Nordeste e consequente maior mortalidade pela doença nessas regiões (OLIVEIRA et 

al., 2018). A tabela 2 demonstra a proporção de casos de câncer mais incidentes na região 

Nordeste do Brasil em 2020. 

 

Tabela 2 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Nordeste do 

Brasil estimados para 2020 por sexo, exceto pele não melanoma 

 
   Fonte: BRASIL, 2020 

 

No estado do Ceará, a estimativa é de 500 novos casos entre os homens e 590 

casos entre as mulheres no ano de 2020 (gráfico 1). 
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Gráfico 1 - Taxas de incidência estimadas para 2020 por sexo no estado do Ceará, Brasil, e 

na capital Fortaleza 

 
 

Legenda: valores por 100 mil habitantes.  

Fonte: BRASIL, 2020 

 

No que diz respeito ao tipo histológico da neoplasia colorretal, a maior parte dos 

cânceres são carcinomas e destes mais de 90% são adenocarcinomas, ou seja, originários das 

células glandulares da mucosa colorretal (HAMILTON et al., 2010). Outros tipos raros de 

CCR incluem carcinoma de células neuroendócrinas, carcinoma de células escamosas, 

carcinoma adenoescamoso, de células fusiformes e carcinomas indiferenciados. O 

adenocarcinoma convencional é caracterizado por formação glandular, que é a base para a 

classificação histológica do tumor. No adenocarcinoma bem diferenciado, mais de 95% do 

tumor é formando por glândulas, o moderadamente diferenciado mostra 50-95% e o 

adenocarcinoma pouco diferenciado é em grande parte sólido apresentando menos de 50% de 

formação glandular. Na prática, a maioria dos adenocarcinomas colorretais (aproximadamente 
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70%) são moderadamente diferenciados. Os bem e pouco diferenciados representam 10% e 

20% respectivamente (FLEMING et al., 2012). 

Quando se trata de fatores de risco, o CCR é uma doença multifatorial 

influenciada por aspectos genéticos, ambientais e relacionados ao estilo de vida (BOYLE; 

LEON, 2002; SANDLER, 1996). Os fatores ligados aos hábitos de vida são modificáveis e 

incluem o consumo de bebidas alcoólicas, a baixa ingestão de frutas e vegetais, o alto 

consumo de carnes vermelhas e de alimentos processados, a obesidade, tabagismo e o 

sedentarismo (BOUVARD et al., 2015; FEDIRKO et al., 2011; HARRISS et al., 2009; 

WALTER et al., 2014). A adoção desses costumes da vida ocidental em países como o Brasil 

são importantes no aumento da incidência da doença nas últimas décadas (ARNOLD et al., 

2016).  

Outro ponto relevante é a percepção que o risco de desenvolver CCR aumenta 

com a idade, sendo a grande maioria diagnosticada após os 50 anos. A idade média de 

diagnóstico do câncer localizado no cólon é aos 68 anos para homens e 72 para mulheres. 

Com relação ao sexo, as taxas de incidência e mortalidade são maiores entre os homens. As 

razões para a disparidade entre gêneros não são totalmente compreendidas, mas refletem 

diferenças nas exposições a fatores de risco, por exemplo, cigarro e bebida alcoólica e aos 

hormônios sexuais, bem como interações complexas entre esses fatores. No que diz respeito a 

grupos étnicos, os negros e hispânicos são os mais e menos afetados, respectivamente 

(MURPHY et al., 2011).  

Quando a doença é descoberta em sua fase inicial, as chances de cura são maiores. 

Dessa forma, é recomendada a utilização de exames complementares para detecção precoce 

da neoplasia. Esse rastreio é indicado para a população geral a partir dos 50 anos e para 

indivíduos de alto risco a partir dos 40 ou menos de 10 anos da idade na qual o parente mais 

jovem foi diagnosticado. O rastreio termina aos 75 anos ou em pessoas com expectativa de 

vida menor que 10 anos (QASEEM et al., 2012). De acordo com as últimas diretrizes da 

American Cancer Society em 2019, os principais exames utilizados para rastreio do CCR são 

a pesquisa de sangue oculto nas fezes (anual), retossigmoidoscopia flexível, colonografia por 

tomografia computadorizada (a cada 5 anos) ou colonoscopia (a cada 10 anos). Diante de 

qualquer resultado anormal, deverá ser feita colonoscopia caso este não tenha sido o exame 

inicial. Em pacientes com risco aumentado de câncer, o rastreio deve seguir protocolos 

individuais a depender de cada condição predisponente, o que inclui história familiar ou 

pessoal de câncer de cólon, diagnóstico de pólipos, doença inflamatória intestinal, Polipose 

Adenomatosa Familial, síndrome de Lynch ou história de irradiação do abdômen ou pelve 
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para tratamento de câncer prévio (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). 

A maioria dos pacientes com CCR em estágio inicial são assintomáticos, 

diagnosticados como resultado da triagem. Os que apresentam sintomas são tipicamente 

devidos ao crescimento do tumor no lúmen ou estruturas adjacentes, e como resultado, a 

apresentação sintomática geralmente reflete uma doença relativamente avançada. Entre os 

pacientes sintomáticos, as manifestações clínicas também diferem dependendo da localização 

do tumor (MACRAE; BENDELL, 2018). Os tumores do lado esquerdo estão mais associados 

a mudança no hábito intestinal e hematoquezia (MACRAE; BENDELL, 2018), enquanto as 

lesões à direita se relacionam a perda sanguínea não reconhecida pelo paciente e anemia por 

deficiência de ferro (GOODMAN; IRVIN, 1993). A dor abdominal pode ocorrer com tumores 

que surgem em todos os locais, podendo ser relacionada a obstrução ou perfuração intestinal. 

A lesão retal, por sua vez, está principalmente associada a tenesmo, dor retal e calibre 

diminuído das fezes (MACRAE; BENDELL, 2018). O CCR pode ser suspeitado se houver 

um ou mais dos sintomas e sinais descritos acima ou pode ser assintomático e descoberto por 

exames de triagem. Para o diagnóstico definitivo, é necessário que seja feita biópsia com 

exame histopatológico, a qual é geralmente obtida por colonoscopia (MACRAE; BENDELL, 

2018).  

Percebe-se que as neoplasias do lado esquerdo do cólon são mais prevalentes, 

enquanto as do lado direito cursam normalmente com maior tamanho tumoral, maior número 

de linfonodos comprometidos e maior idade de acometimento. Por consequência, têm pior 

prognóstico uma vez que, como esse segmento do intestino tem maior diâmetro, o tumor leva 

mais tempo para causar sintomas, sendo diagnosticado em um estado mais avançado (MIK et 

al., 2017). 

No que diz respeito ao tratamento, conforme o National Cancer Institute (2019), a 

escolha da modalidade terapêutica depende de vários fatores, incluindo a saúde do paciente, o 

tamanho do tumor e sua localização. A cirurgia é a opção de tratamento mais comum sendo 

que o tipo de intervenção a ser utilizada depende de variáveis como a localização do câncer e 

a existência e extensão de metástases (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019). Se a 

neoplasia é encontrada apenas em um único pólipo, pode ser removida durante uma 

colonoscopia, no entanto, se já afetou uma área maior, a ressecção intestinal pode ser 

necessária. Outras formas de tratamento incluem ablação por radiofrequência, criocirurgia, 

quimioterapia ou radioterapia (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019). 

Quanto à expectativa de vida, a neoplasia apresenta sobrevida relativa de 5 anos 

em torno de 65% e 58% em 10 anos após o diagnóstico (HOWLADER et al., 2016). A 
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sobrevida também varia com base na localização do tumor no cólon, sendo maior em 

pacientes com tumores distais (69%) quando comparada aqueles com tumores proximais 

(65%), devido a uma maior dificuldade de diagnóstico nestes últimos. O prognóstico também 

é melhor em pacientes mais jovens; a sobrevida em 5 anos é de 69% nos menores de 65 anos 

se comparada a 62% naqueles com 65 anos ou mais (SIEGEL et al., 2017). O CCR 

diagnosticado em estágio localizado (39% dos pacientes) apresenta taxa de sobrevida em 5 

anos de 90%, a qual declina para 71% e 14% entre os pacientes diagnosticados com doença 

regional e metastática, respectivamente (HOWLADER et al., 2016).  

Tendo em vista esses índices de sobrevida e a alta incidência e mortalidade 

decorrente do CCR, é fundamental que se melhorem as formas de tratamento dos casos não 

responsivos às modalidades terapêuticas atuais. Além disso, é indispensável a necessidade de 

se trabalhar a prevenção da doença, por exemplo, por meio do incentivo aos hábitos de vida 

saudável e da pesquisa por novas substâncias que possam evitar o desenvolvimento desse tipo 

de câncer. 

 

1.2 Anatomia e histologia do intestino grosso 

 

O intestino grosso constitui a porção terminal do tubo digestivo e têm como 

principal função absorver água dos restos dos alimentos digeridos e formar a massa fecal. É 

composto pelo ceco, cólon, reto e canal anal (MOORE; DALLEY, 2001; JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2004).  

O ceco é a primeira parte do intestino grosso, é uma bolsa cega medindo 

aproximadamente 7,5 cm situado na fossa ilíaca direita. A ele está aderido o apêndice que é 

um divertículo do intestino originado na face póstero-medial junto à junção ileocecal, 

medindo entre 6 e 10 cm (MOORE; DALLEY, 2001).  

O cólon é dividido em quatro partes – ascendente, transverso, descendente e 

sigmoide – que se sucedem em um arco. O cólon ascendente passa para cima no lado direito 

da cavidade abdominal a partir do ceco até o fígado onde se curva para direita (flexura 

hepática). Ele é mais estreito que o ceco e está localizado no retroperitônio. O cólon 

transverso é a parte mais larga e móvel do intestino grosso, cruza o abdômen transversalmente 

a partir da flexura hepática até a flexura esplênica onde se curva inferiormente para se tornar o 

cólon descendente. Este, por sua vez, passa retroperitonealmente a partir da flexura esquerda 

do cólon até a fossa ilíaca esquerda onde se continua com o sigmoide. O cólon sigmoide é 

caracterizado pela sua alça em formato de “S”, tem comprimento variável (normalmente cerca 
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de 40 cm), une o cólon descendente ao reto, e estende-se da fossa ilíaca até o nível da terceira 

vértebra sacral. A terminação das tênias do cólon, aproximadamente a 15 cm do ânus, indica a 

junção retossigmoide (MOORE; DALLEY, 2001).    

O reto representa a junção do sigmoide com o canal anal, é a parte terminal fixa 

do intestino grosso. Neste ponto, as tênias do cólon sigmoide se espalham para formar uma 

lâmina longitudinal externa contínua de músculo liso e os apêndices omentais são 

descontinuados. Ele termina ântero-inferiormente à ponta do cóccix curvando-se para formar 

a flexura anorretal e à medida que perfura o diafragma pélvico, torna-se o canal anal. Este, por 

sua vez, é a parte terminal do intestino grosso que começa onde a ampola retal se estreita em 

forma de “U” formada pelo músculo puborretal e termina no ânus que é a abertura externa do 

trato gastrointestinal (MOORE; DALLEY, 2001). A figura 1 demonstra a anatomia geral do 

cólon. 

 

    Figura 1 – Anatomia do intestino grosso 

 

      Fonte: NETTER, 2003. 

Todos os componentes do trato digestivo apresentam certas características 

estruturais em comum. Trata-se de um tubo formado internamente por uma luz, ou lúmen, 
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cujo diâmetro é variável, circundado por uma parede composta por quatro camadas que são a 

mucosa, submucosa, muscular e serosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).  

A mucosa é constituída por três camadas. A mais interna, que é o revestimento 

epitelial, a intermediária, que é a lâmina própria de tecido conjuntivo frouxo rico em vasos 

sanguíneos, linfáticos e células musculares lisas, algumas vezes apresentando também 

glândulas e por fim, a camada externa que é a muscular da mucosa, a qual separa a mucosa da 

submucosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 

A submucosa é formada por tecido conjuntivo ricamente vascularizado e pelo 

plexo nervoso submucoso (plexo de Meissner). Além de poder conter glândulas e tecido 

linfoide (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 

A camada muscular contém células musculares lisas orientadas em espiral, 

divididas em duas subcamadas. Na subcamada mais interna a orientação é geralmente circular 

e na externa é longitudinal. Entre elas, observa-se o plexo nervoso mioentérico (ou plexo de 

Auerbach) e tecido conjuntivo contendo vasos sanguíneos e linfáticos (JUNQUEIRA; 

CARNEIRO, 2004). 

A serosa é uma camada delgada de tecido conjuntivo frouxo rica em vasos 

sanguíneos, linfáticos e tecido adiposo, revestida por um epitélio pavimentoso simples, o 

mesotélio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 

O revestimento epitelial do trato digestivo tem como principais funções prover 

uma barreira seletivamente permeável entre o conteúdo do lúmen e os tecidos do organismo, 

facilitar o transporte e a digestão do alimento, absorver os produtos desta digestão e fabricar 

hormônios que regulam a atividade do sistema digestivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).  

As glândulas do intestino grosso são longas e caracterizadas pela presença de 

células caliciformes e absortivas, essas últimas são colunares apresentando microvilosidades 

curtas e irregulares. As fibras da camada muscular externa se unem para formar três bandas 

longitudinais espessas (tênias do cólon) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).    

Tendo em vista esses conceitos básicos relacionados a morfologia do intestino 

grosso humano, é necessário ressaltar algumas diferenças e semelhanças deste órgão quando 

comparado ao de camundongos, animais utilizados em pesquisas científicas para estudo do 

CCR. 

 

1.3 Anatomia comparada do cólon humano e dos camundongos 

 

Sabe-se que os estudos sobre câncer humano são limitados por muitas 
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considerações éticas e práticas (RIVERA et al., 2006). O modelo animal, por sua vez, 

representa uma alternativa eficaz por permitir o controle de condições experimentais, o 

monitoramento do desenvolvimento patológico e a obtenção de materiais suficientes com 

menores riscos éticos (PAN et al., 2017). Além disso, constitui uma boa forma de estudar a 

biologia do desenvolvimento de doenças como o carcinoma, uma vez que permite testar 

hipóteses relacionando fatores ambientais à etiologia e à prevenção do câncer (BIRD; GOOD, 

2000). Entre os modelos animais, os que utilizam roedores são os mais utilizados. 

Fazendo um paralelo entre o intestino grosso do ser humano com o do 

camundongo, por exemplo, notam-se várias semelhanças como a estrutura geral do órgão, as 

camadas histológicas e as células constituintes. Entre as diferenças está o comprimento. 

Quando comparado relativamente ao peso corporal e tamanho dos indivíduos, o cólon do 

camundongo é proporcionalmente bem maior. Ambos possuem ceco sendo que nos roedores 

esta estrutura é relativamente grande, medindo 3 a 4 cm de comprimento, funcionando como 

um local de fermentação do alimento e podendo ser facilmente diferenciado do restante do 

órgão, enquanto que o humano mede cerca de 6 cm e tem menor importância na digestão 

(HUGENHOLTZ; DE VOS, 2018). Ambos possuem apêndice, mas só nos humanos nota-se 

uma clara identificação dele (SCHOLTENS et al., 2012). Outra diferença é que o cólon 

humano é dividido em haustrações, diferente do órgão nos roedores que tem superfície 

externa lisa, ademais a mucosa dos camundongos é revestida por pregas com orientação em 

diferentes direções, ao passo que as do ser humano têm orientação única ao longo do órgão 

(TREUTING; VALASEK; DINTZIS, 2012). Também se sabe que a velocidade de trânsito 

intestinal é cerca de 10 vezes maior nos roedores, os quais também têm o metabolismo 

aproximadamente 7 vezes mais acelerado (HUGENHOLTZ; DE VOS, 2018). Outro ponto é 

que a camada de muco que reveste a mucosa dos humanos é mais espessa e se renova mais 

rapidamente, porém a capacidade de permitir a passagem de substâncias é semelhante nos 

dois seres (GUSTAFSSON et al., 2011). 

Apesar de haver algumas diferenças do aparelho digestivo dos humanos, as 

vantagens de usar roedores em pesquisas atraíram muitos cientistas, já que são animais 

pequenos, fáceis de manter em grande número, com anatomia e fisiologia semelhantes a 

humana e que podem ser usados como modelos para o estudo de doenças. Assim, diante das 

vantagens apresentadas e semelhanças com o intestino humano, o modelo experimental com 

camundongos representa uma boa alternativa no estudo da carcinogênese colorretal. 
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1.4 Carcinogênese química experimental colorretal e o azoximetano  

 

A carcinogênese e o desenvolvimento do CCR são processos que se desenvolvem 

em múltiplos estágios, caracterizados por mudanças progressivas na quantidade ou atividade 

de proteínas que regulam a proliferação, diferenciação e sobrevivência celular, e que são 

mediadas por mecanismos genéticos. Uma sequência ordenada de eventos não aleatórios leva 

ao desenvolvimento do câncer colorretal, no qual o epitélio é submetido a modificações 

progressivas do tecido intestinal normal para o desenvolvimento do carcinoma invasivo 

(AGUILAR et al., 2005; BIRD; GOOD, 2000; HISAMUDDIN; YANG, 2006; JUCA et al., 

2008; MENEZES et al., 2010). 

O estudo da carcinogênese colorretal em roedores tem longa história, datando de 

quase um século, sendo que, atualmente, os principais carcinógenos utlizados nos modelos 

experimentais são a 1,2-dimetil-hidrazina (DMH) e o azoximetano (AOM) (CORPET; 

PIERRE, 2005; MADARA et al., 1983; PERSE; CERAR, 2007; ROSENBERG; GIARDINA; 

TANAKA, 2009). O AOM é um agente alquilante, metabólito hepático da DMH classificado 

como um indutor direto da neoplasia e considerado um eficiente carcinógeno colorretal 

(PÉREZ-HOLANDA et al., 2008).  

Na medicina, os compostos alquilantes, como a temozolomida, são utilizados para 

o tratamento do câncer, entre os quais os gliomas. Têm seu mecanismo de ação baseado na 

metilação de bases de guanina e indução da apoptose das células tumorais pelos genes de 

reparo do DNA. Entretanto, seu uso contínuo acaba resultando na mutação desses genes de 

reparo, reduzindo a apoptose tumoral e levando à resistência ao quimioterápico. Outros 

agentes alquilantes como o AOM e DMH são utilizados em modelos experimentais com o 

objetivo oposto ao utilizado no ser humano, ou seja, como indutor tumoral. Esses efeitos bem 

distintos estão relacionados à diferença na dose utilizada, intervalo entre elas e tempo de uso 

(READ et al., 2017). A tumorigênese colônica induzida por AOM ou DMH é o modelo de 

carcinôgenese mais usado em animais para estudar o CCR (ROSENBERG; GIARDINA; 

TANAKA, 2009).  

A utilização do AOM como indutor da carcinogênese colorretal de camundongos 

tem documentação na literatura sendo que sua administração intraperitoneal em roedores 

causa tumores principalmente no cólon distal. Isto pode ser conseguido com facilidade e 

confiabilidade em ratos (e menos comumente em camundongos, apesar de também ser 

utilizado). Com este tratamento, as células epiteliais colônicas sofrem patogênese, 

desenvolvendo inicialmente focos de criptas aberrantes (FCA), a seguir o adenoma e por fim 
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o adenocarcinoma (O'TOOLE; PEGG; SWENBERG, 1993; TAKAHASHI; 

WAKABAYASHI, 2004), de forma que a dose de 10 mg/kg é capaz de induzir a 

carcinogênese em 80% dos camundongos expostos (BISSAHOYO et al., 2005).  

Na década de 80, Bird (1987) demonstrou a formação de criptas aberrantes na 

mucosa colônica de camundongos C57BL/6J e CFl submetidos ao AOM intraperitoneal na 

dose de 5 mg/kg, 1 vez por semana, durante 4 semanas. Mais recentemente, Yu et al. (2015) 

também observaram lesões pré-neoplasicas em camundongos A/J que receberam AOM, além 

do aumento de citocinas pró-inflamatórias, como o Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) e a 

interleucina 6 (IL-6). Somados a essas referências, outros estudos atestaram a eficácia do 

AOM na indução da carcinogênse colorretal em camundongos, principalmente quando 

administrado por via intraperitoneal nas doses de 5 a 15 mg/kg e por tempo variável de 1 a 8 

semanas (CENESIZ et al., 2008; HATA et al., 2004; MADRIGAL-BUJAIDAR et al., 2013; 

MCLELLAN; BIRD, 1988; PAPANIKOLAOU et al., 1998). 

Esse processo de carcinogênese tem início com o estresse oxidativo provocado 

pelo AOM levando a formação de peróxidos lipídicos e outras espécies reativas de oxigênio 

(EROS) (AL-NUMAIR et al., 2011; ANILAKUMAR et al, 2010; WALY et al., 2014) e 

consequente indução de genotoxicidade e formação do câncer (GOLDMAN; SHIELDS, 

2003). A carcinogênese induzida pelo AOM apresenta características moleculares 

comparáveis e segue a mesma progressão daquela que acontece em humanos (ROBLES-

ESPINOZA; ADAMS, 2014). 

O AOM não interage diretamente com o DNA, tem que ser ativado “in vivo” para 

desenvolver a carcinogênese. Ele é metabolizado pelo citocromo P450, especificamente a 

isoforma 2E1 (SOHN, et al., 2001), sendo o primeiro passo a hidroxilação do grupo metila 

para formar o metilazoximetanol (MAM), o qual por sua vez, se decompõe em formaldeído e 

em um agente alquilante altamente reativo, o metildiazônio. Este produto químico, causa 

alquilação do DNA a O6-MEG e O4-metil-timina (O'TOOLE, PEGG; SWENBERG, 1993). 

Essas mutações podem iniciar a tumorigênese por meio de vários genes chave nas vias de 

sinalização intracelular (CHEN; HUANG, 2009). 

Vários caminhos de ativação foram revelados para explicar o mecanismo de 

formação do CCR induzido pelo AOM. Os mais conhecidos incluem o K-ras, β-catenina e o 

Transforming Growth Factor Beta (TGF-β) (CHEN; HUANG, 2009). 

Na via K-ras, o AOM demonstrou causar uma mutação de guanina:citosina (G:C) 

para adenosina:timina (A:T) no códon 12 do gene K-ras (O'TOOLE, PEGG; SWENBERG, 

1993). Essa mutação leva a ativação da proteína K-ras, a qual é uma pequena proteína G que 



28 

 

regula as vias de sinalização Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) / Protein Kinase B (Akt) e  

Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) relacionadas ao crescimento celular, a 

proliferação e o metabolismo da glicose intracelular (CHEN; HUANG, 2009). 

No câncer de cólon humano a via PI3K / Akt encontra-se ativada em cerca de 20% 

dos pacientes (BACHMAN, et al., 2004; ZHAO; VOGT, 2008; HAWTHORNE; YU, 2004). 

Ela aumenta a sobrevivência celular pela fosforilação de alvos moleculares, incluindo o 

Nuclear Factor Kappa B (NFκB) e o B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xl) (OZES et al., 

1999), além de bloquear o p53 inibindo a apoptose (TROTMAN; PANDOLFI, 2003). A via 

MAPK, por sua vez, promove carcinogênese através de proteínas alvo, como C-MYC, Cyclic 

AMP Response Element-biding Protein (CREB), Ribosomal s6 Kinase (RSK), Mcl1, p16, 

proteína do retinoblastoma (Rb) e ciclinas, na qual ocorre a superexpressão de promotores do 

ciclo celular (WANG et al., 2000). 

Outra via relacionada à formação do câncer é a da β-catenina, uma proteína 

oncogênica com importante papel na adesão celular. Ela se associa com à catenina ou alfa-

catenina para se ligar ao citoesqueleto de actina, funcionando como um ativador co-

transcripcional de genes na via de sinalização Wnt. Na forma livre, associa-se às proteínas 

como axina e Apc, sendo fosforilada pela Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK-3β) resultando 

em sua degradação (POLAKIS, 1999).  

 A mutação do gene Apc (encontrada em até 80% dos pacientes com câncer de 

cólon esporádico), leva a alteração da proteína correspondente de forma que a Apc não 

consegue se ligar a β-catenina para que seja degradada (ARNOLD et al., 2004). Assim, a β-

catenina livre combina-se ao fator de célula T para formar um complexo que ativa a 

transcrição de genes e induz a proliferação celular (KORINEK et al., 1997). 

Por fim, tem-se a via do TGF-β, o qual é um fator associado à inibição do 

crescimento celular, proliferação e progressão do ciclo celular, apresentando portanto, efeito 

antitumoral (EWEN et al., 1993). Ele possui atividade reduzida em animais que foram 

submetidos ao AOM, uma vez que o carcinógeno inibe o TGF-β (CHEN; HUANG, 2009; 

GUDA et al., 2003). Defeitos na sinalização TGF-β são encontrados em 20 a 30% dos 

pacientes com câncer de cólon (BISWAS et al., 2004). 

O TGF-β induz a apoptose através de algumas vias de sinalização. Na primeira 

delas, formam-se dímeros que se ligam ao seu receptor tipo 2. Este complexo então se associa 

e fosforila seu receptor tipo 1, o qual, por sua vez, causa a apoptose celular (CHACKO et al., 

2004; MONTENEGRO et al., 2009). Em outra via, o receptor tipo 2 ativado se liga à proteína 

6 de morte celular para induzir apoptose (XU; PASCHE, 2007). 
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As alterações histopatológicas no cólon dos camundongos induzidas pelo AOM 

são muito semelhantes às encontradas em seres humanos, incluindo formação de focos de 

criptas aberrantes (FCA), adenomas e adenocarcinoma (BOIVIN et al., 2003).  

Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo é um evento importante na 

carcinogênese colorretal. Ele faz parte das etapas iniciais desse processo, e caso não seja 

revertido, poderá induzir a genotoxicidade e consequentemente as alterações morfológicas 

que caracterizam o câncer (STONE et al., 2014; CARINI et al., 2017). Quanto maior a 

exposição do indivíduo a fatores de risco como toxinas, cigarro, álcool, estresse, inflamação e 

dieta rica em gorduras, maior será a produção de espécies reativas (STONE et al., 2014; 

CARINI et al., 2017).  

 

1.5 Estresse oxidativo e Espécies Reativas de Oxigênio  

 

O oxigênio tem papel fundamental na produção de energia para o metabolismo 

celular através da oxidação de compostos orgânicos (COMHAIR; ERZURUM, 2002). Na 

mitocôndria, ele sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na 

formação de água e energia. Essa reação é catalisada pela enzima citocromo oxidase, a qual 

controla a geração de radicais livres, impedindo sua produção excessiva. No entanto, cerca de 

2% a 5% do oxigênio metabolizado nas mitocôndrias são desviados para outra via metabólica, 

e reduzidos de forma univalente, dando origem às EROS, principalmente o superóxido, o 

peróxido de hidrogênio e a hidroxila, classe importante de radicais livres (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997; KOURY; DONANGELO, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). 

Além desse mecanismo de formação através das mitocôndrias, as EROS podem ser originadas 

a partir dos peroxissomos (organelas celulares cujo metabolismo envolve o consumo de 

oxigênio), citocinas inflamatórias e agentes externos como patógenos, radiações e compostos 

químicos (KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010). 

Quando em baixas concentrações, as EROS desempenham funções fisiológicas 

importantes, por exemplo em processos inflamatórios, representando uma significativa defesa 

contra patógenos, em situações que envolvem adesão celular, como embriogênese, 

diferenciação, reparo e cicatrização e na morte celular programada que regula o tempo de vida 

de células normais. Entretanto, quando em altas concentrações (estresse oxidativo) os efeitos 

das EROS são deletérios (VALKO et al., 2007).  

O estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a geração de 

compostos oxidantes e a atuação dos sistemas de defesa antioxidantes com predomínio da 
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formação de espécies reativas (BARBOSA et al., 2010). O sistema antioxidante é formado 

por substâncias que, presentes em menor concentração que o substrato oxidável, são capazes 

de atrasar ou inibir a oxidação deste de maneira eficaz. Os antioxidantes podem agir 

diretamente, neutralizando a ação dos radicais livres e espécies não-radicais, ou 

indiretamente, participando dos sistemas enzimáticos com tal capacidade. Dessa forma, são 

capazes de inibir e/ou reduzir os danos causados pela ação dos radicais livres. Algumas 

importantes enzimas endógenas com função antioxidante são a Superóxido Dismutase (SOD), 

Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), as quais agem por meio de mecanismos de 

prevenção, impedindo e/ou controlando a formação de radicais livres (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).  

Outro grupo importante de antioxidantes são os compostos de origem dietética, 

entre os quais destacam-se as vitaminas (α-tocoferol e β-caroteno, precursores das vitaminas 

E e A e o ácido ascórbico), minerais, compostos fenólicos e alguns minerais (zinco, cobre, 

selênio e magnésio) (BIANCHI; ANTUNES, 1999; VINCENT; INNES; VICENT, 2007). 

Em situações de estresse oxidativo, as EROS em altas concentrações provocam 

lesões teciduais danificando organelas celulares, lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, o que 

leva a alteração de suas estruturas e disfunção biológica (VALKO et al., 2007). Além de 

fragmentação do DNA, as EROs podem causar o mau funcionamento do seu sistema de 

reparo, contribuindo para o desenvolvimento do câncer (SOSA et al., 2013). 

O dano oxidativo representa um dos principais mecanismos mutacionais, mas 

felizmente, a maior parte destas lesões são reparadas pelo próprio DNA sem causar 

repercussão clínica (FRAGA et al., 1990; LU et al., 2001). 

Estudos sobre mutação sugerem que o estresse oxidativo crônico, especialmente o 

derivado da inflamação está relacionado à carcinogênese (HWANG; BOWEN, 2007). Nessa 

situação, os estímulos recebidos pelas células inflamatórias ocasionam aumento do 

metabolismo intracelular e consumo de oxigênio levando a uma maior produção de EROS 

(KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010). Uma série de condições inflamatórias 

estão associadas à transformação celular neoplásica como por exemplo a relação entre a 

doença inflamatória intestinal e o CCR, a esofagite por refluxo e o adenocarcinoma de 

esôfago, hepatites virais e carcinoma hepático e infecção por Helicobacter pylori e 

adenocarcinoma gástrico (FEDERICO et al., 2007). Em geral, quanto mais tempo a 

inflamação persistir, maior o risco de desenvolvimento do câncer. Essa relação se dá porque 

as células inflamatórias produzem mediadores como citocinas e metabólitos do ácido 

araquidônico que estimulam a formação de radicais livre recrutando mais células 
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inflamatórias que irão produzir mais espécies reativas criando um ciclo vicioso. As EROS, por 

sua vez, agem oxidando diretamente o DNA ou interferindo em seu mecanismo de reparo 

(FEDERICO et al., 2007). Além disso, podem atuar em outras estruturas celulares como a 

membrana citoplasmática onde reagem com os fosfolipídios gerando aldeídos tóxicos entre os 

quais o malondialdeído (MDA), o qual altera a permeabilidade membranar induzindo a 

aderência de granulócitos ao endotélio que irão potencializar a inflamação. As EROS também 

ativam fatores nucleares como o NfKB, levando à produção de mais citocinas pró-

inflamatórias, que por sua vez, aumentam a inflamação (MARNETT; RIGGINS; WEST, 

2003).  

A cicloxigenase 2 (COX-2) é uma das principais enzimas envolvidas na 

inflamação e que tem relação com a carcinogênese. Ela atua através da síntese de 

prostaglandinas, encontrando-se superexpressa em vários tipos de câncer incluindo o CCR no 

qual desempenha papel importante no estímulo à angiogênese e ativação de oncogenes como 

o Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER-2/neu) e Wnt. (GATELY, 2000; 

GUPTA; DUBOIS, 2001; HOWE et al., 2001).  

O dano causado pelas EROS pode resultar em quebra da fita simples ou dupla do 

DNA, modificações de bases nitrogenadas e translocações. Caso essas alterações não sejam 

reparadas antes da replicação gênica, teremos como resultado instabilidade genômica, 

mutações e morte celular (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; VALKO et al., 2006), de 

forma que tecidos com alto índice proliferativo estão mais susceptíveis a esse dano genético 

(REDON et al., 2010). Além disso, os radicais livres promovem a ativação de oncogenes, 

inativação de genes supressores tumorais e inibição da apoptose (FEDERICO et al., 2007). 

Outro mecanismo de ação das EROS na carcinogênese é por meio da liberação de cálcio 

intracelular que leva à ativação de quinases (por exemplo a proteína C quinase e a proteína B 

quinase), as quais regulam uma variedade de funções celulares como a proliferação tecidual 

(KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010). 

Uma forma de se avaliar as EROS geradas intracelularmente é por meio da 

utilização do diacetato 2’7’- diclorodiidrofluoresceína (H2DCFDA). Essa substância entra nas 

células ao passar através das membranas celulares sendo hidrolisada por esterases 

intracelulares para formar a diclorofluoresceína (DCFH), não fluorescente. Esta, por sua vez, 

ao entrar em contato com as EROS é oxidada ao 2’7’- diclorohidrofluoresceína (DFC), 

altamente fluorescente (CROW, 1997; HEMPEL et al., 1999). Quanto maior a quantidade de 

EROS formadas intracelularmente, maior a fluorescência do DCF (LEBEL; 

ISCHIOPOULOS; BONDY, 1992). 
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Vale lembrar que nesses processos oxidativos está envolvida uma ampla variedade 

de radicais livres, o que inclui não só moléculas derivadas do oxigênio, como também 

espécies reativas provenientes do metabolismo do nitrogênio. Entre essas espécies reativas 

estão os radicais peroxil (ROO
•
) e peroxinitrito (ONOO

•
), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o 

oxigênio singleto (
1
O2) e o radical hidroxil (HO

•
). Sendo este último altamente reativo e o 

mais frequentemente encontrado (BARTOSZ, 2006; LU et al., 2001).  

Quando se fala nos tipos de lesão oxidativa do DNA, a mais comumente 

identificada é a 8-hidroxidesoxi-guanosina (8-OHdG), a qual é mutagênica e apresenta níveis 

elevados em alguns tipos de câncer como adenocarcinoma de próstata, carcinoma 

hepatocelular e adenocarcinoma colorretal (KONDO, et al., 2000; MIYAKE et al., 2004; 

TANAKA et al., 2008). Por essas características, a 8-OHdG é usada como biomarcador para 

avaliar o nível de estresse oxidativo tecidual (KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 

2010). Além de neoplasias, também há relatos de que a 8-OHdG é encontrada em níveis 

elevados em pacientes com outras doenças como diabetes mellitus tipo 2, doença inflamatória 

intestinal e mal de Alzheimer, o que demonstra o papel do estresse oxidativo nessas condições 

(DING et al., 2005; NAKAMURA; OSONOI; TERAUCHI; 2010; SLIWINSKA, et al., 

2016). O reparo da lesão é feito pela enzima DNA-N-glicosilase 1 humana (hOGG1), a qual 

faz a excisão de bases nitrogenadas alteradas (KORKMAZ; BUTUNER; ROGGENBUCK; 

2018). 

O AOM é um carcinógeno químico indutor do carcinoma colorretal cujo 

mecanismo de ação está diretamente envolvido com o estresse oxidativo (AL-NUMAIR et al., 

2011). Sua forma de atuação nesse processo está relacionada à geração de espécies reativas 

como o radical hidroxil que provoca peroxidação das membranas celulares com consequente 

formação de peróxidos lipídicos e outras EROS (ANILAKUMAR et al., 2010). Além disso, o 

AOM causa diminuição da atividade de enzimas antioxidantes e possui efeito inflamatório 

que por si tem ação oxidante (AL-NUMAIR et al., 2011). Ao provocar o estresse oxidativo, o 

AOM induz a genotoxicidade (WALY et al., 2014). 

 

1.6 Genotoxicidade 

 

Genotoxina é uma substância química ou agente capaz de causar danos ao DNA 

ou cromossomo. Tal dano em uma célula germinativa tem o potencial de levar a alterações 

hereditárias (mutação germinativa). A modificação do DNA em uma célula somática pode 

resultar em uma mutação somática, e por sua vez, a uma transformação maligna (câncer). 
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Essas alterações do material genético representam um dos passos iniciais no desenvolvimento 

da carcinogênese e precede qualquer alteração histopatológica detectável (PHILLIPS; ARLT, 

2009).  

Com o objetivo de avaliar a genotoxicidade, foram desenvolvidos muitos testes 

“in vitro” e “in vivo” que são capazes de detectar danos no material genético. Estes ensaios 

são utilizados para avaliar a segurança de produtos químicos e para explorar o mecanismo de 

ação de substâncias cancerígenas conhecidas ou suspeitas (PHILLIPS; ARLT, 2009). A 

detecção e caracterização dessas alterações do DNA em tecidos humanos fornece pistas para a 

etiologia do câncer (PHILLIPS; ARLT, 2009). Entre os principais testes para detecção dessas 

alterações genômicas estão o ensaio do cometa e o teste do micronúcleo. 

O ensaio do cometa foi descrito pela primeira vez por Ostling e Johanson em 

1984. A abordagem consistiu em analisar a migração do DNA de células embebidas em gel de 

agarose e submetidas a corrente elétrica após a lise das membranas celulares por detergente 

neutro. Sob tais condições, uma pequena fração do DNA do genoma se estende para o ânodo e 

forma a faixa eletroforética (a cauda do cometa) que pode ser visualizada com corantes 

fluorescentes. A imagem resultante se assemelha a um cometa em que a cabeça corresponde 

ao DNA preservado e a cauda ao material genético danificado que foi deslocado. Assim, a 

quantidade de DNA deslocado representa uma estimativa dos danos do material genético na 

célula (OSTLING; JOHANSON, 1984). 

Uma modificação desta técnica (eletroforese alcalina, que é aplicada mais 

frequentemente na atualidade) foi proposta por Singh e colaboradores (1988). Em que, 

diferente do protocolo original, a lise foi realizada com detergentes, solução de alta força 

iônica e a eletroforese sob condições alcalinas (pH > 13). Como resultado, a mesma tendência 

foi observada (deslocamento de DNA lesionado) com uma maior sensibilidade na detecção de 

mais tipos de danos genômicos (SINGH et al., 1988). Foi notado que o teste do cometa neutro 

detecta lesões mais severas do DNA (ruptura da dupla fita) (YASUHARA et al., 2003) e o 

cometa alcalino, pelo pH alto, provoca a desnaturação do DNA, expondo as lesões na cadeia 

dupla e simples, aumentando a sensibilidade do teste (MOLLER, 2006).  

Mesmo assim, certos tipos de danos são difíceis de detectar, já que o DNA pode se 

romper sem resultar em modificações notadas com o teste alcalino. No caso de dano oxidativo 

ao DNA, essas alterações podem ser melhor evidenciadas com o auxílio de endonucleaes 

como a 8-oxoguanina DNA-N-glicosilase 1 humana (hOGG1) que reconhecem bases 

nitrogenadas oxidadas entre as quais a 8-oxoguanina (8-oxoGua), 8-hidroxidesoxi-guanosina 

(8-OHdG), e metilfapi-guanina do DNA tornando-as detectáveis (KORKMAZ; BUTUNER; 
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ROGGENBUCK; 2018; SMITH; O´DONOVAN; MARTIN, 2006). Assim, a adição dessa 

etapa enzimática aumenta ainda mais a sensibilidade e especificidade do ensaio cometa para 

medir danos oxidativos no DNA (COLLINS, 2014). 

As principais vantagens do ensaio cometa são sua aplicabilidade a qualquer tipo 

de célula eucariótica, avaliação de células individuais, baixo custo de realização e pouco 

tempo necessário para obter resultados (SILVA et al., 2000). 

O ensaio cometa tem sido usado por exemplo, em pesquisas sobre carcinôgenese 

colorretal. Estudos desenvolvidos por Lima et al. (2005), Bazo et al. (2002) e Moura et al. 

(2018) utilizaram esse teste para quantificação do dano ao DNA a partir da análise de células 

epiteliais colônicas ou sangue de ratos Wistar que receberam 1,2 dimetil-hidrazina 

subcutânea.  

 

1.7 Teste do micronúcleo 

 

O micronúcleo foi reconhecido no final do século XIX, quando Howell e Jolly 

encontraram pequenas inclusões no sangue retirado de gatos e ratos. As pequenas inclusões, 

denominadas corpos de Howell-Jolly, também são observadas nos eritrócitos do sangue de 

pacientes com anemia grave (HAYASHI, 2016). Sua quantificação foi descrita pela primeira 

vez em 1982, onde foi observado que sua frequência era maior na mucosa bucal de indivíduos 

fumantes (STICH; CURTIS; PARIDA, 1982). 

Os micronúcleos são corpos extra-nucleares que contêm fragmentos 

cromossômicos danificados e/ou cromossomos inteiros que não foram incorporados ao núcleo 

após a divisão celular. A sua formação pode ser ocasionada por defeitos na maquinaria de 

reparo celular, pelo acúmulo de danos no DNA e por aberrações cromossômicas. Uma 

variedade de agentes genotóxicos pode induzir a formação de micronúcleos levando à morte 

celular, instabilidade genômica ou desenvolvimento do câncer (LUZHNA; KATHIRIA; 

KOVALCHUK, 2013). Eles são formados por material genético que foi perdido do genoma 

durante a mitose e ocorrem antes de qualquer mudança histopatológica tornar-se evidente, 

servindo portanto, como um marcador biológico que alerta para o risco de desenvolvimento 

do câncer (BLOCHING et al., 2000). A sua formação resulta de uma lise na molécula de DNA 

dias ou semanas após a ação de carcinógenos refletindo a incidência de eventos genotóxicos 

sobre a mucosa (STICH; ROSIN, 1983).  

A observação dos micronúcleos é especialmente facilitada em reticulócitos 

(hemácias jovens formadas após a expulsão do núcleo dos eritroblastos) que, por serem 
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células anucleadas, tornam os micronúcleos mais visíveis no citoplasma (KRISHNA; 

HAYASHI, 2000). A técnica do laranja de acridina descrita em 1990 por Hayashi et al. é 

amplamente utilizada para detecção dos micronúcleos. Seu princípio de utilização se dá pelo 

fato de que o laranja de acridina é um corante de alta afinidade por ácidos nucleicos que ao 

interagir com o DNA por intercalação emite fluorescência de cor amarela e ao reagir com o 

RNA emite luz vermelha. Dessa forma, sua utilização permite a identificação de eritrócitos 

jovens ricos em Ribonucleic Acid (RNA) (coloração vermelha) e micronúcleos constituídos 

por DNA (coloração amarela) (HAYASHI et al., 1990).   

A capacidade de identificar células com defeito cromossômico confere ao 

micronúcleo a propriedade de ser utilizado como marcador biológico da exposição a 

carcinógenos. Através de sua expressão, pode-se avaliar o grau de comprometimento da 

mucosa, como também a eficácia de protocolos de prevenção. Uma vantagem desse teste é 

sua capacidade de verificar, “in vivo”, o estado de uma mucosa que é simultaneamente 

exposta a carcinógenos, co-carcinógenos e antioxidantes – condição de difícil reprodução “in 

vitro” (ANDRADE et al., 2005). Outra vantagem é a sua habilidade de mensurar de forma 

acurada e objetiva a frequência de defeitos no DNA. Além do mais, o micronúcleo aparece 

após o dano, antes de qualquer alteração pré-maligna clínica ou mesmo histológica (BENNER 

et al., 1994; MAJER, et al., 2001; STICH; ROSIN, 1983).  

A determinação da taxa de micronucleação, mediante análise microscópica, tem 

proporcionado uma forma simples e rápida de estimar a presença de alterações 

cromossômicas nas células (MARTINS; BOSCHINI FILHO, 2003). 

Na neoplasia colorretal, por exemplo, observa-se que a quantidade de 

micronúcleos é maior no sangue de pacientes com CCR ou pólipo neoplásico quando se 

compara com os grupos controle (KARAMAN et al., 2008). Ohyama et al. (2002) 

observaram aumento de micronúcleos no cólon de camundongos CD-1 que receberam 1,2 

dimetil-hidrazina intraperitoneal. 

Com o estabelecimento da genotoxicidade e progressão da carcinogênese, tem 

início o surgimento das alterações morfológicas no tecido. No caso do cólon, as criptas 

aberrantes (KHARE et al., 2009). 

 

1.8 Criptas aberrantes 

 

A superfície do intestino compreende células epiteliais dispostas em vilosidades, na 

base das quais estão as criptas, onde se localizam as células-tronco que produzem as células 
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epiteliais (JANSEN, 2019). Um novo conceito recentemente descoberto relacionado às criptas 

é que, durante muitos anos, acreditava-se que as células-tronco das criptas originavam novas 

células, e estas, por sua vez, é que impulsionavam as células epiteliais em direção ao topo dos 

vilos. Entretanto, o que se percebeu é que, na verdade, as células epiteliais deslocam-se 

ativamente em direção ao ápice dos vilos por mecanismos de adesão celular (KRNDIJA et al., 

2019). As criptas intestinais representam, portanto, estruturas dinâmicas responsáveis pela 

renovação celular do epitélio intestinal cujo entendimento de sua fisiologia é importante para 

compreensão dos mecanismos de formação do carcinoma, já que é nelas onde a carcinogênese 

é iniciada. 

A carcinogênese colônica, por sua vez, é caracterizada por um conjunto de 

eventos moleculares acompanhado por alterações histopatológicas que iniciam a partir de 

leves anormalidades crípticas arquiteturais e progridem para adenomas e eventualmente 

cânceres invasivos. Em modelos experimentais de carcinogênese colônica, os FCA são as 

primeiras anormalidades detectáveis e precedem os adenomas (KHARE et al., 2009).  

FCA são lesões focais da mucosa do cólon compostos por uma a várias criptas 

aumentadas, cuja formação é especificamente induzida por carcinógenos do cólon (BIRD, 

1987; MCLELLAN; BIRD, 1988). São facilmente identificados em preparações coradas com 

azul de metileno sob microscópio de dissecação e são geralmente quantificadas em número 

por animal ou por cólon (BIRD, 1987, 1995; MCLELLAN; MEDLINE; BIRD, 1991). Os 

FCA foram descritos pela primeira vez por Bird (1987), a partir do exame da mucosa colônica 

de camundongos submetidos ao AOM sendo caracterizados pela presença de criptas maiores e 

mais escuras, epitélio espesso ligeiramente elevado, lúmen em forma de fenda e aumento do 

espaço pericríptico.  

Em modelos animais experimentais, com o aumento da dose do carcinógeno, há 

aumento da quantidade de FCA, enquanto a maioria dos agentes quimiopreventivos reduz a 

incidência ou o crescimento deles (KHARE et al., 2009). Os FCA são considerados, portanto, 

uma lesão precursora do carcinoma (lesão pré-neoplásica), servindo como marcador biológico 

do desenvolvimento da doença, teoria reforçada pela presença de displasia (SIU et al., 1997; 

TAKAYAMA et al., 1998), monoclonalidade (SIU et al., 1999) e mutações genéticas (K-RAS, 

APC) (SMITH et al., 1994). 

As alterações morfológicas das criptas aberrantes são compreendidas em dois 

grupos principais: 

- FCA sem displasia: criptas maiores ou mais largas que o normal, com tendência 

ao agrupamento de glândulas, lúmen serrilhado, alguma depleção de mucina, mas sem 



37 

 

displasia e sem estratificação nuclear (figura 2A). 

- FCA com displasia: criptas ampliadas e alongadas, por vezes fusionadas, com 

hipercromasia e estratificação nuclear, aumento da quantidade de mitoses, redução de mucina 

e de células caliciformes (figura 2B) (DiGREGORIO et al., 1997; SHPITZ et al., 1998; SIU 

et al., 1997). 

 

Figura 2 – Exemplos de FCA em mucosa colônica 

   

Fonte: Ghosh et al., 2018. 

Legenda: Figura 2A: FCA sem displasia composta por glândulas maiores e mais largas que o normal, 

aglomeradas, de lúmen tortuoso e discreta depleção de mucina (aumento de 100x, coloração: Hematoxicilina e 

Eosina). Figura 2B: FCA com displasia caracterizado por glândulas alongadas, irregulares, fusionadas, 

apresentando núcleos hipercromáticos, estratificados e acentuada redução da mucoprodução (aumento de 100x, 

coloração: Hematoxicilina e Eosina). 

 

As criptas aberrantes surgem a partir de 2 semanas da inoculação do carcinógeno. 

Inicialmente os FCA são formados por criptas únicas e, com o passar do tempo, as células se 

multiplicam e se expandem formando criptas maiores, mais irregulares originando FCA com 

várias criptas. Dessa forma, a quantidade de criptas por foco (multiplicidade) tem relação com 

o prognóstico, ou seja, quanto mais criptas houver por foco, mais agressivo seu 

comportamento e maior a chance de se desenvolver o câncer, principalmente os FCA com 

mais de 5 criptas (BIRD, 1995; BOATENG et al., 2007; LASKO; BIRD, 1995; SHIRTLIFF; 

BIRD, 1996). 

A distribuição dos FCA não é uniforme ao longo do intestino, predominando em 

cólon médio e distal em modelos com ratos e camundongos (GHIRARDI et al., 1999; 

MCLELLAN; BIRD, 1988; PAPANIKOLAOU et al., 1998; RODRIGUES et al., 2002). Em 

humanos, as criptas aberrantes foram descritas pela primeira vez em 1991 a partir do estudo 

da mucosa colônica de pessoas com CCR ou Polipose Adenomatosa Familial, apresentando 
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  B 

B
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características morfológicas muito semelhantes às observadas anteriormente em animais 

(RONCUCCI et al., 1991). São também consideradas lesões pré-neoplásicas no ser humano e 

apresentam maior concentração nas porções distais do cólon (SHPITZ, 1998). 

 Como os FCA são as lesões mais precocemente observadas no desenvolvimento 

do carcinoma, a análise das criptas aberrantes pode ser tomada como base para o estudo de 

substâncias com possível utilidade na prevenção do CCR, entre as quais está a goma arábica 

(GA).  

 

1.9 Goma arábica 

 

Sabe-se o impacto que o câncer tem na população, já que muitas neoplasias não 

apresentam boa resposta aos tratamentos atuais principalmente quando em estágio avançado, 

além dos frequentes efeitos adversos experimentados pelos pacientes que se submetem a essas 

terapias. Diante disso, tem se tornado cada vez mais importante a prevenção do câncer, com 

destaque nos últimos anos para o desenvolvimento de novas formas de quimioprevenção 

(BENETOU; LAGIOU; LAGIOU, 2015). 

A quimioprevenção do câncer se refere ao uso de agentes capazes de inibir, atrasar 

ou reverter os efeitos da carcinogênese antes que a neoplasia se torne invasiva. A utilização 

dessas substâncias é especialmente interessante já que evitaria o sofrimento causado pela 

neoplasia incluindo o diagnóstico, a doença em si e seu tratamento. Entre esses agentes, tem 

destaque os compostos naturais como fibras alimentares que apresentam poucos riscos 

relacionados ao seu consumo e geralmente são de mais fácil acesso pela população por seu 

baixo custo (BENETOU; LAGIOU; LAGIOU, 2015). 

A ingestão nutricional de várias fibras alimentares é reconhecida por conferir 

proteção contra o câncer colônico e retal. No entanto, o efeito dos nutrientes individuais 

presentes nas fibras no que diz respeito a incidência de câncer de cólon tem sido questionado. 

Uma dessas fibras que parece ter influência na carcinogênese é a GA. 

A GA, fibra dietética solúvel em água (TISS; CARRIÈRE; VEGER, 2001), é 

obtida a partir dos exsudatos de caules e ramos de vegetais do gênero Acacia, dentre os quais 

existem mais de mil espécies, sendo as mais utilizadas para a produção da goma a Acacia 

senegal e Acacia seyal (ISLAM et al., 1997). Ela é a goma vegetal mais antiga e mais 

conhecida pelo homem, sendo utilizada há mais de 5000 anos (WHISTLER; BEMILLER, 

1993), inicialmente pelos egípcios que a usavam como um adesivo em pigmentos de pinturas 

e em envoltórios de linho que serviam para embalsamar múmias (ISLAM et al., 1997). 
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Chegou à Europa a partir dos portos árabes, daí a origem de seu nome (ISLAM et al., 1997).  

A GA consiste em um polissacarídeo complexo de cadeia ramificada, neutro ou 

ligeiramente ácido, encontrado como um sal misto de cálcio, magnésio e potássio. Seu eixo 

principal e as cadeias laterais são compostos por unidades de 1,3-β-D-galactopiranosil. Ambas 

cadeias principal e laterais contêm ainda unidades de α-L-arabinofuranosil, α-L-

ramnopiranosil, β-D-glucuronopiranosil e 4-O-metil-β-D-glucuronopiranosil, sendo as duas 

últimas encontradas principalmente como unidades terminais (ANDERSON; STODDART, 

1966; ISLAM et al., 1997; VERBEKEN; DIERCHX; DEWETTINCK, 2003). Entretanto, a 

composição química não é uniforme variando de acordo com a idade do vegetal, clima e 

condições do solo (AL-ASSAF; PHILLIPS; WILLIAMS, 2005; ISLAM et al., 1997; 

VERBEKEN; DIERCHX; DEWETTINCK, 2003). 

A substância não é digerível e, quando administrada por via oral, sofre 

fermentação bacteriana lenta no cólon, principalmente em sua porção distal 

(MACFARLANE; GIBSON; CUMMINGS, 1992), levando à modificação da microbiota 

colônica. Com a chegada da GA no intestino grosso, observa-se o crescimento da população 

de bactérias fermentadoras como Bifidobacterium spp e Lactobacilli spp que são benéficas ao 

hospedeiro, uma vez que reduzem o pH do meio tornando o ambiente desfavorável ao 

crescimento de patógenos (ALARIFI; BELL; WALTON, 2018). Além dessas bactérias, nota-

se o crescimento de colônias de Bacteroides spp. e Prevotella spp. (organismos associados à 

melhoria do metabolismo lipídico) e diminuição da população de C. histolyticum, grupo de 

bactérias relacionado ao aumento da inflamação local (ALARIFI; BELL; WALTON, 2018). 

A partir de sua fermentação, a GA origina ácidos graxos de cadeia curta como o acetato, 

butirato e predominantemente o propionato (KISHIMOTO et al., 2006; PHILLIPS, 1998). 

Esses ácidos desempenham função importante na regulação do metabolismo local, sistema 

imune e proliferação celular. O acetato, por exemplo, exerce papel relevante no controle da 

inflamação e resistência à invasão de patógenos (RIGOTTIER-GOIS et al., 2003). O butirato 

é usado como fonte de energia pelas células epiteliais e aumenta a produção de muco no 

cólon, sendo sua concentração menor em indivíduos com CCR (ALARIFI; BELL; 

WALTON, 2018; MAKKI et al., 2018; WANG et al., 2012) e o propionato tem importância 

na regulação central do apetite, saciedade e redução da ingesta alimentar, auxiliando no 

controle do peso (CHAMBERS et al., 2015). Além disso, esses ácidos graxos derivados do 

metabolismo da goma parecem ter efeito inibitório na carcinogênese colorretal, já que estão 

associados a redução da proliferação epitelial, diminuindo a aderência e motilidade dessas 

células em matriz colágena, reduzindo a expressão de proto-oncogenes como o C-MYC e 
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diminuindo a inflamação local (BASSON; EMENAKER; HONG, 1998), principalmente o 

butirato que está relacionado a diminuição da síntese de DNA e indução da apoptose (CHEN; 

FALLER; SPANJAARD, 2003).  

A GA é uma das fibras dietéticas mais seguras (ANDERSON, 1986) não tendo 

sido observados efeitos tóxicos ou adversos significativos relacionados ao seu uso (ALI; 

ZIADA; BLUNDEN, 2009). Um estudo realizado por Doi et al. (2006) mostrou que quando 

administrada até o nível de 5% da dieta de ratos F344 não provocou mudanças em sinais 

clínicos, sobrevivência, peso corporal ou alterações histopatológicas. Além disso, a segurança 

da GA (5, 10, 20 ou 40 g administrada com água durante 4 semanas) foi confirmada em 

homens saudáveis, observando-se inclusive o aumento da população de bactérias intestinais 

benéficas ao ser humano (CALAME et al., 2008). 

A GA tem amplo uso industrial como agente estabilizador, espessante e 

emulsificante, principalmente na indústria alimentar (por exemplo na fabricação de 

refrigerantes e doces), mas também no setor têxtil, indústria cosmética e farmacêutica 

(VERBEKEN; DIERCHX; DEWETTINCK, 2003). Na medicina popular, tem sido relatada 

para o tratamento da inflamação da mucosa intestinal e para cobrir superfícies cutâneas 

inflamadas (GAMAL EL-DIN et al., 2003).  

Apesar do fato de que a goma é amplamente utilizada como veículo para drogas 

em experimentos fisiológicos e farmacológicos e por isso considerada uma substância 

"inerte", trabalhos desenvolvidos por Rehman et al. (2001), Gamal el-din et al. (2003) e Ali et 

al. (2008) afirmam que possui efeito antioxidante, hepatoprotetor e nefroprotetor em modelos 

animais.  

Em camundongos 129Sl/SvImJ saudáveis, a adição de 10% de GA à água potável 

durante 2 semanas de tratamento revelou aumento na depuração de creatinina, na excreção 

intestinal e renal de magnésio e cálcio, bem como na eliminação de fosfato. Além disso, 

aumentou a excreção urinária de hormônio antidiurético causando redução significativa do 

volume de urina, apesar da ingestão constante de líquidos (NASIR et al., 2008). Outro efeito 

observado em ratos Wistar que receberam GA a 7,5% na dieta por 17 dias foi o aumento da 

absorção intestinal de ureia, ocasionando redução de sua concentração sanguínea e maior 

disponibilidade no ceco para depuração intestinal, além de aumento da espessura do epitélio 

colônico (YOUNES et al., 1995) e da taxa de renovação celular (HOWARD et al., 1995). No 

intestino de ratos Sprague-Dawley também se notou maior absorção intestinal de sódio e água 

naqueles que recebem a GA quando administrada junto com sais de reidratação oral 

(WAPNIR et al., 1996).  
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Observa-se ainda que a GA possui efeito anti-inflamatório e nefroprotetor em 

ratos F344, com função relevante na proteção renal da lesão induzida por gentamicina 

(GILBERT et al., 1989), sendo importante em evitar a insuficiência renal. Estes efeitos podem 

estar relacionados a sua atuação como ligante capaz de remover a creatinina e ureia do sangue 

sem alterar parâmetros fisiológicos importantes como a taxa de filtração glomerular 

(MAHMOUD; DIAAI; AHMED, 2012).  

Clinicamente, foi utilizada em pacientes com insuficiência renal crônica, 

referindo-se que ajuda a diminuir as concentrações plasmáticas de ureia e creatinina, 

melhorando a função renal (ALI; ZIADA; BLUNDEN, 2009) e os níveis de pressão arterial 

(AL-MOSAWI, 2002). Em seres humanos também é relatada sua atividade anti-inflamatória 

em pacientes com artrite reumatoide que tomaram 30 g/dia de GA durante 12 semanas. Foi 

observada redução dos níveis séricos de TNF-α, da dor e do edema articular relacionados à 

inflamação. Esse efeito está relacionado à propriedade anti-inflamatória do butirato, ácido 

graxo derivado da fermentação da GA (KAMAL et al., 2018). O butirato, por sua vez, atua 

reduzindo a expressão de citocinas inflamatórias por meio da inibição do NF𝜅B (LÜHRS et 

al., 2001). 

Quanto ao metabolismo lipídico, estudo desenvolvido por Sharma em 1985 

mostrou que pessoas que ingeriram 15 g de GA duas vezes ao dia nas refeições durante 30 

dias apresentaram redução do colesterol sérico em aproximadamente 10,4%, com diminuição 

do Very Low Density Lipoprotein (VLDL) e Low Density Lipoprotein (LDL), mas tiveram 

pouco efeito sobre o High Density Lipoprotein (HDL) e triglicerídeos (SHARMA, 1985). Por 

outro lado, Haskell et al. (1992) observaram que o consumo de GA na dose mais baixa de 15 

g/dia por 4 semanas por pessoas saudáveis não teve efeito significativo sobre as concentrações 

plasmáticas de lipídios. 

Outros trabalhos mostram ainda que a GA tem efeito antioxidante, reduzindo o 

estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigênio (EROS) (AHMED et al., 2016; 

NEMMAR et al., 2019), e efeito protetor contra a cardiotoxicidade induzida pela 

doxorrubicina em camundongos Swiss (ABD-ALLAH et al., 2002) e contra a nefrotoxicidade 

provocada pela cisplatina em ratos Wistar (AL-MAJED et al., 2003). 

Mesmo sabendo que o estresse oxidativo desempenha papel importante na 

carcinogênese colorretal, e que a goma tem efeito antioxidante, existem poucos trabalhos que 

investigaram o papel da GA na inibição da carcinogênese. Um deles foi o desenvolvido por 

Nasir et al. (2010) que mostrou que a GA tem efeito importante em reduzir o crescimento de 

tumores do cólon de camundongos BALB/c principalmente por diminuir a expressão das 
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angiogeninas, compostos importantes na angiogênese tumoral. A carcinogênese química 

experimental induzida pela injeção de dose única intraperitoneal de 20 mg/kg de 1,2-dimetil-

hidrazina resultou no desenvolvimento de adenomas e adenocarcinomas do cólon, um efeito 

significativamente bloqueado pelo uso da GA a 10% administrada na água durante 14 

semanas (redução de 70% na formação desses tumores). Foi observada ainda a redução dos 

níveis transcripcionais no epitélio colônico de vários genes importantes para a proliferação 

celular e/ou crescimento tumoral, como o antígeno CD38, ubiquitina D, oncogene vav 3 e 

ligante de quimiocina 5. Além disso, notou-se diminuição da abundância proteica de ß-

catenina, um poderoso oncogene em tumores do cólon (NASIR et al., 2010). 

Estudo desenvolvido por Braga et al. (2019) também evidenciou efeito protetor da 

goma na carcinogênese colorretal. Na ocasião, foi observada redução na formação de criptas 

aberrantes do cólon de ratos Wistar que receberam AOM (15 mg/kg, intraperitoneal, 

semanalmente por 2 semanas) e que receberam GA a 1% na dose de 5 ml/kg administrada por 

gavagem durante 16 semanas. Essas observações poderiam ser exploradas para profilaxia do 

carcinoma do cólon. 
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2  JUSTIFICATIVA / RELEVÂNCIA 

 

O câncer é um problema de saúde pública no mundo, representando uma das 

maiores causas de mortalidade. Sua incidência na população vem crescendo sendo esperado 

um aumento de até 5% em 2020 se comparado a 2018 (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018). 

Dentre as neoplasias malignas, o CCR representa uma das mais importantes no 

que diz respeito ao acometimento da população, sendo a segunda mais prevalente a nível 

mundial e a terceira a nível nacional (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Dessa 

forma, é fundamental o estudo de novas substâncias principalmente compostos naturais que 

tenham efeito em prevenir ou pelo menos reduzir a incidência do CCR. Um desses compostos 

é a GA, polissacarídeo que pode desempenhar papel anticarcinogênico na mucosa colônica 

por possuir efeito anti-inflamatório da mucosa intestinal (GAMAL EL-DIN et al., 2003), 

efeito citoprotetor e antioxidante em modelos animais (ALI et al., 2008; GAMAL EL-DIN et 

al., 2003; NEMMAR et al., 2019). Apesar dessas propriedades da GA, existem poucas 

pesquisas dedicadas a elucidar sua possível contribuição no CCR.  

Uma forma eficaz de se estudar esse tipo de câncer e melhor entender os fatores 

relacionados a sua prevenção, incluindo a participação da GA nesse processo, é por meio de 

modelos animais. Entre os quais, estão os estudos com camundongos, que é um modelo 

documentado na literatura (O'TOOLE; PEGG; SWENBERG, 1993; TAKAHASHI; 

WAKABAYASHI, 2004), mas que não é muito utilizado apesar da semelhança com a 

carcinogênese humana e de gerar menor custo relacionado a insumos comparado aos ratos. 
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3  OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos da goma arábica na mucosa de cólon e reto assim como na 

genotoxicidade e estresse oxidativo locais e sistêmicos de camundongos Swiss submetidos à 

carcinogênese colorretal pelo azoximetano. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

Avaliar os seguintes aspectos em camundongos submetidos à carcinogênese 

colorretal pelo azoximetano e que receberam goma arábica: 

a) A quantidade e distribuição de criptas aberrantes, focos de criptas aberrantes e a 

multiplicidade desses focos em cólon e reto; 

b) A genotoxicidade em cólon (proximal e distal), fígado, medula óssea e sangue; 

c) O estresse oxidativo por meio da quantificação das espécies reativas de oxigênio em 

cólon (proximal e distal), fígado e sangue. 
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4  MÉTODOS 

 

4.1 Considerações éticas 

 

O protocolo do estudo seguiu as normativas do Conselho Nacional de 

Experimentação Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará (UFC) (protocolo nº 3925060318) na 

reunião de 30 de maio de 2018, conforme os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, 

do Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009 (anexo A). 

 

4.2 Delineamento do experimento e modelo animal  

 

Foram utilizados 55 camundongos albinos (Mus musculus) da linhagem Swiss, 

machos, com peso entre 25 e 30 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade 

Federal do Ceará (UFC). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Cirurgia 

da Faculdade de Medicina da UFC, em gaiolas de polipropileno forradas com maravalha 

autoclavada, a 24°C em ciclo luz-escuro de 12 horas, com umidade relativa do ar em torno de 

50% e dispondo de água e alimento padrão à vontade (NUVILAB CR-1 irradiada) (anexo B).  

Os camundongos foram distribuídos em 6 grupos assim constituídos (figura 3):  

Grupo I (GI) (N=6): os animais receberam injeção de 0,5 ml de solução salina 

0,9% estéril (SF), intraperitoneal (ip), 1 vez por semana, durante 2 semanas. Após isso,  

seguiram recebendo água destilada por gavagem 1 vez ao dia até a data estabelecida para a 

eutanásia. Os camundongos foram mortos na 12ª semana após a segunda injeção de solução 

estéril de SF.  

Grupo II (GII) (N=6): os animais foram submetidos a injeção de 0,5 ml de SF, 

ip, 1 vez por semana, durante 2 semanas. A seguir, receberam solução de GA 2,5% por 

gavagem, 1 vez ao dia, ao longo de 12 semanas após a segunda injeção de solução estéril de 

SF.  

Grupo III (GIII) (N=6): os animais foram submetidos a injeção de 0,5 ml de SF, 

ip, 1 vez por semana, durante 2 semanas. Em seguida, receberam solução de GA 5% via 

gavagem, 1 vez ao dia, por 12 semanas após a segunda injeção de solução estéril de SF.  

Grupo IV (GIV) (N=12): os animais foram submetidos a injeção de AOM na 

dose de 10 mg/kg, ip, 1 vez por semana, durante 2 semanas. Feito isso, receberam água 
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destilada por gavagem, 1 vez ao dia, até os dias estabelecidos para a eutanásia. Os 

camundongos foram mortos na 12ª semana após a segunda injeção de AOM.  

Grupo V (GV) (N=12): os animais foram submetidos a injeção de AOM na dose 

de 10 mg/kg, ip, 1 vez por semana, por 2 semanas. A seguir, receberam GA 2,5% via 

gavagem ,1 vez ao dia, até os dias estabelecidos para a eutanásia.  

Grupo VI (GVI) (N=13): os animais foram submetidos a injeção de AOM na 

dose de 10 mg/kg, ip, 1 vez por semana, por 2 semanas. Em seguida, receberam solução de 

GA 5% via gavagem, 1 vez ao dia, durante 12 semanas após a segunda injeção de AOM. 

Os grupos experimentais (IV, V e VI) têm uma quantidade maior de indivíduos 

comparados aos grupos controle (I, II e III) por apresentarem maior risco de mortalidade já 

que receberam o carcinógeno. 

 

Figura 3 – Desenho experimental 

 

 
    Fonte: Elaborada pelo autor. 

    Legenda: AOM: Azoximetano; 1ºS: primeira semana; 2ºS: segunda semana. 
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As substâncias administradas (água destilada, GA 2,5% e GA 5%) foram 

fornecidas via gavagem oral na dose de 5 ml/kg, uma vez ao dia, durante 12 semanas 

imediatamente após a última aplicação do carcinógeno (figura 4). 

        

Figura 4 - Gavagem 

 
                          Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Antes do início da administração das substâncias, os animais foram vermifugados 

com Ivomec® (ivermectina) 2 mg/kg por via subcutânea. 

As soluções de GA foram preparadas em diluição com água destilada. 

Os camundongos foram pesados no dia da administração dos vermífugos, no dia 

da aplicação do AOM e em todas semanas, antes de serem calculadas as doses das substâncias 

administradas, até o final do experimento.  

 

4.3 Carcinógeno 

 

Foram utilizadas ampolas de 100 mg de AOM (Sigma-Aldrich Corporation®) 

(anexo C). O mesmo foi aplicado por via intraperitoneal na dose de 10 mg/kg de peso 

corporal após diluição em solução salina estéril.  

Os animais que receberam o carcinógeno foram os dos grupos IV a VI, uma vez 

por semana, durante 2 semanas (figura 5). 



48 

 

       Figura 5 - Aplicação do carcinógeno 

  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

Legenda: Figura 5A: frasco do AOM antes da aplicação. Figura 2B: inoculação do carcinógeno 

em cavidade peritoneal.  

 

4.4 Preparação da goma arábica 

 

Foi utilizada GA, na forma de pó (Para Análise - PA, da empresa Dinâmica 

Química Contemporânea Ltda®).  

Antes de sua utilização, a GA foi diluída em água destilada sendo a seguir 

administrada via gavagem. Os grupos II e V receberam solução de GA a 2,5% na dose de 5 

ml/kg de peso corporal e os grupos III e VI, GA a 5%, também na dose de 5 ml/kg. 

A diluição foi preparada uma vez por semana, levando em consideração as 

alterações no peso dos animais e mantida em refrigerador a 4 ºC (figura 6). 

 

   Figura 6 - Soluções de água destilada e GA 

 
                             Fonte: Elaborada pelo autor. 

                             Legenda: Da esquerda para direita: água destilada, GA 2,5% e GA 5%. 

 

 

A B 
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4.5  Procedimento cirúrgico e avaliação macroscópica  

 

Na 12ª semana após a segunda injeção de AOM, os animais foram sacrificados.  

Os camundongos foram anestesiados por injeção intraperitoneal de cloridrato de 

quetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg). Após a anestesia, foram postos 

em decúbito dorsal em uma mesa cirúrgica com campos estéreis, seguido de laparotomia por 

incisão na linha média xifopubiana interessando a cavidade abdominal (figura 7). 

 

                 Figura 7 - Laparotomia exploradora 

 
                     Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Aberta a cavidade abdominal, foi puncionada a aorta para a coleta de sangue para 

análise (figura 8), após a qual ocorreu a morte dos animais por exsanguinação. A seguir, foi 

realizada ressecção do reto e cólon até o ceco (proctocolectomia), retirada dos pulmões, rins, 

baço, fígado e fêmur direito.  
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Figura 8 - Coleta de sangue da aorta abdominal 

 
                       Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os intestinos foram abertos na borda anti-mesentérica, lavados, irrigados com 

solução salina de forma contínua, pesados e retirado pequeno fragmento do cólon proximal e 

distal para ensaios biológicos. Em seguida, foram medidos e colocados estendidos em papel 

filtro para fazer um formato de “rocambole”. Após isso, foram imersos em formol tamponado 

a 10% (figura 9). 

 

Figura 9 – Preparo do cólon 

  
     Fonte: Elaborada pelo autor. 

     Legenda: Figura 9A: cólon estendido sobre papel filtro após ter sido aberto e lavado. Figura 9B: cólons        

enrolados com papel filtro em formato de “rocambole”. 

Os demais órgãos também foram pesados, medidos, avaliados quanto à presença 

de tumoração ou outra alteração e acondicionados em solução formolizada tamponada a 10%. 

Do fígado, também foi retirado pequeno fragmento para estudo biológico. 

Posteriormente, após 24 h de fixação em formol, os órgãos foram clivados, 

processados e incluídos em parafina. A seguir, foram cortados e corados com hematoxilina e 

eosina para estudo histopatológico. 

A B 
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4.6 Estudo das Criptas Aberrantes  

 

Após 24 h de fixação, cada cólon foi corado com azul de metileno a 0,1% e 

solução tamponada fosfatada (phosphate buffered saline - PBS) por 1 min (figura 10). A 

seguir, foi examinado ao microscópio estereoscópico (M90 VASCONCELLOS da DF 

VASCONCELOS S.A. com magnificação de 40x) por um patologista para contagem e 

registro dos focos de criptas aberrantes (FCA) e do número de criptas por foco, ou seja, sua 

multiplicidade por segmento do intestino (proximal, médio e distal) e em toda sua extensão 

(figura 11) conforme técnica descrita por Bird (1987) e por Burlamaqui et al. (2010). 

 

Figura 10 – Solução de azul de metileno e cólon corado com a 

mesma substância 

 
                             Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 11 – Foco de criptas aberrantes  

 
      Fonte: Elaborada pelo autor. 

Legenda: Foco de várias criptas aberrantes (seta branca) observado em 

microscópio estereoscópico. Aumento de 40x (azul de metileno).   
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4.7 Ensaios biológicos 

 

Para realização dos ensaios biológicos, foi colhido sangue da aorta abdominal (0,5 

ml), fragmento do fígado, fragmento do cólon proximal, fragmento do cólon distal e aspirado 

de medula óssea.  

Os fragmentos do cólon e fígado foram individualmente macerados em PBS 

gelado (4 ºC) e posteriormente filtrados. As células foram obtidas da suspensão após a 

filtração. A medula óssea foi obtida a partir do fêmur direito dos animais. Com esse objetivo, 

o fêmur de cada camundongo foi retirado, limpo e as epífises seccionadas. Para a retirada da 

medula, foram utilizadas seringas de 1 ml previamente preenchidas com 0,5 ml de soro fetal 

bovino. A agulha da seringa foi firmemente inserida em uma das aberturas do fêmur e o soro 

foi injetado de modo a deslocar a medula para dentro de um tubo de centrífuga previamente 

preenchido com o mesmo material (3 ml de soro fetal) (figura 12). 

 

Figura 12 - Coleta da medula óssea 

     
Fonte: Elaborada pelo autor. 

Legenda: Figura 12A: fêmur logo após ter sido retirado e limpo. Figura 12B: inserção da agulha no fêmur 

para coleta da medula óssea. Figura 12C: medula óssea coletada em tubo de centrífuga. 

 

Após coletadas, as amostras foram transportadas para o laboratório em recipientes 

com gelo e processadas em até de 2 h após o procedimento.   

 

4.7.1 Testes de avaliação da genotoxicidade  

 

4.7.1.1 Ensaio do cometa (cólon, fígado, sangue e medula óssea) 

 

O estudo de dano ao DNA por meio do ensaio do cometa foi realizado em 

condições alcalinas e neutras conforme descrito por Hartmann e Speit (1997) e Wojewodzka, 

Buraczewska e Kruszewski (2002), respectivamente. 

A B C 
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A partir de amostras do cólon proximal, cólon distal, fígado, sangue e medula 

óssea, foram separados 20 μl da suspensão de células com uma densidade aproximada de 10
6
 

células/ml. A seguir, a suspensão foi dissolvida em agarose de baixo ponto de fusão na 

concentração de 0,5% e espalhada sobre uma lâmina pré-tratada também com agarose de 

baixo ponto de fusão, mas numa maior concentração, 1% em 37 ºC.  

As suspensões foram então colocadas em contato com uma solução de lise celular 

(5 M NaCl, 100 mL EDTA, 10mM Tris, 1% N-Lauroyl sarcosine, 1% Triton X-100, 10% 

DMSO, pH 10,0) por pelo menos 1 h a 4 ºC.  

Em seguida, foram dispostas de forma horizontal na cuba de eletroforese, a qual 

foi preenchida com tampão de corrida (1 mM Na2EDTA, 300 mM NaOH) em pH > 13 para o 

ensaio do cometa em condições alcalinas (HARTMANN; SPEIT, 1997) ou em pH 8,5 para o 

ensaio do cometa em condições neutras (WOJEWODZKA; BURACZEWSKA; 

KRUSZEWSKI, 2002), durante 60 min para permitir o equilíbrio do pH com o tampão de 

corrida.  

A eletroforese foi então conduzida a baixa temperatura (4 °C) durante 20 min na 

versão alcalina (25 V; 300 mA) e por 60 min (14 V; 12 mA) na versão neutra (todos passos 

foram conduzidos na ausência de luz, uma vez que a luminosidade pode danificar o DNA).  

Feito isso, as lâminas foram retiradas e mergulhadas na solução de neutralização 

(0,4 M Tris, pH 7,5) durante 15 min. A seguir, foram postas em contato com 30 μl de solução 

de brometo de etídeo (20 µg/ml) para coloração, cobertas com lâmínulas e vistas em 

microscópio para estudo (microscópio de fluorescência [Zeiss] equipado com um filtro de 

excitação de 515-560 nm, filtro de barreira de 590 nm e objetiva de 40x).  

A investigação do dano ao DNA foi realizada de acordo com o tamanho e 

intensidade da cauda do cometa analisados visualmente conforme padrão de escores 

previamente conhecido (COLLINS et al., 1997) (figura 13).  

Foram contados 100 cometas em cada lâmina, os quais foram classificados de 

acordo com a porcentagem de DNA na cauda do cometa, de forma que o grau de quebra do 

DNA foi variável com índices baixos (<5%) a altos (>95%) (COLLINS et al., 1997).  

A quantificação do dano ao DNA foi feita através do índice de dano (ID), que 

corresponde a uma medida sensível da lesão do material genético baseado na sua migração, o 

qual variou de 0 (sem dano: 100 células x 0) a 400 (com dano máximo: 100 células x 4) 

(COLLINS et al., 1997). 

O ID foi obtido pela seguinte fórmula: ID = 

in
i

i 


4

0 , no qual in
é o número de 
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células com nível de dano i  (0, 1, 2, 3 ou 4).  

 

Figura 13 - Tipos de cometas corados com brometo de etídio e visualizados ao microscópio de 

fluorescência. 

 

Fonte: Adaptada de Hartmann; Speit (1997). 

Legenda: Figura 13A: sem danos (<5%). Figura 13B: baixo nível de danos (5-20%). Figura 13C: médio nível de 

danos (20-40%). Figura 13D: alto nível de danos (40-95%). Figura 13E: dano total (95%).   

 

 

4.7.1.2  Ensaio do cometa alcalino modificado (medição da guanina oxidada) 

 

Nas amostras do cólon proximal, cólon distal e fígado, além do ensaio do cometa 

neutro e alcalino, foi realizado o ensaio do cometa alcalino modificado, que é feito conforme 

descrito anteriormente com pequenas modificações.  

As lâminas foram retiradas da solução de lise e lavadas em tampão enzimático três 

vezes (4 mM HEPES, 100 mM KCl, 0,5 mM Na2EDTA, 0,2 mg/ml BSA, pH 8,0). A seguir, 

foram escorridas e postas em contato com 50 µl de 8-oxoguanina DNA N-glicosilase 1 

(hOGG1) durante 30 min na temperatura de 37 ºC. Feito isso, analisaram-se visualmente as 

imagens de 100 células escolhidas de forma aleatória (50 células de cada uma das duas 

lâminas replicadas) de cada grupo. A quantidade de guanina oxidada (sítios sensíveis a 

hOGG1) foi então determinada a partir da diferença entre a quantidade de quebras de cadeia 

(amostras incubadas apenas com tampão) e a quantidade total de quebras obtidas após 

incubação com hOGG1. 

 

B C 

D E 
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4.7.1.3  Teste do micronúcleo em reticulócitos do sangue  

 

O teste do micronúcleo foi feito a partir da análise da frequência de micronúcleos 

em reticulócitos do sangue utilizando o corante laranja de acridina conforme descrito por 

Hayashi et al. (1990).  

O corante foi dissolvido em água destilada para se obter uma solução com 

concentração de 1 mg/ml. A partir de 10 μl dessa solução, foi realizado esfregaço em lâminas 

pré-aquecidas a ± 70 ºC. As lâminas foram então estocadas em caixa escura à temperatura 

ambiente por pelo menos 24 h.  

Sobre essas lâminas previamente preparadas com o corante, foram adicionados 50 

µl de sangue e cobertas com lamínula. As lâminas foram então guardadas no refrigerador (-20 

ºC), no escuro, por pelos menos 10 h.  

Após isso, as preparações foram examinadas com um microscópio de 

fluorescência apresentando filtro de excitação azul (488 nm) e filtro de emissão (barreira) 

amarelo (575 nm), utilizando lentes objetivas de imersão.  

Os reticulócitos foram identificados por sua coloração vermelha e os 

micronúcleos pela sua cor amarelada, sendo então contabilizada a quantidade de micronúcleos 

para cada 1000 reticulócitos por lâmina (HAYASHI et al., 1990).   

 

4.7.1.4  Teste do micronúcleo da medula óssea e citotoxicidade medular 

 

Obtido o material medular, o mesmo foi submetido a centrifugação (1000 rpm por 

5 min), após a qual o sobrenadante foi descartado e o precipitado homogeneizado. A seguir, 

foi realizado o esfregaço a partir de uma gota da suspensão colocada em uma lâmina limpa e 

seca sendo obtidas duas lâminas para cada animal.  

Posteriormente, as lâminas foram coradas pelo método de Leishman (SCHMID, 

1975) e analisadas ao microscópio óptico binocular nos aumentos de 20x e 40x para 

identificação dos micronúcleos pelos critérios de Schmid (1976) e Heddle et al. (1983). Foi  

então contabilizado o total de micronúcleos para cada 1000 eritrócitos policromáticos (EPC) 

por animal (HEDDLE et al., 1983).  

Quanto à citotoxicidade, a mesma foi representada pela razão entre EPC e 

eritrócitos normocromáticos (ENC) com base em 1000 eritrócitos (EPC ou ENC) por animal 

(KRISHNA; HAYASHI, 2000). 
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4.7.2 Estresse oxidativo 

 

4.7.2.1 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio intracelular (cólon, fígado e 

sangue) 

 

As preparações celulares foram postas em contato com 20 µM de diacetato 2’7’- 

diclorodiidrofluoresceína (H2DCFDA) na ausência de luz e a 37 ºC durante 30 min. O  

H2DCFDA ao entrar em contato com as EROS intracelulares é oxidada ao DFC (2’7’- 

diclorohidrofluoresceína), altamente fluorescente (CROW, 1997; HEMPEL et al., 1999), de 

maneira que quanto maior a quantidade de EROS presentes nas células, maior a fluorescência 

emitida pelo DCF (LEBEL; ISCHIOPOULOS; BONDY, 1992). Entre as EROS envolvidas 

neste processo, estão os radicais hidroxil (HO
•
), peroxil (ROO

•
) e peroxinitrito (ONOO

•
), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singleto (
1
O2) (BARTOSZ, 2006). 

Posteriormente, as preparações foram lavadas, ressuspendidas em PBS e 

analisadas por meio de citometria de fluxo. Em cada amostra, a fluorescência emita pelas 

EROS foi detectada e quantificada pelo citômetro (Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, 

EUA), sendo então determinada a porcentagem de espécies reativas presente. Os ensaios 

foram realizados em três experimentos independentes feitos em triplicatas de forma que dez 

mil eventos foram analisados em cada amostra. 

 

4.8  Análise estatística  

 

Os dados foram inicialmente submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para 

verificação da normalidade de distribuição. Como tal requisito foi obtido, os dados foram 

então tabulados no Microsoft Excel
®
 e expressos na forma de média e desvio-padrão, 

incluindo o peso dos animais, ganho de massa corporal, peso dos órgãos, número de criptas 

aberrantes, número de FCA, multiplicidade das criptas e os dados referentes aos ensaios 

biológicos (ensaio do cometa, teste do micronúcleo e EROS). A seguir, para cada parâmetro, 

foram feitas comparações entre os grupos pela análise de variância (ANOVA) associando-se o 

teste de comparações múltiplas de Tukey para verificar diferenças entre os grupos.  

Para estudo do número de criptas aberrantes, número de FCA e multiplicidade de 

criptas (número de FCA com até 5 criptas e número de FCA com mais de 5 criptas 

observadas) foi usada análise de variância (ANOVA) para dois fatores de classificação. Um 
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deles para avaliar o efeito dos tratamentos (fator 1) e o outro dos segmentos do cólon (fator 

2), sendo complementada pelo teste de comparações múltiplas de Tukey (comparações entre 

os segmentos que passaram pelo mesmo tratamento e comparações entre os segmentos que 

passaram por tratamentos diferentes). 

O software GraphPad Prism 8.0
®
 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA) 

foi utilizado para realização dos procedimentos estatísticos e elaboração dos gráficos, 

adotando-se um nível de significância de 5% em todos ensaios (p<0,05). 
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5  RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação clínica 

 

Foi observada rarefação de vibrissas e pelos próximo ao focinho da maior parte 

dos animais em todos grupos (figura 14), não se notando outras alterações como mudança no 

comportamento, motricidade, padrão respiratório ou características das fezes. 

 

Figura 14 - Camundongos com rarefação de pelos próximo ao focinho 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

5.2 Mortalidade 

 

Ao longo do experimento, morreu um camundongo do grupo III e outro do grupo 

V. Não foi realizada necrópsia porque os corpos foram encontrados em franco estado de 

decomposição. 

 

5.3  Peso corporal final e ganho de massa corpórea 

 

Na avaliação do peso corporal final e do ganho de massa corpórea entre os grupos, 

não foi observada diferença estatística significativa (ANOVA associada a Tukey, tabela 3). 
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       Tabela 3 – Peso corporal final e ganho de peso percentual por grupo 

Grupos 
Peso corporal final (g)  

Média ± DP 

Ganho de peso (%) 

Média ± DP 

GI (n=6)  

 
38,00 ± 1,27 48,12 ± 14,75 

GII (n=6)  

 
38,33 ± 4,80 50,73 ± 19,94 

GIII (n=5)  

 
39,20 ± 3,03 49,18 ± 13,62 

GIV (n=12) 

  
40,67 ± 2,87 43,58 ± 15,47 

GV (n=11)  

 
41,27 ± 2,41 39,30 ± 12,40 

GVI (n=13)  

 
42,46 ± 4,70 47,83 ± 22,92 

Significância (ANOVA) p = 0,0765 p = 0,7505 

              Fonte: Dados da pesquisa. 

              Legenda: DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 

 

5.4 Peso dos órgãos  

 

A análise do peso dos órgãos (pulmões, fígado, baço, rins e cólon) foi feita a partir 

do percentual que cada órgão representou do peso corporal total de cada animal no dia da 

eutanásia. As comparações entre os seis grupos não demonstrou diferença estatisticamente 

significante (ANOVA associada a Tukey, tabela 4). 
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Tabela 4 – Peso dos órgãos em percentual do peso corporal total 

Grupos 

Peso dos 

pulmões 

(%) 

Média ± 

DP 

Peso do 

fígado 

(%) 

Média ± 

DP 

Peso do 

baço 

(%) 

Média ± 

DP 

Peso  

dos rins 

(%) 

Média ± 

DP 

Peso do 

cólon 

(%) 

Média ± 

DP 

GI (n=6) 
0,51 ± 

0,05 

3,56 ± 

0,20 

0,18 ± 

0,02 

1,58 ± 

0,07 

1,55 ± 

0,28 

GII (n=6) 
0,50 ± 

0,07 

3,68 ± 

0,43 

0,20 ± 

0,06 

1,59 ± 

0,24 

1,83 ± 

0,38 

GIII (n=5) 
0,55 ± 

0,06 

4,56 ± 

0,78 

0,24 ± 

0,05 

1,89 ± 

0,24 

1,52 ± 

0,45 

GIV (n=12) 
0,61 ± 

0,20 

3,85 ± 

0,90 

0,30 ± 

0,16 

1,73 ± 

0,25 

1,62 ± 

0,36 

GV (n=11) 
0,72 ± 

0,35 

3,60 ± 

0,38 

0,23 ± 

0,07 

1,69 ± 

0,22 

1,58 ± 

0,25 

GVI (n=13) 
0,60 ± 

0,16 

4,04 ± 

0,62 

0,27 ± 

0,15 

1,63 ± 

0,23 

1,72 ± 

0,39 

Significância 

(ANOVA) 

p = 

0,3339 

p = 

0,0668 

p = 

0,3401 

p = 

0,1608 

p = 

0,5806 

                        Fonte: Dados da pesquisa. 

                        Legenda: DP: desvio padrão; ANOVA: análise de variância. 

 

5.5  Número de criptas aberrantes 

 

Analisando-se as criptas aberrantes observadas nos grupos GIV, GV e GVI, por 

segmento do cólon (proximal, médio ou distal), observou-se que não houve diferença 

significativa entre os diferentes segmentos colônicos dentro de um mesmo grupo (p=0,6012). 

Entretanto, houve redução estatisticamente significante deste número no grupo GVI (AOM + 

GA 5%) em relação ao grupo GIV (AOM + água) no segmento distal (ANOVA associado a 

Tukey, tabela 5). 
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Tabela 5 - Número de criptas aberrantes observado nos grupos GIV, GV e GVI, 

conforme o segmento do cólon: proximal, médio e distal. 

Segmento 

do cólon 

GIV (n=12) 

Média ± DP 

GV (n=11) 

Média ± DP 

GVI (n=13) 

Média ± DP 

Proximal 3,92 ± 6,40 1,64 ± 3,04 3,62 ± 8,43 

Médio 3,58 ± 3,15 1,55 ± 2,11 1,38 ± 2,33 

Distal 5,17 ± 3,83 1,82 ± 2,68 0,38 ± 0,77
a
 

      Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: DP: desvio padrão. A letra 
a
(p=0,0031) denota diferença estatisticamente significante em 

relação ao grupo GIV no segmento distal do cólon (teste de comparações múltiplas de Tukey). 

 

Quanto às criptas aberrantes nos grupos GIV, GV e GVI, considerando toda 

extensão do cólon, foi notado que o número de criptas observado no grupo GIV (12,67 ± 

7,05) foi significativamente maior que o verificado nos grupos GV (5,00 ± 4,58; *p=0,0379) e 

GVI (5,39 ± 8,75; +p=0,0401) (dados expressos como média e desvio-padrão das observações 

realizadas em 12, 11 e 13 animais dos grupos IV, V e VI, respectivamente - ANOVA associada 

a Tukey, gráfico 2). 

 

Gráfico 2 – Número de criptas aberrantes considerando toda 

extensão do cólon 
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5.6  Focos de criptas aberrantes (FCA)  

 

Comparando-se os FCA observados nos grupos GIV, GV e GVI, de acordo com o 

                 Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: *p=0,0379 em relação a GIV; +p=0,0401 em relação a GIV 
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segmento do cólon (proximal, médio ou distal), observou-se que não houve diferença 

significativa entre os diferentes segmentos colônicos dentro de um mesmo grupo (p=0,2889). 

Entretanto, nos grupos que receram goma GV (AOM + GA2,5%) e GVI (AOM + GA5%) 

comparados ao GIV (AOM + água), houve redução significante dos FCA, principalmente nos 

segmentos médio e distal (ANOVA associado a Tukey, tabela 6). 

 

Tabela 6 – Número de FCA nos grupos GIV, GV e GVI, de acordo com o segmento do 

cólon: proximal, médio ou distal 

Segmento 

do cólon 

GIV (n=12) 

Média ± DP 

GV (n=11) 

Média ± DP 

GVI (n=13) 

Média ± DP 

Proximal 1,67 ± 2,06 0,73 ± 1,56 1,15 ± 2,38 

Médio 3,08 ± 2,27 1,00 ± 1,26
a
 1,00 ± 1,58

b
 

Distal 3,83 ± 2,44 1,45 ± 2,11 0,31 ± 0,63
c
 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: DP: desvio padrão. As letras 
a
(p=0,0346), 

b
(p=0,0405) e 

c
(p=0,0010) denotam diferenças 

estatisticamente significantes em relação ao grupo GIV no mesmo segmento do cólon (teste de 

comparações múltiplas de Tukey). 

 

Analisando-se os FCA nos grupos GIV, GV e GVI, considerando toda extensão do 

cólon, foi observado que o número de FCA no grupo GIV (8,75 ± 3,55) foi significativamente  

maior que o verificado nos grupos GV (3,18 ± 2,99; ***p=0,0004) e GVI (2,46 ± 2,79; 

+++p<0,0001) (dados expressos como média e desvio-padrão das observações realizadas em 

12, 11 e 13 animais dos grupos IV, V e VI, respectivamente - ANOVA associado a Tukey, 

gráfico 3). 

 

Gráfico 3 – Número de FCA considerando toda extensão do cólon 
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                                  Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p=0,0004 em relação a GIV; +++p<0,0001 em 

relação a GIV 
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5.7 Multiplicidade de criptas 

 

Na comparação dos focos de até 5 criptas aberrantes, constatou-se que não 

houve diferença estatisticamente significante no número de FCA entre diferentes 

segmentos dentro de um mesmo grupo (p=0,2136). Por outro lado, nos grupos que 

receram goma GV (AOM + GA2,5%) ou GVI (AOM + GA5%) comparados ao GIV 

(AOM + água), houve redução dos FCA, principalmente nos segmentos médio e distal 

(ANOVA associado a Tukey, tabela 7).  

 

Tabela 7 – Número de FCA com até 5 criptas nos grupos GIV, GV e GVI comparando-se 

os diferentes segmentos colônicos 

Segmento do cólon 
GIV (n=12) 

Média±DP 

GV (n=11) 

Média±DP 

GVI (n=13) 

Média±DP 

Proximal 1,58±2,11 0,73±1,56 1,00±2,04 

Médio 3,08±2,27 1,00±1,26 a
 1,00±1,58 b 

Distal 3,75±2,45 1,45±2,11 0,31±0,63 c 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: DP: desvio padrão. As letras 
a
(p=0,0346), 

b
(p=0,0405) e 

c
(p=0,0012) denotam diferenças 

estatisticamente significantes em relação ao grupo GIV no mesmo segmento do cólon (teste de 

comparações múltiplas de Tukey). 
 

  

Considerando toda extensão do cólon, constatou-se que o número de FCA 

com até 5 criptas observado no grupo GIV (8,42 ± 3,45) foi significantemente maior 

que o verificado nos grupos GV (3,18 ± 2,99; ***p=0,0006) e GVI (2,31 ± 2,53; 

+++p<0,0001) (dados expressos como média e desvio-padrão das observações 

realizadas em 12, 11 e 13 animais dos grupos IV, V e VI, respectivamente - ANOVA 

associado a Tukey, gráfico 4). 
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Gráfico 4 – Número de FCA com até 5 criptas 

aberrantes considerando toda extensão do cólon 
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Quanto aos FCA com mais de 5 criptas, foi observado que não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os diferentes segmentos colônicos dentro de um mesmo 

grupo (p=0,2098) ou entre grupos diferentes (p=0,4019) (ANOVA associada a Tukey, tabela 

8). 

 

Tabela 8 - Número de FCA com mais de 5 criptas nos grupos GIV, GV e GVI 

comparando-se os diferentes segmentos colônicos 

Segmento do cólon 
GIV (n=11) 

Média±DP 

GV (n=12) 

Média±DP 

GVI (n=13) 

Média±DP 

Proximal 0,08±0,29 0,00±0,00 0,15±0,38 

Médio 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 

Distal 0,08±0,29 0,00±0,00 0,00±0,00 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: DP: desvio-padrão. Teste de comparações múltiplas de Tukey.  

 

Comparando-se o número de FCA com mais de 5 criptas, considerando 

toda extensão do cólon, não foram constatadas diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos GIV (0,17 ± 0,39), GV (0,00 ± 0,00) e GVI (0,15 ± 0,38) 

(p=0,3912) (dados expressos como média e desvio-padrão das observações realizadas 

em 12, 11 e 13 animais dos grupos IV, V e VI, respectivamente - ANOVA associado a 

Tukey, gráfico 5). 

                                  Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p=0,0006 em relação a GIV; +++p<0,0001 em 

relação a GIV 
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Gráfico 5 – Número de FCA com mais de 5 criptas aberrantes 

considerando toda extensão do cólon 
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Não foram encontradas criptas aberrantes nos grupos controle GI, GII e GIII. 

5.8 Achados morfológicos 

 

Nos animais dos grupos controle (GI, GII e GIII), não foi encontrada alteração 

macroscópica ou microscópica relevante. 

Entre os camundongos do grupo IV, foi observado no fígado de dois animais 

discreta esteatose macro e microgoticular, em torno da veia centro-lobular, associada a leve 

dilatação sinusoidal (figura 15). No rim de um dos camundongos, notou-se inflamação 

perivascular e peritubular. O estudo do cólon, baço e pulmões não revelou alterações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                  Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 15 – Esteatose hepática em camundongo do grupo GIV 

    
Fonte: Elaborada pelo autor. 

Legenda: Figura 15A: fígado normal do grupo controle (GI) para comparação. Figura 15B: fígado com 

degeneração gordurosa discreta (esteatose - seta) (grupo GIV) (aumento de 400x, coloração: Hematoxicilina e 

Eosina). 

 

 

Entre os animais do grupo GV, um deles apresentou esteatose hepática macro e 

microgoticular perivenular discreta e outro tinha leve dilatação sinusoidal. No rim de dois 

camundongos foi encontrada inflamação peritubular (figura 16). A análise do cólon, baço e 

pulmões não revelou alterações. 

 
Figura 16 – Inflamação peritubular em camundongo do grupo GV 

     
Fonte: Elaborada pelo autor. 

Legenda: Figura 16A: rim normal do grupo controle (GI) para comparação. Figura 16B: parênquima renal com 

infiltrado linfoplasmocitário peritubular (seta) (grupo GV) (aumento de 400x, coloração: Hematoxicilina e Eosina). 

A 

A B 

B 
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Nos animais do grupo GVI não se observaram alterações significativas, assim 

como não foram encontradas criptas aberrantes pelo estudo na microscopia óptica em nenhum 

grupo (figura 17). 

 

Figura 17 – Ausência de criptas aberrantes na microscopia óptica 

    
Fonte: Elaborada pelo autor. 

Legenda: Figura 17A: cólon normal do grupo controle (GI) para comparação. Figura 17B: cólon 

normal do grupo experimental (GVI). Não foram observadas criptas aberrantes (aumento de 200x, 

coloração: Hematoxicilina e Eosina). 

 

5.9 Ensaios biológicos 

 

5.9.1 Ensaio do cometa e detecção de EROS 

 

5.9.1.1 Cólon proximal 

 

A avaliação da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa neutro não 

demonstrou diferença estatisticamente significante entre os grupos (p>0,05 - ANOVA 

associada a Tukey, gráfico 6). No ensaio do cometa alcalino, notou-se que a genotoxicidade 

nos grupos GV e GVI foi menor que no grupo GIV (p<0,01 - ANOVA associada a Tukey, 

gráfico 7). No ensaio do cometa alcalino com enzima hOGG1, observou-se que a 

genotoxicidade nos grupos GV e GVI foi menor que no grupo GIV (p<0,001), assim como a 

genotoxicidade no grupo GVI foi menor comparada ao grupo GV (p<0,05 - ANOVA 

associada a Tukey, gráfico 8).  

Com relação ao estresse oxidativo, a porcentagem de EROS foi menor nos grupos 

que tomoram goma, GV e GVI comparados a GIV (p<0,01 e p<0,001 respectivamente -

ANOVA associado a Tukey, gráfico 9).  

Dados expressos como média e desvio-padrão das observações realizadas nos 

grupos I (n=6), II (n=6), III (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13). 

A B 
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Gráfico 6 – Ensaio do cometa neutro em cólon 

proximal  
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Gráfico 7 – Ensaio do cometa alcalino em cólon 

proximal  
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                 Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: **p<0,01 em relação a GIV 

              Fonte: Dados da pesquisa. 
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Gráfico 8 – Ensaio do cometa alcalino com hOGG1  
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Gráfico 9 – EROS em cólon proximal  
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5.9.1.2  Cólon distal 

 

A avaliação da genotoxicidade através do ensaio do cometa neutro revelou 

redução significante da genotoxidade do grupo GVI comparado ao grupo GIV (p<0,001) e do 

grupo GVI comparado ao grupo GV (p<0,05) (ANOVA associado a Tukey, gráfico 10). No 

ensaio do cometa alcalino e cometa alcalino com enzima hOGG1, notou-se que a 

genotoxicidade nos grupos GV e GVI foi menor que no grupo GIV (p<0,001) (ANOVA 

                 Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV; +p<0,05 em relação a GV 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV; **p<0,01 em relação a GIV 

 



70 

 

associado a Tukey, gráfico 11 e gráfico 12).   

Com relação ao estresse oxidativo, a porcentagem de EROS foi menor nos grupos 

que receberam goma, GV e GVI (p<0,001) (ANOVA associado a Tukey, gráfico 13).  

Dados expressos como média e desvio-padrão das observações realizadas nos 

grupos I (n=6), II (n=6), III (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13). 

 

Gráfico 10 - Ensaio do cometa neutro em cólon distal  
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Gráfico 11 - Ensaio do cometa alcalino em cólon 

distal 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV; +p<0,05 em relação a 

GV 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 
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Gráfico 12 – Ensaio do cometa alcalino com 

hOGG1 em cólon distal 
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Gráfico 13 – EROS em cólon distal  
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5.9.1.3  Fígado 

 

O estudo da genotoxicidade revelou redução da mesma do grupo GVI e GV 

comparado ao grupo GIV no ensaio do cometo neutro (gráfico 14), alcalino (gráfico 15) e 

alcalino com enzima hOGG1 (gráfico 16) com p<0,001 em todos ensaios (ANOVA associado 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 
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a Tukey).  

No que diz respeito ao estresse oxidativo, as EROS foram menos numerosas nos 

grupos que receberam goma, GV e GVI comparados ao GIV (p<0,001 - ANOVA associado a 

Tukey, gráfico 17). 

Dados expressos como média e desvio-padrão das observações realizadas nos 

grupos I (n=6), II (n=6), III (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13). 

 

Gráfico 14 – Ensaio do cometa neutro no fígado 
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Gráfico 15 – Ensaio do cometa alcalino no fígado  
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Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 
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Gráfico 16 – Ensaio do cometo alcalino com hOGG1 

em fígado  
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Gráfico 17 – EROS em fígado  
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5.9.2  Sangue (ensaio do cometa, teste do micronúcleo e EROS) 

 

No sangue não foi observada genotoxidade pelo ensaio do cometa alcalino 

(p>0,05) (gráfico 18) e teste do micronúcleo (p>0,05) (ANOVA associado a Tukey, gráfico 

19). 

Com relação ao estresse oxidativo, as EROS obtiveram uma porcentagem 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 
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estatisticamente menor no grupo GVI comparado ao GIV (p<0,001 - ANOVA associado a 

Tukey, gráfico 20). 

Dados expressos como média e desvio-padrão das observações realizadas nos 

grupos I (n=6), II (n=6), III (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13). 

 

Gráfico 18 – Ensaio do cometa alcalino em sangue 
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Gráfico 19 – Teste do micronúcleo no sangue 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: MNRETs: reticulócitos micronucleados; RETs: 

reticulócitos. 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Gráfico 20 – EROS no sangue 
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5.9.3  Medula óssea (ensaio do cometa e teste do micronúcleo) 

 

O estudo da medula óssea não revelou genotoxicidade nos grupos através do 

ensaio do cometa alcalino (p>0,05 - ANOVA associado a Tukey, gráfico 21).  

No teste do micronúcleo, houve redução da formação de micronúcleos nos grupos 

GV (p<0,001) e GVI (p<0,01) comparados ao grupo GIV (ANOVA associado a Tukey, 

gráfico 22). 

Quanto à citotoxicidade medular, não foi observada diferença significante 

estatisticamente na relação EPC/ENC entre os grupos (p>0,05 - ANOVA associado a Tukey, 

gráfico 23).   

Dados expressos como média e desvio-padrão das observações realizadas nos 

grupos I (n=6), II (n=6), III (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

                 Legenda: ***p<0,001 em relação a GIV 
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Gráfico 21 – Ensaio do cometa alcalino na medula 

óssea  
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Gráfico 22 – Teste do micronúcleo na medula óssea  
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Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: MNEPC: Micronúcleos em eritrócitos 

policromáticos; **p<0,01 em relação a GIV; ***p<0,001 em 

relação a GIV 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Gráfico 23 – Relação entre eritrócitos 

policromáticos e normocromáticos da medula óssea  
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Fonte: Dados da pesquisa. 

Legenda: EPC: Eritrócitos policromáticos; ENC: Eritrócitos 

normocromáticos; p>0,05 entre todos grupos 
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6 DISCUSSÃO 

 

O câncer representa um importante problema de saúde pública mundial 

correspondendo a uma das principais causas de morte da população e com estimativa de 5,2% 

no crescimento de óbitos em 2020 comparado a 2018 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2018). No Brasil, o câncer corresponde à segunda causa de morte ficando atrás apenas das 

doenças cardiovasculares sendo que o CCR é a terceira neoplasia maligna mais incidente 

(BRASIL, 2020). 

Dada a importância do tema, muito tem se estudado sobre câncer e grandes 

avanços têm se obtido nas formas de tratamento, entretanto pouco se sabe sobre maneiras de 

evitar a progressão da doença. 

Uma forma de estudar o CCR com mais detalhes, suas repercussões no organismo 

e formas de quimioprevenção, é utilizando modelos de experimentação animal. Modelos com 

roedores são amplamente usados para mimetizar doenças humanas, permitindo melhor 

entendimento de suas causas, progressão e possibilitando o desenvolvimento de intervenções 

terapêuticas. O estudo clássico da carcinogênese colorretal está pautado principalmente na 

utilização do AOM em modelo experimental com ratos, sendo menor a quantidade de relatos 

deste carcinógeno em camundongos (BISSAHOYO et al., 2005; CENESIZ et al., 2008; 

HATA et al., 2004; MADRIGAL-BUJAIDAR et al., 2013). Nesta pesquisa, foram utilizados 

estes últimos animais, já que os camundongos apresentam carcinogênese colorretal muito 

semelhante a humana do ponto de vista histológico e genético (CORPET; PIERRE, 2005). 

Além disso, esse modelo permite a indução tumoral de maneira rápida, reprodutível, 

recapitulando a mesma sequência da carcinogênese humana (das lesões pré-neoplásicas ao 

carcinoma) e reduzindo os custos comparado aos ratos (que são animais de maior porte) 

(ROSENBERG; GIARDINA; TANAKA, 2009).   

Para indução da carcinogênese colorretal, foi utilizado o AOM, metabólito 

hepático da 1,2-dimetil-hidrazina, indutor direto de neoplasia. É considerado um potente 

carcinógeno colônico, sendo amplamente utilizado em modelos experimentais (PÉREZ-

HOLANDA et al., 2008). Seu mecanismo de ação está relacionado a mutações das vias K-ras, 

β-catenina e TGF-β (CHEN; HUANG, 2009) e ao estresse oxidativo pela indução da 

formação de peróxidos lipídicos e EROS (AL-NUMAIR et al., 2011; ANILAKUMAR et al., 

2010; WALY et al., 2014). 

Este estudo objetivou avaliar os efeitos da GA na formação de criptas aberrantes, 

genotoxicidade e EROS em camundongos Swiss submetidos a carcinogênese colorretal 
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induzida pelo AOM. Para isso, foram utilizados 55 animais distribuídos em 6 grupos, os quais 

receberam diferentes substâncias via gavagem (água destilada, GA 2,5% ou GA 5%).  

O protocolo experimental do presente estudo foi desenvolvido em 12 semanas e, 

do ponto de vista clínico, foram observadas poucas alterações. Notou-se rarefação de vibrissas 

e pelos próximo ao focinho dos animais em todos os grupos com exceção de um camundongo 

em cada grupo. Esse fenômeno está relacionado ao comportamento do animal dominante em 

que ele retira o pelo dos outros indivíduos do grupo (KALUEFF et al., 2006). Não houve 

outras mudanças no comportamento, motricidade, padrão respiratório ou características das 

fezes.  

Percebeu-se que os animais de todos os grupos apresentaram ganho de peso ao 

longo da pesquisa, sendo maior o do grupo GII (Água + GA 2,5%) - 50,73% e menor o do 

grupo GV (AOM + GA 2,5%) - 39,30%. Entretanto, não houve diferença estatística 

significante no ganho de peso entre os diferentes grupos (p=0,7505) ou no peso final 

(p=0,0765) dos animais, o que significa que as substâncias administradas não alteraram a 

ingesta alimentar nem induziram anorexia, muito embora a dose de carcinógeno utilizada 

tenha sido apenas para indução de lesões pré-neoplásicas. Esses resultados correspondem aos 

encontrados na literatura, mostrando que não há diferença de peso entre camundongos 

(C57BL/6, CF1 e ddY) com a utilização do AOM em concentração e tempo semelhantes aos 

utilizados neste trabalho (JEONG; CHANG; PARK, 2012; MADRIGAL-BUJAIDAR et al., 

2013; SHIMIZU et al., 2006).  

No presente estudo, também não foi observada diferença estatística significante 

no peso dos órgãos (baço, fígado, pulmões e rins) entre os grupos. O que vai de encontro à 

literatura, a qual demonstra que a aplicação do AOM em camundongos C57BL/6 provoca um 

aumento do peso dos órgãos pela indução da resposta inflamatória com o recrutamento de 

células de defesa e retenção de líquido (JEONG; CHANG; PARK, 2012; LIU et al., 2018). 

Essa diferença pode ser atribuída à pouca inflamação encontrada no estudo histopatológico 

dos órgãos neste trabalho. 

Em se tratando mais especificadamente do CCR e tendo em vista a repercussão 

que a neoplasia tem para a população, é fundamental o estudo da sua fisiopatogênese e a 

pesquisa de novas maneiras de prevenir seu aparecimento ou impedir sua progressão a partir 

das fases iniciais. Entre essas formas de prevenção, tem importância ainda maior os 

compostos naturais, que podem ser obtidos com maior facilidade e menor custo, 

principalmente em países de grande biodiversidade como o Brasil, facilitando seu acesso à 

população. 
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Um desses compostos que parece ter influência na carcinogênese colorretal é a 

GA, fibra dietética (TISS; CARRIÈRE; VEGER, 2001), obtida a partir dos exsudatos de 

caules e ramos de vegetais do gênero Acacia (ISLAM et al., 1997) que possui efeito anti-

inflamatório (KAMAL et al., 2018) e antioxidante (GADO; ALDAHMASH, 2013). 

Sabe-se que a carcinogênese colorretal consiste em uma sequência de alterações 

genéticas e histopatológicas caracterizadas inicialmente por discretas alterações arquiteturais 

do epitélio colônico, as criptas aberrantes (KHARE et al., 2009). Por serem as primeiras 

modificações histológicas detectáveis, são consideradas um marcador biológico do 

desenvolvimento da doença, sendo utilizadas nas pesquisas relacionadas à quimioprevenção 

do CCR (SIU et al., 1997; TAKAYAMA et al., 1998).  

Neste trabalho, estudou-se a relação entre as criptas aberrantes e autilização da 

GA. Foi observado que o número de criptas aberrantes e de FCA nos cólons dos 

camundongos que receberam AOM foi de 7,69 ± 7,67 criptas aberrantes e de 4,72 ± 4,03 FCA 

por animal em média. Estes números são reduzidos em relação ao que se observa na literatura 

no modelo de ratos (NORAZALINA et al., 2010; PEREIRA et al., 1994; VELMURUGAN et 

al., 2010). Mas quando comparado a modelos de camundongos, os resultados são semelhantes 

com doses similares do carcinógeno (BIRD, 1987; MADRIGAL-BUJAIDAR et al., 2013).  

Analisando-se de acordo com o segmento colônico, não se nota diferença 

estatística significante entre os segmentos intestinais de um mesmo grupo quanto ao número 

de criptas (p=0,6012) ou FCA (p=0,2889). Ao mesmo tempo, percebe-se que o grupo GIV 

(AOM + água), que não recebeu goma, foi o que obteve o maior número de criptas aberrantes 

e FCA em cada segmento individualmente (proximal, médio e distal), com predomínio no 

segmento distal do cólon. Esse aspecto é concordante com a literatura, já que os trabalhos 

mostram maior concentração de criptas aberrantes no cólon médio e distal de ratos (Wistar e 

F344) (GHIRARDI et al., 1999; RODRIGUES et al., 2002), no segmento distal de 

camundongos (C57BL/6J, CF1, SWR/J, A/J e AKR/J) (MCLELLAN; BIRD, 1988; 

PAPANIKOLAOU et al., 1998) e humanos (SHPITZ, 1998).  

Quando se compara os diferentes segmentos colônicos entre os diferentes grupos, 

nota-se redução da quantidade de criptas aberrantes nos grupos que receberam GA, 

principalmente no segmento distal do intestino.  

O número de criptas aberrantes do cólon distal do grupo GVI (AOM + GA 5%) 

foi estatisticamente menor que no grupo GIV (AOM + água) (p=0,0031), não se observando 

diferença significativa estatística quando comparado ao grupo GV (AOM + GA 2,5%) em que 

foi utilizada uma concentração menor da GA. De forma semelhante, o número de FCA 
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também foi menor no grupo GVI (AOM + GA 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + água) 

no cólon distal (p=0,0012) e médio (p=0,0405). Embora não tenha havido diferença estatística 

significante entre os grupos GV (AOM + GA 2,5%) e GVI (AOM + GA 5%), a utilização da 

GA 2,5% no grupo GV proporcionou resultados menos consistentes, notando-se redução de 

FCA no cólon médio (p=0,0346), mas sem redução no cólon distal. No cólon proximal não 

foram observadas diferenças estatisticamente significantes. 

Observou-se que a redução na formação de criptas aberrantes foi mais evidente 

nos segmentos distais do cólon. O que pode ser explicado pela via de formação tumoral 

diferente neste segmento (relacionada principalmente à deficiência de mecanismos de reparo 

do DNA e diferenças na composição e metabolismo de glicoproteínas) (FREEMAN; KIM; 

KIM, 1978; PERSE; CERAR, 2011). Trabalho já apresentado por nosso grupo de pesquisa em 

2019 também mostrou redução da formação de FCA em ratos Wistar com o uso da GA 1% 

principalmente nos segmentos distais (BRAGA et al., 2019). 

A literatura relata o aparecimento de lesões pré-neoplásicas em ratos com o 

avançar da idade, mesmo que não tenham recebido carcinógeno (HOLT; YEH, 1988). Nesta 

pesquisa não foram observadas criptas aberrantes nos animais dos grupos controle GI (água), 

GII (água + GA 2,5%) e GIII (água + GA 5%), o que pode ter relação com o tempo de 

experimento (12 semanas) que é pequeno para o desenvolvimento de criptas aberrantes pela 

senescência dos animais.  

Considerando toda extensão do cólon, foi notado que o número de criptas 

aberrantes observado no grupo GIV (AOM + água: 12,67 ± 7,05) foi maior que o verificado 

nos grupos GV (AOM + GA 2,5%: 5,00 ± 4,58; p=0,0379) e GVI (AOM + GA 5%: 5,39 ± 

8,75; p=0,0401). De forma semelhante, o número de FCA no grupo GIV (AOM + água: 8,75 

± 3,55) foi maior que o verificado nos grupos GV (AOM + GA 2,5%: 3,18 ± 2,99; p=0,0004) 

e GVI (AOM + GA 5%: 2,46 ± 2,79; p<0,0001). Isso mostra que a utilização de GA 2,5% e 

GA 5% nos grupos GV e GVI respectivamente provocou redução da formação de criptas 

aberrantes e FCA.  

São muito poucos os trabalhos relatados que investigaram a utilização da GA na 

inibição da carcinogênese colorretal (BRAGA et al., 2019; NASIR et al., 2010). Entretanto, 

os resultados apresentados estão em concordância com os encontrados nesta pesquisa. Nasir et 

al. (2010) mostraram que a GA a 10% tem efeito importante em reduzir o crescimento de 

tumores do cólon de camundongos BALB/c. De forma semelhante, Braga et al. (2019) 

demonstraram redução da formação de FCA em ratos Wistar que receberam GA 1%. Segundo 

Nasir et al. (2010), esse efeito da GA está relacionado principalmente a redução dos níveis 
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transcripcionais no epitélio colônico de angiogeninas (proteínas relacionadas ao crescimento 

de novos vasos sanguíneos) e genes importantes para a proliferação celular e/ou crescimento 

tumoral, como o antígeno CD38, ubiquitina D, oncogene vav 3, ligante de quimiocina 5 e ß-

catenina. Somado a isso, tem-se o efeito anti-inflamatório da GA (GILBERT et al., 1989; 

KAMAL et al., 2018), a propriedade de induzir a formação de ácidos graxos com 

propriedades anti-tumorais a partir da fermentação bacteriana no cólon (BASSON; 

EMENAKER; HONG, 1998) e seu poder antioxidante, responsável por reduzir o estresse 

oxidativo induzido por EROS (AHMED et al., 2015; NEMMAR et al., 2019). Este efeito de 

redução do estresse oxidativo pela GA também ocorreu em nossa avaliação no cólon proximal 

e distal como veremos mais adiante. 

No que diz respeito ao número de criptas por foco (multiplicidade), sabe-se que os 

focos com maior quantidade de criptas têm um comportamento mais agressivo, apresentam 

resposta diferente a fatores de crescimento e são mais resistentes a mecanismos anti-tumorais. 

Dessa forma, quanto maior a multiplicidadade de criptas, maior a chance de se desenvolver o 

câncer, principalmente os FCA que apresentam mais de 5 criptas por foco (BIRD, 1995; 

BOATENG et al., 2007; LASKO; BIRD, 1995; SHIRTLIFF; BIRD, 1996). 

Quando se comparou os FCA com até 5 criptas, observou-se que houve redução 

significativa no grupo GVI (AOM + GA 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + água) em 

segmento médio (p=0,0405) e distal (p=0,0010). Já no grupo GV (AOM + GA 2,5%) 

comparado ao grupo GIV (AOM + água) houve diminuição significante dos FCA apenas em 

segmento médio (p=0,0346). Analisando-se o cólon como um todo, percebeu-se que o número 

de FCA nos grupos GV (AOM + GA 2,5%) e GVI (AOM + GA 5%) foi significativamente 

menor que no grupo GIV (AOM + água) (p=0,0006 e p<0,0001 respectivamente). Resultado 

semelhante foi mostrado por nosso grupo de pesquisa em trabalho apresentado em 2019 que 

evidenciou redução da quantidade de FCA com ≤ 4 criptas em ratos Wistar que receberam GA 

1% (BRAGA et al., 2019). Isso se deve provavelmente aos efeitos protetores da GA já 

mencionados.  

Quanto aos FCA com mais de 5 criptas, não se observou diferença estatística 

significativa entre os grupos quando comparados por segmento colônico ou quando 

comparados em toda extensão do cólon. O que pode ser explicado pela pouca quantidade de 

focos com essa quantidade de criptas, já que o tempo de experimentação foi pequeno.  

Um aspecto importante relacionado a carcinogênese é o estresse oxidativo, evento 

que ocorre nas etapas iniciais da carcinogênese e em que há predomínio na formação de 

compostos oxidantes em detrimento da ação dos sistemas antioxidantes (BARBOSA et al., 
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2010). Nessa situação, as EROS causam dano tecidual com fragmentação do DNA e 

desregulação do seu sistema de reparo, contribuindo para o desenvolvimento do câncer 

(SOSA et al., 2013).  

Nesta pesquisa, a utilização da GA reduziu a formação de EROS no grupo GV 

(AOM + GA 2,5%) e grupo GVI (AOM + GA 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + água) 

em cólon proximal (p<0,01) e distal (p<0,001).  

Conforme discutido previamente, o uso da GA 2,5% proporcionou redução da 

formação de FCA em cólon médio, enquanto a GA 5% reduziu a formação de FCA em cólon 

médio e distal, assim como o número de criptas no segmento distal. Não ocorreu redução de 

criptas aberrantes no cólon proximal em nenhuma das concentrações. O que é um aspecto 

interessante, pois a concentração parece não ter influenciado na formação dos FCA no cólon 

proximal mesmo com assinalada e significante redução do estresse oxidativo. Mas, é preciso 

lembrar que as alterações morfológicas das criptas são posteriores aos danos ocorridos a nível 

de homeostase celular (WALY et al., 2014) e consequentemente a proteção antioxidante 

gerada pela GA foi identificada em ambos segmentos colônicos, embora não se visualize seu 

benefício morfologicamente no cólon proximal. 

Essa redução da concentração de EROS pela GA é correspondente ao efeito 

antioxidante desse composto já apresentado pela literatura em modelos animais e está 

relacionada à propriedade de seus componentes flavonoides e outros polifenois em causar 

redução da peroxidação lipídica e aumento da atividade de enzimas antioxidantes (superóxido 

dismutase, catalase e glutationa peroxidase) (AHMED et al., 2016; NAJLA et al., 2017). 

Além disso, a goma possui em sua formação aminoácidos com propriedades antioxidantes 

como a lisina, tirosina e histidina (MARCUSE, 1960; PARK; MURAKAMI; MATSUMURA, 

2005). Pesquisa recente desenvolvida por Ali et al (2020), por exemplo, demonstra a redução 

da oxidação e inflamação na mucosa gastrointestinal de camundongos CD1 com doença renal 

crônica que receberam GA 15%.  

Outro conceito importante em se tratando de carcinogênese é a genotoxicidade, 

evento que ocorre após o estresse oxidativo e corresponde a capacidade que determinado 

agente químico tem de causar dano ao DNA ou cromossomo das células. Essas alterações do 

material genético podem levar ao desenvolvimento de mutações e ao câncer (PHILLIPS; 

ARLT, 2009). Com isso, a análise da genotoxicidade tem importância em predizer o potencial 

que determinado agente tem em induzir ou evitar o desenvolvimento do câncer.  

 Os métodos mais utilizados na avaliação da genotoxicidade são o ensaio do 

cometa e o teste do micronúcleo. O ensaio do cometa possibilita o estudo de dano ao material 
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genético de células individuais a partir da análise da migração do DNA em gel de agarose 

(OSTLING; JOHANSON, 1984). Este método se aplica a qualquer tipo de célula eucariótica, 

tem baixo custo e permite a aferição direta da capacidade de quebra do DNA por um agente 

químico (SILVA et al., 2000). O teste do micronúcleo avalia a capacidade que determinado 

agente tem em induzir quebras cromossômicas (efeito clastogênico) ou divisão cromossômica 

anormal (efeito aneugênico), o que leva a distribuição desigual dos cromossomos durante a 

divisão celular e formação dos micronúcleos que são fragmentos cromossômicos ou 

cromossomos inteiros não incorporados ao núcleo da célula filha (MACGREGOR et al., 

1987).  

Nesta pesquisa, o estudo do cólon proximal revelou redução da genotoxicidade 

por meio do ensaio cometa alcalino nos grupos que receberam GA GV (AOM + GA 2,5%) e 

GVI (AOM + GA 5%) (p<0,01). Pelo ensaio do cometa alcalino com enzima hOGG1, 

também observou-se diminuição da genotoxicidade dos grupos GV (AOM + GA 2,5%) e GVI 

(AOM + GA 5%) comparados ao grupo GIV (AOM + água) (p<0,001). Além disso, nesse 

mesmo ensaio foi observada redução da genotoxicidade do grupo GVI (AOM + GA 5%) 

comparado ao grupo GV (AOM + GA 2,5%) (p<0,05) que recebeu uma menor concentração 

de GA. Pelo ensaio do cometa neutro, nenhuma diferença estatística significativa foi notada, 

provavelmente porque não houve quebra da dupla fita do DNA (SINGH et al., 1988).  

No cólon distal, obteve-se redução da genotoxicidade por meio do ensaio do 

cometa alcalino e cometa alcalino com enzima hOGG1 nos grupos GV (AOM + GA 2,5%) e 

GVI (AOM + GA 5%) (p<0,001). Pelo ensaio do cometa neutro, notou-se menor 

genotoxicidade no grupo GVI (AOM + GA 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + água) 

(p<0,001) e comparado ao grupo GV (AOM + GA 2,5%) (p<0,05). Entretanto, não se 

observou diferença estatística significante entre o grupo GV (AOM + GA 2,5%) e o grupo 

GIV (AOM + água) por este último método (p>0,05). 

 Essa redução da genotoxicidade do cólon nos grupos que receberam GA (2,5% e 

5%) mais uma vez corrobora nossos resultados com relação a redução de criptas aberrantes. 

Ou seja, o uso da GA diminuiu não só o estresse oxidativo, como a genotoxidade em cólon 

proximal e distal.  

A redução do estresse oxidativo e genotoxicidade em cólon distal está relacionada 

a diminuição do número de criptas aberrantes neste segmento, diferente do cólon proximal, 

em que mesmo com a diminuição do estresse oxidativo e genotoxicidade, não se observou 

redução do número de criptas. Isso pode ser explicado porque o fenômeno morfológico de 

aparecimento dos FCA é posterior aos danos ocorridos a nível de homeostase celular (WALY 
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et al., 2014). Ou seja, mesmo com a proteção na genotoxicidade pela GA, pode não haver 

redução da formação de criptas (como no caso de cólon proximal deste estudo), já que essa 

alteração morfológica acontece em uma etapa seguinte da carcinogênese.  

Apesar de não ter sido avaliada a genotoxicidade ou estresse oxidativo do cólon 

médio, pode-se supor que estavam reduzidos nos grupos que receberam goma, já que esses 

parâmetros diminuíram em cólon proximal e distal, bem como a identificada redução das 

criptas aberrantes observadas no segmento intermediário do cólon. 

A partir da microscopia óptica (realizada em cortes de 5 micrômetros dos 

segmentos do cólon disposto em formato de “rocambole”), não se evidenciaram criptas 

aberrantes, diferente da microscopia estereoscópica. Isso se deve ao fato de que este último é 

um método mais sensível no qual se avalia de forma tridimensional toda a superfície 

intestinal, enquanto a microscopia óptica se trata de uma amostragem em duas dimensões de 

parte do órgão.   

Quanto à medula óssea, não foi observada genotoxicidade por meio do ensaio do 

cometa alcalino nos grupos analisados GI-GVI. Entretanto, no teste do micronúcleo, houve 

menor genotoxicidade nos grupos GV (AOM + GA 2,5%) (p<0,001) e GVI (AOM + GA 5%) 

(p<0,01) comparados ao grupo GIV (AOM + água) que não recebeu GA. Essa diferença se 

deve aos distintos mecanismos de alteração do DNA relacionados a positividade de cada um 

dos testes. O micronúcleo é mais sensível na detecção de lesões iniciadas após um maior 

tempo de exposição, lesões irreparáveis e mutações cromossômicas, enquanto o ensaio do 

cometa está mais relacionado a detecção de lesões mais precoces e reversíveis (MALUF, 

2004). Soma-se a isso o fato de alguns carcinógenos apresentarem baixo nível de ativação 

metabólica a nível medular o que diminui a sensibilidade da detecção de seus efeitos nesta 

localização (AGOSTINI, 1993). 

Essa redução da genotoxidade se deve provavelmente às propriedades anti-

tumorais da GA que tem efeito inibitório sobre genes relacionados a proliferação celular 

conforme discutido previamente (NASIR et al., 2010), assim como à inibição do estresse 

oxidativo pela GA (AHMED et al., 2016; MOHAMED et al., 2018; NEMMAR et al., 2019).    

Para estudo da citotoxicidade medular, foi realizada a relação entre eritrócitos 

policromáticos (EPC) e eritrócitos normocromáticos (ENC). Sabe-se que os EPC são formas 

jovens de glóbulos vermelhos, derivadas dos eritroblastos, sem núcleo, mas dotados de uma 

trama reticular rica em RNA e caracterizados por adquirirem coloração azul clara em contato 

com o Giemsa. À medida que amadurecem, perdem o RNA e tornam-se normocromáticos, 

passando a ser chamados de ENC (KRISHNA; HAYASHI, 2000). Como fazem parte dos 
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estágios iniciais da hematopoiese, a quantidade de eritrócitos medulares, principalmente os 

policromáticos, refletem a integridade funcional da medula óssea e sua capacidade de 

produzir novas células. Dessa forma, a relação EPC/ENC é utilizada para avaliar a 

citotoxicidade de determinado agente, uma vez que quanto mais tóxico ele for, menor será a 

produção de EPC e consequentemente menor será a relação EPC/ENC (KRISHNA; 

HAYASHI, 2000).  

Neste trabalho, não se notou diferença na relação EPC/ENC entre os diferentes 

grupos, ou seja, não houve diferença na citotoxicidade medular. Isso pode se dever ao fato de 

que determinados carcinógenos atingem baixo nível de concentração na medula óssea o que 

dificulta a detecção do efeito dessas substâncias nesta localização conforme discutido 

anteriormente (AGOSTINI, 1993). 

No sangue, por sua vez, não foi observada genotoxidade nos grupos estudados GI-

GVI através do ensaio do cometo alcalino e teste do micronúcleo. Esse fato se deve 

provavelmente à fagocitose esplênica de células com dano genético circulantes na corrente 

sanguínea (ISHII et al., 2011). 

Com relação ao estudo do estresse oxidativo a nível sorológico no momento da 

eutanásia dos animais, não se notou redução no grupo GV (AOM + GA 2,5%). Entretanto, 

percebeu-se que a quantidade de EROS foi menor no grupo GVI (AOM + GA 5%) em relação 

ao grupo GIV (AOM + água) (p<0,001), o que pode ser explicado pela maior concentração de 

GA utilizada. É importante lembrar que as análises sorológicas para avaliação do estresse 

oxidativo correspondem às repercussões teciduais nos diversos tecidos (cólon e fígado, por 

exemplo), podendo não ser a expressão no sangue isoladamente. Entretanto, isso foi superado 

pela avaliação do estresse oxidativo no cólon e fígado individualmente. 

Quanto aos achados morfológicos dos órgãos (cólon, fígado, baço, pulmões e 

rins), foram evidenciadas poucas alterações. Entre os animais dos grupos controle GI (água), 

GII (GA 2,5%) e GIII (GA 5%) não foi encontrada alteração macroscópica ou microscópica, 

como lesões inflamatórias, lesões neoplásicas ou formação tumoral. O que está em 

concordância com o apresentado por Melnik et al. (1983), que não observou alterações 

histopatológicas relacionadas ao uso da GA em ratos F344 e camundongos B6C3F1.  

No fígado, sabe-se que o AOM pode induzir uma série de alterações histológicas 

entre as quais esteatose, peliose, espongiose, fibrose e lesões neoplásicas como colangioma, 

adenoma e carcinoma hepático (ABDELLA; MAHMOUD; EL-DERBY, 2016; 

BURLAMAQUI et al., 2013; LAHOUAR et al., 2014). Essas modificações estão 

relacionadas ao efeito oxidativo e peroxidação lipídica causados pelo carcinógeno (DIEHL, 
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2005).  

Na microscopia óptica do fígado dos camundongos, foram identificadas discretas 

alterações inflamatórias como esteatose em torno da veia centro-lobular e dilatação sinusoidal 

em poucos animais do grupo GIV (AOM + água) e grupo GV (AOM + GA 2,5%). Essas 

poucas alterações são previsíveis diante da redução do estresse oxidativo hepático (p<0,001) 

nos animais que receberam GA 2,5% ou 5%.  

Foi investigada também a genotoxicidade hepática, tendo sido observada redução 

no grupo GV (AOM + GA 2,5%) e GVI (AOM + 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + 

água) em todos ensaios (ensaio do cometo neutro, cometa alcalino e cometa alcalino com 

enzima hOGG1, p<0,001). Resultado que era esperado pela diminuição do estresse oxidativo 

por efeito da GA como comentado anteriormente. 

Entre as alterações renais, em um dos camundongos do grupo GIV (AOM + água) 

e em dois do grupo GV (AOM + GA 2,5%), notou-se inflamação peritubular, que também é 

relacionada à exposição ao AOM (MAHMOUD et al., 2014).  

Não foram identificadas alterações no baço ou pulmões, assim como não se 

observou alteração nos órgãos dos camundongos do grupo GVI (AOM + GA 5%).  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A carcinogênese colorretal é um processo sequencial que tem início com o 

estresse oxidativo no cólon seguido pelo dano ao DNA (genotoxicidade), formação dos FCA 

(lesões pré-neoplásicas) e desenvolvimento do câncer propriamente dito, de forma que essas 

etapas estão interligadas entre si (AL-NUMAIR et al., 2011; ANILAKUMAR et al, 2010; 

GOLDMAN; SHIELDS, 2003; WALY et al., 2014).  

Estudou-se as repercussões da goma arábica a 2,5% e 5% em camundongos 

submetidos a carcinogênese colorretal induzida pelo AOM perpassando pela avaliação de 

lesões pré-neoplásicas colônicas (criptas aberrantes observadas ao microscópio 

estereoscópico) assim como a genotoxicidade (ensaio do cometa e teste do micronúcleo) e 

EROS em cólon, fígado, medula óssea e sangue. 

Como resultado, a GA tanto na concentração de 2,5% quanto 5% foi eficaz na 

redução da carcinogênese (diminuição do número de criptas aberrantes) em camundongos 

através da diminuição do estresse oxidativo e genotoxicidade do cólon, explicando assim a 

fisiopatologia da carcinogênese e o mecanismo de ação da goma arábica. Somado a isso, a 

GA reduziu o estresse oxidativo e a genotoxicidade em diferentes tecidos (fígado, sangue e 

medula óssea). 

Neste estudo utilizou-se o modelo de carcinogênese de cólon em camundongos, 

diferente da maioria das pesquisas que utilizam ratos com esse objetivo. Na verdade, a 

utilização de camundongos se torna interessante pela facilidade nos manuseios e pela redução 

dos custos com insumos de laboratório.  

A GA é largamente consumida pelas populações em alimentos e preparações 

farmacológicas possuindo propriedades anti-tumorais pouco investigadas na literatura. Por 

seu efeito anti-cancerígeno e baixo custo, a GA poderá ser tomada como base no 

direcionamento de estudos futuros com o objetivo de desenvolver maneiras de prevenir o 

câncer e outras doenças cujo substrato seja o estresse oxidativo.  
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7 CONCLUSÃO 

 

O uso da GA nas concentrações de 2,5% e 5% reduziu a formação de criptas 

aberrantes, FCA e FCA com menos de 5 criptas no cólon, principalmente em seu segmento 

distal por meio da redução da genotoxicidade e estresse oxidativo locais. Efeito semelhante 

foi observado em outros tecidos estudados, como a redução da genotoxicidade em fígado e 

medula óssea e do estresse oxidativo hepático e sanguíneo. 
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APÊNDICE A – TABELA DOS PESOS DOS ANIMAIS/GRUPO 

 
Distribuição de peso em gramas com valores das médias dos grupos estudados: Grupo I- Água; Grupo II- Goma 

arábica 2,5%; Grupo III- Goma arábica 5%; Grupo IV- Azoximetano + Água; Grupo V- Azoximetano + Goma 

arábica 2,5%; Grupo VI- Azoximetano+ Goma arábica 5%. 

 

 Grupo 

Semana I II III IV V VI 

1 25,85 25,48 26,36 28,48 29,45 29,12 

2 29,47 29,10 30,81 31,89 32,42 32,62 

3 31,59 31,86 33,55 34,23 34,71 34,30 

4 32,67 33,00 34,33 35,67 35,33 35,69 

5 34,00 34,67 35,67 37,33 37,00 37,69 

6 35,00 35,33 37,00 38,67 38,83 39,08 

7 35,33 36,67 37,33 38,83 39,33 39,54 

8 36,67 36,67 37,67 39,17 40,00 39,54 

9 36,67 37,00 39,00 40,17 40,33 38,31 

10 36,33 36,67 38,33 39,83 38,67 38,92 

11 36,00 37,00 39,00 39,83 38,83 39,23 

12 36,00 37,67 37,33 39,83 39,33 40,92 

13 36,33 38,67 38,00 39,33 40,50 41,38 

14 37,00 39,00 39,33 39,83 40,67 41,69 

15 37,67 39,33 39,00 40,00 40,67 42,15 

16 38,00 38,33 39,20 40,67 41,27 42,17 
Fonte: Elaborado pelo autor.  
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APÊNDICE B – TABELA DE PESOS DOS ÓRGÃOS DOS ANIMAIS (gramas) 

 

Grupos controle: GI – Água; GII – GA 2,5%; GIII – GA 5% 

 

Grupo Animal Pulmões Fígado Baço  Rins               Intestino 

 

 

GI 

C1 0,19 1,30 0,07 0,57 0,44 

C2 0,23 1,26 0,07 0,61 0,65 

C3 0,20 1,41 0,08 0,62 0,68 

C4 0,18 1,44 0,06 0,6 0,70 

C5 0,18 1,32 0,08 0,65 0,47 

C6 0,19 1,37 0,06 0,55 0,59 

 

 

GII 

C1 0,22 1,57 0,06 0,61 1,03 

C2 0,18 1,33 0,07 0,63 0,65 

C3 0,18 1,42 0,08 0,62 0,57 

C4 0,17 1,31 0,07 0,54 0,53 

C5 0,21 1,51 0,11 0,66 0,82 

C6 0,19 1,25 0,06 0,55 0,61 

 

 

GIII 

C1 0,20 1,61 0,08 0,66 0,42 

C2 0,24 2,29 0,13 0,84 0,54 

C3 0,23 1,86 0,09 0,75 0,52 

C4 0,21 1,62 0,08 0,70 0,80 

C5 0,19 1,54 0,08 0,74 0,65 

C6 - - - - - 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Grupos experimentais: GIV - AOM + Água; GV - AOM + GA2,5%; GVI - AOM + GA 5% 

 

Grupo Animal Pulmões Fígado Baço  Rins               Intestino 

 

 

 

 

 

 

GIV 

C1 0,22 1,87 0,33 0,78 0,47 

C2 0,24 1,34 0,11 0,58 0,51 

C3 0,17 1,37 0,09 0,78 0,77 

C4 0,26 1,38 0,11 0,73 0,61 

C5 0,27 1,22 0,11 0,85 0,60 

C6 0,26 1,14 0,11 0,56 0,60 

C7 0,23 1,29 0,08 0,69 0,68 

C8 0,19 1,65 0,07 0,64 0,58 

C9 0,16 1,57 0,07 0,69 0,78 

     C10 0,22 1,67 0,11 0,65 0,80 

C11 0,48 2,49 0,14 0,70 0,61 

C12 0,25 1,76 0,13 0,76 0,80 

 

 

 

 

 

 

GV 

 

 

C1 0,71 1,38 0,07 0,54 0,86 

C2 0,28 1,19 0,14 0,87 0,53 

C3 0,28 1,55 0,07 0,68 0,56 

C4 0,23 1,50 0,09 0,73 0,70 

C5 0,25 1,60 0,09 0,73 0,59 

C6 0,25 1,56 0,14 0,68 0,65 

C7 0,23 1,70 0,12 0,72 0,63 

C8 0,24 1,51 0,08 0,64 0,61 

C9 0,27 1,38 0,07 0,71 0,79 

C10 0,27 1,43 0,09 0,67 0,69 

C11 0,22 1,49 0,09 0,66 0,56 

C12 - - - - - 

 

 

 

 

 

 

GVI 

C1 0,36 1,90 0,28 0,66 0,35 

C2 0,21 1,42 0,06 0,75 0,56 

C3 0,20 1,79 0,10 0,79 0,70 

C4 0,30 1,95 0,12 0,78 0,85 

C5 0,25 1,81 0,07 0,66 0,67 

C6 0,30 2,07 0,11 0,67 0,89 

C7 0,24 1,74 0,11 0,71 0,76 

C8 0,24 1,66 0,09 0,55 0,76 

C9 0,19 1,42 0,08 0,73 0,85 

C10 0,22 1,64 0,09 0,58 0,60 

C11 0,20 1,41 0,14 0,62 0,82 

C12 0,31 1,54 0,11 0,76 0,82 

C13 0,22 1,74 0,09 0,64 0,82 
     Fonte: Elaborado pelo autor. 

  Os animais C6 do grupo III e o C12 do grupo V morreram durante o experimento. 
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APÊNDICE C – TABELA DO NÚMERO DE CRIPTAS ABERRANTES POR 

SEGMENTO DO CÓLON POR ANIMAL 

 

 Azoximetano + água 

 

GRUPO IV cólon proximal cólon médio cólon distal  TOTAL 

C1 0 0 0 0 

C2 0 11 0 11 

C3 6 1 7 14 

C4 1 7 4 12 

C5 0 5 5 10 

C6 2 3 6 11 

C7 2 5 5 12 

C8 0 2 12 14 

C9 1 2 5 8 

C10 12 3 12 27 

C11 2 4 3 9 

C12 21 0 3 24 

TOTAL 47 43 62 152 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

Azoximetano + GA 2,5% 

 

GRUPO V cólon proximal cólon médio cólon distal  TOTAL 

C1 0 0 0 0 

C2 0 5 7 12 

C3 0 0 2 2 

C4 0 6 7 13 

C5 5 2 0 7 

C6 9 0 0 9 

C7 0 0 2 2 

C8 0 2 0 2 

C9 4 0 1 5 

C10 0 1 1 2 

C11 0 1 0 1 

C12 - - - - 

TOTAL 18 17 20 55 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Azoximetano + GA 5% 

 

GRUPO VI cólon proximal cólon médio cólon distal  TOTAL 

C1 0 0 0 0 

C2 0 0 1 1 

C3 0 2 0 2 

C4 29 0 0 29 

C5 0 3 0 3 

C6 0 0 0 0 

C7 3 0 0 3 

C8 0 0 0 0 

C9 0 2 0 2 

C10 0 0 0 0 

C11 13 3 2 18 

C12 0 0 2 2 

C13 2 8 0 10 

TOTAL 47 18 5 70 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

            O animal C12 do grupo V morreu durante o experimento. 
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APÊNDICE D – TABELA DO NÚMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES 

(FCA) POR SEGMENTO DO CÓLON POR ANIMAL 

 

Azoximetano + água 

 

Grupo  
IV 

Cólon Proximal Cólon Médio Cólon Distal  

Animais 1 2 3 4 5 +5 1 2 3 4 5 + 5 1 2 3 4 5 + 5 Total 

C1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

C2 0 0 0 0 0 0 0 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 

C3 2 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 9 

C4 1 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 11 

C5 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 9 

C6 

 
2 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 11 

C7 

 
2 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 12 

C8 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 1 6 

C9 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 8 

C10 0 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0 0 6 3 0 0 0 0 13 

C11 2 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 8 

C12 2 0 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 10 

                   103 

             Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Azoximetano + GA 2,5% 

 

Grupo  

V 
Cólon Proximal Cólon Médio Cólon Distal  

Animais 1 2 3 4 5 +5 1 2 3 4 5 + 5 1 2 3 4 5 + 5 Total 

C1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

C2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 5 1 0 0 0 0 7 

C3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 

C4 0 0 0 0 0 0 3 0 1 0 0 0 4 0 1 0 0 0 9 

C5 5 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 

C6 

 
0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

C7 

 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 

C8 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

C9 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 

C10 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 

C11 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

C12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

                   35 

         Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Azoximetano + GA 5% 

 

Grupo 
VI 

Cólon Proximal Cólon Médio Cólon Distal  

Animais 1 2 3 4 5 +5 1 2 3 4 5 + 5 1 2 3 4 5 + 5 Total 

C1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

C2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

C3 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

C4 5 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 

C5 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 

C6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

C7 
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

C8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

C9 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 

C10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

C11 3 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 6 

C12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 

C13 2 0 0 0 0 0 3 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 

                   32 

               Fonte: Elaborado pelo autor. 

               O animal C12 do grupo V morreu durante o experimento. 
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APÊNDICE E – TABELA DAS DOSES DAS SUBSTÂNCIAS ADMINISTRADAS 

 

Dose administrada (em ml) por gavagem nos grupos estudados: Grupo I- Água; Grupo II- Goma arábica 2,5%; 

Grupo III- Goma arábica 5%; Grupo IV - Água; Grupo V- Goma arábica 2,5%; Grupo VI- Goma arábica 5%. 

 

 Grupo 

Semana I II III IV V VI 

1 0,16 0,16 0,17 0,18 0,17 0,18 

2 0,17 0,17 0,17 0,18 0,17 0,18 

3 0,17 0,17 0,18 0,19 0,19 0,19 

4 0,17 0,18 0,18 0,19 0,19 0,19 

5 0,18 0,17 0,18 0,19 0,20 0,19 

6 0,18 0,17 0,19 0,20 0,20 0,19 

7 0,18 0,17 0,19 0,19 0,19 0,19 

8 0,18 0,17 0,19 0,19 0,19 0,19 

9 0,18 0,18 0,18 0,19 0,19 0,20 

10 0,18 0,18 0,19 0,19 0,20 0,20 

11 0,18 0,18 0,19 0,19 0,20 0,20 

12 0,18 0,18 0,19 0,20 0,20 0,20 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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ANEXO A – DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DO COMISSÃO DE ÉTICA NO USO 

DE ANIMAIS 
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ANEXO B – COMPOSIÇÃO NUTRICIONAL DA DIETA PADRÃO 

RAÇÃO NUVILAB CR-1 IRRADIADA  

 

COMPOSIÇÃO BÁSICA DO PRODUTO: milho integral moído, farelo de soja, farelo de 

trigo, carbonato de cálcio, fosfato bicálcico, cloreto de sódio, óleo vegetal, vitamina A, 

vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, 

niacina, pantotenato d cálcio, ácido fólico, biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro, 

monóxido de manganês, óxido de zinco, sulfato de cobre, iodato de cálcio, selenito de sódio, 

sulfato de cobalto, lisina, metionina, BHT.  

NÍVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTO: umidade (máx): 125g/kg; 

proteína bruta (min): 220g/kg; extrato etéreo (min): 50g/kg; material mineral (máx): 90g/kg; 

fibra bruta (máx): 70g/kg; cálcio (mín-máx): 10-14 g/kg; e fósforo; 6.000 mg/kg.  

VITAMINAS: vitamina A (min) 13.000 UI/kg; vitamina D3 (min) 2.000 UI/kg, vitamina E 

(min) 34 UI/kg; vitamina K3 (min) 3mg/kg; vitamina B1 (min) 5 mg/kg; vitamina B2 (min) 

6mg/kg; vitamina B6 (min) 7 mg/kg; vitamina B12 (min) 22 mcg/kg; niacina (min) 60 mg/kg; 

pantoteno de cálcio (min) 21 mg/kg; ácido fólico (min) 1mg/kg; biotina (min) 0,05mg/kg; 

colina 1.900 mg/kg;  

MINERAIS: sódio (min) 2700 mg/kg; ferro (min) 50mg/kg; manganês (min) 60mg/kg; zinco 

(min) 60mg/kg; cobre (min) 10mg/kg; iodo (min) 2mg/kg; selênio (min) 0,05mg/kg; cobalto 

(min) 1,5 mg/kg, flúor (máx) 60mg/kg. aminoácidos: lisina (min) 12g/kg, metionina (min) 

4.000mg/kg, aditivos BHT 100mg/kg. 

INDICAÇÃO : Ração irradiada para camundongos e ratos de laboratório. 

USO: Administração à vontade em comedouros suspensos. 

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

luz e calor excessivos. 
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ANEXO C – DECLARAÇÕES DE PERIGO E PRECAUÇÃO DO AZOXIMETANO
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Abstract 

 

Background/Aim: Colorectal carcinogenesis is characterized by oxidative stress 

and the formation of aberrant crypts in its initial stages. Gum arabic (GA) is a natural product 

with antioxidant properties. We aim to evaluate the effects of GA on the formation of aberrant 

crypts, as well as the local, hepatic and systemic genotoxicity and oxidative stress. Materials 

and Methods: We induced mice colorectal carcinogenesis, afterwards treated them with water, 

2.5% GA or 5% GA via gavage for twelve weeks and then performed surgery in order to 

obtain samples to analysis (proximal and distal colon, liver, blood and bone marrow). Results: 

The number of aberrant crypts in the GA-treated animals was lower than in the control 

groups. Likewise, there was a decline of local, hepatic and systemic genotoxicity and 

oxidative stress. Conclusion: These results reflect the antioxidant role of GA and may lead to 

the development of treatments that inhibit colorectal carcinogenesis. 

 

Introduction 

 

Cancer is a global health problem, as one of the main causes of mortality. Among 

the malignant neoplasms, colorectal carcinoma (CRC) is the third most incident form 

worldwide (1), being expected a 5.5% increase of this rate in 2020 and 38.2% until 2030 (2). 

Oxidative stress is an initial event in colorectal carcinogenesis, where production 

of excess free radicals such as reactive oxygen species (ROS) can cause damage to the genetic 

material (genotoxicity), development of mutations and formation of cancer (3).  

The establishment of genotoxicity and progression of carcinogenesis are 

accompanied by tissue morphological alterations. In the case of the colon, aberrant crypts are 

the first detectable abnormalities from the histopathological standpoint (4). They stand out for 

their greater size and darker color than normal, with slightly raised and thickened epithelium, 

slit-like lumens and increased pericryptal space (5).  

The quantity of crypts per focus (multiplicity) is related to the prognosis, i.e., the 

higher the number of crypts per focus, the more aggressive the cancerous behavior tends to 

be, mainly in the case of aberrant crypts focus (ACF) with more than five crypts (6,7). 

Gum arabic (GA) is an exudate obtained from the trees of the Acacia genus (8) 

with recognized antioxidant (9) and anti-inflammatory effects (10). However, despite 

knowledge that oxidative stress plays an important role in colorectal carcinogenesis (11), few 
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studies have investigated the action of GA to inhibit the development of cancer.  

Therefore, we evaluated the effects of GA on the colonic mucosa of mice 

submitted to induced colorectal carcinogenesis (preneoplastic lesions - aberrant crypts) in 

different colon segments (proximal, middle and distal) as well as the local (proximal and 

distal colon), hepatic, bone marrow and blood genotoxicity and oxidative stress. 

 

Materials and Methods 

 

The research protocol followed the guidelines of the  

National Council for Animal Experiment Control (CONCEA) and was approved by the 

Committee on Ethical Use of Animals (CEUA) of Federal University of Ceará (UFC) 

(Protocol nº 3925060318).  

 Three control groups were formed (Groups I-III, n = 6) and three treatment 

groups (Groups IV and V, n = 12, and VI with n = 13), for a total of 55 animals (male Swiss 

mice). The animals were housed under controlled environmental conditions (24°C, 50% 

humidity, and a 12 hours light/dark cycle) and had free access to standard food (NUVILAB 

CR-1) and tap water. 

Once a week for two weeks, the animals in the control groups were given an 

intraperitoneal (i.p.) injection of saline solution, while those in the experimental groups 

received azoxymethane (AOM) at 10 mg/kg i.p. In the following 12 weeks, all the animals 

received daily administration by gavage of 5 ml/kg of water (Groups I and IV), 2.5% GA 

(Groups II and V) or 5% GA (Groups III and VI) (Figure 1). 
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Figure 1 

 

       Experimental design. AOM: azoxymethane; 1st: first week; 2nd: second week. 

 

The AOM (purchased from Sigma-Aldrich Corporation®) and the GA (obtained 

from Dinâmica Química Contemporânea Ltda® in powder form) were diluted in a sterile 

saline solution to obtain the necessary concentrations. The dilutions were prepared once a 

week, taking into account changes in body weight. 

 

Surgical procedure 

Twelve weeks after the application of the carcinogen or saline solution, the 

animals were submitted to the surgical procedure. After fasting for 24 hours with access to 

water ad libitum, the mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of ketamine 

(100 mg/kg) and submitted to laparotomy by median xyphopubic incision. After opening the 

cavity, blood was collected from the abdominal aorta and complete resection of the colon was 
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performed, with removal of the lungs, kidneys, spleen, liver and right femur.  

The colon was opened along the antimesenteric border and washed with saline 

solution, followed by removal of small fragments from the proximal and distal regions for 

biological examination. The large intestine was rolled up in filter paper and fixed with the 

10% buffered formaldehyde, and a small liver fragment was also removed for biological 

analysis. All the organs were evaluated for the presence of tumor formation or other 

alterations and then placed in a 10% buffered formaldehyde solution for 24 hours. After 

fixing, all the organs were cleaved and embedded in paraffin. Next, they were sectioned and 

stained with hematoxylin and eosin (HE) for histopathological study. 

 

Evaluation of the ACF 

 

After fixing for 24 hours, each colon was immersed in a 0.1% methylene blue 

solution buffered with phosphate for 1 minute. Then the mucosa of each colon was examined 

under a stereomicroscope (Vasconcellos M90, DF Vasconcellos S.A.®) with 40x 

magnification (Figure 2) to determine the number of ACF and number of crypts per focus 

(multiplicity) in each colon segment (proximal, middle and distal). Afterwards, each specimen 

was submitted to the same histological processing as the other organs. 

  

Figure 2 

  

 
Focus containing various aberrant crypts (white 

arrow) observed under a stereomicroscope. 40x 

magnification (methylene blue). 
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Biological Assays 

 

The biological tests were performed on the blood collected from the aorta, liver 

fragment, colon fragments (proximal and distal) and bone marrow aspirate. The liver and 

colon fragments were individually macerated in a phosphate buffered saline (PBS) solution at 

4 ºC and filtered. The cells were obtained from the suspension after filtration.  

The bone marrow was obtained from the right femur of the animals. For this 

purpose, the femur of each animal was removed and the epiphysis were sectioned. Then the 

needle of a syringe with volume of 1 ml filled with 0.5 ml of fetal bovine serum (FBS) was 

inserted in one of the openings of the femur and the serum was injected to displace the 

marrow into a centrifuge tube previously filled with the same material (3 ml of FBS). 

 

Alkaline comet assay (colon, liver, bone marrow and blood) 

 

The possible DNA damage was studied by the alkaline comet assay, as described 

by Hartmann and Speit (12). 

 

Modified alkaline comet assay (colon and liver) 

 

To enhance the sensitivity and specificity, the alkaline comet assay was carried out 

with the addition of the enzyme human 8-oxoguanine DNA-N-glycosylase 1 (hOGG1), which 

identifies oxidized nitrogen bases such as 8-oxoguanine (8-oxoGua) (13,14). The test was 

performed as described by Smith, O´Donovan and Martin (14). 

 

Micronucleus test of blood  

 

The micronucleus test of blood was performed to analyze the frequency of 

micronuclei in reticulocytes in the blood, using acridine orange staining, as described by 

Hayashi et al. (15).  

 

Micronucleus test of bone marrow 

 

The bone marrow obtained as described previously was centrifuged at 1,000 rpm 

for 5 minutes, after which the supernatant was discarded and the precipitate was 
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homogenized. Then smears were prepared by placing a droplet of the suspension on a clean 

dry slide. Two slides were prepared for each animal. The slides were stained by the Leishman 

method (16) and analyzed with a binocular optical microscope with 20 and 40 x magnification 

to identify the micronuclei by the criteria of Schmid (17) and Heddle et al. (18). 

 

 Reactive oxygen species (colon, liver and blood) 

 The cell preparations were placed in contact with 20 µM of 2′7′-dichlorofluorescein 

diacetate (H2DCFDA) in the absence of light at 37 ºC for 30 minutes. The H2DCFDA is 

oxidized when contacting the intracellular ROS, becoming strongly fluorescent. The 

preparations were then washed, resuspended in a phosphate buffered saline (PBS) solution 

and analyzed by flow cytometry (Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA®). Among 

the ROS involved in this process are the radicals hydroxyl (HO
•
), peroxyl (ROO

•
) and 

peroxynitrite (ONOO
•
), along with hydrogen peroxide (H2O2) and singlet oxygen (

1
O2) (19). 

Statistical analysis 

After confirmation of normal distribution by the Shapiro-Wilk test, the data on the 

number of aberrant crypts, number of ACF and multiplicity of crypts, along with the data 

from the biological tests (comet assay, micronucleus test, ROS measurement) were tabulated 

to calculate the mean and standard deviation. Then each parameter was submitted to 

comparisons between the groups by analysis of variance (ANOVA) together with the Tukey 

multiple comparison test to check for differences between the groups. GraphPad Prism 8.0® 

(GraphPad Software, La Jolla, California, USA) was used for all the statistical procedures and 

preparation of graphs, with a significance level of 5% in all the tests (p<0.05). 

 

Results 

 

Number of aberrant crypts (total and per colon segment) 

 

There was a significant reduction in the number in GVI in the distal segment 

(Table 1). 
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Table 1 - Number of aberrant crypts observed in groups GIV, GV and GVI by colon 

segment: proximal, middle and distal 

Colon segment 
GIV (n=12) 

Mean ± SD 

GV (n=11) 

Mean ± SD 

GVI (n=13) 

Mean ± SD 

Proximal 3.92 ± 6.40 1.64 ± 3.04 3.62 ± 8.43 

Middle 3.58 ± 3.15 1.55 ± 2.11 1.38 ± 2.33 

Distal 5.17 ± 3.83 1.82 ± 2.68 0.38 ± 0.77
a
 

 

SD: standard deviation. The letter 
a
(p=0.0031) denotes statistically significant difference in relation to 

group GIV in the colon distal segment. 

 

There were no significant differences in the number of crypts between different 

colon segments in the same group (p=0.6012). 

 With respect to the entire colon, there was a decrease in the number of crypts 

observed in groups GV and GVI (figure 3). 

 

    Figure 3 

 
 

 

 

 

Aberrant crypt foci (ACF) 

 

Comparison of the number of ACF showed significant reductions in the middle 

Number of aberrant crypts (mean and standard deviation) in 

groups GIV, GV and GVI considering the entire colon 

extension. *p=0.0379 in relation to GIV; +p=0.0401 in 

relation to GIV. 
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and distal segments (table 2). 

 

Table 2 - Number of ACF observed in groups GIV, GV and GVI by colon segment: 

proximal, middle and distal 

Colon 

segment 

GIV (n=12) 

Mean ± SD 

GV (n=11) 

Mean ± SD 

GVI (n=13) 

Mean ± SD 

Proximal 1.67 ± 2.06 0.73 ± 1.56 1.15 ± 2.38 

Middle 3.08 ± 2.27 1.00 ± 1.26
a
 1.00 ± 1.58

b
 

Distal 3.83 ± 2.44 1.45 ± 2.11 0.31 ± 0.63
c
 

SD: standard deviation. The letters 
a
(p=0.0346), 

b
(p=0.0405) and 

c
(p=0.0010) denote statistically 

significant differences in relation to group GIV in the same colon segment. 

 

 

There were no significant differences in the number of ACF between different 

colon segments in the same group (p=0.2889). Analyzing the entire colon extension, there was 

a decrease in this number observed in groups GV and GVI (figure 4). 

 

Figure 4 

 
 

 

Multiplicity of crypts 

In the comparison of the foci with up to 5 aberrant crypts, there was no significant 

difference in the number of ACF between different colon segments in the same group 

(p=0.2136). On the other hand, there was a reduction of the number of ACF in group GV 

Number of ACF (mean and standard deviation) in groups 

GIV, GV and GVI, considering the entire colon extension. 

***p=0.0004 in relation to GIV; +++p<0.0001 in relation 

to GIV. 
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compared to GIV in the middle colon (p=0.0346) and in GVI compared to GIV in the middle 

(p=0.0405) and distal colon (p=0.0012). Regarding the entire length of the colon, the numbers 

of ACF observed in groups GV and GVI were significantly lower than in GIV (p=0.0006 and 

p<0.0001, respectively). 

With respect to the ACF with more than 5 crypts, there were no significant 

differences between the groups when comparing the different colon segments (p=0.2098) or 

the entire colon (p=0.3912). 

No aberrant crypts were detected in the control groups. 

 

Morphological observations 

Among the hepatic alterations observed, two mice in group IV and two in group V 

presented slight macro and microvesicular and perivenular steatosis, associated with mild 

sinusoidal dilation. Regarding renal alterations, peritubular inflammation was observed in one 

of the mice in group IV and two in group V. No significant alterations were observed in the 

colon, spleen and lungs in any animal. 

Genotoxicity 

 

The evaluation of genotoxicity by means of the alkaline comet assay 

demonstrated that it was lower in the GA-treated groups GV and GVI than in the untreated 

group GIV in the proximal (p<0.01) and distal colon (p<0.001) and liver (p<0.001). Likewise, 

the alkaline comet assay with the enzyme hOGG1 revealed reductions of genotoxicity in the 

GA-treated groups in the proximal and distal colon and liver (p<0.001 in all the assays).  

In the bone marrow, although no differences were observed in genotoxicity 

between the groups by the alkaline comet assay (p>0.05), there was a decline in formation of 

micronuclei in GV and GVI compared to GIV (p<0.001 and p<0.01, respectively). 

Regarding the blood, no reductions in genotoxicity of GV and GVI were observed 

in comparison with GIV in the alkaline comet assay (p>0.05) or in the micronucleus test 

(p>0.05). 

Oxidative stress 

The GA-treated groups presented lower ROS formation than GIV in the proximal 

colon (p<0.01), distal colon (p<0.001) and liver (p<0.001). In the blood, a similar result was 
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observed when using 5% GA (p<0.001). 

 

DISCUSSION 

Colorectal carcinogenesis is a sequential process that begins with oxidative stress 

in the colon, followed by DNA damage (genotoxicity) caused by ROS, formation of ACF and 

development of cancer per se (3,4). 

The ACF are considered precursor lesions of carcinoma and serve as a biological 

marker of the disease’s development (4). They were first described by Bird (5), who observed 

the formation of ACF with the aid of methylene blue staining in the colon mucosa of mice 

treated with AOM. Since ACF are the earliest lesions observed in the development of 

carcinoma, their analysis can be used as the base to study substances with possible utility to 

prevent CRC. Some food fibers, for example, appear to confer protection against cancer, one 

of them being GA (20). 

We examined aberrant crypts and ACF in the colon and noted reduction of their 

formation with administration of 2.5% and 5% GA. Among the three colon segments, the 

number of aberrant crypts of the distal colon of group VI (treated with 5% GA) was 

significantly lower. Likewise, the number of ACF and ACF with up to 5 aberrant crypts also 

was lower in GVI in the distal and middle colon than control group. The results for group GV, 

treated with a lower GA concentration, were less consistent: there was a reduction in the 

middle colon, but no reduction in the distal segment. In the proximal colon, no significant 

differences were observed.  

The more pronounced reduction of the formation of aberrant crypts in the distal 

colon segments in our mice can be explained by the different tumor formation pathway in this 

part of the organ (mainly related to the deficiency of DNA repair mechanisms and differences 

in the composition and metabolism of glycoproteins) (21, 22). Similar results were observed 

in rats treated with 1% GA, which also revealed reduction in the number of ACF with ≤ 4 

crypts (23). 

When considering the entire colon length, the number of crypts and the number of 

ACF and ACF with up to 5 aberrant crypts in GA-treated groups was lower than found in 

control. This finding of anti-tumor effect of GA is in agreement with other reports in the 

literature in rats and mice (20,23) and can be attributed mainly to the reduced transcriptional 

levels in the colon epithelium of angiogenins and important genes for cell proliferation and/or 

tumor growth, such as the antigen CD38, ubiquitin D, oncogene vav 3, chemokine ligand 5 
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and ß-catenin (20). Additionally, GA has antioxidant properties (24,25), as well as anti-

inflammatory effect (10). We noted the effect of GA in reducing oxidative stress in the 

proximal and distal colon segments, as will be discusses shortly. 

Regarding the ACF with more than 5 crypts, no significant differences were 

observed between the groups when comparing the colon segments or when comparing the 

entire colon length. This can be explained by the small number of foci with these numbers of 

crypts, since the experimental period was brief.  

In the evaluation of oxidative stress, the GA treatment reduced the formation of 

ROS in the proximal and distal colon. This reduction caused by GA corresponds to the 

antioxidant effect of this compound reported previously in the literature and is related to the 

ability of its components flavonoids and other polyphenols to reduce lipid peroxidation and 

increase the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase and glutathione 

peroxidase) (24,25). For example, in a recent study, Ali et al. observed a reduction of 

oxidation and inflammation in the gastrointestinal mucosa of mice with chronic renal disease 

treated with 15% GA (26). Likewise, Veskoukis et al. demonstrated the antioxidant role of 

vegetal extracts that are rich in polyphenols (27). 

In relation to genotoxicity, we observed a reduction through the regular alkaline 

comet assay and the assay with the enzyme hOGG1 in the groups treated with GA in the 

proximal and distal colon. Once again, this corroborates our results regarding the reduction in 

the number of aberrant crypts in the colon. Therefore, the treatment with GA diminished not 

only the oxidative stress but also the genotoxicity in the proximal and distal colon segments, 

which was expected since one process is a consequence of the other.  

The reduction of oxidative stress and genotoxicity in the distal colon is related to 

the smaller number of aberrant crypts in this segment, unlike the proximal colon, in which 

despite the decrease of oxidative stress and genotoxicity, no reduction in the number of crypts 

was observed. This can be explained because the morphological phenomenon of the 

appearance of ACF occurs after the damages that occur at the cell homeostasis level. In other 

words, even with the protection against genotoxicity by the GA, this may not be manifested in 

reduced aberrant crypt formation (as in the case of the proximal colon in this study), since this 

morphological alteration happens in a subsequent step of carcinogenesis.  

Although we did not evaluate genotoxicity or oxidative stress in the middle colon, 

we can assume these parameters were lower in the groups treated with the gum, since they 

declined in the proximal and distal colon, and a lower number of ACF crypts were observed 

in the intermediary segment.  
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Regular optical microscopy did not reveal the presence of aberrant crypts, unlike 

stereoscopic microscopy. This can be attributed to the fact that the latter method is more 

sensitive by revealing the three-dimensional aspect of the intestinal surface, while optical 

microscopy only allows viewing a sample of part of the organ in two dimensions.   

In analyzing the genotoxicity of the bone marrow, the alkaline comet assay did not 

reveal differences among the groups. However, the micronucleus test indicated reductions in 

animals treated with GA. This difference is due to the distinct DNA alteration mechanisms 

related to the positivity of each test (28). In addition, some carcinogens have a low level of 

metabolic activation at the medullary level, which reduces the sensitivity to detect their 

effects in the marrow (29). 

This reduction of genotoxicity is related to the anti-tumor properties of GA, which 

inhibits the action of genes related to cell proliferation (20), as well as reducing oxidative 

stress, as observed in previous studies (24,25).    

In the blood, in turn, no differences were observed of genotoxicity of the GA-

treated groups, what is related to the splenic phagocytosis of cells with genetic damage 

circulating in the bloodstream (30). 

With regard to the study of oxidative stress at the serological level after 

euthanizing the animals, no reduction was noted in mice that received 2.5% GA. However, the 

quantity of ROS was lower in the ones treated with 5% GA, what can be explained by the 

higher GA concentration used.  

In the other organs (lungs, kidneys, spleen and liver), few morphological 

alterations were observed. No macroscopic or microscopic changes were observed among the 

animals in the control groups. This finding corroborates that of Melnik et al. who did not 

observe histopathological alterations related to the administration of GA in rats and mice (31).  

Previous studies have shown that AOM in the liver can induce a series of 

histological changes, among them steatosis, peliosis, spongiosis, fibrosis, and neoplastic 

lesions such as cholangioma, adenoma and hepatic carcinoma (32,33,34). These induced 

alterations are related to the oxidative and lipid peroxidation effects caused by the carcinogen 

(35). Optical microscopic examination of our animals’ livers revealed slight inflammatory 

alterations, such as perivenular steatosis and sinusoidal dilation in a small number of mice in 

groups GIV and GV. These few changes are predictable in view of the reduction in hepatic 

oxidative stress in animals treated with GA 2.5% or 5%. Besides, it was observed a decrease 

in liver genotoxicity, which is also expected in view of the reduction of oxidative stress by 

GA.  
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Among the renal alterations noted was peritubular inflammation in mice of groups 

GIV and GV, also related to the exposure to AOM (36). As was the case of the liver tissue, 

these alterations were not noted in group GVI, treated with the highest GA concentration, 

what is explained by the gum’s protective effect. No alterations were noted in the spleen or 

lungs of the animals in any of the groups, while no alterations were observed in any of the 

organs of the mice in group GVI.  

CONCLUSION 

The treatment with GA at concentrations of 2.5% and 5% reduced the formation 

of aberrant crypts, ACF and ACF with fewer than 5 crypts in the colon of the mice, mainly in 

the distal segment, due to reduction of the local genotoxicity and oxidative stress. A similar 

effect was observed in other tissues, such as reduced genotoxicity in the liver and bone 

marrow and lower hepatic and blood oxidative stress. 
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