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RESUMO

AQ()ES ANTIOXIDANTE E ’ANTIGENOTOXICA DA GOMA ARABICA NA
MUCOSA INTESTINAL, FIGADO, MEDULA OSSEA E SANGUE DE
CAMUNDONGOS SWISS SUB!\/IETJDOS A CARCINOGENESE COLORRETAL
PELO AZOXIMETANO. ANDRE LUIS NUNES AVELINO. Pés-Graduacdo strictu sensu,
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de
mestre em Ciéncias Médico-Cirurgicas). 2020. Orientadora: Profa. Dra. Conceigdo Aparecida
Dornelas.

O carcinoma colorretal € uma das neoplasias mais frequentes caracterizada pela formagdo em
seus estagios iniciais de criptas aberrantes. A goma arabica (GA) é um produto natural de
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias. Objetivou-se avaliar os efeitos da GA na
formacéo de criptas aberrantes, na genotoxicidade e estresse oxidativo locais e sistémicos de
camundongos Swiss submetidos a carcinogénese colorretal pelo azoximetano (AOM). O
estudo incluiu 3 grupos controle (I-111) e 3 grupos experimentais (IV-VI): Gl- a4gua, GlI- GA
2,5%, GllI- GA 5%, GIV- AOM+agua, GV- AOM+GA 2,5%, GVI- AOM+GA 5%. Uma vez
por semana, durante 2 semanas, 0s animais dos grupos controle receberam solucéo salina (ip)
e 0s dos grupos experimentais receberam AOM (ip). Ao longo das 12 semanas seguintes, 0s
camundogos receberam agua, GA 2,5% ou GA 5% via gavagem. Ao final, o colon foi
avaliado & microscopia estereoscopica para determinacdo do nimero de criptas aberrantes, de
focos de criptas aberrantes (FCA) e de criptas por foco (multiplicidade) por segmento do
colon, além da coleta de material para estudo da genotoxicidade e estresse oxidativo (célon
proximal e distal, figado, sangue e medula déssea). O numero 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 nimero 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
numero 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 oxigénio (EROS) em colon proximal, colon distal e
figado com ambas doses de GA (p<0,01). Na medula dssea, houve reducao da genotoxicidade
com GA 2,5% (p<0,001) e 5% (p<0,01) e reducéo da formacdo de EROS no sangue com GA
5% (p<0,001). A GA exerceu agdo inibitoria da carcinogénese colorretal com reducdo da

formacdo de criptas aberrantes, genotoxicidade e estresse oxidativo locais e sistémicos.

Palavras-chave: Goma Arabica. 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. ANDRE LUIS NUNES AVELINO. Post-Graduation strictu sensu,
Department of Surgery, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara (Master's degree in
Medical-Surgical Sciences). 2020. Advisor: Profa. Dra. Conceigdo 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-111) and 3 experimental groups (IV-VI): Gl-water, GII-GA 2.5%,
GII-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 (ERQOS) 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 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma colorretal

O céancer é uma desordem genética causada por mutaces do Deoxyribonucleic
Acid (DNA) adquiridas espontaneamente ou induzidas por agressdes do ambiente, comumente
apresentando alteracdes epigenéticas, como a modulacdo focal da metilagdo do DNA. As
modificacOes genéticas e epigenéticas alteram a expressdo ou fungdo de genes chave que
regulam processos celulares fundamentais, entre o0s quais 0 crescimento, sobrevida e
senescéncia (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018). Essas altera¢cdes quando acometem células
germinativas sdo hereditérias e transmitidas para as células-filhas na divisdo celular, de forma
que o acumulo de mutacdes origina as propriedades caracteristicas do cancer. Estas incluem a
autossuficiéncia nos sinais de crescimento (o crescimento dos canceres se torna autbnomo e
ndo regulado por processos fisiologicos), a auséncia de resposta aos sinais inibidores de
crescimento que controlam as proliferacdes celulares fisioldgicas, a evasdo da morte celular (o
que permite que as células neoplésicas resistam a apoptose), o potencial replicativo ilimitado,
0 desenvolvimento da angiogénese para suprir o crescimento das células, a propriedade de
invadir tecidos locais e disseminar-se para sitios distantes, a reprogramacdo das vias
metabolicas e a capacidade de escapar do sistema imune. As modificacGes genéticas que dédo
origem a essas caracteristicas dos canceres sdo sustentadas e permitidas pelo desenvolvimento
da instabilidade genémica (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018).

Os canceres sdo, portanto, neoplasias malignas com capacidade de invadir,
destruir estruturas adjacentes e se disseminar a distancia (metéstase). Sua nomenclatura
depende do tecido do corpo que a originou. Aquelas que surgem em tecidos mesenquimais
solidos ou seus derivados sdo chamadas de sarcomas, enquanto as derivadas de células
mesenquimais sanguineas sdo chamadas de leucemias ou linfomas. Os sarcomas s&o
denominados de acordo com o tipo celular de que sdo compostos, que é presumivelmente sua
célula de origem. Assim, um cancer com origem no tecido fibroso é um fibrossarcoma,
enquanto uma neoplasia maligna composta por condrécitos € um condrossarcoma (KUMAR,;
ABBAS; ASTER, 2018). As neoplasias malignas das células epiteliais sdo chamadas de
carcinomas, 0s quais por sua vez, sao ainda subdivididos. Aqueles que crescem em padréo
glandular sdo os adenocarcinomas, enquanto 0s que produzem células escamosas sdo
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 cancer é um problema de satde publica global e uma das principais
causas de morte no mundo. S6 em 2018 foram diagnosticados mais de 18 milhdes de casos
novos e houve mais de 9 milhdes de mortes em sua decorréncia. A incidéncia vem crescendo,
esperando-se que em 2020 tenha-se um aumento 5% no nimero de casos novos e de 5,2% nos
indices de mortalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Dentre as neoplasias malignas, excetuando os tumores de pele ndo 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, atras apenas do cancer de mama) e a segunda principal causa de morte por
cancer (880.792 dbitos - 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 incidéncia e de 5,3% na mortalidade por CCR. Os padrdes
diferem entre os sexos, com taxa de incidéncia de 23,6 casos novos para cada 100 mil homens
e de 16,3 para cada 100 mil mulheres, prevaléncia de 19,5 casos entre 100 mil homens, 16
para 100 mil mulheres e indice de mortalidade de 19,7 6bitos para cada 100 mil individuos do
sexo masculino e 8,9 em 100 mil pessoas do sexo feminino (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

Quanto a distribuicdo do CCR no mundo, as taxas de incidéncia e mortalidade
variam conforme o indice de Desenvolvimento Humano (IDH), sendo identificados trés
padrdes de distribuicdo da doenca. No primeiro, nota-se aumento da incidéncia e mortalidade
da doenca em paises que passaram por uma rapida transicao econémica, entre eles o Brasil.
Outro padrdo é o aumento da incidéncia e diminuicdo da mortalidade em paises com alto
IDH, incluindo Canada, Reino Unido, Dinamarca e outros paises da Europa. E por fim, a
diminuicdo de ambas as taxas nos paises com IDH muito elevado, como Estados Unidos,
Japdo e Franca (ARNOLD et al., 2016). Essa reducdo observada nesse ultimo grupo de paises
é atribuida a melhoria no tratamento da doenca e utilizacdo de métodos de rastreio precoce
que permitem a remocdo de lesbes pré-malignas (LEVIN et al., 2008; RENEHAN et al.,
2002). Entretanto, mesmo com essas modificacBes nos padrdes de distribuicdo da doenca, 0s
paises com maior IDH ainda sdo 0s que apresentam maiores taxas de incidéncia e mortalidade
pelo CCR (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Nos Estados Unidos, as taxas de incidéncia entre homens e mulheres sdo
semelhantes, apresentando declinio a partir do ano 2000 com a popularizagdo dos exames
colonoscépicos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Naquele pais, em 2020, estima-se 0
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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 cancer com 53.200 6bitos,
ficando atrds em incidéncia e mortalidade do cancer de prdstata e pulméo entre os homens e
superado pela neoplasia de mama e pulméo 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 6bitos — 10,1% do total),
atras apenas do carcinoma de pulmdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Em 2020, a estimativa € que a incidéncia de CCR aumente no pais, sendo o
segundo tipo de neoplasia com maior nimero de casos novos em homens. A tabela 1 mostra a

incidéncia dos principais tipos de cancer no Brasil.

Tabela 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil

estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Prostata 63840  292% Homens Mulheres ~ Mama feminina 66.280 29 7%
Colon e reto 20520 9.1% Calon e reto 20470 Q2%
Tragueia, brinquio e pulméo 17.760 7.9% Golo do (tero 16.990 7.4%
Estimago 13.360 5.9% Traqueia,brinquio e pulmao ~ 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tirepide 11.050 2.4%
Esdfago 4.690 3.9% Estomago 1.870 3.59%
Bexiga 7590 3.4% (Ovario fi.650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do dtero 6.540 29%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 9.430 24%
Leucemias 5.820 2.6% Sistema nervoso central 5.220 2.3%

Fonte: BRASIL, 2020

Entre as regibes brasileiras, 0 CCR em homens € o segundo mais frequente no
Sudeste (28,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,40/100 mil). Na regido sul ocupa a terceira
colocacdo (25,11/100 mil). Nas regiGes Nordeste (8,91/100 mil) e Norte (5,27/100mil), esta
na quarta posicdo. Entre as mulheres, é o segundo mais frequente nas regiGes Sudeste
(26,18/100 mil) e Sul (23,65/100 mil). Ja nas regides Centro-Oeste (15,24/100 mil), Nordeste
(20,79/100 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 nuimero de 6bitos pela neoplasia
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nesse periodo especialmente no Norte e Nordeste do pais, estando o Ceara entre 0s trés
estados com maior avanco da mortalidade nessas regides. Isso pode se dever a transicdo
demogréfica e nutricional nestes locais caracterizada pela reducdo das desigualdades sociais
que possibilitou a populacdo ter mais acesso a alimentos industrializados e adogdo de outros
habitos de vida como o sedentarismo. Com isso, houve um aumento da incidéncia do CCR no
Norte e Nordeste e consequente maior mortalidade pela doenga nessas regides (OLIVEIRA et
al., 2018). A tabela 2 demonstra a proporcdo de casos de cancer mais incidentes na regido
Nordeste do Brasil em 2020.

Tabela 2 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Nordeste do

Brasil estimados para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizagdo Primdria ~ Casos % Localizagédo Priméria (asos %

Prostata 20570  407%  Homens Mulheres  Mama feminina 13190 27 3%
Tragueia, bronquio & pulmao 3120 6,2% Colo do dtero 5.250 10,9%

Estimago 3.000 5.0% Cilon & reto 3220 fi,7%

(dlon & reto 2540 5.0% Traqueia, bronquio e pumao ~ 2.640 5,0%

Cavidade Oral 2.180 4 3% Glandula tireoide 2.360 49%

Esifago 1580 3% Estimago 2.090 43%

Leucemias 1430 2.8% Ovdrio 1.690 3.5%

Laringe 1420 2.8% Corpo do dtero 1.520 3,1%

Sistema nervoso central 1.340 2.7% Sistema nervoso central 1.250 2,6%

Linfoma nao Hodakin 1120 2.2% Leucemias 1.210 2.0%

Fonte: BRASIL, 2020

No estado do Ceard, a estimativa é de 500 novos casos entre os homens e 590
casos entre as mulheres no ano de 2020 (grafico 1).



19

Grafico 1 - Taxas de incidéncia estimadas para 2020 por sexo no estado do Ceard, Brasil, e
na capital Fortaleza

- TET0
Prostata 7418
Cilon & reto M'IZLEE
Traqueia, bringuio & pulméo Homens 115?‘32 Mulheres
Estimago 15?4113’7"
Cavidade oral 5?3!?
Linfoma néo Hodgkin ?,‘1?%1
Esdfago -?%
Sistemna nervoso central 642
Estado 480 Estado
Larings %E
Bedge Capita P B capita
Leucemias 505
7
Gléndula tirepide %ﬁa@
Pele melanoma %%
Linforna de Hodgkin 11?3.13
Corpo do (tero
Ovario
Colo do (tero
Mama feminina 65,36

160,00 140,00 120,00 100,00 80,00 6000 4000 2000 000 20,00 40,00 60,00 60,00 100,00 120,00 140,00 160,00

Legenda: valores por 100 mil habitantes.
Fonte: BRASIL, 2020

No que diz respeito ao tipo histolégico da neoplasia colorretal, a maior parte dos
canceres sdo carcinomas e destes mais de 90% sdo adenocarcinomas, ou seja, originarios das
células glandulares da mucosa colorretal (HAMILTON et al., 2010). Outros tipos raros de
CCR incluem carcinoma de celulas neuroenddcrinas, carcinoma de células escamosas,
carcinoma adenoescamoso, de células fusiformes e carcinomas indiferenciados. O
adenocarcinoma convencional é caracterizado por formacdo glandular, que é a base para a
classificacdo histologica do tumor. No adenocarcinoma bem diferenciado, mais de 95% do
tumor é formando por glandulas, o moderadamente diferenciado mostra 50-95% e o
adenocarcinoma pouco diferenciado é em grande parte sélido apresentando menos de 50% de

formacdo glandular. Na préatica, a maioria dos adenocarcinomas colorretais (aproximadamente
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70%) sdo moderadamente diferenciados. Os bem e pouco diferenciados representam 10% e
20% respectivamente (FLEMING et al., 2012).

Quando se trata de fatores de risco, 0 CCR é uma doenca multifatorial
influenciada por aspectos genéticos, ambientais e relacionados ao estilo de vida (BOYLE;
LEON, 2002; SANDLER, 1996). Os fatores ligados aos habitos de vida sdo modificaveis e
incluem o consumo de bebidas alcoodlicas, a baixa ingestdo 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 adocédo desses costumes da vida ocidental em paises como o Brasil
sdo importantes no aumento da incidéncia da doenca nas Gltimas décadas (ARNOLD et al.,
2016).

Outro ponto relevante € a percepcdo que o risco de desenvolver CCR aumenta
com a idade, sendo a grande maioria diagnosticada apds os 50 anos. A idade média de
diagnostico do cancer localizado no célon é aos 68 anos para homens e 72 para mulheres.
Com relacdo ao sexo, as taxas de incidéncia e mortalidade sdo maiores entre os homens. As
razOes para a disparidade entre géneros ndo sdo totalmente compreendidas, mas refletem
diferengas nas exposigdes a fatores de risco, por exemplo, cigarro e bebida alcoolica e aos
hormdnios sexuais, bem como interagcbes complexas entre esses fatores. No que diz respeito a
grupos étnicos, 0s negros e hispanicos sdo 0s mais e menos afetados, respectivamente
(MURPHY et al., 2011).

Quando a doenca € descoberta em sua fase inicial, as chances de cura s&o maiores.
Dessa forma, é recomendada a utilizacdo de exames complementares para detec¢do precoce
da neoplasia. Esse rastreio é indicado para a populagcdo geral a partir dos 50 anos e para
individuos 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 ultimas diretrizes da
American Cancer Society em 2019, os principais exames utilizados para rastreio do CCR séo
a pesquisa de sangue oculto nas fezes (anual), retossigmoidoscopia flexivel, colonografia por
tomografia computadorizada (a cada 5 anos) ou colonoscopia (a cada 10 anos). Diante de
qualquer resultado anormal, devera ser feita colonoscopia caso este ndo tenha sido o exame
inicial. Em pacientes com risco aumentado de cancer, o rastreio deve seguir protocolos
individuais a depender de cada condicdo predisponente, o que inclui histéria familiar ou
pessoal de cancer de colon, diagnostico de poélipos, doenca inflamatoria intestinal, Polipose

Adenomatosa Familial, sindrome de Lynch ou historia de irradiacdo do abddmen ou pelve
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para tratamento de cancer prévio (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

A maioria dos pacientes com CCR em estagio inicial sdo assintomaticos,
diagnosticados como resultado da triagem. Os que apresentam sintomas sdo tipicamente
devidos ao crescimento do tumor no limen ou estruturas adjacentes, e como resultado, a
apresentacdo sintomatica geralmente reflete uma doenga relativamente avancada. Entre os
pacientes sintomaticos, as manifestagdes clinicas também diferem dependendo da localizagdo
do tumor (MACRAE; BENDELL, 2018). Os tumores do lado esquerdo estdo mais associados
a mudanca no habito intestinal e hematoquezia (MACRAE; BENDELL, 2018), enquanto as
lesbes a direita se relacionam a perda sanguinea ndo reconhecida pelo paciente e anemia por
deficiéncia de ferro (GOODMAN; IRVIN, 1993). A dor abdominal pode ocorrer com tumores
que surgem em todos os locais, podendo ser relacionada a obstrucdo ou perfuracdo intestinal.
A lesdo retal, por sua vez, esta principalmente associada a tenesmo, dor retal e calibre
diminuido das fezes (MACRAE; BENDELL, 2018). O CCR pode ser suspeitado se houver
um ou mais dos sintomas e sinais descritos acima ou pode ser assintomatico e descoberto por
exames de triagem. Para o diagnoéstico definitivo, é necessario que seja feita biopsia com
exame histopatoldgico, a qual € geralmente obtida por colonoscopia (MACRAE; BENDELL,
2018).

Percebe-se que as neoplasias do lado esquerdo do colon sdo mais prevalentes,
enguanto as do lado direito cursam normalmente com maior tamanho tumoral, maior nimero
de linfonodos comprometidos e maior idade de acometimento. Por consequéncia, tém pior
prognostico uma vez que, como esse segmento do intestino tem maior diametro, o tumor leva
mais tempo para causar sintomas, sendo diagnosticado em um estado mais avancado (MIK et
al., 2017).

No que diz respeito ao tratamento, conforme o National Cancer Institute (2019), a
escolha da modalidade terapéutica depende de varios fatores, incluindo a sadde do paciente, 0
tamanho do tumor e sua localiza¢do. A cirurgia é a opcdo de tratamento mais comum sendo
que o tipo de intervencdo a ser utilizada depende de variaveis como a localiza¢do do cancer e
a existéncia e extensdo de metastases (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019). Se a
neoplasia € encontrada apenas em um unico polipo, pode ser removida durante uma
colonoscopia, no entanto, se ja afetou uma area maior, a resseccdo intestinal pode ser
necessaria. Outras formas de tratamento incluem ablacdo por radiofrequéncia, criocirurgia,
quimioterapia ou radioterapia (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019).

Quanto a expectativa de vida, a neoplasia apresenta sobrevida relativa de 5 anos
em torno de 65% e 58% em 10 anos apds o diagnostico (HOWLADER et al., 2016). A
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sobrevida também varia com base na localizagdo do tumor no célon, sendo maior em
pacientes com tumores distais (69%) quando comparada aqueles com tumores proximais
(65%), devido a uma maior dificuldade de diagnostico nestes ultimos. O prognostico 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 estagio 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 doenca
regional e metastatica, respectivamente (HOWLADER et al., 2016).

Tendo em vista esses indices de sobrevida e a alta incidéncia e mortalidade
decorrente do CCR, é fundamental que se melhorem as formas de tratamento dos casos ndo
responsivos as modalidades terapéuticas atuais. Além disso, € indispensavel a necessidade de
se trabalhar a prevencdo da doenca, por exemplo, por meio do incentivo aos habitos de vida
saudavel e da pesquisa por novas substancias que possam evitar o desenvolvimento desse tipo

de cancer.

1.2 Anatomia e histologia do intestino grosso

O intestino grosso constitui a por¢do terminal do tubo digestivo e tém como
principal funcdo absorver dgua dos restos dos alimentos digeridos e formar a massa fecal. E
composto pelo ceco, célon, reto e canal anal (MOORE; DALLEY, 2001; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

O ceco € a primeira parte do intestino grosso, € uma bolsa cega medindo
aproximadamente 7,5 cm situado na fossa iliaca direita. A ele esta aderido o apéndice que é
um diverticulo do intestino originado na face postero-medial junto a juncdo ileocecal,
medindo entre 6 e 10 cm (MOORE; DALLEY, 2001).

O cdlon é dividido em quatro partes — ascendente, transverso, descendente e
sigmoide — que se sucedem em um arco. O célon ascendente passa para cima no lado direito
da cavidade abdominal a partir do ceco até o figado onde se curva para direita (flexura
hepatica). Ele é mais estreito que o ceco e esta localizado no retroperiténio. O colon
transverso € a parte mais larga e movel do intestino grosso, cruza o abdémen transversalmente
a partir da flexura hepatica até a flexura esplénica onde se curva inferiormente para se tornar o
célon descendente. Este, por sua vez, passa retroperitonealmente a partir da flexura esquerda
do célon até a fossa iliaca esquerda onde se continua com o sigmoide. O célon sigmoide é

caracterizado pela sua alca em formato de “S”, tem comprimento variavel (normalmente cerca
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de 40 cm), une o colon descendente ao reto, e estende-se da fossa iliaca até o nivel da terceira
vértebra sacral. A terminagdo das ténias do colon, aproximadamente a 15 cm do &nus, indica a
juncéo retossigmoide (MOORE; DALLEY, 2001).

O reto representa a juncdo do sigmoide com o canal anal, € a parte terminal fixa
do intestino grosso. Neste ponto, as ténias do célon sigmoide se espalham para formar uma
lamina longitudinal externa continua de musculo liso e os apéndices omentais séo
descontinuados. Ele termina antero-inferiormente a ponta do céccix curvando-se para formar
a flexura anorretal e a medida que perfura o diafragma pélvico, torna-se o canal anal. Este, por
sua vez, é a parte terminal do intestino grosso que comeca onde a ampola retal se estreita em
forma de “U” formada pelo musculo puborretal e termina no &nus que é a abertura externa do
trato gastrointestinal (MOORE; DALLEY, 2001). A figura 1 demonstra a anatomia geral do
célon.

Figura 1 — Anatomia do intestino grosso
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Fonte: NETTER, 2003.

Todos os componentes do trato digestivo apresentam certas caracteristicas

estruturais em comum. Trata-se de um tubo formado internamente por uma luz, ou limen,
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cujo didmetro € varidvel, circundado por uma parede composta por quatro camadas que sdo a
mucosa, submucosa, muscular e serosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A mucosa é constituida por trés camadas. A mais interna, que € 0 revestimento
epitelial, a intermediaria, que é a lamina propria de tecido conjuntivo frouxo rico em vasos
sanguineos, linfaticos e células musculares lisas, algumas vezes apresentando também
glandulas e por fim, a camada externa que é a muscular da mucosa, a qual separa a mucosa da
submucosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A submucosa € formada por tecido conjuntivo ricamente vascularizado e pelo
plexo nervoso submucoso (plexo de Meissner). Além de poder conter glandulas 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 orientacao 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 sanguineos e linfaticos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004).

A serosa é uma camada delgada de tecido conjuntivo frouxo rica em vasos
sanguineos, linfaticos e tecido adiposo, revestida por um epitélio pavimentoso simples, o
mesotélio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O revestimento epitelial do trato digestivo tem como principais fungdes prover
uma barreira seletivamente permeavel entre o conteido do lIimen e os tecidos do organismo,
facilitar o transporte e a digestdo do alimento, absorver os produtos desta digestdo e fabricar
hormdnios que regulam a atividade do sistema digestivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As glandulas do intestino grosso sdo longas e caracterizadas pela presenca de
células caliciformes e absortivas, essas ultimas sdo colunares apresentando microvilosidades
curtas e irregulares. As fibras da camada muscular externa se unem para formar trés bandas
longitudinais espessas (ténias do c6lon) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Tendo em vista esses conceitos bésicos relacionados a morfologia do intestino
grosso humano, € necessario ressaltar algumas diferencas e semelhancas deste érgdo quando
comparado ao de camundongos, animais utilizados em pesquisas cientificas para estudo do
CCR.

1.3 Anatomia comparada do c6lon humano e dos camundongos

Sabe-se que os estudos sobre cancer humano sdo limitados por muitas
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consideracdes éticas e praticas (RIVERA et al., 2006). O modelo animal, por sua vez,
representa uma alternativa eficaz por permitir o controle de condi¢bes experimentais, 0
monitoramento do desenvolvimento patologico e a obtencdo de materiais suficientes com
menores riscos éticos (PAN et al., 2017). Além disso, constitui uma boa forma de estudar a
biologia do desenvolvimento de doengas como o0 carcinoma, uma vez que permite testar
hipoteses relacionando fatores ambientais a etiologia e & prevencao do cancer (BIRD; GOOD,
2000). Entre os modelos animais, os que utilizam roedores sao os mais utilizados.

Fazendo um paralelo entre o intestino grosso do ser humano com o do
camundongo, por exemplo, notam-se varias semelhancas como a estrutura geral do 6rgéo, as
camadas histologicas e as células constituintes. Entre as diferengas estd o comprimento.
Quando comparado relativamente ao peso corporal e tamanho dos individuos, o célon 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 fermentagdo do alimento e podendo ser facilmente diferenciado do restante do
orgdo, enquanto que o humano mede cerca de 6 cm e tem menor importancia na digestdo
(HUGENHOLTZ; DE VOS, 2018). Ambos possuem apéndice, mas s6 nos humanos nota-se
uma clara identificacdo dele (SCHOLTENS et al., 2012). Outra diferenca ¢ que o célon
humano é dividido em haustracfes, diferente do 6rgdo nos roedores que tem superficie
externa lisa, ademais a mucosa dos camundongos é revestida por pregas com orientacdo em
diferentes direcGes, ao passo que as do ser humano tém orientacdo Unica ao longo do 6rgédo
(TREUTING; VALASEK; DINTZIS, 2012). Também se sabe que a velocidade de transito
intestinal é cerca de 10 vezes maior nos roedores, 0s quais também tém o metabolismo
aproximadamente 7 vezes mais acelerado (HUGENHOLTZ; DE VOS, 2018). Outro ponto é
gue a camada de muco que reveste a mucosa dos humanos € mais espessa e se renova mais
rapidamente, porém a capacidade de permitir a passagem de substancias é semelhante nos
dois seres (GUSTAFSSON et al., 2011).

Apesar de haver algumas diferencas do aparelho digestivo dos humanos, as
vantagens de usar roedores em pesquisas atrairam muitos cientistas, j& que sdo animais
pequenos, faceis de manter em grande numero, com anatomia e fisiologia semelhantes a
humana e que podem ser usados como modelos para o estudo de doencas. Assim, diante das
vantagens apresentadas e semelhancas com o intestino humano, o0 modelo experimental com

camundongos representa uma boa alternativa no estudo da carcinogénese colorretal.
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1.4 Carcinogénese quimica experimental colorretal e 0 azoximetano

A carcinogénese e o desenvolvimento do CCR sdo processos que se desenvolvem
em multiplos estagios, caracterizados por mudancas progressivas na quantidade ou atividade
de proteinas que regulam a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, e que sdo
mediadas por mecanismos genéticos. Uma sequéncia ordenada de eventos nao aleatorios leva
ao desenvolvimento do cancer colorretal, no qual o epitélio é submetido a modificacGes
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 carcinogénese colorretal em roedores tem longa histéria, datando de
quase um século, sendo que, atualmente, os principais carcinégenos utlizados nos modelos
experimentais sdo 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, metabolito hepatico da DMH classificado
como um indutor direto da neoplasia e considerado um eficiente carcindégeno colorretal
(PEREZ-HOLANDA et al., 2008).

Na medicina, os compostos alquilantes, como a temozolomida, s&o utilizados para
o0 tratamento do cancer, entre 0s quais os gliomas. Tém seu mecanismo de a¢do baseado na
metilacdo de bases de guanina e inducdo da apoptose das células tumorais pelos genes de
reparo do DNA. Entretanto, seu uso continuo acaba resultando na mutacdo desses genes de
reparo, reduzindo a apoptose tumoral e levando a resisténcia ao quimioterapico. Outros
agentes alquilantes como o0 AOM e DMH séo utilizados em modelos experimentais com o
objetivo oposto ao utilizado no ser humano, ou seja, como indutor tumoral. Esses efeitos bem
distintos estdo relacionados a diferenca na dose utilizada, intervalo entre elas e tempo de uso
(READ et al., 2017). A tumorigénese coldnica induzida por AOM ou DMH é o modelo de
carcindgenese mais usado em animais para estudar o CCR (ROSENBERG; GIARDINA,
TANAKA, 2009).

A utilizacdo do AOM como indutor da carcinogénese colorretal de camundongos
tem documentacdo na literatura sendo que sua administracdo intraperitoneal em roedores
causa tumores principalmente no coélon 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 colonicas sofrem patogénese,

desenvolvendo inicialmente focos de criptas aberrantes (FCA), a seguir o adenoma e por fim
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0 adenocarcinoma (OTOOLE; PEGG; SWENBERG, 1993; TAKAHASHI,
WAKABAYASHI, 2004), de forma que a dose de 10 mg/kg é capaz de induzir a
carcinogénese em 80% dos camundongos expostos (BISSAHOYO et al., 2005).

Na década de 80, Bird (1987) demonstrou a formacdo de criptas aberrantes na
mucosa colonica 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 lesdes pré-neoplasicas em camundongos A/J que receberam AOM, além
do aumento de citocinas pré-inflamatérias, como o Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) e a
interleucina 6 (IL-6). Somados a essas referéncias, outros estudos atestaram a eficacia do
AOM na indugdo da carcinogénse colorretal em camundongos, principalmente quando
administrado por via intraperitoneal nas doses de 5 a 15 mg/kg e por tempo variavel 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 carcinogénese tem inicio com o estresse oxidativo provocado
pelo AOM levando a formacdo de peroxidos lipidicos e outras espécies reativas de oxigénio
(EROS) (AL-NUMAIR et al., 2011; ANILAKUMAR et al, 2010; WALY et al., 2014) e
consequente inducdo de genotoxicidade e formacdo do cancer (GOLDMAN; SHIELDS,
2003). A carcinogénese induzida pelo AOM apresenta caracteristicas moleculares
comparaveis e segue a mesma progressdao daquela que acontece em humanos (ROBLES-
ESPINOZA; ADAMS, 2014).

O AOM nao interage diretamente com o DNA, tem que ser ativado “in vivo” para
desenvolver a carcinogénese. Ele é metabolizado pelo citocromo P450, especificamente a
isoforma 2E1 (SOHN, et al., 2001), sendo o primeiro passo a hidroxilagdo do grupo metila
para formar o metilazoximetanol (MAM), o qual por sua vez, se decompde em formaldeido e
em um agente alquilante altamente reativo, 0 metildiazénio. Este produto quimico, causa
alquilagdo do DNA a O6-MEG e O4-metil-timina (OTOOLE, PEGG; SWENBERG, 1993).
Essas muta¢Bes podem iniciar a tumorigénese por meio de varios genes chave nas vias de
sinalizacdo intracelular (CHEN; HUANG, 2009).

Vérios caminhos de ativacdo foram revelados para explicar o mecanismo de
formacgédo do CCR induzido pelo AOM. Os mais conhecidos incluem o K-ras, B-catenina e o
Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) (CHEN; HUANG, 2009).

Na via K-ras, 0 AOM demonstrou causar uma mutagéo de guanina:citosina (G:C)
para adenosina:timina (A:T) no cédon 12 do gene K-ras (O'TOOLE, PEGG; SWENBERG,

1993). Essa mutacdo leva a ativacdo da proteina K-ras, a qual é uma pequena proteina G que
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regula as vias de sinalizagdo Fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) / Protein Kinase B (Akt) e
Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) relacionadas ao crescimento celular, a
proliferacdo e o0 metabolismo da glicose intracelular (CHEN; HUANG, 2009).

No céancer de colon 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 sobrevivéncia celular pela fosforilagdo de alvos moleculares, incluindo o
Nuclear Factor Kappa B (NFkB) e o B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xI) (OZES et al.,
1999), além de bloquear o p53 inibindo a apoptose (TROTMAN; PANDOLFI, 2003). A via
MAPK, por sua vez, promove carcinogénese através de proteinas alvo, como C-MYC, Cyclic
AMP Response Element-biding Protein (CREB), Ribosomal s6 Kinase (RSK), Mcll, p16,
proteina do retinoblastoma (Rb) e ciclinas, na qual ocorre a superexpressao de promotores do
ciclo celular (WANG et al., 2000).

Outra via relacionada a formacdo do cancer € a da B-catenina, uma proteina
oncogénica com importante papel na adesdo celular. Ela se associa com a catenina ou alfa-
catenina para se ligar ao citoesqueleto de actina, funcionando como um ativador co-
transcripcional de genes na via de sinalizacdo Wnt. Na forma livre, associa-se as proteinas
como axina e Apc, sendo fosforilada pela Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK-3p) resultando
em sua degradacdo (POLAKIS, 1999).

A mutacdo do gene Apc (encontrada em até 80% dos pacientes com cancer de
colon esporadico), leva a alteragdo da proteina correspondente de forma que a Apc nédo
consegue se ligar a B-catenina para que seja degradada (ARNOLD et al., 2004). Assim, a f-
catenina livre combina-se ao fator de célula T para formar um complexo que ativa a
transcricdo de genes e induz a proliferacdo celular (KORINEK et al., 1997).

Por fim, tem-se a via do TGF-B, o qual € um fator associado a inibicdo do
crescimento celular, proliferacdo e progressdo 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 carcindgeno inibe o TGF-p (CHEN; HUANG, 2009;
GUDA et al., 2003). Defeitos na sinalizacdo TGF-p sdo encontrados em 20 a 30% dos
pacientes com cancer de célon (BISWAS et al., 2004).

O TGF-B induz a apoptose através de algumas vias de sinalizagdo. Na primeira
delas, formam-se dimeros que se ligam ao seu receptor tipo 2. Este complexo entdo 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 a proteina
6 de morte celular para induzir apoptose (XU; PASCHE, 2007).
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As alteracdes histopatoldgicas no colon dos camundongos induzidas pelo AOM
sdo muito semelhantes as encontradas em seres humanos, incluindo formacdo de focos de
criptas aberrantes (FCA), adenomas e adenocarcinoma (BOIVIN et al., 2003).

Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo é um evento importante na
carcinogénese colorretal. Ele faz parte das etapas iniciais desse processo, e caso nao seja
revertido, poderd induzir a genotoxicidade e consequentemente as alteracdes morfoldgicas
que caracterizam o cancer (STONE et al., 2014; CARINI et al., 2017). Quanto maior a
exposi¢do do individuo a fatores de risco como toxinas, cigarro, alcool, estresse, inflamacéo e
dieta rica em gorduras, maior serd a producdo de espécies reativas (STONE et al., 2014;
CARINI et al., 2017).

1.5 Estresse oxidativo e Espécies Reativas de Oxigénio

O oxigénio tem papel fundamental na produgdo de energia para 0 metabolismo
celular através da oxidacdo de compostos organicos (COMHAIR; ERZURUM, 2002). Na
mitocdndria, ele sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formacéo de &gua e energia. Essa reacdo é catalisada pela enzima citocromo oxidase, a qual
controla a geragéo de radicais livres, impedindo sua producéo excessiva. No entanto, cerca de
2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados para outra via metabdlica,
e reduzidos de forma univalente, dando origem as EROS, principalmente o superéxido, o
peréxido de hidrogénio e a hidroxila, classe importante de radicais livres (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; KOURY; DONANGELO, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
Além desse mecanismo de formacéo atraves das mitocondrias, as EROS podem ser originadas
a partir dos peroxissomos (organelas celulares cujo metabolismo envolve o consumo de
oxigénio), citocinas inflamatorias e agentes externos como patdgenos, radiacdes e compostos
quimicos (KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010).

Quando em baixas concentragcfes, as EROS desempenham funcdes fisioldgicas
importantes, por exemplo em processos inflamatorios, representando uma significativa defesa
contra patdgenos, em situacdes que envolvem adesdo celular, como embriogénese,
diferenciacéo, reparo e cicatrizacdo e na morte celular programada que regula o tempo de vida
de células normais. Entretanto, quando em altas concentragdes (estresse oxidativo) os efeitos
das EROS sdo deletérios (VALKO et al., 2007).

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre a geracdo de

compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidantes com predominio da
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formagdo de espécies reativas (BARBOSA et al., 2010). O sistema antioxidante € formado
por substancias que, presentes em menor concentracdo que o substrato oxidavel, sdo capazes
de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira eficaz. Os antioxidantes podem agir
diretamente, neutralizando a acdo dos radicais livres e espécies ndo-radicais, ou
indiretamente, participando dos sistemas enziméaticos com tal capacidade. Dessa forma, sdo
capazes de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo dos radicais livres. Algumas
importantes enzimas endogenas com funcdo antioxidante sdo a Superdéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), as quais agem por meio de mecanismos de
prevencdo, impedindo e/ou controlando a formagdo de radicais livres (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Outro grupo importante de antioxidantes sdo os compostos de origem dietética,
entre 0s quais destacam-se as vitaminas (a-tocoferol e B-caroteno, precursores das vitaminas
E e A e o acido ascdrbico), minerais, compostos fendlicos e alguns minerais (zinco, cobre,
selénio e magnésio) (BIANCHI; ANTUNES, 1999; VINCENT; INNES; VICENT, 2007).

Em situacOes de estresse oxidativo, as EROS em altas concentra¢Ges provocam
lesbes teciduais danificando organelas celulares, lipidios, proteinas e acidos nucleicos, o que
leva a alteracdo de suas estruturas e disfungdo biologica (VALKO et al., 2007). Além de
fragmentacdo do DNA, as EROs podem causar o mau funcionamento do seu sistema de
reparo, contribuindo para o desenvolvimento do cancer (SOSA et al., 2013).

O dano oxidativo representa um dos principais mecanismos mutacionais, mas
felizmente, a maior parte destas lesdes sdo reparadas pelo proprio DNA sem causar
repercussdo clinica (FRAGA et al., 1990; LU et al., 2001).

Estudos sobre mutagdo sugerem que o estresse oxidativo cronico, especialmente o
derivado da inflamacdo esta relacionado a carcinogénese (HWANG; BOWEN, 2007). Nessa
situacdo, os estimulos recebidos pelas células inflamatdrias ocasionam aumento do
metabolismo intracelular e consumo de oxigénio levando a uma maior producdo de EROS
(KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010). Uma série de condicBes inflamatorias
estdo associadas a transformacdo celular neoplasica como por exemplo a relacdo entre a
doenca inflamatdria intestinal e o0 CCR, a esofagite por refluxo e o adenocarcinoma de
esdfago, hepatites virais e carcinoma hepatico e infeccdo por Helicobacter pylori e
adenocarcinoma gastrico (FEDERICO et al., 2007). Em geral, quanto mais tempo a
inflamac&o persistir, maior o risco de desenvolvimento do cancer. Essa relagdo se da porque
as células inflamatérias produzem mediadores como citocinas e metabdlitos do &cido

araquidonico que estimulam a formacdo de radicais livre recrutando mais células
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inflamatdrias que irdo 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 citoplasmatica onde reagem com os fosfolipidios gerando aldeidos téxicos entre 0s
quais o malondialdeido (MDA), o qual altera a permeabilidade membranar induzindo a
aderéncia de granulocitos ao endotélio que irdo potencializar a inflamagdo. As EROS também
ativam fatores nucleares como o NfKB, levando a producdo de mais citocinas pro-
inflamatdrias, que por sua vez, aumentam a inflamacdo (MARNETT; RIGGINS; WEST,
2003).

A cicloxigenase 2 (COX-2) é uma das principais enzimas envolvidas na
inflamacdo e que tem relacdo com a carcinogénese. Ela atua através da sintese de
prostaglandinas, encontrando-se superexpressa em Vvarios tipos de cancer incluindo o CCR no
qual desempenha papel importante no estimulo a angiogénese e ativacdo de oncogenes como
0 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER-2/neu) e Wnt. (GATELY, 2000;
GUPTA; DUBOQIS, 2001; HOWE et al., 2001).

O dano causado pelas EROS pode resultar em quebra da fita simples ou dupla do
DNA, modificacOes de bases nitrogenadas e translocacdes. Caso essas alteracdes nao sejam
reparadas antes da replicacdo génica, teremos como resultado instabilidade gendmica,
mutacOes e morte celular (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004; VALKO et al., 2006), de
forma que tecidos com alto indice proliferativo estdo mais susceptiveis a esse dano genético
(REDON et al., 2010). Além disso, os radicais livres promovem a ativacdo de oncogenes,
inativacdo de genes supressores tumorais e inibicdo da apoptose (FEDERICO et al., 2007).
Outro mecanismo de acdo das EROS na carcinogénese é por meio da liberagdo de célcio
intracelular que leva a ativacdo de quinases (por exemplo a proteina C quinase e a proteina B
quinase), as quais regulam uma variedade de func¢des celulares como a proliferacao tecidual
(KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR, 2010).

Uma forma de se avaliar as EROS geradas intracelularmente é por meio da
utilizagdo do diacetato 2°7’- diclorodiidrofluoresceina (H,DCFDA). Essa substancia entra nas
células ao passar através das membranas celulares sendo hidrolisada por esterases
intracelulares para formar a diclorofluoresceina (DCFH), ndo fluorescente. Esta, por sua vez,
ao entrar em contato com as EROS ¢é oxidada ao 2°7’- diclorohidrofluoresceina (DFC),
altamente fluorescente (CROW, 1997; HEMPEL et al., 1999). Quanto maior a quantidade de
EROS formadas intracelularmente, maior a fluorescéncia do DCF (LEBEL;
ISCHIOPOULOS; BONDY, 1992).
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Vale lembrar que nesses processos oxidativos esta envolvida uma ampla variedade
de radicais livres, o que inclui ndo s6 moléculas derivadas do oxigénio, como também
espécies reativas provenientes do metabolismo do nitrogénio. Entre essas espécies reativas
estdo os radicais peroxil (ROO") e peroxinitrito (ONOO"), o peréxido de hidrogénio (H,0,), o
oxigénio singleto (*O,) e o radical hidroxil (HO"). Sendo este Gltimo altamente reativo e o
mais frequentemente encontrado (BARTOSZ, 2006; LU et al., 2001).

Quando se fala nos tipos de lesdo oxidativa do DNA, a mais comumente
identificada é a 8-hidroxidesoxi-guanosina (8-OHdG), a qual é mutagénica e apresenta niveis
elevados em alguns tipos de céncer como adenocarcinoma de préstata, carcinoma
hepatocelular e adenocarcinoma colorretal (KONDO, et al., 2000; MIYAKE et al., 2004;
TANAKA et al., 2008). Por essas caracteristicas, a 8-OHdG é usada como biomarcador para
avaliar o nivel de estresse oxidativo tecidual (KLAUNIG; KAMENDULIS; HOCEVAR,
2010). Além de neoplasias, também ha relatos de que a 8-OHdG é encontrada em niveis
elevados em pacientes com outras doencas como diabetes mellitus tipo 2, doenca inflamatéria
intestinal e mal de Alzheimer, o que demonstra o papel do estresse oxidativo nessas condi¢coes
(DING et al., 2005; NAKAMURA; OSONOI; TERAUCHI; 2010; SLIWINSKA, et al.,
2016). O reparo da leséo é feito pela enzima DNA-N-glicosilase 1 humana (hOGGL1), a qual
faz a exciséo de bases nitrogenadas alteradas (KORKMAZ; BUTUNER; ROGGENBUCK;
2018).

O AOM é um carcindégeno quimico indutor do carcinoma colorretal cujo
mecanismo de acdo esta diretamente envolvido com o estresse oxidativo (AL-NUMAIR et al.,
2011). Sua forma de atuacdo nesse processo esta relacionada a geracdo de espécies reativas
como o radical hidroxil que provoca peroxidacdo das membranas celulares com consequente
formacéo de perdxidos lipidicos e outras EROS (ANILAKUMAR et al., 2010). Além disso, 0
AOM causa diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes e possui efeito inflamatério
que por si tem acdo oxidante (AL-NUMAIR et al., 2011). Ao provocar o estresse oxidativo, o
AOM induz a genotoxicidade (WALY et al., 2014).

1.6 Genotoxicidade

Genotoxina € uma substancia quimica ou agente capaz de causar danos ao DNA
ou cromossomo. Tal dano em uma célula germinativa tem o potencial de levar a alteragdes
hereditarias (mutacdo germinativa). A modificacdo do DNA em uma célula somética pode

resultar em uma mutacdo somatica, e por sua vez, a uma transformacado maligna (cancer).
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Essas alteracdes do material genético representam um dos passos iniciais no desenvolvimento
da carcinogénese e precede qualquer alteracdo histopatolégica detectavel (PHILLIPS; ARLT,
2009).

Com o objetivo de avaliar a genotoxicidade, foram desenvolvidos muitos testes
“in vitro” e “in vivo” que sdo capazes de detectar danos no material genético. Estes ensaios
sdo utilizados para avaliar a seguranca de produtos quimicos e para explorar 0 mecanismo de
acao de substancias cancerigenas conhecidas ou suspeitas (PHILLIPS; ARLT, 2009). A
deteccdo e caracterizacao dessas alteracGes do DNA em tecidos humanos fornece pistas para a
etiologia do cancer (PHILLIPS; ARLT, 2009). Entre os principais testes para deteccdo dessas
alteracGes gendmicas estdo o0 ensaio do cometa e o teste do micronucleo.

O ensaio do cometa foi descrito pela primeira vez por Ostling e Johanson em
1984. A abordagem consistiu em analisar a migracdo do DNA de células embebidas em gel de
agarose e submetidas a corrente elétrica ap6s a lise das membranas celulares por detergente
neutro. Sob tais condic¢des, uma pequena fracdo do DNA do genoma se estende para o &nodo 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 cabeca 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 modificacdo 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, solucdo de alta forca
ibnica e a eletroforese sob condicdes alcalinas (pH > 13). Como resultado, a mesma tendéncia
foi observada (deslocamento de DNA lesionado) com uma maior sensibilidade na deteccao de
mais tipos de danos gendmicos (SINGH et al., 1988). Foi notado que o teste do cometa neutro
detecta lesdes mais severas do DNA (ruptura da dupla fita) (YASUHARA et al., 2003) e 0
cometa alcalino, pelo pH alto, provoca a desnaturacdo do DNA, expondo as lesfes na cadeia
dupla e simples, aumentando a sensibilidade do teste (MOLLER, 2006).

Mesmo assim, certos tipos de danos sdo dificeis de detectar, ja que o DNA pode se
romper sem resultar em modifica¢es notadas com o teste alcalino. No caso de dano oxidativo
ao DNA, essas alteracbes podem ser melhor evidenciadas com o auxilio 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 detectaveis (KORKMAZ; BUTUNER,;



34

ROGGENBUCK; 2018; SMITH; O'DONOVAN; MARTIN, 2006). Assim, a adicdo dessa
etapa enzimatica aumenta ainda mais a sensibilidade e especificidade do ensaio cometa para
medir danos oxidativos no DNA (COLLINS, 2014).

As principais vantagens do ensaio cometa sdo sua aplicabilidade a qualquer tipo
de célula eucaridtica, avaliacdo de células individuais, baixo custo de realizacdo e pouco
tempo necessario para obter resultados (SILVA et al., 2000).

O ensaio cometa tem sido usado por exemplo, em pesquisas sobre carcindgenese
colorretal. Estudos desenvolvidos por Lima et al. (2005), Bazo et al. (2002) e Moura et al.
(2018) utilizaram esse teste para quantificacdo do dano ao DNA a partir da analise de células
epiteliais colonicas ou sangue de ratos Wistar que receberam 1,2 dimetil-hidrazina

subcutanea.

1.7 Teste do microntcleo

O micronucleo foi reconhecido no final do século XIX, quando Howell e Jolly
encontraram pequenas inclusdes no sangue retirado de gatos e ratos. As pequenas inclusoes,
denominadas corpos de Howell-Jolly, também s@o observadas nos eritrocitos do sangue de
pacientes com anemia grave (HAYASHI, 2016). Sua quantificagdo foi descrita pela primeira
vez em 1982, onde foi observado que sua frequéncia era maior na mucosa bucal de individuos
fumantes (STICH; CURTIS; PARIDA, 1982).

Os microndcleos sdo corpos extra-nucleares que contém fragmentos
cromossémicos danificados e/ou cromossomos inteiros que nao foram incorporados ao ndcleo
apos a divisdo celular. A sua formagdo pode ser ocasionada por defeitos na maquinaria de
reparo celular, pelo acimulo de danos no DNA e por aberragbes cromossémicas. Uma
variedade de agentes genotoxicos pode induzir a formacdo de micronucleos levando a morte
celular, instabilidade gendmica ou desenvolvimento do cancer (LUZHNA; KATHIRIA,
KOVALCHUK, 2013). Eles sdo formados por material genético que foi perdido do genoma
durante a mitose e ocorrem antes de qualquer mudanca histopatoldgica tornar-se evidente,
servindo portanto, como um marcador bioldgico que alerta para o risco de desenvolvimento
do cancer (BLOCHING et al., 2000). A sua formacéo resulta de uma lise na molécula de DNA
dias ou semanas apds a acdo de carcindgenos refletindo a incidéncia de eventos genotdxicos
sobre a mucosa (STICH; ROSIN, 1983).

A observacdo dos microndcleos é especialmente facilitada em reticuldcitos

(hemécias jovens formadas ap6s a expulsdo do ndcleo dos eritroblastos) que, por serem
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celulas anucleadas, tornam os micronucleos mais visiveis no citoplasma (KRISHNA;
HAYASHI, 2000). A técnica do laranja de acridina descrita em 1990 por Hayashi et al. é
amplamente utilizada para deteccdo dos microndcleos. Seu principio de utilizacdo se da pelo
fato de que o laranja de acridina é um corante de alta afinidade por &cidos nucleicos que ao
interagir com o DNA por intercalagdo emite fluorescéncia de cor amarela e ao reagir com 0
RNA emite luz vermelha. Dessa forma, sua utilizacdo permite a identificacdo de eritrécitos
jovens ricos em Ribonucleic Acid (RNA) (coloracdo vermelha) e micronucleos constituidos
por DNA (coloracdo amarela) (HAYASHI et al., 1990).

A capacidade de identificar células com defeito cromossémico confere ao
micronucleo a propriedade de ser utilizado como marcador biolégico da exposicdo a
carcindgenos. Através de sua expressdo, pode-se avaliar o grau de comprometimento da
mucosa, como também a eficacia de protocolos de prevencdo. Uma vantagem desse teste é
sua capacidade de verificar, “in vivo”, o estado de uma mucosa que ¢ simultaneamente
exposta a carcin6genos, co-carcindgenos e antioxidantes — condigdo de dificil reprodugdo “in
vitro” (ANDRADE et al., 2005). Outra vantagem ¢ a sua habilidade de mensurar de forma
acurada e objetiva a frequéncia de defeitos no DNA. Além do mais, 0 microndlcleo aparece
apos o dano, antes de qualquer alteracdo pré-maligna clinica ou mesmo histolégica (BENNER
etal., 1994; MAJER, et al., 2001; STICH; ROSIN, 1983).

A determinacdo da taxa de micronucleacdo, mediante analise microscopica, tem
proporcionado uma forma simples e rapida de estimar a presenca de alteragdes
cromossoémicas nas células (MARTINS; BOSCHINI FILHO, 2003).

Na neoplasia colorretal, por exemplo, observa-se que a quantidade de
microndcleos é maior no sangue de pacientes com CCR ou pélipo neoplasico quando se
compara com o0s grupos controle (KARAMAN et al.,, 2008). Ohyama et al. (2002)
observaram aumento de micronucleos no célon de camundongos CD-1 que receberam 1,2
dimetil-hidrazina intraperitoneal.

Com o estabelecimento da genotoxicidade e progressdo da carcinogénese, tem
inicio o surgimento das alteracBes morfologicas no tecido. No caso do cdlon, as criptas
aberrantes (KHARE et al., 2009).

1.8 Criptas aberrantes

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

base das quais estdo 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 as criptas
é gue, 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 direcdo ao topo dos
vilos. Entretanto, o que se percebeu € que, na verdade, as células epiteliais deslocam-se
ativamente em direcdo ao apice dos vilos por mecanismos de adesdo celular (KRNDIJA et al.,
2019). As criptas intestinais representam, portanto, estruturas dindmicas responsaveis pela
renovacdo celular do epitélio intestinal cujo entendimento de sua fisiologia é importante para
compreensdo dos mecanismos de formacdo do carcinoma, ja que é nelas onde a carcinogénese
é iniciada.

A carcinogénese colbnica, por sua vez, é caracterizada por um conjunto de
eventos moleculares acompanhado por alteracdes histopatoldgicas que iniciam a partir de
leves anormalidades cripticas arquiteturais e progridem para adenomas e eventualmente
canceres invasivos. Em modelos experimentais de carcinogénese colonica, os FCA sdo as
primeiras anormalidades detectaveis e precedem os adenomas (KHARE et al., 2009).

FCA séo lesdes focais da mucosa do célon compostos por uma a varias criptas
aumentadas, cuja formacdo é especificamente induzida por carcinégenos do célon (BIRD,
1987; MCLELLAN; BIRD, 1988). S&o facilmente identificados em preparacGes coradas com
azul de metileno sob microscépio de dissecacdo e sdo geralmente quantificadas em nimero
por animal ou por célon (BIRD, 1987, 1995; MCLELLAN; MEDLINE; BIRD, 1991). Os
FCA foram descritos pela primeira vez por Bird (1987), a partir do exame da mucosa coldnica
de camundongos submetidos ao AOM sendo caracterizados pela presenca de criptas maiores e
mais escuras, epitélio espesso ligeiramente elevado, limen em forma de fenda e aumento do
espaco pericriptico.

Em modelos animais experimentais, com o aumento da dose do carcindgeno, ha
aumento da quantidade de FCA, enquanto a maioria dos agentes quimiopreventivos reduz a
incidéncia ou o crescimento deles (KHARE et al., 2009). Os FCA sdo considerados, portanto,
uma lesdo precursora do carcinoma (lesdo pré-neoplésica), servindo como marcador biolégico
do desenvolvimento da doenca, teoria reforcada pela presenca de displasia (SIU et al., 1997;
TAKAYAMA et al., 1998), monoclonalidade (SIU et al., 1999) e mutacdes genéticas (K-RAS,
APC) (SMITH et al., 1994).

As alteracBes morfologicas das criptas aberrantes sdo compreendidas em dois
grupos principais:

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

ao agrupamento de glandulas, lamen serrilhado, alguma deplecdo de mucina, mas sem
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displasia e sem estratificagdo nuclear (figura 2A).

- FCA com displasia: criptas ampliadas e alongadas, por vezes fusionadas, com
hipercromasia e estratificacdo nuclear, aumento da quantidade de mitoses, redugdo de mucina
e de células caliciformes (figura 2B) (DiIGREGORIO et al., 1997; SHPITZ et al., 1998; SIU
etal., 1997).

Figura 2 — Exemplos de FCA em mucosa col6nica

Fonte: Ghos

Legenda: Figura 2A: FCA sem displasia composta por glandulas maiores e mais largas que o normal,
aglomeradas, de limen tortuoso e discreta deplecdo de mucina (aumento de 100x, colora¢do: Hematoxicilina e
Eosina). Figura 2B: FCA com displasia caracterizado por glandulas alongadas, irregulares, fusionadas,
apresentando ndcleos hipercromaticos, estratificados e acentuada redugdo da mucoprodugdo (aumento de 100,
coloracdo: Hematoxicilina e Eosina).

As criptas aberrantes surgem a partir de 2 semanas da inoculagdo do carcindgeno.
Inicialmente os FCA sdo formados por criptas Unicas e, com o passar do tempo, as células se
multiplicam e se expandem formando criptas maiores, mais irregulares originando FCA com
varias criptas. Dessa forma, a quantidade de criptas por foco (multiplicidade) tem relacdo com
0 prognostico, ou seja, quanto mais criptas houver por foco, mais agressivo seu
comportamento e maior a chance de se desenvolver o céncer, principalmente os FCA com
mais de 5 criptas (BIRD, 1995; BOATENG et al., 2007; LASKO; BIRD, 1995; SHIRTLIFF;
BIRD, 1996).

A distribuicdo dos FCA ndo é uniforme ao longo do intestino, predominando em
célon 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 colonica de pessoas com CCR ou Polipose Adenomatosa Familial, apresentando
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caracteristicas morfoldgicas muito semelhantes as observadas anteriormente em animais
(RONCUCCI et al., 1991). Sdo também consideradas lesdes pré-neoplasicas no ser humano e
apresentam maior concentracao nas por¢oes distais do célon (SHPITZ, 1998).

Como os FCA sdo as lesdes mais precocemente observadas no desenvolvimento
do carcinoma, a andlise das criptas aberrantes pode ser tomada como base para o estudo de
substancias com possivel utilidade na prevencdo do CCR, entre as quais esta a goma arébica
(GA).

1.9 Goma aréabica

Sabe-se 0 impacto que o cancer tem na populacdo, ja que muitas neoplasias nao
apresentam boa resposta aos tratamentos atuais principalmente quando em estagio avanc¢ado,
além dos frequentes efeitos adversos experimentados pelos pacientes que se submetem a essas
terapias. Diante disso, tem se tornado cada vez mais importante a prevengdo do cancer, com
destaque nos ultimos anos para o desenvolvimento de novas formas de quimioprevencdo
(BENETOU; LAGIOU; LAGIOU, 2015).

A quimioprevengéo do cancer se refere ao uso de agentes capazes de inibir, atrasar
ou reverter os efeitos da carcinogénese antes que a neoplasia se torne invasiva. A utilizagéo
dessas substancias é especialmente interessante ja que evitaria o sofrimento causado pela
neoplasia incluindo o diagnostico, a doenca 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 sdo de mais facil acesso pela populagdo por seu
baixo custo (BENETOU; LAGIOU; LAGIOU, 2015).

A ingestdo nutricional de varias fibras alimentares é reconhecida por conferir
protecdo contra o cancer colbnico e retal. No entanto, o efeito dos nutrientes individuais
presentes nas fibras no que diz respeito a incidéncia de cancer de c6lon tem sido questionado.
Uma dessas fibras que parece ter influéncia na carcinogénese é a GA.

A GA, fibra dietética solivel em é&gua (TISS; CARRIERE; VEGER, 2001), é
obtida a partir dos exsudatos de caules e ramos de vegetais do género Acacia, dentre 0s quais
existem mais de mil espécies, sendo as mais utilizadas para a producdo 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 ha mais de 5000 anos (WHISTLER; BEMILLER,
1993), inicialmente pelos egipcios que a usavam como um adesivo em pigmentos de pinturas

e em envoltorios de linho que serviam para embalsamar mumias (ISLAM et al., 1997).
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Chegou a Europa a partir dos portos arabes, dai a origem de seu nome (ISLAM et al., 1997).

A GA consiste em um polissacarideo complexo de cadeia ramificada, neutro ou
ligeiramente acido, encontrado como um sal misto de calcio, magnésio e potassio. Seu eixo
principal e as cadeias laterais sdo compostos por unidades de 1,3-B-D-galactopiranosil. Ambas
cadeias principal e laterais contém ainda unidades de a-L-arabinofuranosil, a-L-
ramnopiranosil, -D-glucuronopiranosil e 4-O-metil-B-D-glucuronopiranosil, sendo as duas
Gltimas encontradas principalmente como unidades terminais (ANDERSON; STODDART,
1966; ISLAM et al., 1997; VERBEKEN; DIERCHX; DEWETTINCK, 2003). Entretanto, a
composi¢do quimica ndo € uniforme variando de acordo com a idade do vegetal, clima e
condigfes do solo (AL-ASSAF; PHILLIPS; WILLIAMS, 2005; ISLAM et al.,, 1997;
VERBEKEN; DIERCHX; DEWETTINCK, 2003).

A substancia ndo é digerivel e, quando administrada por via oral, sofre
fermentacdo bacteriana lenta no cdlon, principalmente em sua porcdo distal
(MACFARLANE; GIBSON; CUMMINGS, 1992), levando a modificagdo da microbiota
colbnica. Com a chegada da GA no intestino grosso, observa-se o crescimento da populacédo
de bacteérias fermentadoras como Bifidobacterium spp e Lactobacilli spp que sdo benéficas ao
hospedeiro, uma vez que reduzem o pH do meio tornando o ambiente desfavoravel ao
crescimento de patogenos (ALARIFI; BELL; WALTON, 2018). Além dessas bactérias, nota-
se 0 crescimento de colbnias de Bacteroides spp. e Prevotella spp. (organismos associados a
melhoria do metabolismo lipidico) e diminuicdo da populacdo de C. histolyticum, grupo de
bactérias relacionado ao aumento da inflamacgéo local (ALARIFI; BELL; WALTON, 2018).
A partir de sua fermentagdo, a GA origina &cidos graxos de cadeia curta como o acetato,
butirato e predominantemente o propionato (KISHIMOTO et al., 2006; PHILLIPS, 1998).
Esses acidos desempenham funcdo importante na regulacdo do metabolismo local, sistema
imune e proliferacdo celular. O acetato, por exemplo, exerce papel relevante no controle da
inflamac&o e resisténcia a invasdo de patégenos (RIGOTTIER-GOIS et al., 2003). O butirato
é usado como fonte de energia pelas células epiteliais e aumenta a producao de muco no
colon, sendo sua concentracdo menor em individuos com CCR (ALARIFI; BELL;
WALTON, 2018; MAKKI et al., 2018; WANG et al., 2012) e o propionato tem importancia
na regulacdo central do apetite, saciedade e reducao da ingesta alimentar, auxiliando no
controle do peso (CHAMBERS et al., 2015). Além disso, esses acidos graxos derivados do
metabolismo da goma parecem ter efeito inibitdrio na carcinogénese colorretal, ja que estao
associados a reducdo da proliferacdo epitelial, diminuindo a aderéncia e motilidade dessas

células em matriz colagena, reduzindo a expressao de proto-oncogenes como o C-MYC e
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diminuindo a inflamagdo local (BASSON; EMENAKER; HONG, 1998), principalmente o
butirato que esta relacionado a diminuicdao da sintese de DNA e inducdo da apoptose (CHEN;
FALLER; SPANJAARD, 2003).

A GA é uma das fibras dietéticas mais seguras (ANDERSON, 1986) nédo tendo
sido observados efeitos toxicos 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 nivel de 5% da dieta de ratos F344 ndo provocou mudangas em sinais
clinicos, sobrevivéncia, peso corporal ou alterac@es histopatoldgicas. Além disso, a seguranca
da GA (5, 10, 20 ou 40 g administrada com &gua durante 4 semanas) foi confirmada em
homens saudaveis, observando-se inclusive o aumento da populacdo 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 industria alimentar (por exemplo na fabricacdo de
refrigerantes e doces), mas também no setor téxtil, industria cosmética e farmacéutica
(VERBEKEN; DIERCHX; DEWETTINCK, 2003). Na medicina popular, tem sido relatada
para o tratamento da inflamacdo da mucosa intestinal e para cobrir superficies cutaneas
inflamadas (GAMAL EL-DIN et al., 2003).

Apesar do fato de que a goma é amplamente utilizada como veiculo para drogas
em experimentos fisioldgicos e farmacol6gicos e por isso considerada uma substancia
"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 129S1/SvimJ saudéveis, a adi¢do de 10% de GA a agua potavel
durante 2 semanas de tratamento revelou aumento na depuragdo de creatinina, na excrecao
intestinal e renal de magnésio e célcio, bem como na eliminacdo de fosfato. Além disso,
aumentou a excrecdo urindria de horménio antidiurético causando reducdo significativa do
volume de urina, apesar da ingestdo constante de liquidos (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
absorcdo intestinal de ureia, ocasionando reducdo de sua concentracdo sanguinea e maior
disponibilidade no ceco para depuracédo intestinal, alem de aumento da espessura do epitélio
colbnico (YOUNES et al., 1995) e da taxa de renovacao celular (HOWARD et al., 1995). No
intestino de ratos Sprague-Dawley também se notou maior absorgdo intestinal de sddio e agua
naqueles que recebem a GA quando administrada junto com sais de reidratacdo oral
(WAPNIR et al., 1996).
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Observa-se ainda que a GA possui efeito anti-inflamatério e nefroprotetor em
ratos F344, com funcdo relevante na protecdo renal da lesdo induzida por gentamicina
(GILBERT et al., 1989), sendo importante em evitar a insuficiéncia renal. Estes efeitos podem
estar relacionados a sua atua¢do como ligante capaz de remover a creatinina e ureia do sangue
sem alterar pardmetros fisiol6gicos importantes como a taxa de filtracdo glomerular
(MAHMOUD; DIAAI; AHMED, 2012).

Clinicamente, foi utilizada em pacientes com insuficiéncia renal cronica,
referindo-se que ajuda a diminuir as concentracBes plasmaticas de ureia e creatinina,
melhorando a funcéo renal (ALI; ZIADA; BLUNDEN, 2009) e os niveis de pressdo arterial
(AL-MOSAWI, 2002). Em seres humanos também é relatada sua atividade anti-inflamatoria
em pacientes com artrite reumatoide que tomaram 30 g/dia de GA durante 12 semanas. Foi
observada reducdo dos niveis séricos de TNF-a, da dor e do edema articular relacionados a
inflamacdo. Esse efeito esta relacionado a propriedade anti-inflamat6ria do butirato, &cido
graxo derivado da fermentagcdo da GA (KAMAL et al., 2018). O butirato, por sua vez, atua
reduzindo a expressdo de citocinas inflamatorias por meio da inibicdo do NFxB (LUHRS et
al., 2001).

Quanto ao metabolismo lipidico, estudo desenvolvido por Sharma em 1985
mostrou que pessoas que ingeriram 15 g de GA duas vezes ao dia nas refeicdes durante 30
dias apresentaram reducdo do colesterol sérico em aproximadamente 10,4%, com diminuicao
do Very Low Density Lipoprotein (VLDL) e Low Density Lipoprotein (LDL), mas tiveram
pouco efeito sobre o High Density Lipoprotein (HDL) e triglicerideos (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 saudaveis ndo teve efeito significativo sobre as concentracdes
plasmaticas de lipidios.

Outros trabalhos mostram ainda que a GA tem efeito antioxidante, reduzindo o
estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio (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
carcinogénese colorretal, e que a goma tem efeito antioxidante, existem poucos trabalhos que
investigaram o papel da GA na inibicdo da carcinogénese. 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 célon de camundongos BALB/c principalmente por diminuir a expressao das
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angiogeninas, compostos importantes na angiogénese tumoral. A carcinogénese quimica
experimental induzida pela injecdo de dose Unica intraperitoneal de 20 mg/kg de 1,2-dimetil-
hidrazina resultou no desenvolvimento de adenomas e adenocarcinomas do célon, um efeito
significativamente bloqueado pelo uso da GA a 10% administrada na &gua durante 14
semanas (reducdo de 70% na formacao desses tumores). Foi observada ainda a reducdo dos
niveis transcripcionais no epitélio colénico de varios genes importantes para a proliferagdo
celular e/ou crescimento tumoral, como o antigeno CD38, ubiquitina D, oncogene vav 3 e
ligante de quimiocina 5. Além disso, notou-se diminui¢do da abundancia proteica de R-
catenina, um poderoso oncogene em tumores do colon (NASIR et al., 2010).

Estudo desenvolvido por Braga et al. (2019) também evidenciou efeito protetor da
goma na carcinogénese colorretal. Na ocasido, foi observada reducdo na formacao de criptas
aberrantes do colon 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 observagdes poderiam ser exploradas para profilaxia do

carcinoma do colon.
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2 JUSTIFICATIVA/ RELEVANCIA

O céancer é um problema de satde publica no mundo, representando uma das
maiores causas de mortalidade. Sua incidéncia na populagdo 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 populacdo, sendo a segunda mais prevalente a nivel
mundial e a terceira a nivel nacional (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Dessa
forma, é fundamental o estudo de novas substancias principalmente compostos naturais que
tenham efeito em prevenir ou pelo menos reduzir a incidéncia do CCR. Um desses compostos
é a GA, polissacarideo que pode desempenhar papel anticarcinogénico na mucosa col6nica
por possuir efeito anti-inflamatério 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 possivel contribuicdo no CCR.

Uma forma eficaz de se estudar esse tipo de cancer e melhor entender os fatores
relacionados a sua prevencdo, incluindo a participacdo da GA nesse processo, é por meio de
modelos animais. Entre 0s quais, estdo os estudos com camundongos, que € um modelo
documentado na literatura (OTOOLE; PEGG; SWENBERG, 1993; TAKAHASHI;
WAKABAYASHI, 2004), mas que ndo é muito utilizado apesar da semelhanca com a

carcinogénese 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 arébica na mucosa de colon e reto assim como na
genotoxicidade e estresse oxidativo locais e sisttmicos de camundongos Swiss submetidos a

carcinogénese colorretal pelo azoximetano.
3.2 Objetivos especificos

Avaliar 0s seguintes aspectos em camundongos submetidos a carcinogénese
colorretal pelo azoximetano e que receberam goma arabica:
a) A quantidade e distribuicdo de criptas aberrantes, focos de criptas aberrantes e a
multiplicidade desses focos em c6lon e reto;
b) A genotoxicidade em colon (proximal e distal), figado, medula Gssea e sangue;
c) O estresse oxidativo por meio da quantificacdo das espécies reativas de oxigénio em

colon (proximal e distal), figado e sangue.
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4 METODOS

4.1 Consideracoes éeticas

O protocolo do estudo seguiu as normativas do Conselho Nacional de
Experimentacio Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) (protocolo n® 3925060318) na
reunido 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 Ceara (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 agua e alimento padrdo a vontade (NUVILAB CR-1 irradiada) (anexo B).

Os camundongos foram distribuidos em 6 grupos assim constituidos (figura 3):

Grupo | (GI) (N=6): os animais receberam injecdo de 0,5 ml de solucéo salina
0,9% estéril (SF), intraperitoneal (ip), 1 vez por semana, durante 2 semanas. ApOs isso,
seguiram recebendo agua destilada por gavagem 1 vez ao dia até a data estabelecida para a
eutanasia. Os camundongos foram mortos na 122 semana apds a segunda injecdo de solucéo
estéril de SF.

Grupo Il (GI1) (N=6): os animais foram submetidos a injecao de 0,5 ml de SF,
ip, 1 vez por semana, durante 2 semanas. A seguir, receberam solucdo de GA 2,5% por
gavagem, 1 vez ao dia, ao longo de 12 semanas ap0ds a segunda injecdo de solucdo estéril de
SF.

Grupo 11 (GI111) (N=6): os animais foram submetidos a injecdo de 0,5 ml de SF,
ip, 1 vez por semana, durante 2 semanas. Em seguida, receberam solucdo de GA 5% via
gavagem, 1 vez ao dia, por 12 semanas apos a segunda injecao de solucdo estéril de SF.

Grupo 1V (GIV) (N=12): os animais foram submetidos a injecdo de AOM na

dose de 10 mg/kg, ip, 1 vez por semana, durante 2 semanas. Feito isso, receberam agua
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destilada por gavagem, 1 vez ao dia, até os dias estabelecidos para a eutandsia. Os
camundongos foram mortos na 12% semana ap0s a segunda injecdo de AOM.

Grupo V (GV) (N=12): os animais foram submetidos a injecdo 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 eutanasia.

Grupo VI (GVI) (N=13): os animais foram submetidos a injecdo de AOM na
dose de 10 mg/kg, ip, 1 vez por semana, por 2 semanas. Em seguida, receberam solucéo de
GA 5% via gavagem, 1 vez ao dia, durante 12 semanas apds a segunda injecao de AOM.

Os grupos experimentais (IV, V e VI) tém uma quantidade maior de individuos
comparados aos grupos controle (I, 11 e I11) por apresentarem maior risco de mortalidade j&

que receberam o carcindgeno.

Figura 3 — Desenho experimental
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: AOM: Azoximetano; 1°S: primeira semana; 2°S: segunda semana.
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As substancias administradas (agua destilada, GA 2,5% e GA 5%) foram
fornecidas via gavagem oral na dose de 5 mil/kg, uma vez ao dia, durante 12 semanas

imediatamente apo6s a Gltima aplicacéo do carcindgeno (figura 4).

Figura 4 - Gavagem

Fonte: Elaborada pelo autor.

Antes do inicio da administracdo das substancias, os animais foram vermifugados
com lvomec® (ivermectina) 2 mg/kg por via subcutanea.

As solucbes de GA foram preparadas em diluicdo com &gua destilada.

Os camundongos foram pesados no dia da administracdo dos vermifugos, no dia
da aplicacdo do AOM e em todas semanas, antes de serem calculadas as doses das substancias

administradas, até o final do experimento.

4.3 Carcindgeno

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 apés diluicdo em solugéo salina estéril.

Os animais que receberam o carcindgeno foram os dos grupos IV a VI, uma vez

por semana, durante 2 semanas (figura 5).
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Figura 5 - Aplicacdo do carcindgeno

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Figura 5A: frasco do AOM antes da aplicacdo. Figura 2B: inoculacdo do carcindgeno
em cavidade peritoneal.

4.4 Preparacao da goma arabica

Foi utilizada GA, na forma de p6 (Para Andlise - PA, da empresa Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda®).

Antes de sua utilizacdo, a GA foi diluida em &gua destilada sendo a seguir
administrada via gavagem. Os grupos Il e V receberam solucdo de GA a 2,5% na dose de 5
ml/kg de peso corporal e 0s grupos Il e VI, GA a 5%, também na dose de 5 ml/kg.

A diluicdo foi preparada uma vez por semana, levando em consideracdo as

alteracdes no peso dos animais e mantida em refrigerador a 4 °C (figura 6).

Figura 6 - Solucdes de agua destilada e GA

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Da esquerda para direita: agua destilada, GA 2,5% e GA 5%.
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4.5 Procedimento cirurgico e avaliagdo macroscopica

Na 122 semana ap0s a segunda injecdo de AOM, os animais foram sacrificados.

Os camundongos foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de cloridrato de
quetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg). Apds a anestesia, foram postos
em decubito dorsal em uma mesa cirdrgica com campos estéreis, seguido de laparotomia por

incisdo 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
analise (figura 8), apos a qual ocorreu a morte dos animais por exsanguinacdo. A seguir, foi
realizada resseccao do reto e célon até o ceco (proctocolectomia), retirada dos pulmaes, rins,
baco, figado e fémur direito.



50

Figura 8 - Coleta de sangue da aorta abdominal

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os intestinos foram abertos na borda anti-mesentérica, lavados, irrigados com
solucdo salina de forma continua, pesados e retirado pequeno fragmento do célon proximal e
distal para ensaios biolégicos. Em seguida, foram medidos e colocados estendidos em papel
filtro para fazer um formato de “rocambole”. Apds isso, foram imersos em formol tamponado
a 10% (figura 9).

Figura 9 — Preparo do c6lon

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Figura 9A: célon estendido sobre papel filtro apds ter sido aberto e lavado. Figura 9B: célons
enrolados com papel filtro em formato de “rocambole”.

Os demais 6rgdos também foram pesados, medidos, avaliados quanto & presenga
de tumoracdo ou outra alteracéo e acondicionados em solucdo formolizada tamponada a 10%.
Do figado, também foi retirado pequeno fragmento para estudo biolégico.

Posteriormente, ap6s 24 h de fixacdo em formol, os 6rgdos foram clivados,
processados e incluidos em parafina. A seguir, foram cortados e corados com hematoxilina e
eosina para estudo histopatologico.
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4.6 Estudo das Criptas Aberrantes

Apos 24 h de fixacdo, cada colon foi corado com azul de metileno a 0,1% e
solucdo tamponada fosfatada (phosphate buffered saline - PBS) por 1 min (figura 10). A
seguir, foi examinado ao microscépio estereoscépico (M90 VASCONCELLOS da DF
VASCONCELOS S.A. com magnificacdo de 40x) por um patologista para contagem e
registro dos focos de criptas aberrantes (FCA) e do nimero de criptas por foco, ou seja, sua
multiplicidade por segmento do intestino (proximal, médio e distal) e em toda sua extensdo

(figura 11) conforme técnica descrita por Bird (1987) e por Burlamaqui et al. (2010).

Figura 10 — Solucéo de azul de metileno e colon corado com a

mesma substancia

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 11 — Foco de criptas aberrantes

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Foco de varias criptas aberrantes (seta branca) observado em
microscopio estereoscopico. Aumento de 40x (azul de metileno).
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4.7 Ensaios biologicos

Para realizacdo dos ensaios bioldgicos, foi colhido sangue da aorta abdominal (0,5
ml), fragmento do figado, fragmento do c6lon proximal, fragmento do colon distal e aspirado
de medula 0ssea.

Os fragmentos do colon e figado foram individualmente macerados em PBS
gelado (4 °C) e posteriormente filtrados. As células foram obtidas da suspensdo apds a
filtracdo. A medula 6ssea foi obtida a partir do fémur direito dos animais. Com esse objetivo,
o fémur de cada camundongo foi retirado, limpo e as epifises 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 fémur e o soro
foi injetado de modo a deslocar a medula para dentro de um tubo de centrifuga previamente

preenchido com o mesmo material (3 ml de soro fetal) (figura 12).

Figura 12 - Coleta da medula 6ssea

Al | 2

Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Figura 12A: fémur logo ap6s ter sido retirado e limpo. Figura 12B: insercdo da agulha no fémur
para coleta da medula 6ssea. Figura 12C: medula 6ssea coletada em tubo de centrifuga.

Ap0s coletadas, as amostras foram transportadas para o laboratério em recipientes

com gelo e processadas em até de 2 h apds o procedimento.

4.7.1 Testes de avaliacdo da genotoxicidade

4.7.1.1 Ensaio do cometa (colon, figado, sangue e medula 6ssea)

O estudo de dano ao DNA por meio do ensaio do cometa foi realizado em

condigdes alcalinas e neutras conforme descrito por Hartmann e Speit (1997) e Wojewodzka,
Buraczewska e Kruszewski (2002), respectivamente.
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A partir de amostras do célon proximal, célon distal, figado, sangue e medula
0ssea, foram separados 20 pl da suspensdo de células com uma densidade aproximada de 10°
células/ml. A seguir, a suspensao foi dissolvida em agarose de baixo ponto de fusdo na
concentracdo de 0,5% e espalhada sobre uma lamina pré-tratada também com agarose de
baixo ponto de fuséo, mas numa maior concentragao, 1% em 37 °C.

As suspensdes foram entéo colocadas em contato com uma solugéo 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 ha 4 °C.

Em seguida, foram dispostas de forma horizontal na cuba de eletroforese, a qual
foi preenchida com tampéo de corrida (1 mM Na,EDTA, 300 mM NaOH) em pH > 13 para o
ensaio do cometa em condicdes alcalinas (HARTMANN; SPEIT, 1997) ou em pH 8,5 para o
ensaio do cometa em condi¢cbes neutras (WOJEWODZKA; BURACZEWSKA;
KRUSZEWSKI, 2002), durante 60 min para permitir o equilibrio do pH com o tampéo de
corrida.

A eletroforese foi entdo conduzida a baixa temperatura (4 °C) durante 20 min na
versdo alcalina (25 V; 300 mA) e por 60 min (14 V; 12 mA) na versdo neutra (todos passos
foram conduzidos na auséncia de luz, uma vez que a luminosidade pode danificar o DNA).

Feito isso, as laminas foram retiradas e mergulhadas na solucéo de neutralizacéo
(0,4 M Tris, pH 7,5) durante 15 min. A seguir, foram postas em contato com 30 ul de solucao
de brometo de etideo (20 pg/ml) para coloracdo, cobertas com laminulas e vistas em
microscopio para estudo (microscopio de fluorescéncia [Zeiss] equipado com um filtro de
excitacdo de 515-560 nm, filtro de barreira de 590 nm e objetiva de 40x).

A investigacdo do dano ao DNA foi realizada de acordo com o tamanho e
intensidade da cauda do cometa analisados visualmente conforme padrdo de escores
previamente conhecido (COLLINS et al., 1997) (figura 13).

Foram contados 100 cometas em cada lamina, 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 variavel com indices baixos (<5%) a altos (>95%) (COLLINS et al., 1997).

A quantificacdo do dano ao DNA foi feita através do indice de dano (ID), que
corresponde a uma medida sensivel da lesdo do material genético baseado na sua migracao, o
qual variou de O (sem dano: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4)
(COLLINS et al., 1997).

4
Zn.xi

O ID foi obtido pela seguinte formula: ID = i=0 , ho qual i o namero de
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células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4).

Figura 13 - Tipos de cometas corados com brometo de etidio e visualizados ao microscépio de

fluorescéncia.

D E

Fonte: Adaptada de Hartmann; Speit (1997).
Legenda: Figura 13A: sem danos (<5%). Figura 13B: baixo nivel de danos (5-20%). Figura 13C: médio nivel de
danos (20-40%). Figura 13D: alto nivel de danos (40-95%). Figura 13E: dano total (95%).

4.7.1.2 Ensaio do cometa alcalino modificado (medicéo da guanina oxidada)

Nas amostras do colon proximal, c6lon distal e figado, além do ensaio do cometa
neutro e alcalino, foi realizado o ensaio do cometa alcalino modificado, que € feito conforme
descrito anteriormente com pequenas modificacoes.

As laminas foram retiradas da solucao de lise e lavadas em tampé&o enzimatico trés
vezes (4 mM HEPES, 100 mM KCI, 0,5 mM Na2EDTA, 0,2 mg/ml BSA, pH 8,0). A seguir,
foram escorridas e postas em contato com 50 pl de 8-oxoguanina DNA N-glicosilase 1
(hOGGL1) durante 30 min na temperatura de 37 °C. Feito isso, analisaram-se visualmente as
imagens de 100 células escolhidas de forma aleatoria (50 células de cada uma das duas
laminas replicadas) de cada grupo. A quantidade de guanina oxidada (sitios sensiveis a
hOGG1) foi entdo determinada a partir da diferenca entre a quantidade de quebras de cadeia
(amostras incubadas apenas com tampdo) e a quantidade total de quebras obtidas apés

incubacdo com hOGGL1.
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4.7.1.3 Teste do micronucleo em reticuldcitos do sangue

O teste do microndcleo foi feito a partir da analise da frequéncia de micronucleos
em reticuldcitos do sangue utilizando o corante laranja de acridina conforme descrito por
Hayashi et al. (1990).

O corante foi dissolvido em agua destilada para se obter uma solucdo com
concentracdo de 1 mg/ml. A partir de 10 ul dessa solugéo, foi realizado esfregago em laminas
pré-aquecidas a = 70 °C. As laminas foram entdo estocadas em caixa escura a temperatura
ambiente por pelo menos 24 h.

Sobre essas laminas previamente preparadas com o corante, foram adicionados 50
ul de sangue e cobertas com laminula. As ldaminas foram entdo guardadas no refrigerador (-20
°C), no escuro, por pelos menos 10 h.

Apbs isso, as preparacdes foram examinadas com um microscépio de
fluorescéncia apresentando filtro de excitacdo azul (488 nm) e filtro de emissdo (barreira)
amarelo (575 nm), utilizando lentes objetivas de imersao.

Os reticuldcitos foram identificados por sua coloracdo vermelha e o0s
micronucleos pela sua cor amarelada, sendo entdo contabilizada a quantidade de micronucleos
para cada 1000 reticuldcitos por lamina (HAYASHI et al., 1990).

4.7.1.4 Teste do micronucleo da medula éssea e citotoxicidade medular

Obtido o material medular, o0 mesmo foi submetido a centrifugacao (1000 rpm por
5 min), apods a qual o sobrenadante foi descartado e o precipitado homogeneizado. A seguir,
foi realizado o esfregaco a partir de uma gota da suspensdo colocada em uma lamina limpa e
seca sendo obtidas duas laminas para cada animal.

Posteriormente, as I1&minas foram coradas pelo método de Leishman (SCHMID,
1975) e analisadas ao microscépio Optico binocular nos aumentos de 20x e 40x para
identificacdo dos micronucleos pelos critérios de Schmid (1976) e Heddle et al. (1983). Foi
entdo contabilizado o total de micronucleos para cada 1000 eritrocitos policromaticos (EPC)
por animal (HEDDLE et al., 1983).

Quanto a citotoxicidade, a mesma foi representada pela razdo entre EPC e
eritrocitos normocromaticos (ENC) com base em 1000 eritrocitos (EPC ou ENC) por animal
(KRISHNA; HAYASHI, 2000).
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4.7.2 Estresse oxidativo

4.7.2.1 Avaliagdo da producao de espécies reativas de oxigénio intracelular (colon, figado e

sangue)

As preparacgOes celulares foram postas em contato com 20 uM de diacetato 2°7°-
diclorodiidrofluoresceina (H,DCFDA) na auséncia de luz e a 37 °C durante 30 min. O
H,DCFDA ao entrar em contato com as EROS intracelulares ¢ oxidada ao DFC (2°7’-
diclorohidrofluoresceina), altamente fluorescente (CROW, 1997; HEMPEL et al., 1999), de
maneira que quanto maior a quantidade de EROS presentes nas células, maior a fluorescéncia
emitida pelo DCF (LEBEL; ISCHIOPOULOS; BONDY, 1992). Entre as EROS envolvidas
neste processo, estdo os radicais hidroxil (HO®), peroxil (ROQ") e peroxinitrito (ONOQO"), o
peréxido de hidrogénio (H.0,) e o oxigénio singleto (*O,) (BARTOSZ, 2006).

Posteriormente, as preparacbes foram lavadas, ressuspendidas em PBS e
analisadas por meio de citometria de fluxo. Em cada amostra, a fluorescéncia emita pelas
EROS foi detectada e quantificada pelo citdbmetro (Guava Technologies, Inc., Hayward, CA,
EUA), sendo entdo determinada a porcentagem de espécies reativas presente. Os ensaios
foram realizados em trés experimentos independentes feitos em triplicatas de forma que dez

mil eventos foram analisados em cada amostra.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para
verificagdo da normalidade de distribuicdo. Como tal requisito foi obtido, os dados foram
entdo tabulados no Microsoft Excel® e expressos na forma de média e desvio-padrio,
incluindo o peso dos animais, ganho de massa corporal, peso dos 6rgdos, nimero de criptas
aberrantes, numero de FCA, multiplicidade das criptas e os dados referentes aos ensaios
bioldgicos (ensaio do cometa, teste do micronicleo e EROS). A seguir, para cada parametro,
foram feitas comparacdes entre 0s grupos pela analise de variancia (ANOVA) associando-se 0
teste de comparac6es multiplas de Tukey para verificar diferencas entre 0s grupos.

Para estudo do numero de criptas aberrantes, nUmero de FCA e multiplicidade de
criptas (numero de FCA com até 5 criptas € nimero de FCA com mais de 5 criptas

observadas) foi usada anélise de variancia (ANOVA) para dois fatores de classificacdo. Um
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deles para avaliar o efeito dos tratamentos (fator 1) e o outro dos segmentos do colon (fator
2), sendo complementada pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey (comparacdes entre
0s segmentos que passaram pelo mesmo tratamento e comparagdes entre 0s segmentos que
passaram por tratamentos diferentes).

O software GraphPad Prism 8.0® (GraphPad Software, La Jolla, California, USA)
foi utilizado para realizacdo dos procedimentos estatisticos e elaboracdo dos gréficos,

adotando-se um nivel de significancia de 5% em todos ensaios (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo clinica
Foi observada rarefacdo de vibrissas e pelos proximo ao focinho da maior parte
dos animais em todos grupos (figura 14), ndo se notando outras alteraces como mudanca no

comportamento, motricidade, padrdo respiratorio ou caracteristicas das fezes.

Figura 14 - Camundongos com rarefacdo de pelos proximo ao focinho

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Mortalidade

Ao longo do experimento, morreu um camundongo do grupo 111 e outro do grupo
V. Né&o foi realizada necrdpsia porque os corpos foram encontrados em franco estado de
decomposicéo.

5.3 Peso corporal final e ganho de massa corporea

Na avaliacdo do peso corporal final e do ganho de massa corpdrea entre 0s grupos,
ndo foi observada diferenca estatistica significativa (ANOVA associada a Tukey, tabela 3).
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Tabela 3 — Peso corporal final e ganho de peso percentual por grupo

Peso corporal final (g) Ganho de peso (%)

Grupos Média + DP Média + DP

Gl (n=6) 38,00 + 1,27 48,12 + 14,75
Gll (n=6) 38,33 + 4,80 50,73 + 19,94
GllI (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
Significancia (ANOVA) p =0,0765 p =0,7505

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP: desvio padrdo; ANOVA: analise de variancia.

5.4 Peso dos 6rgaos

A analise do peso dos érgdos (pulmdes, figado, baco, rins e célon) foi feita a partir
do percentual que cada 6rgédo representou do peso corporal total de cada animal no dia da
eutanasia. As comparacOes entre 0s seis grupos ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significante (ANOVA associada a Tukey, tabela 4).
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Tabela 4 — Peso dos érgdos em percentual do peso corporal total

Pesodos Pesodo Pesodo Peso Peso do
pulmdes  figado baco dos rins célon
Grupos (%) (%) (%) (%) (%)
Média+ Média+ Médiax Média+ Médiaz=+
DP DP DP DP DP
Gl (n=6) 0,51+ 3,56 + 0,18 + 1,58 + 1,55+
0,05 0,20 0,02 0,07 0,28
_ 0,50 + 3,68 + 0,20 + 1,59 + 1,83 +
GIl (n=6) 0,07 043 0,06 0.24 038
_ 0,55 + 456 + 0,24 + 1,89 + 1,52 +
Gl (n=5) 0,06 078 005 024 0,45
_ 0,61 + 3,85+ 0,30 + 1,73+ 1,62 +
GIV(n=12) 599 090 016 025 0,36
_ 0,72 + 3,60 + 0,23 + 1,69 + 1,58 +
GV (n=11) 0,35 0,38 0,07 0,22 0,25
_ 0,60 + 4,04 + 0,27 1,63 £ 1,72 +
GVI (n=13) 0,16 0,62 0,15 0,23 0,39
Significancia p= p= p= p= p=
(ANOVA) 0,3339 0,0668 0,3401 0,1608 0,5806

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: DP: desvio padrdo; ANOVA: andlise de variancia.

5.5 Numero de criptas aberrantes

Analisando-se as criptas aberrantes observadas nos grupos GIV, GV e GVI, por

segmento do colon (proximal, médio ou distal), observou-se que ndo houve diferenca

significativa entre os diferentes segmentos coldnicos dentro de um mesmo grupo (p=0,6012).

Entretanto, houve reducdo estatisticamente significante deste nimero no grupo GVI (AOM +

GA 5%) em relacdo ao grupo GIV (AOM + agua) no segmento distal (ANOVA associado a

Tukey, tabela 5).
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Tabela 5 - NUmero de criptas aberrantes observado nos grupos GIV, GV e GVI,

conforme o segmento do célon: proximal, médio e distal.

Segmento GIV (n=12) GV (n=11) GVI (n=13)
do cdlon Meédia + DP Média + DP Media + 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 517 + 3,83 1,82 + 2,68 0,38 £0,77°

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: DP: desvio padrdo. A letra ®(p=0,0031) denota diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo GIV no segmento distal do colon (teste de comparacfes multiplas de Tukey).

Quanto as criptas aberrantes nos grupos GIV, GV e GVI, considerando toda

extensdo do célon, foi notado que o nimero 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-padrdo das observacdes

realizadas em 12, 11 e 13 animais dos grupos 1V, V e VI, respectivamente - ANOVA associada

a Tukey, grafico 2).

Gréafico 2 — NUmero de criptas aberrantes considerando toda

extensdo do célon
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Leaenda: *p=0,0379 em relacdo a GIV; +p=0,0401 em relacdo a GIV

5.6 Focos de criptas aberrantes (FCA)

Comparando-se os FCA observados nos grupos GIV, GV e GVI, de acordo com o
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segmento do colon (proximal, médio ou distal), observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os diferentes segmentos coldnicos 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 + 4gua), houve reducdo significante dos FCA, principalmente nos
segmentos médio e distal (ANOVA associado a Tukey, tabela 6).

Tabela 6 — Numero de FCA nos grupos GIV, GV e GVI, de acordo com o segmento do

célon: proximal, médio ou distal

Segmento GIV (n=12) GV (n=11) GVI (n=13)
do cdlon Média + DP Média = DP Média £ DP
Proximal 1,67 = 2,06 0,73+ 1,56 1,15+ 2,38
Médio 3,08 + 2,27 1,00 + 1,26° 1,00 + 1,58
Distal 3,83+2,44 1,45+ 2,11 0,31 +0,63°

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: DP: desvio padrdo. As letras ®(p=0,0346), °(p=0,0405) e °(p=0,0010) denotam diferencas
estatisticamente significantes em relacdo ao grupo GIV no mesmo segmento do célon (teste de
comparagdes multiplas de Tukey).

Analisando-se 0os FCA nos grupos GIV, GV e GVI, considerando toda extensao do
célon, foi observado que o nimero 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-padrdo das observacOes realizadas em
12, 11 e 13 animais dos grupos 1V, V e VI, respectivamente - ANOVA associado a Tukey,
grafico 3).

Grafico 3 — Numero de FCA considerando toda extensdo do c6lon
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p=0,0004 em relacdo a GIV; +++p<0,0001 em
relacdo a GIV



5.7 Multiplicidade de criptas

Na comparacdo dos focos de até 5 criptas aberrantes, constatou-se que ndo
houve diferenca estatisticamente significante no numero 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 + agua), houve reducdo dos FCA, principalmente nos segmentos médio e distal
(ANOVA associado a Tukey, tabela 7).

Tabela 7 — Numero de FCA com até 5 criptas nos grupos GIV, GV e GVI comparando-se

os diferentes segmentos col6nicos

Segmento do colon GIV (n=12) GV (n=11) GVI (n=13)
g Média+DP Média+DP Média+DP
Proximal 1,58+2,11 0,73£1,56 1,00+2,04
Médio 3,08+2,27 1,00+1,26% 1,00+1,58°

Distal 3,75+2,45 1,45+2,11 0,31+0,63°¢

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: DP: desvio padrdo. As letras %(p=0,0346), "(p=0,0405) e °(p=0,0012) denotam diferencas
estatisticamente significantes em relacdo ao grupo GIV no mesmo segmento do célon (teste de
comparagdes multiplas de Tukey).

Considerando toda extensdo do cdlon, constatou-se que o numero 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-padrdo das observagdes
realizadas em 12, 11 e 13 animais dos grupos 1V, V e VI, respectivamente - ANOVA

associado a Tukey, gréafico 4).
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Grafico 4 — Numero de FCA com até 5 criptas

aberrantes considerando toda extensdo do célon
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p=0,0006 em relacdo a GIV; +++p<0,0001 em
relacdo a GIV

Quanto aos FCA com mais de 5 criptas, foi observado que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os diferentes segmentos coldnicos dentro de um mesmo
grupo (p=0,2098) ou entre grupos diferentes (p=0,4019) (ANOVA associada a Tukey, tabela
8).

Tabela 8 - Numero de FCA com mais de 5 criptas nos grupos GIV, GV e GVI
comparando-se os diferentes segmentos col6nicos

Segmento do célon GIV (n=11) GV (n=12) GVI (n=13)
g Média+DP MédiatDP MédiatDP
Proximal 0,08+0.29 0,0040,00 0,15+0.38
Médio 0,00£0,00 0,0040,00 0,00+0,00

Distal 0,0840.29 0,0040,00 0,0020,00

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP: desvio-padrdo. Teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Comparando-se 0 nimero de FCA com mais de 5 criptas, considerando
toda extensdo do colon, ndo foram constatadas diferencas 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-padrdo das observaces realizadas
em 12, 11 e 13 animais dos grupos IV, V e VI, respectivamente - ANOVA associado a

Tukey, gréfico 5).
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Gréafico 5 — Numero de FCA com mais de 5 criptas aberrantes

considerando toda extensdo do célon
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Fonte: Dados da pesquisa.

Né&o foram encontradas criptas aberrantes nos grupos controle Gl, Gll e GlII.

5.8 Achados morfoldgicos

Nos animais dos grupos controle (Gl, Gl e Glll), ndo foi encontrada alteragéo
macroscopica ou microscépica relevante.

Entre os camundongos do grupo 1V, foi observado no figado de dois animais
discreta esteatose macro e microgoticular, em torno da veia centro-lobular, associada a leve
dilatagdo sinusoidal (figura 15). No rim de um dos camundongos, notou-se inflamacao
perivascular e peritubular. O estudo do c6lon, baco e pulmdes ndo revelou alteragoes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Figura 15A: figado normal do grupo controle (GI) para comparagdo. Figura 15B: figado com
degeneragdo gordurosa discreta (esteatose - seta) (grupo GIV) (aumento de 400x, coloracdo: Hematoxicilina e
Eosina).

Entre os animais do grupo GV, um deles apresentou esteatose hepatica macro e
microgoticular perivenular discreta e outro tinha leve dilatacdo sinusoidal. No rim de dois
camundongos foi encontrada inflamacao peritubular (figura 16). A anélise do colon, baco e

pulmdes ndo revelou alteraces.

Figura 16 — Inflamacéo peritubular em camundongo do grupo GV

Wead Bl VAL WP OEOGSION

Fonte: E‘Iaborada pelo autor. .
Legenda: Figura 16A: rim normal do grupo controle (GI) para comparagdo. Figura 16B: parénquima renal com
infiltrado linfoplasmocitario peritubular (seta) (grupo GV) (aumento de 400x, coloragdo: Hematoxicilina e Eosina).
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Nos animais do grupo GVI ndo se observaram alteracdes significativas, assim
como nao foram encontradas criptas aberrantes pelo estudo na microscopia Optica em nenhum

grupo (figura 17).

Figura 17 — Auséncia de criptas aberrantes na microscopia éptica

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Figura 17A: c6lon normal do grupo controle (Gl) para comparagdo. Figura 17B: célon
normal do grupo experimental (GVI). Nao foram observadas criptas aberrantes (aumento de 200X,
coloragdo: Hematoxicilina e Eosina).

5.9 Ensaios biol6gicos

5.9.1 Ensaio do cometa e detec¢do de EROS

5.9.1.1 Colon proximal

A avaliagdo da genotoxicidade por meio do ensaio do cometa neutro ndo
demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p>0,05 - ANOVA
associada a Tukey, grafico 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,
grafico 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, grafico 8).

Com relacéo 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, grafico 9).

Dados expressos como média e desvio-padrdo das observacOes realizadas nos
grupos I (n=6), Il (n=6), 11 (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13).



Grafico 6 — Ensaio do cometa neutro em colon
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Fonte: Dados da pesquisa.

Gréafico 7 — Ensaio do cometa alcalino em coélon
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: **p<0,01 em relagdo a GIV
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Gréfico 8 — Ensaio do cometa alcalino com hOGG1
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p<0,001 em relacdo a GIV; +p<0,05 em relacdo a GV

Gréafico 9 — EROS em co6lon proximal
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p<0,001 em relagdo a GIV; **p<0,01 em relagdo a GIV

5.9.1.2 Cdlon distal

A avaliagdo da genotoxicidade através do ensaio do cometa neutro revelou
reducdo 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, grafico 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



associado a Tukey, gréfico 11 e grafico 12).
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Com relacdo ao estresse oxidativo, a porcentagem de EROS foi menor nos grupos

que receberam goma, GV e GVI (p<0,001) (ANOVA associado a Tukey, grafico 13).

Dados expressos como média e desvio-padrdo das observacdes realizadas nos

grupos | (n=6), Il (n=6), Il (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13).

Gréfico 10 - Ensaio do cometa neutro em célon distal
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Legenda: ***p<0,001 em relacdo a GIV; +p<0,05 em relacdo a

GV

Gréafico 11 - Ensaio do cometa alcalino em c6lon
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Grafico 12 — Ensaio do cometa alcalino com
hOGG1 em c6lon distal

5
S

IN
<

w
<

N
<

T

Indice de dano ao DNA
=
<

(sitios sensiveis a hOGG1)

o

Gl

Gl Glll

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p<0,001 em relacdo a GIV

Grafico 13 — EROS em colon distal
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p<0,001 em relagdo a GIV

5.9.1.3 Figado

GIvV

Gv GVI

O estudo da genotoxicidade revelou redugdo da mesma do grupo GVI e GV

comparado ao grupo GIV no ensaio do cometo neutro (grafico 14), alcalino (grafico 15) e

alcalino com enzima hOGG1 (grafico 16) com p<0,001 em todos ensaios (ANOVA associado
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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, gréafico 17).

Dados expressos como média e desvio-padrdo das observacdes realizadas nos
grupos | (n=6), Il (n=6), Il (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13).

Grafico 14 — Ensaio do cometa neutro no figado
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p<0,001 em relacdo a GIV
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Gréfico 15 — Ensaio do cometa alcalino no figado
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Gréafico 16 — Ensaio do cometo alcalino com hOGG1

em figado
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Gréafico 17 — EROS em figado
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p<0,001 em relacdo a GIV

5.9.2 Sangue (ensaio do cometa, teste do micronucleo e EROS)

No sangue ndo foi observada genotoxidade pelo ensaio do cometa alcalino

(p>0,05) (grafico 18) e teste do microndcleo (p>0,05) (ANOVA associado a Tukey, grafico

19).

Com relacdo ao estresse oxidativo, as EROS obtiveram uma porcentagem



74

estatisticamente menor no grupo GVI comparado ao GIV (p<0,001 - ANOVA associado a
Tukey, gréfico 20).

Dados expressos como média e desvio-padrdo das observacOes realizadas nos
grupos | (n=6), Il (n=6), Il (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13).

Gréfico 18 — Ensaio do cometa alcalino em sangue
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Fonte: Dados da pesquisa.

Gréfico 19 — Teste do microndcleo no sangue
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: MNRETSs: reticuldcitos micronucleados; RETS:
reticulcitos.
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Gréfico 20 — EROS no sangue
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ***p<0,001 em relacdo a GIV

5.9.3 Medula 6ssea (ensaio do cometa e teste do micronucleo)

O estudo da medula 6ssea ndo revelou genotoxicidade nos grupos através do
ensaio do cometa alcalino (p>0,05 - ANOVA associado a Tukey, grafico 21).

No teste do micronucleo, houve reducdo da formacgédo de micronucleos nos grupos
GV (p<0,001) e GVI (p<0,01) comparados ao grupo GIV (ANOVA associado a Tukey,
grafico 22).

Quanto a citotoxicidade medular, ndo foi observada diferenca significante
estatisticamente na relacdo EPC/ENC entre os grupos (p>0,05 - ANOVA associado a Tukey,
gréfico 23).

Dados expressos como média e desvio-padrdo das observacGes realizadas nos
grupos I (n=6), Il (n=6), 1l (n=5), IV (n=12), V (n=11) e VI (n=13).
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Gréafico 21 — Ensaio do cometa alcalino na medula
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Fonte: Dados da pesquisa.

Gréfico 22 — Teste do micronucleo na medula 6ssea
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: MNEPC:  Micronicleos em eritrdcitos
policrométicos; **p<0,01 em relagdo a GIV; ***p<0,001 em
relacdo a GIV



Grafico 23 — Relagdo entre  eritrocitos

policromaticos e normocromaticos da medula éssea
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: EPC: Eritrocitos policrométicos; ENC: Eritrocitos
normocromaticos; p>0,05 entre todos grupos
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6 DISCUSSAO

O cancer representa um importante problema de saude puablica mundial
correspondendo a uma das principais causas de morte da populacédo e com estimativa de 5,2%
no crescimento de 6bitos em 2020 comparado a 2018 (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018). No Brasil, o cancer corresponde a segunda causa de morte ficando atrds apenas das
doencgas cardiovasculares sendo que o CCR ¢ a terceira neoplasia maligna mais incidente
(BRASIL, 2020).

Dada a importancia do tema, muito tem se estudado sobre cancer e grandes
avancos tém se obtido nas formas de tratamento, entretanto pouco se sabe sobre maneiras de
evitar a progressdo da doenca.

Uma forma de estudar o CCR com mais detalhes, suas repercussdes no organismo
e formas de quimioprevencdo, é utilizando modelos de experimentacdo animal. Modelos com
roedores sdao amplamente usados para mimetizar doencas humanas, permitindo melhor
entendimento de suas causas, progressdo e possibilitando o desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas. O estudo classico da carcinogénese colorretal esta pautado principalmente na
utilizacdo do AOM em modelo experimental com ratos, sendo menor a quantidade de relatos
deste carcindgeno em camundongos (BISSAHOYO et al.,, 2005; CENESIZ et al., 2008;
HATA et al., 2004; MADRIGAL-BUJAIDAR et al., 2013). Nesta pesquisa, foram utilizados
estes Ultimos animais, ja que os camundongos apresentam carcinogénese colorretal muito
semelhante a humana do ponto de vista histologico e genético (CORPET; PIERRE, 2005).
Além disso, esse modelo permite a inducdo tumoral de maneira répida, reprodutivel,
recapitulando a mesma sequéncia da carcinogénese humana (das lesdes pré-neoplasicas ao
carcinoma) e reduzindo os custos comparado aos ratos (que sdo animais de maior porte)
(ROSENBERG; GIARDINA; TANAKA, 2009).

Para inducdo da carcinogénese colorretal, foi utilizado o AOM, metabolito
hepatico da 1,2-dimetil-hidrazina, indutor direto de neoplasia. E considerado um potente
carcindgeno colénico, sendo amplamente utilizado em modelos experimentais (PEREZ-
HOLANDA et al., 2008). Seu mecanismo de acdo esta relacionado a mutacdes das vias K-ras,
B-catenina e TGF-B (CHEN; HUANG, 2009) e ao estresse oxidativo pela inducdo da
formacdo de peroxidos lipidicos e EROS (AL-NUMAIR et al., 2011; ANILAKUMAR et al.,
2010; WALY et al., 2014).

Este estudo objetivou avaliar os efeitos da GA na formacéo de criptas aberrantes,

genotoxicidade e EROS em camundongos Swiss submetidos a carcinogénese colorretal
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induzida pelo AOM. Para isso, foram utilizados 55 animais distribuidos em 6 grupos, os quais
receberam diferentes substancias via gavagem (agua destilada, GA 2,5% ou GA 5%).

O protocolo experimental do presente estudo foi desenvolvido em 12 semanas e,
do ponto de vista clinico, foram observadas poucas alteracGes. Notou-se rarefacdo de vibrissas
e pelos proximo ao focinho dos animais em todos os grupos com exce¢do de um camundongo
em cada grupo. Esse fendmeno esta relacionado ao comportamento do animal dominante em
que ele retira o pelo dos outros individuos do grupo (KALUEFF et al., 2006). Ndo houve
outras mudancgas no comportamento, motricidade, padrdo respiratério ou caracteristicas das
fezes.

Percebeu-se que os animais de todos 0s grupos apresentaram ganho de peso ao
longo da pesquisa, sendo maior o do grupo GlI (Agua + GA 2,5%) - 50,73% e menor o do
grupo GV (AOM + GA 2,5%) - 39,30%. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
significante no ganho de peso entre os diferentes grupos (p=0,7505) ou no peso final
(p=0,0765) dos animais, 0 que significa que as substancias administradas ndo alteraram a
ingesta alimentar nem induziram anorexia, muito embora a dose de carcindgeno utilizada
tenha sido apenas para inducédo de lesbes pré-neoplasicas. Esses resultados correspondem aos
encontrados na literatura, mostrando que ndo ha diferenca de peso entre camundongos
(C57BL/6, CF1 e ddY) com a utilizacdo do AOM em concentracéo e tempo semelhantes aos
utilizados neste trabalho (JEONG; CHANG; PARK, 2012; MADRIGAL-BUJAIDAR et al.,
2013; SHIMIZU et al., 2006).

No presente estudo, também ndo foi observada diferenca estatistica significante
no peso dos 6rgdos (baco, figado, pulmdes e rins) entre os grupos. O que vai de encontro a
literatura, a qual demonstra que a aplicacdo do AOM em camundongos C57BL/6 provoca um
aumento do peso dos 6rgdos pela inducdo da resposta inflamatoria com o recrutamento de
células de defesa e retencdo de liquido (JEONG; CHANG; PARK, 2012; LIU et al., 2018).
Essa diferenca pode ser atribuida a pouca inflamacéo encontrada no estudo histopatoldgico
dos 6rgéos neste trabalho.

Em se tratando mais especificadamente do CCR e tendo em vista a repercussao
gue a neoplasia tem para a populacdo, é fundamental o estudo da sua fisiopatogénese e a
pesquisa de novas maneiras de prevenir seu aparecimento ou impedir sua progressdo a partir
das fases iniciais. Entre essas formas de prevencdo, tem importancia ainda maior 0s
compostos naturais, que podem ser obtidos com maior facilidade e menor custo,
principalmente em paises de grande biodiversidade como o Brasil, facilitando seu acesso a

populacéo.
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Um desses compostos que parece ter influéncia na carcinogénese colorretal é a
GA, fibra dietética (TISS; CARRIERE; VEGER, 2001), obtida a partir dos exsudatos de
caules e ramos de vegetais do género Acacia (ISLAM et al., 1997) que possui efeito anti-
inflamatdrio (KAMAL et al., 2018) e antioxidante (GADO; ALDAHMASH, 2013).

Sabe-se que a carcinogénese colorretal consiste em uma sequéncia de alteragdes
genéticas e histopatologicas caracterizadas inicialmente por discretas alteragdes arquiteturais
do epitélio colénico, as criptas aberrantes (KHARE et al., 2009). Por serem as primeiras
modificacdes histolégicas detectaveis, sdo consideradas um marcador bioldgico do
desenvolvimento da doenca, sendo utilizadas nas pesquisas relacionadas a quimioprevencdo
do CCR (SlU et al., 1997; TAKAYAMA et al., 1998).

Neste trabalho, estudou-se a relacdo entre as criptas aberrantes e autilizacdo da
GA. Foi observado que o numero de criptas aberrantes e de FCA nos célons 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 numeros sdo reduzidos em relacdo 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 sdo semelhantes
com doses similares do carcinégeno (BIRD, 1987; MADRIGAL-BUJAIDAR et al., 2013).

Analisando-se de acordo com o0 segmento colonico, ndo se nota diferenca
estatistica significante entre os segmentos intestinais de um mesmo grupo quanto ao nimero
de criptas (p=0,6012) ou FCA (p=0,2889). Ao mesmo tempo, percebe-se que o grupo GIV
(AOM + agua), que ndo recebeu goma, foi 0 que obteve o maior numero de criptas aberrantes
e FCA em cada segmento individualmente (proximal, médio e distal), com predominio no
segmento distal do colon. Esse aspecto é concordante com a literatura, ja que os trabalhos
mostram maior concentracdo de criptas aberrantes no célon médio e distal de ratos (Wistar e
F344) (GHIRARDI et al., 1999; RODRIGUES et al., 2002), no segmento distal de
camundongos (C57BL/6J, CFl, SWR/J), AJ e AKR/) (MCLELLAN; BIRD, 1988,
PAPANIKOLAOU et al., 1998) e humanos (SHPITZ, 1998).

Quando se compara os diferentes segmentos col6nicos entre os diferentes grupos,
nota-se reducdo da quantidade de criptas aberrantes nos grupos que receberam GA,
principalmente no segmento distal do intestino.

O namero de criptas aberrantes do célon distal do grupo GVI (AOM + GA 5%)
foi estatisticamente menor que no grupo GIV (AOM + 4gua) (p=0,0031), ndo se observando
diferenca significativa estatistica quando comparado ao grupo GV (AOM + GA 2,5%) em que

foi utilizada uma concentracdo menor da GA. De forma semelhante, 0 nimero de FCA
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também foi menor no grupo GVI (AOM + GA 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + 4gua)
no colon distal (p=0,0012) e médio (p=0,0405). Embora ndo tenha havido diferenca estatistica
significante entre os grupos GV (AOM + GA 2,5%) e GVI (AOM + GA 5%), a utilizacdo da
GA 2,5% no grupo GV proporcionou resultados menos consistentes, notando-se reducdo de
FCA no célon médio (p=0,0346), mas sem reducdo no célon distal. No célon proximal ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significantes.

Observou-se que a reducdo na formacdo de criptas aberrantes foi mais evidente
nos segmentos distais do célon. O que pode ser explicado pela via de formacdo tumoral
diferente neste segmento (relacionada principalmente a deficiéncia de mecanismos de reparo
do DNA e diferencas na composicdo e metabolismo de glicoproteinas) (FREEMAN; KIM,;
KIM, 1978; PERSE; CERAR, 2011). Trabalho ja apresentado por nosso grupo de pesquisa em
2019 também mostrou reducdo da formacdo 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 lesbes pré-neoplasicas em ratos com o
avancar da idade, mesmo que ndo tenham recebido carcindégeno (HOLT; YEH, 1988). Nesta
pesquisa ndo foram observadas criptas aberrantes nos animais dos grupos controle Gl (agua),
Gll (dgua + GA 2,5%) e GIII (adgua + GA 5%), o que pode ter relacdo com o tempo de
experimento (12 semanas) que € pequeno para o desenvolvimento de criptas aberrantes pela
senescéncia dos animais.

Considerando toda extensdao do colon, foi notado que o numero de criptas
aberrantes observado no grupo GIV (AOM + agua: 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 nimero de FCA no grupo GIV (AOM + &gua: 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 utilizacdo de GA 2,5% e
GA 5% nos grupos GV e GVI respectivamente provocou reducdo da formacdo de criptas
aberrantes e FCA.

Sdo muito poucos os trabalhos relatados que investigaram a utilizacdo da GA na
inibicdo da carcinogénese colorretal (BRAGA et al., 2019; NASIR et al., 2010). Entretanto,
os resultados apresentados estdo em concordancia 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 colon de camundongos BALB/c. De forma semelhante, Braga et al. (2019)
demonstraram reducdo da formacdo de FCA em ratos Wistar que receberam GA 1%. Segundo

Nasir et al. (2010), esse efeito da GA esta relacionado principalmente a reducdo dos niveis
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transcripcionais no epitélio colénico de angiogeninas (proteinas relacionadas ao crescimento
de novos vasos sanguineos) e genes importantes para a proliferacdo celular e/ou crescimento
tumoral, como o antigeno CD38, ubiquitina D, oncogene vav 3, ligante de quimiocina 5 e 8-
catenina. Somado a isso, tem-se o efeito anti-inflamatério da GA (GILBERT et al., 1989;
KAMAL et al.,, 2018), a propriedade de induzir a formacdo de &cidos graxos com
propriedades anti-tumorais a partir da fermentacdo bacteriana no cdlon (BASSON;
EMENAKER; HONG, 1998) e seu poder antioxidante, responsavel por reduzir o estresse
oxidativo induzido por EROS (AHMED et al., 2015; NEMMAR et al., 2019). Este efeito de
reducdo do estresse oxidativo pela GA também ocorreu em nossa avaliagdo no célon proximal
e distal como veremos mais adiante.

No que diz respeito ao numero de criptas por foco (multiplicidade), sabe-se que 0s
focos com maior quantidade de criptas ttm um comportamento mais agressivo, apresentam
resposta diferente a fatores de crescimento e sdo mais resistentes a mecanismos anti-tumorais.
Dessa forma, quanto maior a multiplicidadade de criptas, maior a chance de se desenvolver o
cancer, 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 reducédo
significativa no grupo GVI (AOM + GA 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + &gua) em
segmento médio (p=0,0405) e distal (p=0,0010). Ja no grupo GV (AOM + GA 2,5%)
comparado ao grupo GIV (AOM + agua) houve diminuicao significante dos FCA apenas em
segmento médio (p=0,0346). Analisando-se o célon como um todo, percebeu-se que 0 numero
de FCA nos grupos GV (AOM + GA 2,5%) e GVI (AOM + GA 5%) foi significativamente
menor que no grupo GIV (AOM + agua) (p=0,0006 e p<0,0001 respectivamente). Resultado
semelhante foi mostrado por nosso grupo de pesquisa em trabalho apresentado em 2019 que
evidenciou redugdo 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 ja
mencionados.

Quanto aos FCA com mais de 5 criptas, ndo se observou diferenca estatistica
significativa entre o0s grupos quando comparados por segmento coldnico ou quando
comparados em toda extensdo do colon. O que pode ser explicado pela pouca quantidade de
focos com essa quantidade de criptas, ja que o tempo de experimentacdo foi pequeno.

Um aspecto importante relacionado a carcinogénese é o estresse oxidativo, evento
gue ocorre nas etapas iniciais da carcinogénese e em que hd predominio na formacdo de

compostos oxidantes em detrimento da acdo dos sistemas antioxidantes (BARBOSA et al.,



83

2010). Nessa situacdo, as EROS causam dano tecidual com fragmentacdo do DNA e
desregulacdo do seu sistema de reparo, contribuindo para o desenvolvimento do cancer
(SOSAet al., 2013).

Nesta pesquisa, a utilizagdo da GA reduziu a formagdo de EROS no grupo GV
(AOM + GA 2,5%) e grupo GVI (AOM + GA 5%) comparado ao grupo GIV (AOM + 4gua)
em colon proximal (p<0,01) e distal (p<0,001).

Conforme discutido previamente, o uso da GA 2,5% proporcionou reducdo da
formacdo de FCA em c6lon médio, enquanto a GA 5% reduziu a formacdo de FCA em colon
médio e distal, assim como o nimero de criptas no segmento distal. Ndo ocorreu reducdo de
criptas aberrantes no colon proximal em nenhuma das concentragcdes. O que € um aspecto
interessante, pois a concentracdo parece ndo ter influenciado na formacdo dos FCA no colon
proximal mesmo com assinalada e significante reducdo do estresse oxidativo. Mas, é preciso
lembrar que as alteracGes morfoldgicas das criptas sao posteriores aos danos ocorridos a nivel
de homeostase celular (WALY et al., 2014) e consequentemente a protecdo antioxidante
gerada pela GA foi identificada em ambos segmentos col6nicos, embora ndo se visualize seu
beneficio morfologicamente no colon proximal.

Essa reducdo da concentracdo de EROS pela GA € correspondente ao efeito
antioxidante desse composto j& apresentado pela literatura em modelos animais e esta
relacionada a propriedade de seus componentes flavonoides e outros polifenois em causar
reducdo da peroxidacdo lipidica e aumento da atividade de enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase) (AHMED et al., 2016; NAJLA et al., 2017).
Além disso, a goma possui em sua formagdo aminoacidos 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 reducao
da oxidacéo e inflamacdo na mucosa gastrointestinal de camundongos CD1 com doenca renal
cronica que receberam GA 15%.

Outro conceito importante em se tratando de carcinogénese € a genotoxicidade,
evento que ocorre apos 0 estresse oxidativo e corresponde a capacidade que determinado
agente quimico tem de causar dano ao DNA ou cromossomo das células. Essas alteracdes do
material genético podem levar ao desenvolvimento de mutacGes e ao cancer (PHILLIPS;
ARLT, 2009). Com isso, a anélise da genotoxicidade tem importancia em predizer o potencial
que determinado agente tem em induzir ou evitar o desenvolvimento do cancer.

Os métodos mais utilizados na avaliacdo da genotoxicidade sdo o ensaio do

cometa e o teste do micronucleo. O ensaio do cometa possibilita o estudo de dano ao material
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genético de células individuais a partir da analise da migracdo do DNA em gel de agarose
(OSTLING; JOHANSON, 1984). Este método se aplica a qualquer tipo de célula eucariotica,
tem baixo custo e permite a afericdo direta da capacidade de quebra do DNA por um agente
quimico (SILVA et al., 2000). O teste do micronucleo avalia a capacidade que determinado
agente tem em induzir quebras cromossomicas (efeito clastogénico) ou divisdo cromossémica
anormal (efeito aneugénico), o que leva a distribuicdo desigual dos cromossomos durante a
divisdo celular e formacdo dos micronicleos que sdo fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros ndo incorporados ao nucleo da célula filha (MACGREGOR et al.,
1987).

Nesta pesquisa, 0 estudo do colon proximal revelou reducdo 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 hOGGl,
também observou-se diminuicdo da genotoxicidade dos grupos GV (AOM + GA 2,5%) e GVI
(AOM + GA 5%) comparados ao grupo GIV (AOM + &gua) (p<0,001). Além disso, nesse
mesmo ensaio foi observada reducdo da genotoxicidade do grupo GVI (AOM + GA 5%)
comparado ao grupo GV (AOM + GA 2,5%) (p<0,05) que recebeu uma menor concentracdo
de GA. Pelo ensaio do cometa neutro, nenhuma diferenca estatistica significativa foi notada,
provavelmente porque ndo houve quebra da dupla fita do DNA (SINGH et al., 1988).

No célon distal, obteve-se reducdo 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 + agua)
(p<0,001) e comparado ao grupo GV (AOM + GA 2,5%) (p<0,05). Entretanto, ndo se
observou diferenca estatistica significante entre o grupo GV (AOM + GA 2,5%) e 0 grupo
GIV (AOM + agua) por este ultimo método (p>0,05).

Essa reducdo da genotoxicidade do c6lon nos grupos que receberam GA (2,5% e
5%) mais uma vez corrobora nossos resultados com relagdo a reducdo de criptas aberrantes.
Ou seja, 0 uso da GA diminuiu ndo s6 o estresse oxidativo, como a genotoxidade em colon
proximal e distal.

A reducdo do estresse oxidativo e genotoxicidade em colon distal esta relacionada
a diminuicdo do numero de criptas aberrantes neste segmento, diferente do c6lon proximal,
em que mesmo com a diminuigdo do estresse oxidativo e genotoxicidade, ndo se observou
reducdo do numero de criptas. Isso pode ser explicado porque o fenébmeno morfolégico de

aparecimento dos FCA é posterior aos danos ocorridos a nivel de homeostase celular (WALY
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et al., 2014). Ou seja, mesmo com a protecdo na genotoxicidade pela GA, pode ndo haver
reducdo da formacao de criptas (como no caso de colon proximal deste estudo), ja que essa
alteracdo morfoldgica acontece em uma etapa seguinte da carcinogénese.

Apesar de ndo ter sido avaliada a genotoxicidade ou estresse oxidativo do c6lon
médio, pode-se supor que estavam reduzidos nos grupos que receberam goma, ja que esses
pardmetros diminuiram em colon proximal e distal, bem como a identificada reducdo das
criptas aberrantes observadas no segmento intermediario do célon.

A partir da microscopia 6ptica (realizada em cortes de 5 micrémetros dos
segmentos do célon disposto em formato de “rocambole”), ndo se evidenciaram criptas
aberrantes, diferente da microscopia estereoscépica. Isso se deve ao fato de que este ultimo é
um método mais sensivel no qual se avalia de forma tridimensional toda a superficie
intestinal, enquanto a microscopia Optica se trata de uma amostragem em duas dimensdes de
parte do drgéo.

Quanto a medula 6ssea, ndo foi observada genotoxicidade por meio do ensaio do
cometa alcalino nos grupos analisados GI-GVI. Entretanto, no teste do micronucleo, 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 + agua) que ndo recebeu GA. Essa diferenca se
deve aos distintos mecanismos de alteracdo do DNA relacionados a positividade de cada um
dos testes. O micronlcleo € mais sensivel na detecgdo de lesbes iniciadas apds um maior
tempo de exposicdo, lesdes irreparaveis e mutacdes cromossdmicas, enquanto o ensaio do
cometa esta mais relacionado a deteccdo de lesdes mais precoces e reversiveis (MALUF,
2004). Soma-se a isso o fato de alguns carcindgenos apresentarem baixo nivel de ativacdo
metabolica a nivel medular o que diminui a sensibilidade da detec¢do de seus efeitos nesta
localizacdo (AGOSTINI, 1993).

Essa reducdo da genotoxidade se deve provavelmente as propriedades anti-
tumorais da GA que tem efeito inibitério sobre genes relacionados a proliferacdo celular
oxidativo pela GA (AHMED et al., 2016; MOHAMED et al., 2018; NEMMAR et al., 2019).

Para estudo da citotoxicidade medular, foi realizada a relacdo entre eritrocitos
policromaticos (EPC) e eritrocitos normocromaticos (ENC). Sabe-se que os EPC sdo formas
jovens de globulos vermelhos, derivadas dos eritroblastos, sem ndcleo, mas dotados de uma
trama reticular rica em RNA e caracterizados por adquirirem coloracdo azul clara em contato
com o Giemsa. A medida que amadurecem, perdem o RNA e tornam-se normocromaticos,
passando a ser chamados de ENC (KRISHNA; HAYASHI, 2000). Como fazem parte dos
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estagios iniciais da hematopoiese, a quantidade de eritrocitos medulares, principalmente os
policromaticos, refletem a integridade funcional da medula 6ssea e sua capacidade de
produzir novas células. Dessa forma, a relacgio EPC/ENC é utilizada para avaliar a
citotoxicidade de determinado agente, uma vez que quanto mais toxico ele for, menor sera a
producdo de EPC e consequentemente menor serd a relagio EPC/ENC (KRISHNA;
HAYASHI, 2000).

Neste trabalho, ndo se notou diferenca na relacdo EPC/ENC entre os diferentes
grupos, ou seja, ndo houve diferenca na citotoxicidade medular. Isso pode se dever ao fato de
que determinados carcindgenos atingem baixo nivel de concentragcdo na medula 6ssea o que
dificulta a deteccdo do efeito dessas substancias nesta localizagdo conforme discutido
anteriormente (AGOSTINI, 1993).

No sangue, por sua vez, ndo foi observada genotoxidade nos grupos estudados Gl-
GVI através do ensaio do cometo alcalino e teste do micronucleo. Esse fato se deve
provavelmente a fagocitose esplénica de células com dano genético circulantes na corrente
sanguinea (ISHII et al., 2011).

Com relacdo ao estudo do estresse oxidativo a nivel soroldgico no momento da
eutanasia dos animais, ndo se notou reducdo no grupo GV (AOM + GA 2,5%). Entretanto,
percebeu-se que a quantidade de EROS foi menor no grupo GVI (AOM + GA 5%) em relagao
ao grupo GIV (AOM + 4gua) (p<0,001), o que pode ser explicado pela maior concentracdo de
GA utilizada. E importante lembrar que as analises soroldgicas para avaliacio do estresse
oxidativo correspondem as repercussdes teciduais nos diversos tecidos (colon e figado, por
exemplo), podendo néo ser a expressdo no sangue isoladamente. Entretanto, isso foi superado
pela avaliacdo do estresse oxidativo no célon e figado individualmente.

Quanto aos achados morfolégicos dos o6rgaos (célon, figado, baco, pulmdes e
rins), foram evidenciadas poucas alteracGes. Entre os animais dos grupos controle Gl (agua),
Gll (GA 2,5%) e GlII (GA 5%) néo foi encontrada alteragdo macroscopica ou microscopica,
como lesdes inflamatorias, lesdes neoplédsicas ou formacdo tumoral. O que estd em
concordancia com o apresentado por Melnik et al. (1983), que ndo observou alteracGes
histopatologicas relacionadas ao uso da GA em ratos F344 e camundongos B6C3F1.

No figado, sabe-se que o0 AOM pode induzir uma serie de alteragcdes histologicas
entre as quais esteatose, peliose, espongiose, fibrose e lesbes neoplésicas como colangioma,
adenoma e carcinoma hepatico (ABDELLA; MAHMOUD; EL-DERBY, 2016;
BURLAMAQUI et al., 2013; LAHOUAR et al., 2014). Essas modificacbes estdo

relacionadas ao efeito oxidativo e peroxidacdo lipidica causados pelo carcindégeno (DIEHL,
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2005).

Na microscopia 6ptica do figado dos camundongos, foram identificadas discretas
alteracdes inflamatorias como esteatose em torno da veia centro-lobular e dilatacdo sinusoidal
em poucos animais do grupo GIV (AOM + &gua) e grupo GV (AOM + GA 2,5%). Essas
poucas alteracOes sdo previsiveis diante da reducdo do estresse oxidativo hepético (p<0,001)
nos animais que receberam GA 2,5% ou 5%.

Foi investigada também a genotoxicidade hepatica, tendo sido observada reducao
no grupo GV (AOM + GA 2,5%) e GVI (AOM + 5%) comparado ao grupo GIV (AOM +
agua) em todos ensaios (ensaio do cometo neutro, cometa alcalino e cometa alcalino com
enzima hOGG1, p<0,001). Resultado que era esperado pela diminuigdo do estresse oxidativo
por efeito da GA como comentado anteriormente.

Entre as alteragdes renais, em um dos camundongos do grupo GIV (AOM + agua)
e em dois do grupo GV (AOM + GA 2,5%), notou-se inflamacdo peritubular, que também é
relacionada a exposicdo ao AOM (MAHMOUD et al., 2014).

Nao foram identificadas alteracdes no baco ou pulmdes, assim como ndo se

observou alteracdo nos érgdos dos camundongos do grupo GVI (AOM + GA 5%)).
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CONSIDERACOES FINAIS

A carcinogénese colorretal € um processo sequencial que tem inicio com o
estresse oxidativo no célon seguido pelo dano ao DNA (genotoxicidade), formacdo dos FCA
(lesBes pré-neoplasicas) e desenvolvimento do cancer propriamente dito, de forma que essas
etapas estdo interligadas entre si (AL-NUMAIR et al., 2011; ANILAKUMAR et al, 2010;
GOLDMAN; SHIELDS, 2003; WALY et al., 2014).

Estudou-se as repercussdes da goma ardbica a 2,5% e 5% em camundongos
submetidos a carcinogénese colorretal induzida pelo AOM perpassando pela avaliacdo de
leses pré-neoplasicas coldnicas (criptas aberrantes observadas ao microscépio
estereoscopico) assim como a genotoxicidade (ensaio do cometa e teste do microndcleo) e
EROS em co6lon, figado, medula dssea e sangue.

Como resultado, a GA tanto na concentracdo de 2,5% quanto 5% foi eficaz na
reducdo da carcinogénese (diminuicdo do numero de criptas aberrantes) em camundongos
através da diminuicdo do estresse oxidativo e genotoxicidade do cdlon, explicando assim a
fisiopatologia da carcinogénese e o mecanismo de acdo da goma arabica. Somado a isso, a
GA reduziu o estresse oxidativo e a genotoxicidade em diferentes tecidos (figado, sangue e
medula dssea).

Neste estudo utilizou-se 0 modelo de carcinogénese de célon em camundongos,
diferente da maioria das pesquisas que utilizam ratos com esse objetivo. Na verdade, a
utilizacdo de camundongos se torna interessante pela facilidade nos manuseios e pela reducéo
dos custos com insumos de laboratdrio.

A GA é largamente consumida pelas populacdes em alimentos e preparacdes
farmacologicas possuindo propriedades anti-tumorais pouco investigadas na literatura. Por
seu efeito anti-cancerigeno e baixo custo, a GA podera ser tomada como base no
direcionamento de estudos futuros com o objetivo de desenvolver maneiras de prevenir o

cancer e outras doencas cujo substrato seja o estresse oxidativo.
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7 CONCLUSAO

O uso da GA nas concentracdes de 2,5% e 5% reduziu a formacgdo de criptas
aberrantes, FCA e FCA com menos de 5 criptas no colon, principalmente em seu segmento
distal por meio da redugéo da genotoxicidade e estresse oxidativo locais. Efeito semelhante
foi observado em outros tecidos estudados, como a reducdo da genotoxicidade em figado e

medula dssea e do estresse oxidativo hepatico e sanguineo.
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APENDICE A - TABELA DOS PESOS DOS ANIMAIS/GRUPO

Distribuicdo de peso em gramas com valores das médias dos grupos estudados: Grupo I- Agua; Grupo 11- Goma
arabica 2,5%; Grupo Il1- Goma arabica 5%; Grupo V- Azoximetano + Agua; Grupo V- Azoximetano + Goma
arébica 2,5%; Grupo VI- Azoximetano+ Goma arabica 5%.

Grupo
Semana | 11 i v Vv 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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APENDICE B - TABELA DE PESOS DOS ORGAOS DOS ANIMAIS (gramas)

Grupos controle: Gl — Agua; Gl — GA 2,5%; GlII - GA5%

Grupo Animal Pulmdes Figado Baco Rins Intestino
C1 0,19 1,30 0,07 0,57 0,44
C2 0,23 1,26 0,07 0,61 0,65
Gl 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
C1 0,22 1,57 0,06 0,61 1,03
C2 0,18 1,33 0,07 0,63 0,65
Gl 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
C1 0,20 1,61 0,08 0,66 0,42
C2 0,24 2,29 0,13 0,84 0,54
Gl 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 + Agua; GV - AOM + GA2,5%; GVI - AOM + GA 5%

Grupo Animal Pulmdes Figado Baco Rins Intestino
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
Cc5 0,27 1,22 0,11 0,85 0,60
C6 0,26 1,14 0,11 0,56 0,60
Glv Cc7 0.23 1,29 0,08 0,69 0,68
C8 0,19 1,65 0,07 0,64 0,58
C9 0,16 157 0,07 0,69 0,78
C10 0,22 1,67 0,11 0,65 0,80
c11 0,48 249 0,14 0,70 0,61
C12 0,25 1,76 0,13 0,76 0,80
C1 0,71 1,38 0,07 0,54 0,86
C2 0,28 119 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
GV c7 0,23 1,70 0.12 0,72 0,63
Cc8 0,24 151 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 ; ; - - -
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 0,12 078 0.85
c5 0,25 1,81 0,07 0,66 0,67
C6 0,30 207 0,11 0,67 0,89
GVI C7 0,24 1,74 0,11 0,71 0,76
c8 0,24 1,66 0,0 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 Il e 0 C12 do grupo V morreram durante o experimento.



APENDICE C - TABELA DO NUMERO DE CRIPTAS ABERRANTES POR

SEGMENTO DO COLON POR ANIMAL

Azoximetano + dgua

GRUPO IV | colon proximal célon meédio | colon 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
Ci12 21 0 3 24

TOTAL 47 43 62 152
Fonte: Elaborado pelo autor.
Azoximetano + GA 2,5%

GRUPOV | cdlon proximal colon médio | cdlon 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 | colon proximal colon médio | cdlon distal TOTAL
C1l 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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APENDICE D - TABELA DO NUMERO DE FOCOS DE CRIPTAS ABERRANTES
(FCA) POR SEGMENTO DO COLON POR ANIMAL

Azoximetano + aqua

Grltl/po Célon Proximal Célon Médio Célon Distal
Animais 23] 4]5]+5 2[3[4]5]+5 123 ]4[5]+5] Totl
c1 ololojo| o 000 0 000 0| o
c2 0ololojo| o0 5010 0 0/0/0 0| &
c3 2lololo] o 000 0 1]o]o 0| o
ca ololojo| o 000 0 1]o]o 0| 1
cs ololojo| o0 000 0 1]o]o 0| o
cé 0ololojo| o0 0ololo 0 0lo]o 0| 1
7 ololojo| o 000 0 000 0| 1
cs ololojo| o0 000 0 001 1] 6
co ololojo| o 000 0 000 0| 8
c10 ololojo]| 1 000 0 300 0| 13
c11 ololojo| o 100 0 000 0| 8
Cc12 ol1/4]0] 0 000 0 000 0| 10
103

Fonte: Elaborado pelo autor.




Azoximetano + GA 2,5%

113

Gr\gpo Colon Proximal Colon Médio Colon Distal
Animais 2|34 |5 45 |1]2]3]4]5]+5 3 4 |5]|+5]| Total
C1 0(0oj0]0 0 0j0j0j0|0O| O 0 00| 0O 0
Cc2 0/j0j0|0| O |OjO|O|O|1] O 0|0 |0] O 7
C3 0(0oj0]0 0 0j0|j0|j0|0O| O 0 00| O 2
C4 0(0oj0]0 0 31]0|]1|j]0|0| O 1 00| O 9
C5 ofojojo| o (2|{0|0(0]0| O o|j0j|0] O 7
6 0(0|1|1 0 0j0|j0|j0]|0O| O 0 00| O 2
7 0oj0j0|0| O |OjO|O|O]|O]| O oj0j|0] O 1
Cs8 0j0|j0|0| O |2|0|0|0O]|0O]| O 0|0 |0] O 2
C9 ofoj1/0f 0 (0O|O|OfO]O]| O oj0j|0] O 2
C10 o(ojojo0of 0 (1|{0|0f0O]0O]| O oj0j|0] O 2
Cl1 o(ojojo0| 0o (1|{0|0f0O]0O]| O 0o|0j|0] O 1
C12 o R e e e I A - - - - -
35

Fonte: Elaborado pelo autor.




Azoximetano + GA 5%
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G';/quo Colon Proximal Colon Médio Colon Distal
Animais 2 13|45 45 |1|2]|3|4]|5]|+5 3 4 |5] +5 | Total
C1 0(0{0|0| O |O0O|O]O|O|O]| O 0|0 (0] O 0
C2 0(0|0]O0 0 0jo0ojo0j0oj0| O 0 0 |0 0 1
C3 0(0|0]0 0 2|(0]0(0)10] O 0 0|0 0 2
C4 210|010 1 0j0j0j0j0O| O 0 0 |0 0 8
C5 0(0|0]O0 0 3/]0{0j0]|0| O 0 0|0 0 3
C6 cjo0j0/0f O |OfO|O|O|0O]| O 0|0 (0] O 0
c7 oj1/0/0| O |O|O|O|O|O]| O 0|0 (0] O 1
C8 0(0j{0|0| O |O0O|O]O|O|O]| O 0|0 (0] O 0
C9 ojoj0/0f O |(2(0|0|0|0]| O 0|0 (0] O 2
C10 0(0|0]O0 0 0jo0j0j0j0O| O 0 0|0 0 0
C11 0(0|0]0 1 0jo0oj1j0j0| O 0 0|0 0 6
C12 0(0|0]O0 0 0jo0ojo0j0oj0| O 0 0 |0 0 2
C13 0(0|0]0 0 3|1{1]0]0| O 0 0 |0 0 7
32

Fonte: Elaborado pelo autor.
O animal C12 do grupo V morreu durante o experimento.
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APENDICE E - TABELA DAS DOSES DAS SUBSTANCIAS ADMINISTRADAS

Dose administrada (em ml) por gavagem nos grupos estudados: Grupo |- Agua; Grupo 11- Goma arabica 2,5%;

Grupo I11- Goma arabica 5%; Grupo IV - Agua; Grupo V- Goma arébica 2,5%; Grupo VI- Goma arabica 5%.

Grupo
Semana | 1 1l v \Y 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 - DECLARACAO DE APROVACAO DO COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE ) Comissio de Etica no
4 FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "GOMA ARABICA NA CARCINOGENESE COLORRETAL ( LESOES PRE NEOPLASICAS) INDUZIDAS
POR AZOXIMETANO EM CAMUNDONGOS ", protocolada sob o CEUA n? 3925060318 (1o 000250), Sob a responsabilidade de Conceigao
Aparecida Dornelas - que envolve a producao, manutencéo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - est4 de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de 30/05/2018.

We certify that the proposal "ARABIC GUM IN CARCINOGENESE COLORRETAL (PRE NEOPLASTIC INJURIES) INDUCED BY
AZOXIMETHANE IN MICE", utilizing 54 Heterogenics mice (54 males), protocol number CEUA 3925060318 (b 000250), under the
responsibility of Conceicdo Aparecida Dornelas - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Ceard (CEUA-UFC) in the meeting of 05/30/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2018 a 08/2019 Area: Departamento de Patologia E Medicina Legal
Origem: Biotério Central da UFC

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a 10 semanas N: 54
Linhagem: Swiss Peso: 25a30g

Local do experimento: Laboratorio de Manipulgdo Animal DPML

Fortaleza, 14 de novembro de 2018

Mot Jodt Bk i D Comio G

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda Profa. Dra. Virginia Claudia Carneiro Girdo
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Tedfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horério de atendimento: Segunda a Sexta, das 09h &s 12h e das 13h as 18h : e-mail: ceua@ufc.br
CEUA N 3925060318
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ANEXO B - COMPOSICAO NUTRICIONAL DA DIETA PADRAO
RACAO NUVILAB CR-1 IRRADIADA

COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO: milho integral moido, farelo de soja, farelo de
trigo, carbonato de calcio, fosfato bicélcico, cloreto de sodio, 6leo vegetal, vitamina A,

vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12,
niacina, pantotenato d célcio, acido folico, biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro,
monoxido de manganés, 6xido de zinco, sulfato de cobre, iodato de calcio, selenito de sddio,
sulfato de cobalto, lisina, metionina, BHT.

NIVEIS DE GARANTIA POR QUILOGRAMA DO PRODUTO: umidade (méx): 125g/kg;
proteina bruta (min): 220g/kg; extrato etéreo (min): 50g/kg; material mineral (max): 90g/Kkg;

fibra bruta (max): 70g/kg; calcio (min-méax): 10-14 g/kg; e fosforo; 6.000 mg/kg.
VITAMINAS: vitamina A (min) 13.000 Ul/kg; vitamina D3 (min) 2.000 Ul/kg, vitamina E
(min) 34 Ul/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 calcio (min) 21 mg/kg; acido folico (min) 1mg/kg; biotina (min) 0,05mg/kg;
colina 1.900 mg/kg;

MINERAIS: sodio (min) 2700 mg/kg; ferro (min) 50mg/kg; manganés (min) 60mg/kg; zinco
(min) 60mg/kg; cobre (min) 10mg/kg; iodo (min) 2mg/kg; selénio (min) 0,05mg/kg; cobalto
(min) 1,5 mg/kg, fldor (max) 60mg/kg. aminoacidos: lisina (min) 12g/kg, metionina (min)
4.000mg/kg, aditivos BHT 100mg/kg.

INDICACAO : Racéo irradiada para camundongos e ratos de laboratério.

USO: Administracdo a vontade em comedouros suspensos.

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

luz e calor excessivos.
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ANEXO C - DECLARAGOES DE PERIGO E PRECAUGAO DO AZOXIMETANO

S IGMA"ALD RIC H sigma-aldrich.com

FICHA DE INFORMAGOES DE SEGURANGA DE PRODUTOS
QUIMICOS

Verséo 5.6
Data de reviséo 22.05.2017
Data de impresséo 04.08.2018

1% IDENTIFICAGAO DO PRODUTO E DA EMPRESA
1.1 Identificadores do produto
Nome do produto : Azoxymethane
Referéncia do Produto : Ab486
Marca Sigma
1.2  Outros meios de identificagdo
Dados néo disponiveis
1.3 Utilizagdes identificadas relevantes da substancia ou mistura e utilizagées desaconselhadas
S6 para utilizagdo R&D. N&o para utilizagao farmaceutica, domeéstica ou outras utilizagdes.
1.4 Identificagdo do fornecedor da ficha de dados de seguranga
Companhia . Sigma-Aldrich Brasil Ltda.
Rua Torre Eiffel, 100, galpdo 2 Parque Rincéo
06705-481 COTIA - SP
BRAZIL
Telefone . +55112170 8484
Numero de Fax : +5511 41912586
Email enderego :  sigmabr@sial.com
1.5 Namero de telefone de emergéncia
0800-707-7022 / 0800 17 2020
2. IDENTIFICAGAO DE PERIGOS
21 Classificagdo GHS
Liquidos inflamaveis (Categoria 3)
Corrosivo para os metais (Categoria 1)
Toxicidade aguda, Oral (Categoria 2)
Irritag&o cutanea (Categoria 2)
lirritag&o ocular (Categoria 2A)
Carcinogenicidade (Categoria 1B)
2.2 Elementos da Etiqueta GHS, incluindo declaragbes de prevengao
Pictograma @
Palavra de adverténcia Perigo
Frases de Perigo
H226 Liquido e vapor inflamaveis.
H290 Pode ser corrosivo para os metais.
H300 Mortal por ingestéo.
H315 Provoca irritagdo cutanea.
H319 Provoca irritag@o ocular grave.
H350 Pode provocar cancro.
Sigma - A5486 Azoxymethane Pagina 1 de 8
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Frases de Precaugao

Prevengéo
P201
P210

P234
P264
P280

Resposta
P301 + P310 + P330

P303 + P361 + P353
P308 + P313

P337 + P313
P370 + P378

119

Pedir instrugdes especificas antes da utilizagéo.

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

Conservar unicamente no recipiente de origem.

Lavar a pele cuidadosamente apos manuseamento.

Usar luvas de protecg&o/ vestuario de protecgao/ protecgao ocular/
protecgao facial.

EM CASO DE INGESTAO: Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/ médico. Enxaguar a boca.

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar
imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com
4gua/tomar um duche.

EM CASO DE exposigao ou suspeita de exposigao: consulte um médico.
Caso a irritag&o ocular persista: consulte um médico.

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

Reservado aos utilizadores profissionais.

2.3 Outros Perigos - nenhum(a)

COMPOSIGAO E INFORMAGOES SOBRE OS INGREDIENTES

3.1 Substancias

Peso molecular 74.08 g/mol

Componente [ Concentragéo
No. CAS 25843-45-2 >=90 - <= 100

%

Carboxylic acid
No. CAS 64-19-7 >=10-<20%
No. CE 200-580-7
No. de Index 607-002-00-6

Alcohol
No. CAS 64-17-5 >=10-<20%
No. CE 200-578-6
No. de Index 603-002-00-5
No. CAS 75-09-2 >=01-<1%
No. CE 200-838-9
No. de Index 602-004-00-3

MEDIDAS DE PRIMEIROS-SOCORROS
441 Descrigdo das medidas de primeiros socorros

Recomendagao geral

Consultar um médico. Mostrar esta ficha de seguranga ao meédico de servigo.

Em caso de inalagdo

Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, dar respiragéo artificial. Consultar um

médico.
Sigma - A5486 Azoxymethane
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Em caso de contacto com a pele
Lavar com sab&o e muita 4gua. Transportar imediatamente paciente para um Hospital. Consultar um
meédico.

Se entrar em contacto com os olhos
Lavar cuidadosamente com muita 4gua, durante pelo menos quinze minutos, e consultar o médico.

Em caso de ingestdo
NAO provoca vémito. Nunca dar nada pela boca a uma pessoa inconsciente. Enxaguar a boca com agua.
Consultar um médico.

4.2 Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
0 diclorometano é metabolizado no organismo produzindo mondxido de carbono, que eleva e mantém os
niveis da carboxiemoglobina no sangue, o que reduz a capacidade de condugao do oxigénio do sangue.,
Actua como simples asfixiante deslocando o ar., efeitos anestésicos, Dificuldades respiratérias, Dor de
cabega, Vertigem, O contacto prolongado ou repetido com a pele pode provocar:, redugao de gordura,
Dermatites, O contacto com os olhos pode provocar:, Vermelhidao, Visao desfocada, Provoca lagrimas., Os
efeitos devidos a ingestéo podem incluir:, Desconforto gastrointestinal, Depress&o do sistema nervoso
central, Parestesia., Sonoléncia, Convulsdes, Conjuntivite., Edema pulmonar. Os efeitos podem ser tardios.,
Respiragao irregular., Doengas do estémago / intestinais, Nausea, Vémitos, Aumento dos niveis das
enzimas hepéticas., Debilidade, A exposi¢&o prolongada ou em altos niveis pode resultar na absorgéo de
quantidades nocivas de material., Dor abdominal

4.3 Indicagbes sobre cuidados médicos urgentes e tratamentos especiais necessarios
Dados né&o disponiveis

A MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

5.1 Meios de extingdo
Meios adequados de extingédo
P6 seco Areia seca
Meios inadequados de extingado
NAO UTILIZAR jactos de agua.

5.2 Perigos especiais decorrentes da substancia ou mistura
Dados n&o disponiveis

5.3 Recomendagdes para o pessoal de combate a incéndios
Usar equipamento de respiragéo autbnomo para combate a incéndios, se necessario.

54 Informagdes adicionais
Os jatos de 4gua podem ser utilizados para arrefecer os contentores fechados.
MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO

6.1 Precaugdes individuais, equipamento de protegao e procedimentos de emergéncia
P6r uma protecg&o respiratoria. Evitar a respiragao do vapor/névoalgas. Assegurar ventilagao adequada.
Cortar todas as fontes de ignigdo. Evacuar o pessoal para areas de seguranca. Atengdo com a
acumulagao de vapores que pode formar concentragdes explosivas. Os vapores podem-se acumular nas
areas baixas.

6.2 Precaugdes a nivel ambiental
Prevenir dispersao ou derramamento, se seguro. N&o permitir a entrada do produto no sistema de
esgotos.

6.3 Métodos e materiais de confinamento e limpeza
Controlar e recuperar o liquido derramado com um produto absorvente nao combustivel, (por exemplo
areia, terra, terra diatomacea, vermiculite) e pér o liquido dentro de contentores para eliminagao de acordo
com os regulamentos locais / nacionais (ver secgao 13).

6.4 Remissdo para outras secgdes
Para eliminagéo de residuos ver secg&o 13.
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7.2

7.3

MANUSEIO E ARMAZENAMENTO

Precaugdes para um manuseamento seguro

Evitar a exposig&o - obter instrugdes especificas antes da utilizagéo.Evitar o contacto com a pele e os olhos.
Evitar a inalagé&o do vapor ou da névoa.

Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignigao - Ndo fumar.Tome medidas para impedir a
formagao de electricidade estatica.

Condigdes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilado. Os contentores abertos
devem ser cuidadosamente fechados de novo e tém que ficar direitos para evitar a dispersao.

Temperatura recomendada de armazenagem -20 °C

Utilizagao(oes) final(is) especifica(s)
Dados n&o disponiveis

8.2

CONTROLE DE EXPOSIGAO E PROTEGAO INDIVIDUAL
Parametros de controlo
Limites de exposi¢do ocupacional

| No.CAS Valor Parametros | Bases
A de controlo

Acetic acid 64-19-7 LT 8 ppm AGENTES QUIMICOS CUJA

20 mg/m3 INSALUBRIDADE E CARACTERIZADA
POR LIMITE DE TOLERANCIA E
INSPECAO NO LOCAL DE TRABALHO

Observagée | Grau de insalubridade: médio
s

Ethanol 64-17-5 LT 780 ppm AGENTES QUIMICOS CUJA

1,480 mg/m3 | INSALUBRIDADE E CARACTERIZADA
POR LIMITE DE TOLERANCIA E
INSPECAO NO LOCAL DE TRABALHO

Grau de insalubridade: minimo

Methylene chloride | 75-09-2 LT 156 ppm AGENTES QUIMICOS CUJA

560 mg/m3 INSALUBRIDADE E CARACTERIZADA
POR LIMITE DE TOLERANCIA E
INSPECAO NO LOCAL DE TRABALHO

Grau de insalubridade: maximo

Limites profissionais biolégicas de exposi¢do

Componente [ No.CAS Parametros | Valor Amostras Bases
: biolégicas

Methylene chloride 75-09-2 Carboxihe |3.5% NF | Sangue NR 7 - Programa de
moglobina controle medico de
saude ocupacional

Observagdes | O indicador biolégico possui significado clinico ou toxicologico
préprio, mas, na pratica, devido a sua curta meia-vida
biolégica, deve ser considerado como EE.

Controlo da exposigdo

Controlos técnicos adequados
Evitar o contacto com a pele, olhos e vestuario. Lavar as méos antes de interrupgdes do trabalho, e
imediatamente a seguir ao manuseamento do produto.
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Protegao individual

Protecgdo ocular/ facial

Mascaras de protecgao e 6culos de seguranga. Use equipamento de proteg&o ocular testado e
aprovado de acordo com as normas governamentais adequadas, tais como NIOSH (US) ou EN 166
(EV).

Protecgdo da pele

Manusear com luvas. As luvas devem ser inspeccionadas antes da utilizagéo. Use uma técnica
adequada para a remogao das luvas (sem tocar a superficie exterior da luva) para evitar o contacto
da pele com o produto. Descarte as luvas contaminadas apés o uso, em conformidade com as leis e
boas préaticas de laboratério . Lavar e secar as maos.

As luvas de protecg&o seleccionadas devem satisfazer as especificagdes da Directiva da UE
89/689/CEE e a norma EN 374 derivada dela.

Protecgéo do corpo

Fato completo de protecgéo para produtos quimicos, Tecido protector anti-estatico retardador de
chama., O tipo de equipamento de protecgao deve ser escolhido de acordo com a concentragéo e a
quantidade da substancia perigosa no local de trabalho.

Protecgéo respiratéria

Nos casos em que a avaliagao de risco mostrar que os respiradores purificadores do ar s&o
apropriados, use um respirador de cobertura facial total com cartuchos de combinagao multi-
objectivos (E.U.A.) ou do tipo ABEK (EN 14387) como apoio a controlos de engenharia. Se o
respirador for o tnico meio de protecg&o, usa um respirador de ar de cobertura facial total. Use
respiradores e componentes testados e aprovados por normas governamentais apropriadas, tais
como as NIOSH (E.U.A.) ou CEN (UE).

PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS
Informagoes sobre propriedades fisicas e quimicas de base

a)
b)
°)
d)
e)

f)

k)
)
m)
n)
0)

Aspeto Forma: liquido

Odor Dados néo disponiveis
Limite de Odor Dados n&o disponiveis
pH Dados néo disponiveis
Ponto de fus&o/ponto Dados n&o disponiveis

de congelamento

Ponto de ebuligao inicial 97 - 99 °C - lit.
e intervalo de ebuligdo

Ponto de fulgor 24°C
Taxa de evaporagéo

Inflamabilidade (sélido, Dados n&o disponiveis
gas)

Limites de
inflamabilidade superior
/ inferior ou
explosividade

Dados nao disponiveis

Dados né&o disponiveis

Presséao de vapor
Densidade de vapor
Densidade relativa
Hidrossolubilidade

Coeficiente de partig&o
n-octanol/agua

Sigma - A5486 Azoxymethane

Dados néo disponiveis
Dados né&o disponiveis
0.991 g/lcm3 a 25 °C

Dados néo disponiveis
Dados néo disponiveis

Pagina5 de 8
Data de revisdo 22.05.2017

122



123

p) Temperatura de auto- Dados nao disponiveis

ignigdo

q) Temperatura de Dados nao disponiveis
decomposi¢do

r) Viscosidade Dados néo disponiveis

10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE

10.1 Reatividade
Dados né&o disponiveis

10.2 Estabilidade quimica
Dados néo disponiveis

10.3 Possibilidade de reagdes perigosas
Dados néo disponiveis

10.4 Condigdes a evitar
Calor, chamas e faiscas.

10.5 Materiais incompativeis
Agentes oxidantes fortes

10.6 Produtos de decomposigdo perigosos
Outros produtos de decomposigéo perigosos - Dados nao disponiveis
Produtos perigosos de decomposigao formados durante os incéndios. - Oxidos de carbono, Oxidos de azoto
(NOx)

11. INFORMAGOES TOXICOLOGICAS
11.1  Informagdes sobre os efeitos toxicolégicos

Toxicidade aguda
Corrosaolirritagdo cutidnea
Dados né&o disponiveis

Lesdes oculares graves/irritagdo ocular
Dados néo disponiveis

Sensibilizagdo respiratéria ou cutidnea
Dados néo disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas
Dados n&o disponiveis

Carcinogenicidade

IARC: Nenhum componente deste produto presente a niveis maiores ou iguais a 0.1% ¢ identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade a reprodugé e lactagdo
Dados néo disponiveis

Toxicidade sistémica para érgéos-alvo especificos - exposigdo tnica
Dados néo disponiveis

Toxicidade sistémica para 6rgaos-alvo especificos - exposigdo repetida
Dados néo disponiveis

Perigo de aspiragdo
Dados né&o disponiveis

Possiveis danos para a saide

Inalacédo Pode ser perigoso se for inalagao. Causa uma irritagao no aparelho
respiratério.
Ingestdo Pode ser mortal se for engolido.
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Pele Pode ser perigoso se for absorto pela pele. Causa uma irritagao da pele.
Olhos Provoca irritagdo ocular grave.

Sinais e sintomas de exposicao

O diclorometano é metabolizado no organismo produzindo monéxido de carbono, que eleva e mantém os
niveis da carboxiemoglobina no sangue, o que reduz a capacidade de condugéo do oxigénio do sangue.,
Actua como simples asfixiante deslocando o ar., efeitos anestésicos, Dificuldades respiratérias, Dor de
cabega, Vertigem, O contacto prolongado ou repetido com a pele pode provocar:, redugéo de gordura,
Dermatites, O contacto com os olhos pode provocar:, Vermelhidao, Visdo desfocada, Provoca lagrimas., Os
efeitos devidos a ingestdo podem incluir:, Desconforto gastrointestinal, Depress&o do sistema nervoso
central, Parestesia., Sonoléncia, Convulsdes, Conjuntivite., Edema pulmonar. Os efeitos podem ser tardios.,
Respirag&o irregular., Doengas do estdémago / intestinais, Nausea, Vomitos, Aumento dos niveis das
enzimas hepaticas., Debilidade, A exposigéo prolongada ou em altos niveis pode resultar na absorgéo de
quantidades nocivas de material., Dor abdominal

Informacéao adicional
RTECS: PA2975000

12.
121

12.2

123

12.4

12.5

12.6

INFORMAGOES ECOLOGICAS

Ecotoxicidade
Dados néo disponiveis

Persisténcia e degradabilidade
Dados néo disponiveis

Potencial biocumulativo
Dados néo disponiveis

Mobilidade no solo
Dados néo disponiveis

Resultados da avaliagdo PBT e mPmB
Dados néo disponiveis

Outros efeitos adversos
Dados né&o disponiveis

13.
1341

CONSIDERAGOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSIGAO
Métodos de tratamento de residuos

Produto

Queimar em um incinerador quimico equipado com pés-combustor e purificador de gases, mas tomar
precaugdes adicionais ao colocar esse material em ignigao, visto que é altamente inflamavel. Deve ser
eliminado como residuo perigoso de acordo com a legislag&o local. O tratamento e a disposicao devem
ser avaliados especificamente para cada produto. Devem ser consultadas legislagdes federais, estaduais
€ municipais. Manter restos de produto em suas embalagens originais e devidamente fechadas. O
descarte deve ser realizado conforme o estabelecido para o produto.

Embalagens contaminadas
Na&o reutilize embalagens vazias. Estas podem conter restos do produto e devem ser mantidas fechadas e
encaminhadas para descarte apropriado conforme estabelecido para o produto.

14.
14.1

14.2

INFORMAGOES SOBRE TRANSPORTE

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

Designacao oficial de transporte da ONU

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

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

ANTT: LIQUIDO INFLAMAVEL, TOXICO, N.E. (Ethanol, Azoxymethane, Methylene chloride)
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14.3 Classes de perigo para efeitos de transporte
ADR/RID: 3 (6.1) DOT (US): 3 (6.1) IMDG: 3 (6.1) IATA: 3 (6.1) ANTT: 3 (6.1)

14.4 Grupo de embalagem
ADR/RID: Il DOT (US): Il IMDG: IlI IATA: 1l ANTT: Il

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

14.6 Precaucdes especiais para o utilizador
Dados nao disponiveis

14.7 Numero De Risco 36

15. REGULAMENTAGOES

15.1 Regulamentagéollegislagéo especifica para a substancia ou mistura em matéria de satde, seguranga
e ambiente
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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 Ceara (UFC)
(Protocol n°® 3925060318).

Three control groups were formed (Groups I-11lI, 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 | and 1V), 2.5% GA
(Groups Il and V) or 5% GA (Groups Il and VI) (Figure 1).
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Experimental design. AOM: azoxymethane; 1st: first week; 2nd: second week.

The AOM (purchased from Sigma-Aldrich Corporation®) and the GA (obtained
from Dinamica Quimica Contemporanea 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 °C 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 uM of 2'7'-dichlorofluorescein
diacetate (H,DCFDA) in the absence of light at 37 °C for 30 minutes. The H,DCFDA 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 (ONOQO"), along with hydrogen peroxide (H,0,) and singlet oxygen (*O,) (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

GIV (n=12) GV (n=11) GVI (n=13)

Colon segment
Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Proximal 3.92 +£6.40 1.64 +3.04 3.62 +8.43
Middle 3.58 +£3.15 155+2.11 1.38+2.33
Distal 5.17 + 3.83 1.82 +2.68 0.38 +0.77°

SD: standard deviation. The letter (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
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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 GIV (n=12) GV (n=11) GVI (n=13)
segment Mean = SD Mean = SD Mean + SD
Proximal 1.67 £ 2.06 0.73+1.56 1.15+2.38

Middle 3.08 +2.27 1.00 + 1.26% 1.00 +1.58"

Distal 3.83+2.44 145+2.11 0.31+0.63°

SD: standard deviation. The letters 2(p=0.0346), °(p=0.0405) and °(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 GV (figure 4).

Figure 4
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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
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compared to GIV in the middle colon (p=0.0346) and in GVVI 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 hOGGL 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 GVI1 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 [3-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 hOGGL1 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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