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RESUMO

O objetivo desta pesquisa consistiu na analise do efeito quimioprotetor do cha verde
sobre modelo experimental de indugéo carcinogénica em ratos pela 4-Nitroquinolina-
N-6xido (4NQO). A amostra do estudo foi composta de 36 ratos wistar divididos em 3
grupos de acordo com a duracdo da inducao pela 4NQO e 4 subgrupos de acordo
com o inicio da aplicacéo topica do cha verde. Foi utilizada 4NQO diluida a 0,05%
em propilenolicol no dorso da lingua dos ratos, com o auxilio de um pincel. O
procedimento foi realizado quatro vezes por semana, e, de acordo com o intervalo
de tempo 5, 6 e 7 meses, foi classificado respectivamente nos subgrupos: A, B e C.
Quanto ao extrato glicélico do cha verde, foi utilizado em uma concentracéo de 5%,
e aplicado na mucosa lingual sob a forma de gel com frequéncia semanal e
intervalos de tempo semelhantes aos da 4NQO. Apds andlise macroscopica,
observou-se que as lesbes leucoplésicas foram mais frequentes em todos os
grupos, seguidas das lesdes pigmentadas, eritematosas e ulceradas. A incidéncia de
alteracbes clinicas aumentou de maneira progressiva e teve relacdo diretamente
proporcional ao aumento tempo de inducéo carcinogénica pela 4NQO, porém sem
diferenca quanto ao tempo de aplicacdo do ch& verde. Do universo de 35 ratos, 18
(51,4%) desenvolveram algum tipo de lesdo. No entanto. 0s grupos que
apresentaram maior numero absoluto e relativo de lesdes, foi o C. ApGs analise
descritiva da avaliagéo clinica neste estudo, foi possivel concluir que a aplicacéo do
extrato glicélico de cha verde néo influenciou na inducdo destas lesdes; a 4NQO
possuiu acao sobre o tecido capaz de ocasionar alteracdes clinicamente detectaveis
e a frequéncia da incidéncia destas foi diretamente relacionada ao aumento do seu

tempo de inducéo.

Palavras-chave: Carmellia sinensis; Cancer Oral; 4-Nitroquinolina-N-6xido (4NQO)
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1 INTRODUCAO

A modernizacdo da condicédo de vida da populacdo mundial, consequéncia do
intenso desenvolvimento tecnoldgico e da industrializagdo, tem como agravante a
maior exposicdo dos individuos aos fatores de risco relacionados a doencas. A
utilizacdo de agrotoxicos, pesticidas e aditivos alimentares, o aumento da poluigdo
ambiental e os habitos tabagistas, sdo exemplos que, associados ao aumento
progressivo da expectativa de vida, contribuem para a mudanca no perfil de
morbimortalidade, provocando um aumento nas doencas cronico-degenerativas,
dentre elas, o cancer (BRASIL, 2014).

As altas taxas de incidéncia e mortalidade sdo responsaveis pela
caracterizacdo do cancer como problema de Saude Publica mundial, sendo esta
patologia responsavel por mais de seis milhdes de Obitos por ano, tanto em paises
desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. Estes indices ocorrem
devido a habitos como etilismo e tabagismo, além da exposicdo ao Papilomavirus
Humano (HPV) e a radiacdo solar. A regido de cabeca e pescoco € o local mais
frequentemente acometido, correspondendo a mais de 10% da totalidade de
neoplasias malignas no mundo. Os tumores malignos, nesta area, podem apresentar
crescimento exagerado e provocar disfungcdes na respiracdo, fonacéo e alimentacéo
do paciente, além de comprometimento estético, resultando em sequelas
psicossociais para estes (ZANDONAL et al.,2010; BRASIL, 2012; FERREIRA et al.,
2012).

Em relagdo ao cancer de boca, no Brasil, em 2012 foram notificados 14.170
casos, sendo 9.990 homens e 4.180 mulheres. Estima-se que, na regidao Nordeste,
este tipo de cancer atinja o 5° lugar nos indices de mortalidade nas préximas
décadas. Além disso, o cancer oral € mais prevalente em uma faixa etaria
relativamente jovem, entre 40 e 60 anos de vida, elucidando a importancia do estudo
desta patologia enquanto problema a ser solucionado (BORGES, 2009; INCA, 2013;
SILVA et al, 2013)

Com o objetivo de entender melhor a carcinogénese e sua associacdo com
fatores externos, varios estudos utilizando modelos in vitro de indugcao carcinogénica
estdo sendo realizados. Este processo consiste na utilizagdo de compostos quimicos
sobre tecido animal ou cultura de células humanas, a fim de produzir alteracbes

celulares de origem neoplasica, desde hiperceratoses e displasias, até carcinomas
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invasivos. Atualmente, as substancias mais utilizadas para inducdo do cancer oral
sdo o 7,12 dimetilbenzoantraceno (DBMA) e o 4-nitroquinoline-1- 6xido (4NQO).
Varios estudos elucidaram vantagens do 4NQO em relacdo ao DBMA,
especialmente na capacidade de resultar em les6es neoplasicas verdadeiras e ndo
em processos inflamatérios (MONGUETTI et al., 2006; FARIA, 2006; HENRIQUES
etal., 2011).

O indice de mortalidade pelo cancer de boca corresponde a menos de 30%
dos casos novos, o que significa um progndéstico razoavel. A sobrevida média, a qual
possui estimativa mundial de cinco anos, representa aproximadamente 46% dos
individuos que possuem esta patologia. Tais dados reforcam a necessidade de
desenvolvimento de acGes de prevencédo do cancer oral e capacitacao dos cirurgides
dentista quanto ao diagndstico precoce, visando um prognéstico mais favoravel para
os pacientes ( FOSP, 2008; INCA, 2013; BULGARELI et al., 2013)

A Carmelia Sinensis (cha verde) € constituida por substancias que
apresentam funcbes anticarcinogénicas e antineoplasicas. Os mecanismos
complexos de interacdo entre os componentes do cha e das células resultam em
protecdo frente a liberacdo de radicais livres prejudiciais ao &cido
desoxirribonucleico (DNA) celular. Além disto, quando ocorre falha nesta protecéo
resultando em mutacdo genética, o cha verde atua na inducdo da apoptose celular,
evitando o crescimento tumoral (SCHMITZ et al., 2005).

Com base nas informacdes apresentadas, esta pesquisa tem como objetivo a
analise morfoldgica do efeito quimioprotetor da Carmelia Sinensis (Cha Verde) sobre

modelo de induc&o carcinogénica pelo Oxido de Nitroquinolina
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER ORAL

O cancer é responsavel por 11,4% das mortes registradas no Brasil, o que o
torna um problema de saulde publica nacional. Tumores da cavidade oral
representam 4% das doencas neoplasicas, ocupando o 8° lugar entre os canceres
nos homens e o 11° em mulheres. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a
estimativa para taxa de incidéncia do cancer oral no Brasil no ano de 2014 é de
11,54 novos casos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres. O
carcinoma de células escamosas (CCE) representa de 90% a 95% dos casos de
cancer oral registrados, sendo a neoplasia de cabeca e pesco¢co mais comum. Este
tipo de cancer acomete mais a lingua e assoalho oral e esté fortemente relacionado
ao tabagismo (SPARA, SPARA, COSTA, 2005; OLIVEIRA et al. 2008; WUNSCH et
al., 2010; BRASIL, 2014).

Em geral, as lesbes sao detectadas apresentando aproximadamente 2,0 cm
de diametro e sdo caracterizadas por ulceracdes endurecidas, de aspecto invasivo,
sem sintomatologia dolorosa, de crescimento lento e progressivo. A intervencéo
cirdrgica associada a radioterapia é o tratamento mais eficaz para as neoplasias
malignas localizadas na regido de cabeca e pescoco, podendo ou nao ser associada
a quimioterapia ou imunoterapia como medidas complementares (ANGELIS et al
,2000; OLIVEIRA et al, 2005; BRASIL, 2012; HUANG; O’SULLIVAN, 2013).

O diagnéstico tardio do cancer oral esta associado a auséncia de sintomas, a
falta de informacé&o da populacédo e a frequente confusédo de profissionais de saude
ndo especialistas, em diagnosticar lesbes neoplasicas malignas como lesées de
origem inflamatoria. Geralmente, lesdes diagnosticadas tardiamente possuem maior
crescimento, acarretando comprometimento da estética e das funcdes vitais, como
alimentacéo, fonacéo e respiracdo. Desta forma, as consequéncias do tratamento
mutilador pode ter influéncia direta na auto percepcéo do individuo quanto ao seu
papel social e resultar em graves sequelas psicossociais, como ansiedade e
depressdo (OLIVEIRA et al, 2005; BRASIL, 2012; SILVA et al, 2014; COSTA;
CHAVES, 2014)

A conscientizacdo quanto a exposicao aos fatores de risco e a elaboracéo de
politicas que visem o diagnostico precoce da doenca sdo medidas praticas que

favorecem a prevencdo ou a um melhor prognéstico do cancer oral. No Brasil, os
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programas preventivos visam a capacitacdo da populacao pelos cirurgides dentistas
para realizacdo do autoexame da boca, objetivando identificacdo de lesdes iniciais,
além de campanhas antitabagismo e antielitismo, fatores amplamente associados a
etiologia deste tipo de neoplasia (ANTUNES et al., 2007; WUNSCH et al., 2010;
FRANCA et al, 2010).

2.1 INDUCAO CARCINOGENICA

Os mecanismos envolvidos na etiologia do cancer ainda nado séao
completamente conhecidos. Devido a isto, varios estudos estdo sendo realizados
visando a obtencdo de modelos de carcinogénese in vivo, de forma a permitir melhor
andlise da cronologia, caracteristicas moleculares e aspectos genéticos envolvidos
neste processo (TANG et al.,, 2004; FARIAS, 2006; HENRIQUES et al., 2011,
MARTINEZ, 2012; LI et al, 2013).

Na cavidade oral, a inducdo carcinogénica foi relatada pela primeira vez por
Salley (1954). Este processo envolve trés etapas: iniciagdo, promogao e progressao.
A primeira resulta da resposta celular a exposicdo ao carcin6geno, em que 0S
agentes iniciadores irdo agir no DNA celular, resultando em mutacfes genéticas
irreversiveis. Na segunda etapa, ocorre a atuacdo dos promotores sobre o
crescimento tumoral, por meio da estimulacdo das células modificadas pelos
agentes iniciadores. Por fim, ha persisténcia da proliferacdo celular,
desregulamentacdo do crescimento, podendo ainda resultar em crescimento
auténomo (MARTINEZ, 2012).

As substancias mais utilizadas para inducdo do cancer oral é o 7,12
dimetilbenzoantraceno (DBMA) e o 4-nitroquinoline-1- 6xido (4NQO). Alteracdes
neoplasicas aparecem simultaneamente a necrose tecidual quando o DBMA é
aplicado, dificultando a distincdo das alteracdes epiteliais. Em contrapartida, a
aplicacao de 4NQO, além de nao resultar em necrose, produz alteracdo neoplasica
com diferenciacéo celular semelhante a observada nos humanos (TANG et al., 2004;
MONGUETTI et al., 2006; FARIA, 2006; HENRIQUES et al., 2011).

A carcinogénse induzida pela 4NQO é produzida sequencialmente, incluindo
fases de hiperceratose, hiperplasia, displasia em diversos graus, carcinoma in situ e
CCE. Isto ocorre devido as reacdes da substancia com os tecidos, resultando em

estresse oxidativo, liberando peréxidos e superéxidos que atuam no DNA, causando



16

alteracdes irreversiveis (KANOJIA, VAIDYA, 2006; HENRIQUES et al., 2011; LI et
al, 2013).

O processo da carcinogénese € melhor estudado em ratos e camundongos,
devido a semelhanca da mucosa oral destes animais a mucosa oral humana,
especialmente no palato e na lingua. Nos ratos, as lesdes malignas sé&o
acompanhadas por infiltrado inflamatério, que pode contribuir para o
desenvolvimento das neoplasias, e concomitantemente para o efeito antagonico de
protecdo para malignidade. Sendo, portanto, os carcinomas induzidos em ratos,
lesbes malignas com menos potencial invasivo e melhor diferenciacéo
(MACDONALD, 1981; NAUTA et al., 1996; SILVEIRA et al., 2010).

Li et al(2013) realizaram um estudo em ratos BALB/c, utilizando 4NQO como
indutor carcinogénico, com o objetivo de desenvolver CCE e analisar fator de tempo
associado a metastases linfonodais nas lesfes induzidas. Os ratos foram expostos
ao oOxido de nitroquinolina diluido em &gua durante 20 semanas, depois
acompanhados para observacéo da progressao das lesdes. A partir da 262 semana,
foram realizados acessos aos linfonodos metastaticos regionais. A incidéncia de
carcinoma epidermoide na cavidade oral foi de 68,8% entre a 252 e a 322 semana e
de 100% entre a 332 e 402 semana. Quanto a presenca de metéstase regional
nestes mesmos intervalos, as taxas de incidéncia foram 12,5% e 100%,
respectivamente. Através deste estudo, foi possivel concluir que a 4NQO é um
agente carcinogénico capaz de simular o desenvolvimento de CCE.

Em 2011, Henriques et al. realizaram um estudo experimental com ratos
wistar, por meio do qual concluiram que o 4NQO possui acdo carcinogénica capaz
de simular sequencialmente o processo que envolve a carcinogénese oral. Este
efeito foi associado ao tempo de exposicdo dos tecidos orais ao agente, como
demonstrado no estudo de Li et al. (2013). Os ratos, que possuiram maior tempo de
exposicao, apresentaram alteracdes clinicas mais significativas que os demais ratos.
Desta forma, os resultados permitiram afirmar que os modelos experimentais de
inducéo do cancer oral em ratos por 4 NQO séao eficazes na simulacédo dos estagios
iniciais da carcinogénese, sendo de grande relevancia para facilitar os estudos

desenvolvidos nesta area.
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2.3 CHA VERDE (Carmellia sinensis (L.) Kuntze)

A prevencdo do cancer pode resultar em uma diminuicdo do alto indice de
mortalidade e morbidade, além da reducdo dos custos hospitalares e da utilizagdo
de alternativas menos agressivas para o tratamento desta patologia. Com base
nisto, inimeros estudos estdo sendo realizados com o objetivo de identificar
potencial anticarcinogénico e antineoplasico em algumas substéancias,
principalmente de origem natural, que possam auxiliar no tratamento da doenca,
bem como na reducdo dos efeitos colaterais causados por esta (TSAO et al., 2009;
LEE, CHOI, 2011; PINHEIRO et al., 2010; SANTOS et al., 2011)

A Carmellia sinensis (L.) Kuntze € uma planta perene do tipo arbustiva, possui
origem asiética e € cultivada em mais de 30 paises em todo o mundo h& mais de 50
anos. No Brasil, seu cultivo ocorre principalmente na regido do Vale do Ribeira no
estado de Sdo Paulo, onde é utilizado para fazer cha preto. A constituicdo
fotoquimica de suas folhas é diretamente influenciada por fatores como: clima,
estacdo do ano, praticas de cultivo, espécie e idade da planta. Popularmente, é mais
pela producé@o de ché verde, possui destaque devido ao seu potencial, confirmado
por alguns estudos, como quimioprotetor, dificultando a indu¢éo carcinogénica. Mais
recentemente, o efeito modulador desta planta também estd sendo avaliado com
resultados positivos, este mecanismo consiste na apoptose das células neoplasicas
e na prevencao de mutacdes no DNA celular. (SCHIMITZ et al., 2005; TSAO et al.,
2009; LEE, CHOI, 2011; SILVA et al, 2013).

A associacdo do cha verde com a prevencado do cancer é referida devido a
sua constituicdo, que possui como base os flavonoides e as catequinas. Estes
primeiros apresentam propriedades medicinais importantes, como agao antioxidante,
antiinflamatéria, antialérgica e anticarcinogénica. Por sua vez, as catequinas estao
subdivididas em epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC) e galato-3-
epigalocatequina (EGCG), as quais correspondem, aproximadamente, 26,7% dos
compostos presentes neste cha. Dentre estas, a EGCG e ECG apresentam maior
eficiéncia no potencial quimioprotetor e antioxidante. A EGCG, além de possuir as
mesmas funcdes dos flavonoides, apresentam ainda efeito antineoplasico e
antiangiogénico, induzindo apoptose das células cancerigenas, inibindo as
metaloproteinases envolvidas na invasdo do tumor e metastases, ativando 0s

inibidores especificos do ciclo celular e a ainda inibindo a transcricdo do DNA com
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mutacdes (RICE-EVANS et al.,1996; SCHMITZ et al., 2005; KUZUHARA et al., 2006;
LEE, CHOI, 2011).

Em um estudo clinico randomizado, Tsao et al., 2009 acompanharam grupos
de pacientes que apresentavam lesdes pré-malignas, os quais receberam durante
12 semanas, trés doses diarias de placebo ou de cha verde em diferentes
concentracdes. Os resultados demonstraram que 28,5% dos usuarios de cha verde
ndo apresentaram evolugcdo das lesGes, sendo superior a taxa de resposta clinica do
grupo placebo, em que 18,2% néao evoluiu. Além disso, os autores puderam concluir
gue o cha verde possui efeito dose-dependente, tendo em vista que 0s pacientes
submetidos a maiores concentracdes do cha, obtiveram melhor resposta clinica do

gue os submetidos a menores concentragées.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito quimioprotetor do cha verde sobre modelo experimental de
inducdo carcinogénica em ratos pela 4-Nitroquinolina-N-6xido (4NQO) durante

intervalos de tempo variaveis

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar clinicamente as alteracdes produzidas pela 4NQO nos intervalos de 5,6 e 7
meses;

Avaliar os resultados obtidos quando ha aplicacdo tépica de cha verde prévio a
inducéo carcinogénica,

Avaliar os resultados obtidos, quando ha aplicacao simultdnea do ch& verde e do
indutor carcinogénico;

Analisar os efeitos do ch& verde sobre as alteracdes clinicamente detectaveis.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental in vivo, analitico-quantitativo, por meio
da avaliacdo clinica da inducdo carcinogénica pela 4NQO em ratos, e sua
associacdo com a aplicacdo do extrato glicolico de Carmellia sinensis (L.) Kuntze

(cha verde).

4.2 POSICIONAMENTO ETICO DA PESQUISA

O presente estudo foi encaminhado ao Comité de Etica e Experimentacio em
Animais da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM), em Campina Grande, e
aprovado em 26 de dezembro de 2012, registrado no protocolo: 0025/26122012
(Anexo 1).

4.3 POPULACAO DO ESTUDO E AMOSTRA

A amostra consistiu de um total de 36 ratos Wistar reproduzidos em
condicOes de temperatura e alimentacao ideais no biotério da Universidade Federal
de Campina Grande (UFCG) para finalidade de experimentagéo cientifica. Os ratos
foram alocados em quatro grupos simétricos, de acordo com o periodo de aplicacédo
do cha verde, como exposto no Quadro 1. Cada grupo foi ainda subdividido em trés
subgrupos de trés ratos (A, B e C), de acordo com o tempo de inducao
carcinogénica pela 4NQO(Quadro 2)., o qual foi modificado do estudo de Henriques
et al, 2011 com o objetivo de simular estagios mais avancados da carcinogénese. E
relevante salientar que a amostra final foi composta de 35 ratos, tendo em vista que
um rato do grupo B2 foi a 6bito antes que o tempo de inducao fosse completado.

Quadro 1: Divisdo dos grupos de acordo com a aplicacdo do chéa verde.

Grupo 1 N&o houve aplicacdo do chéd verde, apenas inducao
(Controle) carcinogénica

Aplicacdo do cha verde realizada 15 dias antes da indugéo
Grupo 2 carcinogénica

Aplicacéo do cha verde simultanea a inducéo carcinogénica
Grupo 3
Aplicacdo do cha verde apenas apds o0 aparecimento de
Grupo 4 lesbes clinicas no grupo



21

Quadro 2: Subdivisdo dos grupos de acordo com a duracdo da indugao
carcinogénica pela 4NQO.

Subgrupo A Inducao realizada por 5 meses
Subgrupo B Inducao realizada por 6 meses
Subgrupo C Inducao realizada por 7 meses

4.4 PADRONIZACAO DO CHA VERDE E DO OXIDO DE NITROQUINOLINA

O cha verde foi obtido em farmacia de manipulacdo através da diluicdo do
aristoflex avc e acido poliacrilico na agua purificada sob alta agitacdo, com posterior
adicao de metilparabeno em glicerina e incorporacdo do extrato glicolico de cha

verde. A composigdo discriminada do gel utilizado encontra-se no Quadro 3.

Quadro 3. Composicéo do gel a base de extrato glicolico de cha verde.

COMPONENTE CONCENTRACAO FUNCAO
Acido Poliacrilico 5% Polimero formador de gel e
adesividade
Aristoflex Avc 3% Polimero formador de gel
Glicerina 50% Solubilizante
Metil Parabeno 0,1% Conservante
Extrato Cha Verde 5% Principio ativo
Trietanolamina QS Alcalinizante ph=5
Agua Purificada 100% Veiculo

A nitroquinolina foi pesada e triturada pra que houvesse posterior diluicdo em

propilenoglicol, a fim de obter uma concentragdo de 0,05%. Por fim, a solugédo foi
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homogeneizada e acondicionada em recipiente de vidro devidamente rotulado. A
composicdo detalhada do 6xido de nitroguinolina encontrasse em evidéncia no
Quadro 4.

Quadro 4. Composi¢éo do 6xido de nitroquinolina.

COMPONENTE CONCENTRACAO FUNCAO
NITROQUINOLINA 0,05% PRINCIPIO ATIVO
PROPILENOGLICOL QS SOLUBILIZANTE/VEICULO

4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O extrato glicdlico do cha verde foi utilizado em uma concentracéo de 5% e,
aplicado na mucosa lingual sob a forma de gel, para que houvesse maior tempo de
contato. O inicio da aplicagdo do cha verde variou de acordo com 0S grupos
apresentados na Tabela 1, sendo a frequéncia de aplicacdo de quatro vezes na
semana. A inducdo carcinogénica teve metodologia adaptada do estudo realizado
por Henriques et al. (2011). A 4NQO diluida a 0,05% em propilenoglicol foi aplicada
no dorso da lingua dos ratos, com o auxilio de um pincel. Este procedimento
também foi realizado quatro vezes por semana durante intervalos de tempo
variantes de acordo com os subgrupos (A, B ou C), aos quais os 36 ratos pertenciam
(Tabela 2). Apés a aplicacéo, os ratos eram privados de agua por cinco horas para
melhor difusdo do agente carcindbgeno pela mucosa oral.

Para eutanasia dos ratos, foi utilizada uma superdosagem de anestésico
neuriléptico (5 ml de Acepran 0,2%). As bidpsias foram realizadas da exérese
completa das linguas, as quais foram submetidas ao exame macroscopico
minucioso para identificacdo de les@es clinicas. Posteriormente, foram armazenadas
em formol a 10% até que houvesse o0 processamento para confec¢ao das laminas. A
inclusdo em parafina e posterior microtomia, seguiram 0s protocolos preconizados
pelo laboratdrio de patologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Por fim,
realizou-se a coloracdo das laminas histopatolégicas utilizando hematoxilina e

eosina, de acordo com 0 mesmo protocolo supracitado.
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4.6 ANALISE DOS DADOS

Até o momento da apresentacéo deste trabalho, a analise histopatolégica ndo
pode ser concluida. Os dados apresentados e discutidos foram baseados na analise
macroscopica que ocorreu apés as biopsias. A andlise dos dados fundamentou-se

apenas em estatistica descritiva da frequéncia de lesfes clinicas detectadas.
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5 RESULTADOS

O grupo A, o qual foi submetido a inducdo durante 5 meses, apresentou
clinicamente maior frequéncia de lesées maculosas leucoplasicas. O maior numero
de alteracdes clinicamente detectaveis foi encontrado no grupo A2 em que dois de
trés ratos apresentavam lesdes em lingua. O menor namero foi representado pelo

grupo A3, em que nenhum rato apresentou alteracdes (Tabelal).

Tabela 3. Distribuicdo absoluta e relativa das lesdes clinicas nos casos com 5
meses de induc&o carcinogénica (Grupo A).

Tipo de Lesao Clinica Detectada

Grupo Se(r:T;,L_esao Leucoplasica Pigmentada Ulcerada Eritematosa
inica
n (%) n (%) n(%) n(%) n(%)
Al 2 (66,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(33,3) 0 (0,0)
A2 1(33,3) 1(333) 1(333) 0(0,0) 0 (0,0)
A3 3 (10,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
A4 2 (66,7) 1(33,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Total 8 (66,7) 2 (16,6) 1(8,3) 1(8,3) 0 (0,0)

Com relacdo ao grupo em que a inducdo carcinogénica ocorreu durante 6
meses, grupo B, as lesdes mais observadas consistiram em maculas leucoplasicas
ou pigmentadas. No subgrupo de maior frequéncia de alteragdes, B4, observaram-
se alteracdes clinicas em dois ratos, e no de menor frequéncia, o B2, ndo foram
encontradas alterac@es visiveis, como demonstrado na Tabela 2.

No grupo C, que teve tempo de inducéo pela 4NQO de 7 meses, as lesdes
maculosas leucoplasicas foram mais frequentes e o nimero de ratos que nao
apresentou alteragdes clinicas foi bastante reduzido em relacdo aos outros grupos.

A frequéncia de incidéncia de lesdes detectadas encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 4. Distribuicdo absoluta e relativa das lesdes clinicas nos casos com 6
meses de indugé&o carcinogénica (Grupo B).
Tipo de Lesao Clinca Detectada

Sem Lesé&o A . :
Grupo Leucoplasica Pigmentada Ulcerada Eritematosa

Clinica
(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

B1 2 (66,7) 1(33,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
B2 1 (50,0) 0(0,0) 1(50,0) 0(0,0) 0(0,0)

B3 2 (66,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(33,3)
B4 1(33,3) 1(33,3) 1(33,3) 0(0,0) 0(0,0)
Total 6 (54,5) 2 (18,2) 2 (18,2) 0(0,0) 1(9,1)

Tabela 3. Distribuicdo absoluta e relativa das lesdes clinicas nos casos com 7
meses de inducao carcinogénica (Grupo C)

Tipo de Lesao Clinca Detectada

Grupo Sem Leséao

Clini Leucoplasica Pigmentada Ulcerada Eritematosa
inica

n(%) n(%) n (%) n(%o) n (%)
C1 1(33,3) 2 (66,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
C2 0 (0,0) 2 (66,7) 1(33,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
C3 1(33,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (66,7)
C4 1(33,3) 0 (0,0) 1 (33,3) 1(33,3) 0 (0,0)

Total 3 (25,0) 4 (33,3) 2 (16,7) 1(8,3) 2(16,7)
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De forma geral, as lesdes leucoplasicas (Figura 2) foram mais frequentes em
todos os grupos, seguidas das lesbes pigmentadas (Figura 3), eritematosas e
ulceradas (Figura 4). A incidéncia de alteracBes clinicas aumentou de maneira
progressiva e teve relacdo diretamente proporcional ao aumento tempo de inducao
carcinogénica através da 4NQO. Desta forma, os grupos que apresentam maior
ndmero absoluto e relativo de lesdes, em ordem decrescente, foram C, B e A
(Tabela 4), sendo que do universo de 35 ratos, 18 (51,4%), apresentaram algum tipo

de lesdo durante a realizacdo da analise macroscopica.
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Figura 2: Lingua sem presenca de alterages clinicas Figura 2: Méacula leucoplasica associada a eroséo na regiao
anterior da lingua

Figura 3: macula pigmentada em regido anterolateral Figura 4: Ulcera na regido lateral da lingua
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Tabela 4. Distribuicdo absoluta e relativa das lesdes clinicas em todos 0s grupos.

Frequéncia das lesdes clinicas

Grupo | eycoplasica Pigmentada Ulcerada Eritematosa Total
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
A 2 (16,6) 1(8,3) 1(8,3) 0 (0,0) 4(33,3)
B 2 (18,2) 2 (18,2) 0 (0,0) 1(9,1) 5 (45,4)
C 4 (33,3) 2 (16,7) 1(8,3) 2(16,7) 9 (75,0)
Total 8(22,8) 5 (14,3) 2 (4,7) 3 (8,6) 18 (51,4)

Com relacéo ao efeito do cha verde como preventivo a inducdo do cancer
oral, ndo houve diferenga na ocorréncia de lesdes clinicas nos ratos que receberam
0 extrato glicolico do cha em comparagdo aos que ndo receberam este extrato
(Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo absoluta e relativa das lesGes clinicas de acordo com a

aplicacdo de cha verde.

Frequéncia das lesdes clinicas

Subgrupos Leucoplasica

Pigmentada  Ulcerada  Eritematosa  Total

n(*) n(%) n(%) (%) n(%)
1 3(33,3) 0 (0,0) 1(11,1) 0 (0,0) 4(44,4)
2 3 (37,5) 3 (37,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (75%)
3 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (33,3) 3(33,3)

4 2 (25,0) 2 (25,0) 1(11,1) 0 (0,0) 5 (55,5)
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6 DISCUSSAO

Experimentos envolvendo animais contribuem para desenvolvimento dos
conhecimentos acerca da prevencdo e do tratamento de doencas, além de auxiliar
na identificagdo de marcadores de diagndstico precoce e permitir uma melhor
compreensao da biologia e da genética in vivo de iniciagdo, promocao, progressao e
metastase na carcinogénese (MARTINEZ, 2012).

Os hidrocabornetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo as substancias mais
estudadas na indugdo carcinogénica em modelos experimentais, dentre estes,
destacam-se 0 DBMA e a 4NQO. Um estudo realizado por Dias et al. (1999)
elucidou em seus resultados que a administracdo de DBMA por via oral possui maior
inducéo nas glandulas mamarias. Outro estudo experimental, realizado por Vered et
al. (2003), concluiu que a utilizagcdo da 4NQO por via oral apresenta maior indugéo
na mucosa da lingua e glandulas salivares menores sublinguais, fato que justifica a
escolha do carcindgeno e da via de administracdo neste estudo.

Por meio de um estudo experimental, Ribeiro, Salvadori (2007) concluiram
gue o 4NQO é capaz de induzir os estagios sequenciais da carcinogénese, sendo
estes: hiperplasia, displasias leves e moderadas, displasia severa, carcinoma in situ
e CCE. Resultado que corrobora com o estudo desenvolvido por Minnicuci et al.
(2011).

No presente estudo, a analise macroscépica das linguas apdés a bidpsias
apontou que a maioria das lesBes induzidas pelo 6xido de nitroquinolina séo
leucoplasicas (22,8%), resultado que esta de acordo com os encontrados por Tang
et al. (2004) e Henriques et al. (2011).

O aumento da frequéncia das lesfes clinicas diretamente proporcional ao
aumento do tempo de induc&o carcinogénica encontrado neste estudo, em que 0s
grupos induzido por 5 6 e 7 meses, possuiram incidéncia de alteracdes
macroscopicas correspondentes a 33,3%, 45,4% e 75%, reafirma os resultados
encontrados por Li et al. (2013).

Whitfield et al. (2006) e Tsantoulis (2007) ponderaram que 0 tempo
necessario para indugdo de lesBes teciduais clinicamente detectaveis é de
aproximadamente 5 a 7 meses, 0 que esta de acordo com os dados encontrados
neste estudo, em que as alteracdes teciduais puderam ser observadas desde os 5

meses de indugé&o carcinogénica.
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Segundo Katiyar et al. (2001), a catequina ECGC, presente na composi¢éo do
chéa verde, mostrou-se a maior responsavel pelo efeito quimioprotetor deste. Em seu
estudo, concluiram que a aplicacdo desta proteina sobre a pele de ratos previne a
formacéao de lesdes malignas induzidas pelos raios UVB.

Em um estudo de coorte que durou 13 anos, Nakachi, Eguchi e Imai (2003)
analisaram o efeito do cha verde em pessoas de idade inferior a 79 anos e
concluiram que os individuos que tomavam altas doses do cha diariamente
possuiram menor risco de morte por cancer e por doencas relacionadas ao
envelhecimento.

O oxido de nitroquinolina possui atividade carcinogénica, pois liberam radicais
livres que causam danos as células expostas. Porém, segundo Schimtz et al.(2005),
as catequinas contidas no cha verde possuem um mecanismo de transferéncia de
elétrons delas préprias para as espécies reativas de oxigénio, estabilizando estes
compostos e evitando o dano celular.

Em 2008, Araujo estudou a atividade mutagénica da doxorrubicina e concluiu
gue o cha verde além de possuir atividade de protecao contra as mutacdes génicas,
possui ainda atividade de recombinacdo génica, diminuindo a formacdo de células
tumorais.

Em contrapartida aos resultados positivos encontrados na literatura, 0s
resultados obtidos durante o exame macroscopico neste estudo, ndo demonstraram
diferenca na incidéncia de lesdes nos ratos que receberam o extrato glicélico do cha
verde, corroborando com o estudo desenvolvido por Schimitz et al (2011), o qual
analisou o efeito do ch& verde frente a um agente hepatéxico Dietrilnitrozamina e
nao encontrou associacao relevante na prevencdo do dano celular frente a este
agente.

Todavia, para que se possa analisar de forma acurada o efeito preventivo e,
principalmente, o efeito modulador deste cha, torna-se necesséaria a andlise e
interpretacdo dos dados a serem alcancados através dos resultados

histopatoldgicos.
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7 CONCLUSOES

Apés andlise descritiva da avaliacao clinica neste estudo, foi possivel concluir
gque o 4NQO possuiu agao sobre o tecido capaz de ocasionar alteracbes
clinicamente detectaveis e, que a frequéncia da incidéncia destas foi diretamente
relacionada ao aumento do seu tempo de inducédo. Além disso, a aplicacdo do
extrato glicolico de ch& verde néo influenciou na indugéo destas lesdes. Porém, é de
extrema relevancia a obtencéo dos resultados histopatoldgicos para que se associe,

ou ndo, o cha verde a prevencgédo e modulacdo do cancer oral induzido em ratos.
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CENTRO DE ENSINO SUPERIOR E DESENVOLVIMENTO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DE CAMPINA GRANDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/CESED

PARECER
CEUA:n"11
NUMERO DO PROJETO: 002526122012
APROVADO EM 26/12/2012

1. Pesquisador Responsdvel:
Delinrm Quovogn de Casro Gomes

. Titube do Projeto:
Aniilise do efesto quimsoprotetor ¢ modulador da Carmellin Smensis (L )Kuntre(Cha Verde) sobre o
wincer oml nduxido em matos.

L Objetive:

Analisr o sfeiso ds Carmelles Stnensis{L Kootz chd verde) na preven@io ¢ 50 trasxmaonto de lesdes
makignss orsss induzsdas om natos atravis dn 4-nitroquinedine- 1 -éxido(4NQO)

4 Cosideragies;

O projeso spresenindo esta bem doscrimimado o cocrente com as normas de wiilzagio do nmimais,
Cumprindo os requisitos da La 11.794 de 08 de oursbro de 2008, ¢ a8 demais normas splicaveis & utilisgio
de anismds purs 0 ensino ¢ pasguisn, especialmente as resoluphes do Comselho Naciona! de Commrole de
Experimentagio Animul - CONCEA, O protocolo de pesquisa esth devidsmente preenchido, com todos os
itens solicitados entregue o CEUACESED.

S Parecer Final:
APROVADO




