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Effect of green propolis on oral epithelial dysplasia in rats

Efeito da propolis verde sobre displasias epiteliais orais em ratos

Danielle Rodrigues Ribeiro Cavalcante’, Paula Santos de Oliveira?, Sandro Mota G6is?, Andréa Ferreira
Soares*, Juliana Cordeiro Cardoso’, Francine Ferreira Padilha®, Ricardo Luiz Cavalcanti de Albuquerque
Janior’

Keywords: Abstract
9,10-Dimetil-1,2-

benzanthracene, S ) . . . .
tudies have demonstrated that flavonoid compounds of green propolis have antitumoral activity.

Study Design: Experimental study. Aims: To evaluate the effect of a hydroalcoholic extract of green
propolis (EPV) on chemically induced epithelial dysplasias in rat tongues. Methods and Materials:
DMBA was brushed on the lingual dorsum of rats 3x/week on alternate days - 100 (PROP1), 200
(PROP2) and 300 mg/kg (PROP3) EPV was administered orally for 20 weeks. EPV or DMBA were
replaced by their vehicles and applied as positive (TUM1 and TUM2) and negative controls (CTR1
and CTR2), respectively. The lingual epithelium was histologically analyzed and graded according a
binary system and the WHO classification; the data were compared using ANOVA (*p<0.05). Results:
The EPV yield was 41% and the flavonoid yield was 0.95+0.44%. According to the Binary System,
TUMI1, TUM2 and PROP1 were considered high risk lesions, with significantly higher morphological
alteration rates compared to the other groups (p<0.05), which were considered low risk lesions.
Based on the WHO classification, moderate dysplasia was TUM1 and TUM2, mild dysplasia was
PROP1, PROP2 and PROP3, and non-dysplastic epithelium was CTR1 and CTR2. Conclusion: EPV
seems to play an important protective role against chemically-induced lingual carcinogenesis in rats.
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neoplasias bucais, studos tém demonstrado que componentes hidrossoltveis da prépolis verde, flavonéides, apre-

prépole. sentam atividade antitumoral. Forma de Estudo: Estudo experimental. Objetivo: Avaliar o efeito
do extrato hidroalcodlico de prépolis verde (EPV) sobre displasias epiteliais linguais quimicamente
induzidas em ratos. Materiais € Métodos: Neste estudo, foi pincelado DMBA (9,10-dimetil-1,2-
benzatraceno) no dorso lingual de ratos 3x/semana, em dias alternados, administrado 100 (PROP1),
200 (PROP2) e 300 mg/kg (PROP3) de EPV (v.0.), durante 20 semanas. A substituicio do EPV ou
DMBA pelos seus veiculos foi usada nos controles positivos (TUM1 e TUM?2), negativos (CTR1 e
CTR2), respectivamente. O epitélio lingual foi analisado histologicamente, graduado pelo Sistema
Binario e classificacio OMS, e os dados comparados por andlise de variancia (ANOVA) (p<0,05).
Resultados: O rendimento do EPV foi 41,43% e o teor de flavondides 0,95+0,44%. Segundo o Sis-
tema Bindrio, TUM1, TUM2 e PROP1 foram considerados lesdes de alto risco, apresentando indices
de alteracoes morfologicas significativamente mais elevados (p<0,05), e os demais de baixo risco.
Segundo a classificacio OMS, observou-se displasia moderada em TUM e TUM2, leve em PROP1,
PROP2 e PROP3, e ausente em CTR1 e CTR2. Conclusdo: Sugere-se que o EPV possa desempenhar
um papel protetor importante durante a carcinogénese lingual quimicamente induzida em ratos.
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INTRODUCAO

MATERIAL E METODO

O cancer oral representa um problema de saide
publica no Brasil. O INCA! (Instituto Nacional do Cancer)
estimava, para 2010, 10.330 novos casos em homens e
3.790 novos casos em mulheres, por 100.000 habitantes.
Sua incidéncia é maior em individuos do sexo masculino,
da raca branca, na faixa etaria acima dos 40 anos e que tém
o habito de fumar e/ou ingerir bebidas alcodlicas. Clinica-
mente, o Carcinoma Epidermdide Oral (CEO) é precedido
por lesdes pré-malignas denominadas de Leucoplasia Oral
23, Estas lesoes pré-malignas podem apresentar diversi-
dade de caracteristicas histologicas como: hiperceratose,
acantose, atrofia do epitélio, diferentes graus de displasia
e infiltrado inflamatério cronico no tecido conjuntivo
subjacente’®. A displasia epitelial € caracterizada por modi-
ficacoes dos processos de renovacao e maturagao epitelial,
resultando em alteracdes arquiteturais e citologicas>?.

O tratamento para esse tipo de enfermidade é
muito variavel e estd intimamente relacionado ao estagio
da doenca e a origem do tumor, podendo compreender
a excisao cirtrgica e a radioterapia, combinado ou ndo a
quimioterapia, como tratamento complementar. Em caso
de metdstase nodal, realiza-se o esvaziamento cervical >.

Atualmente, inGmeras pesquisas vém sendo de-
senvolvidas no sentido de propor novas modalidades
terapéuticas, como, por exemplo, a utilizacao de fitotera-
picos no tratamento de neoplasias. Khalil®> revelou resul-
tados animadores no tratamento de cé€lulas cancerigenas
humanas in vitro e com animais, utilizando compostos
quimicos semelhantes aos encontrados na propolis, Orsolic
et al.® demonstraram também que diversos componentes
hidrossoluveis da prépolis como o dcido caféico, o éster
feniletil do 4cido caféico e a quercentina, poderiam ser
extremamente Uteis no controle do crescimento tumoral
em modelos experimentais. Luo et al.” demonstraram,
em estudo com um dos compostos isolados da prépolis
brasileira, o dcido PM-3 (3-[2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)
benzopiranol-6-propendéico), que marcadamente inibiu o
crescimento de células MCF-7 de cancer de mama humano.
Esta avaliacao foi associada com a inibicao de células no
ciclo celular e inducao de apoptose.

Neste estudo utilizou-se o carcindgeno quimico
denominado 9,10-dimetil-1,2-benzatraceno (DMBA), o
qual se comporta experimentalmente como um agente
iniciador e promotor da carcinogénese, com o objetivo de
avaliar a acao antitumoral de diferentes doses do extrato
hidroalcodlico de prépolis verde, nos estigios iniciais
de desenvolvimento do cancer bucal, por meio da ana-
lise histomorfologica das lesoes orais DMBA-induzidas.
Pretendeu-se, ainda, comparar a aplicabilidade de dois
sistemas de gradacdo histologica de displasias epiteliais
orais (OMS e Sistema Bindrio) para estudos experimentais
de quimioprevencao de carcinogénese.

Aspectos Eticos

Para o desenvolvimento deste projeto, foram apli-
cados os principios éticos da experimentacdo animal, de
acordo com o COBEA (Colégio Brasileiro de Experimen-
tacio Animal), sendo assim necessdria a aprovacio do
Comité de Etica da instituicao, cujo nimero do protocolo
de aprovacao foi 191208. O estudo foi realizado no Biotério
e no Laboratorio de Morfologia da instituicao.

Coleta da prépolis

Foram realizadas coletas de propolis nos apidrios,
em caixas do tipo Langstrot previamente marcadas. O
material coletado foi etiquetado e acondicionado em
vasilhames estéreis, sob refrigeracio e encaminhados
ao Laboratorio. Durante as coletas nos apidrios, foram
feitos os registros referentes a localizacao, condicoes do
enxame, floradas, condi¢des climaticas durante a coleta e
demais observacoes pertinentes que possam interferir na
caracteristica da propolis coletada.

Obtencao do extrato de propolis

A extracdo foi realizada conforme a metodologia
aplicada por Park et al®. Foi usado 1g da amostra de
propolis, passando por um processo de trituracio e ho-
mogeneizacdo e em seguida foram adicionados 100 mL
de solucao hidroalcodlica 70%. A extracao foi feita em
temperatura ambiente durante 24h sob agitacio. Apdos a
extracio, a amostra foi filtrada e o solvente rotaevaporado.
O po obtido foi armazenado em tubo de ensaio estéril
com rosca e mantido sob refrigeracio. O rendimento da
extracdo foi calculado em relacio 2 massa inicial de pro-
polis utilizada e expressa em porcentagem.

Determinacao do indice de flavondides

A concentracdo de flavondides totais foi determi-
nada por meio do método descrito por Adelmann’. Para
determinar o teor de flavonoides totais nas amostras, foram
adicionados volumes de 15 a 1000 pL dos extratos (con-
centracoes de 5 a 100 mg/mL) a uma solugio de 0,1 mL de
nitrato de aluminio 10 % e 0,1 mL de acetato de potassio
1 mol/litro. O volume final foi completado para 5 mL com
etanol a 80%. As amostras foram homogeneizadas e apos
40 minutos, em temperatura ambiente, a absorvancia foi
determinada espectrofotometricamente no comprimento
de onda 415 nm. Para elaboracio da curva de concentracao
padrao foi utilizada a quercetina nas concentracoes de 5 a
50 pg/mL dissolvida em etanol e os valores de flavondides
totais foram expressos como equivalentes de quercetina
(mg de quercetina em 100 mg de solidos totais).

Ensaio Biologico
Foram utilizados 42 ratos (Rattus novergicus albi-
nus, linhagem Wistar), machos adultos, com massa corpo-
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ral aproximadamente 350+50g, provenientes do Biotério
da instituicao, distribuidos em sete grupos experimentais
sendo determinados aleatoriamente. A escolha do animal
baseou-se na peculiaridade de oferecerem boas condicoes
de manipulacio, acompanhamento e avaliacio (Quadro 1).

Quadro 1. Distribuigao dos grupos controles e experimentais.

PRODUTO
GRUPOS P;S EillJ\lTGOUi”I\DKE:iL/-G%O ADMINISTRADO POR
GAVAGEM
; . Agua Destilada 1 mL + 2
CTR1 Agua destilada gotas de tween 80 a 2%
) Extrato hidroalcodlico de
CTR2 Agua destilada propolis verde a
100 mg/Kg
TUMA1 DMBA a 0,5 % Agua Destilada 3 mL
TUM2 DMBA a 0,5 % Tween 80 a 2% 3 mL
Extrato hidroalcodlico de
PROP1 DMBA a 0,5 % propolis verde a
100 mg/Kg
Extrato hidroalcodlico de
PROP2 DMBA a 0,5 % propolis verde a
200 mg/Kg
Extrato hidroalcodlico de
PROP3 DMBA a 0,5 % propolis verde a

300 mg/Kg

Os animais foram mantidos em gaiolas com cama
de maravalha, trocadas diariamente, mantidos a tempe-
ratura controlada de 22°C, em regime de luz com ciclo
claro-escuro de 12h e recebendo agua ad libitum e dieta
padrao Labina® (Purina, Sao Paulo, Brasil). Apos atingir
o peso supracitado, os animais foram submetidos aos
procedimentos de inducdo de carcinogénese quimica
experimental no Biotério da instituicao.

Procedimento de inducao de carcinogénese quimica

A carcinogénese foi induzida no ter¢co médio do
dorso da lingua de ratos nos grupos TUM1, TUM2, PROP1,
PROP2 e PROP3, pela aplicacao tépica de 9,10 dimetil
1,2-benzantraceno (DMBA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Para tanto, 1 g do carcinégeno foi diluido em 200 mL de
acetona (P.A.), para obtencao de uma solucao a 0,5%. Para
procedimento de inducao, um pincel de pélo, Marta (n°
0), foi mergulhado na solucio, e depois de removido o
excesso, realizou-se o pincelamento do material no dorso
lingual dos animais. O pincelamento era realizado duas
vezes para cada procedimento de indu¢do, com o animal
imobilizado, sem sedacio. A aplicacio do carcinégeno foi
efetuada em dias alternados, por um periodo de 20 sema-
nas'®. Nos animais dos grupos CTR1 e CTR2 procedeu-se o
pincelamento de dgua destilada, sob as mesmas condicoes
técnicas utilizadas nos demais grupos.

Procedimentos de gavagem

Para administracao do extrato de propolis verde,
o extrato seco foi ressuspendido em Tween 80 a 2%, na
concentracao de 10 mg/mL. Os animais dos grupos PROP1,
PROP2 e PROP3 foram tratados com administracao oral
(gavagem) de extrato hidroalcodlico de prépolis verde,
nas doses de 100; 200 e 300 mg/Kg, respectivamente. Os
animais dos grupos CTR1 e CTR2 receberam dgua desti-
lada, e dos grupos TUM1 e TUM2 3mL de tween 80 a 2%
(grupos controle negativo - CTR1 e CTR2 nao receberam
DMBA; e positivo - TUM1 e TUM2 receberam DMBA). A
administracao oral destas substancias foi realizada em dias
alternados (diferindo dos dias de aplicacio do DMBA).
Antes da inducao da carcinogénese, foi feita uma semana
de gavagem com as mesmas dosagens, estendendo-se por
20 semanas, a fim de verificar possiveis reacoes adversas
ao produto natural utilizado, conforme preconizado por
Kavitha & Manoharan (2006)'.

Procedimento de anélise histomorfolégica dos espécimes

Decorridas as 20 semanas, os animais foram eutana-
siados em camara de CO,, para que a area pincelada fosse
submetida a remocao post-mortem. Os espécimes teciduais
foram fixados em formol tamponado (10%, pH 7,4) por
24 h, desidratados em solucdes crescentes de dlcool eti-
lico e diafanizados em xilol, para posterior inclusao em
parafina. Foram obtidas sec¢odes histologicas de Spm de
espessura, e estas submetidas a coloracio de rotina pela
Hematoxilina/Eosina, sendo os espécimes examinados ao
microscopio de luz (Microscopio Optico Olympus CX31)
por trés observadores previamente calibrados.

As lesoes foram classificadas conforme os sistemas
de gradacao histologica propostos pela Organizacio Mun-
dial da Satude (OMS)*, e pelo método proposto por Kujan
et al."', denominado de Sistema Binario. Foram avaliadas
as seguintes alteracdes arquiteturais e citoldgicas: 1) Arqui-
teturais: estratificacio epitelial irregular; perda da polari-
dade das células da camada basal; projecodes epiteliais em
forma de gota; aumento do nimero de figuras de mitose;
presenca de figuras de mitose anormais na metade supe-
rior do epitélio (mitoses altas); queratinizacio prematura
em células isoladas e pérolas de queratina em projecoes
epiteliais; 2) Citolégicas: variacio anormal de tamanho
do nucleo; pleomorfismo nuclear; variacio anormal de ta-
manho da célula; pleomorfismo celular; propor¢ao nicleo/
citoplasma aumentada; aumento no tamanho do nucleo;
figuras de mitoses anormais; nimero e tamanho de nuc-
léolos aumentados; hipercromatismo nuclear. De acordo
com a OMS 4, as alteracoes foram classificadas em: displasia
leve, quando as alteracdes supracitadas restringem-se ao
terco inferior do epitélio (camadas basais e parabasais);
displasia moderada, quando tais alteracoes atingem o terco
médio do epitélio (porcao média da camada espinhosa), e
displasia grave, quando as alteracoes arquiteturais e citolo-
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gicas ultrapassam o terco médio do epitélio. Conforme o
Sistema Bindrio'!, as alteragcoes epiteliais categorizadas em:
1 lesodes de alto risco: presenca de 4 ou mais alteracoes
arquiteturais e/ou 5 ou mais alteracoes citologicas, e 2)
lesdes de baixo risco: presenca de menos de 4 alteracoes
arquiteturais e menos de 5 alteracoes citologicas.

Os valores médios dos escores finais foram com-
parados entre os grupos por meio de andlise de variincia
(ANOVA), seguido pelo teste post-hoc de Tukey. As dife-
rencas entre as médias foram consideradas significativas
quando o valor de p fosse menor que 0,05.

RESULTADOS

O rendimento do extrato seco da propolis verde
foi de 41,43%. Além disso, a amostra utilizada da prépolis
verde apresentou um teor de flavondides equivalente a
0,95 + 0,44 %. Os dados referentes a analise histopato-
logica do revestimento epitelial lingual dos animais esta
sintetizada na Tabela 1.

Os grupos CTR1 (Figura 1a) e CTR2 (Figura 1b)
exibiram os mais baixos nimeros de alteracdes morfo-
arquiteturais (1.5+0.22 e 1.75+1.50, respectivamente) que,
quando presentes, estavam representadas por dreas focais
de duplicacao da camada basal e discreto estrangulamento
e hiperplasia de papilas epiteliais. Nao foi evidenciada
atipia citolégica. As alteracoes epiteliais foram classifica-
das como de baixo risco pelo Sistema Bindrio' e como
modificacdes morfologicas nao displdsicas de acordo com
os critérios preconizados pela OMS*.

Os grupos TUM1 (Figura 1c¢/d) e TUM2 (Figura
le) exibiram os mais altos escores de alteracdes morfo-
arquiteturais (4,83+0,40 e 4,50+1,51, respectivamente) e
citologicas (2.33+1.36 e 3.16+2.13, respectivamente). As
alteracdes morfo-arquiteturais estavam representadas por
hiperplasia basilar, projecoes papilares estranguladas (em
forma de gota), aumento do nimero de figuras mitéticas

(duas ou mais em cada campo histologico em magnifica-
¢ao de 200x), algumas delas em estratos epiteliais altos,
e disceratose. Ja as citologicas consistiram de nucleos
celulares exibindo hipercromatismo e discreto a modera-
do pleomorfismo, além de ocasional aumento da relacao
nucleo/citoplasma. Tais alteracoes citomorfologicas, apesar
de se distribuirem ao longo do revestimento epitelial, se
limitavam aos estratos basal, parabasal e espinhoso médio.
As alteracoes epiteliais foram classificadas como de alto
risco de acordo com o Sistema Bindrio e como displasias
moderadas conforme preconizado pela OMS*.

O grupo PROP1 (Figura 1f) exibiu elevado nimero
médio de alteracdes morfo-arquiteturais (4.0+1.22), mas
baixo nimero de citolégicas (0.80+0.30). As alteracoes
morfo-arquiteturais observadas foram similares aquelas
evidenciadas em TUM1 e TUM2, embora limitadas ao terco
inferior do tecido epitelial (basal/parabasal), enquanto que
as citologicas foram representadas apenas por discreto hi-
percromatismo de células basais e parabasais. As alteracoes
epiteliais foram classificadas como de alto risco de acordo
com o Sistema Bindrio'' e como displasias leves conforme
preconizado pela OMS*.

Os grupos PROP2 (Figura 1g) e PROP3 (Figura 1h)
exibiram comportamentos semelhantes, apresentando
nimeros baixos de alteracdes tanto morfo-arquiteturais
(2,66 £1,03 e 2,0 £0,63, respectivamente) quanto citologi-
cas (0.33£0.51 e 0.50+0.22). Estrangulamento de papilas
(projecoes em gota), hiperplasia basilar e aumento do
numero de mitoses foram as alteracoes morfo-estruturais
observadas, enquanto que, quando presentes, as alteracoes
citologicas estavam representadas por discreto aumento
no tamanho dos nucleos basais e parabasais. As poucas
alteracoes observadas estavam sempre limitadas ao estra-
to basal/parabasal, e dispostas apenas em dreas bastante
focais. Estas foram, portanto, classificadas como de baixo
risco de acordo com o Sistema Bindrio e como displasias
leves conforme preconizado pela OMS?.

Tabela 1. Andlise dos escores médios das alteragoes histoldgicas epiteliais e classificacao de acordo com a OMS e Sistema Binario.

Alterag6es Histoldgicas Epiteliais

Classificacao das Alteracoes Epiteliais

GRUPOS Arquiteturais (Média=DP) Citoldgicas (Média +DP)  Estratos Epiteliais Atingidos  Sistema Binério Sistema OMS
CTR1 1.5 +0.22a O0a Basal BR ND
CTR2 1.75 +1.50 a Oa Basal BR ND
TUM1 4.83 £0.40b 2.33 £1.36b Espinhoso Médio AR DM
TUM2 450 =151 b 3.16 £2.13 b Espinhoso Médio AR DM
PROP1 4.0 +x1.22b 0.80 +0.30 a Basal/Parabasal AR DL
PROP2 2.66 +1.03 a 0.33 £0.51 a Basal/Parabasal BR DL*
PROP3 2.0 +0.63a 0.50 £0.22 a Basal/Parabasal BR DL*

DP - desvio-padrao.

Epitélio com alteragdes néo displasicas (ND); Displasia Leve (DL); Displasia Moderada (DM); Displasia Intensa (DI); Baixo Risco (BR); Alto Risco

(AR); (*) Apenas em éreas focais.

Letras distintas na mesma coluna representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Figura 1. Secgdes histologicas coradas em HE do epitélio de revestimento da mucosa da borda de lingua dos animais experimentais.

(a) e (b) Grupos controles negativos (CTR1 e CTR2) exibindo epitélio com caracteristicas de normalidade. (c) Grupo TUM1 exibindo epitélio
hiperqueratinizado (HQ) com caracteristicas displasicas, destacando-se as papilas estranguladas em forma de gota (pg). (d) Grupo TUM1
apresentando moderado pleomorfismo celular e nucleos celulares hipercromaticos, hiperplasia basilar patente (hp) e figuras mitéticas basais
(seta clara) e suprabasais (setas escuras). (e) Grupo TUM2 mostrando epitélio com alteracoes displasicas se estendendo até o tergo médio,
semelhantes aquelas vistas em TUM1. (f) Grupo PROP1 exibindo hipercromatismo nuclear de células epiteliais, com destaque para as papilas
irregulares em gota (quadro). (g) Grupo PROP2 apresentando escassas e focais caracteristicas de atipia, expressas por discretas papilas em
gota (pg) e leve hipercromatismo nuclear. (h) Grupo PROP3 mostrando apenas leve desarranjo na arquitetura das papilas epiteliais e nicleos

celulares discretamente hipercromaticos.

Ap6s andlise estatistica, foi observado que os gru-
pos TUMI1, TUM2 e PROP1 exibiram numero médio de
alteracoes morfo-arquiteturais estatisticamente semelhantes
(p>0,05), mas todos significativamente maiores que aquele
evidenciado em CTR1 e CTR2 (p<0,01), e em PROP2 e
PROP3 (p<0,05). Além disso, estes Gltimos grupos tam-
bém nao foram diferentes entre si (>0,05). Quanto as
alteracoes citoldgicas, os grupos TUM1 e TUM2, apesar
de semelhantes entre si (p>0,05), apresentaram valores
significativamente mais elevados que os demais (p<0,01).

DISCUSSAO

Pesquisas tém sido realizadas no sentido de testar o
efeito quimioterdpico de produtos naturais, especialmente
nos estagios iniciais de desenvolvimento das neoplasias
malignas, utilizando metodologias in vitro’ e modelos
experimentais de inducao de carcinogénese quimica em
roedores™.

Neste estudo, para a inducao das lesoes utilizou-se
um carcindgeno quimico, denominado 9,10-dimetil-1,2-
benzatraceno (DMBA), que vem sendo amplamente utili-
zado em estudos de inducio de carcinogénese quimica,
conforme trabalhos de Lima, Taveira et al.'?; Chen et al.’?;
Barros et al.'' e Wang et al.P. A escolha da lingua como
sitio anatdmico para o desenvolvimento das lesoes, funda-
menta-se na elevada incidéncia do CEO nesta regido, bem
como no comportamento biologico agressivo deste tipo

especifico de carcinoma epidermdide, devido a extensa
vascularizacao da lingua, em consonincia com Neville et
al.3, Bsoul et al.'® e INCAL

A utilizacao da propolis em associacio ao DMBA
no grupo experimental, justifica-se pelo amplo espectro
de propriedades biolégicas deste fitoterdpico, que possui
efeitos antimicrobiano, antimicético, imunomodulador,
cicatrizante, antioxidante e antitumoral, todos atribuidos
a presenca de flavonodides em sua composicio'’. Os
flavonoides sio compostos fendlicos, que contém um
radical hidroxila ligado diretamente a um anel aromadtico,
podendo apresentar acao antibacteriana, pois tém capa-
cidade de inibir a RNA-polimerase bacteriana; ou atuarem
como imunomoduladores, antioxidantes e cicatrizantes,
devido a capacidade de sequestrar ou inibir a formacao
de radicais livres”'®. Neste estudo, a amostra utilizada da
propolis verde apresentou bom teor de flavonoides (0,95
+ 0,44 %), ja que, conforme preconizado pela Legislacio
de Compostos Flavondides®, o teor minimo é de 0,25%
(m/m). Além disso, o rendimento do extrato seco (41,43%)
foi acima do valor minimo especificado pelo Ministério
da Agricultura® (11% m/v), sendo, portanto, considerado
plenamente satisfatério. No entanto, deve ser ressaltado
que outros compostos ativos sao encontrados na propo-
lis, como o acido caféico e seus derivados, pois possuem
atividade imunomodulatéria e hepatoprotetora'®.

Neste trabalho observou-se nos grupos de controle
negativo, CTR1 e CTR2 a presenca de mucosa oral com
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aspecto de normalidade, com escassas alteracoes morfo-
estruturais, expressas por areas focais de duplicacao da
camada basal e formacao de papilas irregulares. Segundo
Neville et al.®> e Regezi et al.”', € comum observar altera-
¢coes arquiteturais e citologicas em dreas da cavidade oral
submetidas a atrito constante, como € o caso do dorso da
lingua, que constitui drea de mucosa mastigatoria. Estas
seriam, portanto, interpretadas como distirbios de natureza
reacional trauma induzidos, e nao devem ser confundidas
com alteracoes de carater displdsico.

Nos grupos controle positivos, TUM1 e TUM2,
verificou-se grande quantidade de alteracoes morfologicas
arquiteturais e citologicas, que se estendiam até o terco
médio epitelial. Estes achados sao favoraveis ao potencial
carcinogénico atribuido ao DMBA, conforme os trabalhos
de Lima & Taveira et al.'?, Chen et al'3, Barros et al.'* e
Wang et al.”>. E importante destacar, que fatores endége-
nos, como a localiza¢io do tumor a ser induzido, a espécie
ou linhagem do animal e a condicao de satde do mesmo,
bem como fatores exdgenos, como tipo de alimentacio e
condicionamento dos animais, e, sobretudo, a concentra-
¢io, o veiculo de dilui¢io e a forma de administracao do
DMBA, podem provocar variacdes no periodo de tempo
necessario para a inducao de tumores malignos, através
da carcinogénese quimica.

Nos grupos experimentais, PROP1, PROP2 e PROP3,
observaram-se dreas de atipia morfologica limitadas aos
tercos epiteliais mais inferiores. Esta atipia teve distribuicio
difusa na mucosa oral do grupo PROP1, embora nos gru-
pos PROP2 e PROP3, tenha sido evidenciada distribuicao
focal no epitélio de revestimento lingual. Estes dados pa-
recem sugerir que a administracao dos extratos hidroalco-
olicos da propolis promoveu melhoria no quadro epitelial
displasico induzido por carcinogénese quimica, e que esta
atividade quimioprotetora poderia estar relacionada a dose
do extrato de propolis utilizado. Tais achados parecem
confirmar a propriedade antitumoral deste apicoterdpico,
estando em conformidade com relatos prévios de Luo et
al.”, Orsolic et al.® e Khalil>.

Segundo Veronez*, um dos principais responsaveis
pela atividade antitumoral da prépolis é o Ester fenetil do
Acido Caféico (CAPE), que tem demonstrado a¢io citotoxi-
ca sobre células tumorais, além de inibicao dos processos
oxidativos essenciais para a geracio de tumores, supressao
da destruicao oxidativa de leucdcitos polimorfonucleares
e inibicio da sintese de DNA, RNA e proteinas em células
tumorais. E importante destacar que, nos grupos PROP2
e PROP3, nio se observaram mitoses atipicas ou mitose
em estratos epiteliais parabasais e espinhosos, achados
histolégicos que corroboram a acao mitodepressora deste
apicoterapico?

Com relacao aos sistemas de gradacao histologi-
ca das displasias epiteliais da mucosa oral, chama-se a
atencdo que no grupo PROP1 houve divergéncia entre a

classificacao da OMS*e o Sistema Bindrio, ja que algumas
das lesoes foram classificadas como displasia leve e lesao
displasica de alto risco, respectivamente. Adicionalmente,
a analise estatistica mostrou que, de acordo com a classi-
ficacao proposta pelo Sistema Bindrio proposto por Kujan
et al."', nao houve diferenca significativa entre os grupos
controles positivos (TUM1 e TUM2) e o grupo tratado com
a menor concentracao de propolis (PROP1). Este fato pare-
ce sugerir maior confiabilidade para a classificacio OMS?,
pois considera a ocorréncia das alteracdes arquiteturais e
citologicas ao longo de toda a extensio da mucosa oral,
enquanto que o Sistema Bindrio'!, por considerar apenas
a quantidade de alteracdes arquiteturais e citologicas pre-
sentes durante a andlise histopatolégica, desprezando o
nivel de comprometimento da mucosa oral pelas alteracoes
displasicas, parece tender a superestimar a gradacao das
alteracoes citomorfologicas. Estes dados também parecem
sugerir que quando as alteracoes morfologicas e estruturais
sao abundantes, ambos os sistemas de gradaciao apontam
resultados similares; contudo, quando sao escassas ou fo-
cais, mais uma vez o Sistema Binario' tende a superestimar
a gravidade da atipia citologica observada e conduzir a
diagnosticos equivocados. Além disso, € relevante des-
tacar a praticidade da classificacio proposta pela OMS*
quando comparada ao Sistema Bindrio'!, que pressupoe
uma andlise mais detalhada e de utilidade duvidosa em
rotinas laboratoriais.

Diante do exposto, os resultados desta pesquisa
sugerem uma possivel atividade quimiopreventiva e anti-
tumoral da propolis verde. No entanto, estudos posteriores
sio demandados a fim de elucidar os possiveis mecanismos
de acao deste apicoterapico sobre a carcinogénese bucal
quimicamente induzida.

CONCLUSOES

No presente estudo, o DMBA mostrou-se efetivo, na
promogao da carcinogénese quimica, ao induzir alteracoes
displasicas na mucosa oral. Sugere-se, ainda, que a propo-
lis verde desempenha algum papel protetor durante o pro-
cesso de carcinogénese quimicamente induzida em lingua
e que esta guardou relagao direta com o aumento da sua
concentracao nos extratos hidroalcodlicos administrados
por gavagem. Quanto aos sistemas de gradacao histologica
das displasias epiteliais da mucosa oral, observou-se que
o proposto pela OMS mensurou de forma mais pratica
e confidvel a gravidade das displasias epiteliais, quando
comparado ao Sistema Bindrio.
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