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RESUMO 

 

A presente dissertação consiste em dois artigos científicos, sendo um artigo original 

e outro de revisão. Em um dos artigos, os autores fizeram uma revisão da literatura 

sobre câncer e própolis, abordando a carcinogênese experimental induzida 

quimicamente pelo 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA), a composição química 

da própolis e seus efeitos quimiopreventivos. O objetivo do artigo de pesquisa foi 

avaliar a reação tecidual da mucosa lingual de hamsters, submetida à aplicação 

diária e alternada de DMBA e extrato etanólico de própolis (EEP) de uma 

apresentação comercial. Materiais e métodos: 60 hamsters foram divididos em três 

grupos, com dois períodos experimentais, 13 e 20 semanas. A borda lateral da 

língua foi submetida à aplicação tópica, diária e alternada de DMBA 0,5 % e EEP 30 

% (grupo EEP, n = 20), DMBA 0,5 % e extrato aquoso de própolis (EAP) (grupo 

EAP, n = 20), DMBA 0,5 % e soro fisiológico (grupo DMBA, n = 20). Realizou-se 

análise da ocorrência dos tipos de alterações clínicas e histológicas. Mensurou-se a 

área e volume das alterações clínicas, a ocorrência das alterações estruturais (AE) e 

citológicas (AC) do tecido epitelial escamoso com atipias e a área histológica dos 

carcinomas de células escamosas (CCE). Para a análise estatística, aplicaram-se os 

testes ANOVA, qui-quadrado, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Resultados: Para 

todas as variáveis analisadas, não houve diferenças significativas na comparação 

entre os grupos nos dois tempos experimentais. Em 13 semanas ocorreu uma única 

lesão de CCE no grupo EEP. Em 20 semanas, a maior ocorrência de CCE também 

foi no grupo EEP. Conclusão: o EEP, com teor alcoólico de 30 %, favoreceu a 

reação tecidual da iniciação e da promoção da carcinogênese, por mecanismos 

ainda não elucidados. 

Palavras-chave: própolis, carcinogênese, DMBA, língua, quimioprevenção
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ABSTRACT 

 

This dissertation consists of two papers, the first one is a review and the second is an 

original paper. In the first article, the authors reviewed the literature on cancer and 

propolis, addressing experimental carcinogenesis, chemically induced by 9,10-

dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA), the chemical composition of propolis and its 

chemopreventive effects. The aim of the research paper was to evaluate the tissue 

response of tongue mucosa of hamsters, subjected to daily and alternating 

application of ethanolic extract of propolis (EEP) of a commercial presentation. 

Materials and methods: 60 hamsters were divided into three groups, and two 

experimental periods, 13 and 20 weeks. The lateral edge of the tongue underwent 

daily and alternate topical application of DMBA 0.5% and 30% EEP (EEP group, n = 

20), DMBA and 0.5% aqueous extract of propolis (EAP) (EAP group; n = 20), and 

DMBA 0.5% saline (DMBA group, n = 20). The occurrence of types of clinical and 

histological changes was analysed. The area and volume of clinical changes, the 

occurrence of structural (AE) and cytological (CA) changes of squamous epithelial 

tissue with atypia and the histological area of squamous cell carcinoma (SCC) were 

measured. For statistical analysis, ANOVA, chi-square and Kruskal-Wallis and Mann-

Whitney test were applied. Results: For all variables, there were no significant 

differences when comparing the groups in the two experimental periods. In 13 

weeks, a single lesion of SCC in EEP group was observed. At 20 weeks, the highest 

occurrence of SCC was also in the group EEP. Conclusion: the EEP, with an alcohol 

content of 30% favored tissue reaction of initiation and promotion of carcinogenesis 

by mechanisms not yet elucidated.  

Key words: propolis, carcinogenesis, DMBA, tongue, chemoprevention 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2010), em 2009, 770 mil 

pessoas morreram devido ao câncer. Destes, 271 mil casos de cânceres, ocorreram 

em cavidade bucal, sítio anatômico cuja prevalência ocupa o sexto lugar no ranking 

mundial. Nos países mais desenvolvidos, a tendência é que o câncer passe a ser a 

principal causa de morte (HERON, 2011). 

O modelo de carcinogênese experimental induzida pelo 9,10-dimetil-1,2-

benzantraceno (DMBA) tem sido associado ao emprego de substâncias-teste, como 

a própolis (ORSOLIĆ et al., 2005), para que se possa verificar os seus efeitos 

quimiopreventivos. As ações antioxidante, antitumoral e imunomoduladora, 

principais efeitos quimiopreventivos da própolis promovidos pelos flavonoides e 

derivados do ácido cafeico, foram evidenciadas em diferentes pesquisas (BOSIO et 

al., 2000; CASTALDO; CAPASSO, 2002; DAUGSH et al., 2008). Tais compostos 

agem na neutralização de radicais livres, o que promove redução do estresse 

oxidativo (BOSIO et al., 2000). Os extratos e compostos isolados de própolis 

empregados em tais pesquisas foram preparados, exclusivamente para esta 

finalidade (BOSIO et al., 2000; CASTALDO; CAPASSO, 2002; ORSOLIĆ et al., 

2005) e não se encontram disponíveis à população.  

Extratos de própolis são utilizados pela população em geral para alívio de 

inflamações de garganta, halitose e outros usos, por automedicação, já que é um 

fármaco liberado à venda sem receita médica 

Uma vez que fármacos de uso tópico ou bochechos à base de álcool têm sido 

associados às alterações de mucosa da cavidade bucal (CARDOSO et al., 2005), e 
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a incidência de câncer de língua em humanos tem aumentado (REDDY et al., 2010) 

torna-se necessário avaliar a reação tecidual da mucosa lingual, submetida à 

indução de carcinogênese e tratada com extratos de própolis em apresentação 

comercial, pois, há extratos etanólico de própolis disponíveis para a comercialização, 

com teor alcoólico de 30 % que podem ser utilizados sem supervisão médica. Além 

disso, pessoas expostas a fatores de risco à carcinogênese como as com hábito de 

fumar e/ou de consumir bebidas alcoólicas, podem utilizar estes extratos devido à 

halitose e alguma sintomatologia em cavidade bucal ou orofaringe por meio da 

automedicação. 

A presente dissertação consiste em dois artigos científicos, sendo um de 

revisão e outro de pesquisa. No primeiro artigo, foi realizada uma revisão da 

literatura sobre câncer e própolis, abordando a carcinogênese experimental, 

induzida quimicamente pelo DMBA, a composição química da própolis e de seus 

efeitos quimiopreventivos evidenciados em estudos in vitro e in vivo. O objetivo do 

artigo de pesquisa foi avaliar a reação tecidual da mucosa lingual de hamsters, 

submetida à aplicação tópica, diária e alternada de DMBA e extrato etanólico de 

própolis (EEP). 
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2 ARTIGO DE REVISÃO 

 

 

CARCINOGÊNESE E PRÓPOLIS: UMA REVISÃO 

 

 

Ricardo Lopes-Rocha1,4, Poliana Ribeiro Barroso2,4, Nádia Lages Lima3,4, Flaviana 

Dornela Verli3,4 

 

1,4Mestrando do Programa de Pós-graduação em Odontologia, 2,4Graduanda em 

Farmácia, 3,4Professoras do Departamento de Ciências Básicas, 4Universidade 

Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Diamantina, Minas Gerais, 

Brasill. Endereço para correspondência: Drª Flaviana Dornela Verli, Laboratório de 

Patologia da UFVJM, Rua da Glória, 187 - Campus I, prédio 02, sala 22, CEP: 

39100-000, Diamantina, MG, Brasil, E-mail: flavianaverli@gmail.com 

 

2.1 Resumo 

 

A própolis e seus componentes químicos isolados possuem substâncias 

quimiopreventivas devido às suas ações antioxidante e anticarcinogênicas. O 

modelo de carcinogênese quimicamente induzida pelo 9,10-dimetil-1,2-

benzantraceno (DMBA) possibilita testar os efeitos de diferentes substâncias 

quimiopreventivas, tal como a própolis. Neste artigo, foi realizada uma revisão da 

literatura sobre câncer com ênfase em carcinogênese experimental induzida 



20 

quimicamente pelo DMBA, composição química da própolis e seus efeitos 

quimiopreventivos evidenciados em estudos in vitro e in vivo. 

Palavras-chave: Própolis, carcinogênese, DMBA. 

 

2.2 Introdução 

 

O mecanismo de indução do câncer pelo carcinógeno 9,10-dimetil-1,2-

benzantraceno (DMBA) em modelo animal baseia-se no aumento do estresse 

oxidativo da célula, que promove mutação no ácido desoxirribonucleico (DNA) e 

caracteriza a fase de iniciação da carcinogênese (DARCHUN; HADLER, 1956). 

A própolis e seus componentes químicos isolados são substâncias que 

apresentam ações antiinflamatória (PAULINO et al., 2003; CHIRUMBOLO et al., 

2011; BARROSO et al., 2011) antifúngica (QUINTERO-MORA et al., 2008), 

antibacteriana (FERNANDES JÚNIOR et al., 2005), antioxidante (PADMAVATHI et 

al., 2006a; ISLA et al., 2009) e anticarcinogênica (KIMOTO et al., 2000; ORSOLIĆ et 

al., 2005). Os flavonoides, componentes químicos da própolis, são compostos 

fenólicos com um radical hidroxila diretamente ligado ao anel aromático, que 

favorecem o sequestro de radicais livres (BOSIO et al., 2000; PADMAVATHI et al., 

2006a). Além dos flavonoides, outros compostos ativos são comumente encontrados 

em amostras de própolis, como os derivados do ácido cafeico, que possuem 

atividade imunomoduladora (BOSIO et al., 2000; CASTALDO; CAPASSO, 2002) A 

utilização de substâncias naturais, no combate ao câncer, em pesquisas, visa à 

busca de quimiopreventivos com menores efeitos colaterais (MONSUEZ et al., 

2010). 
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A quimioprevenção consiste na utilização de substâncias que modulem ou 

inibam a carcinogênese por meio de mecanismos celulares e moleculares, tais como 

a neutralização dos radicais livres pelos antioxidantes (WANG et al., 2008), 

supressão da proliferação celular (ORSOLIĆ et al., 2005), desencadeamento da 

apoptose em células neoplásicas (SCHULTE-HERMANN et al., 1997). O modelo de 

carcinogênese induzida quimicamente possibilita testar os efeitos de substâncias 

com potencial quimiopreventivo, como a própolis, em diversos órgãos (HUANG et 

al., 1996; MITAMURA et al., 1996; KIMOTO et al., 1999; KAWABE et al., 2000; 

KIMOTO et al., 2001; BAZO et al., 2002; PADMAVATHI et al., 2006a; PADMAVATHI 

et al., 2006b), entretanto, há poucos estudos in vivo de carcinogênese induzida por 

DMBA em mucosa lingual e tratados com própolis (CAVALCANTE et al., 2011). 

Neste artigo, foi realizada uma revisão da literatura sobre câncer e própolis, 

abordando a carcinogênese experimental induzida quimicamente pelo DMBA, a 

composição química da própolis e suas ações anticarcinogênicas evidenciadas em 

estudos in vitro e in vivo. 

 

2.3 Carcinogênese química experimental 

 

No final do século XVIII, observou-se aumento da incidência do câncer 

testicular em limpadores de chaminés. Uma das causas deste fato foi relacionada ao 

contato prolongado da bolsa escrotal com a fuligem e alcatrão presentes nas 

chaminés (OTTENEDER; LUTZ, 1999). A partir desta associação, várias substâncias 

carcinogênicas foram identificadas da fuligem ou do alcatrão provenientes da 

combustão incompleta de substâncias orgânicas que são compostos da classe dos 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, como o benzopireno (OTTENEDER; LUTZ, 
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1999) e o DMBA (BERENBLUM; SHUBIK, 1949; ENGELBRETH-HOLM; IVERSEN, 

1951). O isolamento químico de substâncias carcinogênicas possibilitou o 

estabelecimento do método da carcinogênese experimental química. A primeira 

pesquisa de carcinogênese induzida quimicamente foi realizada por Kennaway, 

Cook, Hieger e Mayneord em 1932 e eles utilizaram o carcinógeno, 1,2:5,6-

dibenzantraceno, do grupo dos hidrocarbonetos ([No authors listed], 1947; 

BOYLAND, 1948). O DMBA, carcinógeno isolado a partir de resíduos da combustão 

incompleta de carvão mineral, petróleo ou tabaco, tem sido utilizado na indução da 

carcinogênese experimental em modelo animal (BERENBLUM; SHUBIK, 1949; 

ENGELBRETH-HOLM; IVERSEN, 1951). 

As primeiras pesquisas com o DMBA tiveram por objetivo avaliar as vias de 

administração (BERENBLUM; SHUBIK, 1949; GEYER et al., 1953; DARCHUN; 

HADLER, 1956), os tipos de solventes (GEYER et al., 1951; DARCHUN; HADLER, 

1956), as concentrações (ENGELBRETH-HOLM; IVERSEN, 1951) e frequência de 

administração (MORRIS, 1951) que variavam de acordo com o modelo animal e o 

órgão-alvo. 

A taxa de ocorrência de carcinoma de mama, em ratas, está diretamente 

relacionada com a quantidade de carcinógeno administrado em uma única dose, 

pela via endovenosa. Com a administração de 1,25 mg/100g, em dose única de 

DMBA, a taxa de ocorrência de câncer de mama é de 80 %, sendo necessário um 

tempo experimental de 47 semanas. Com a dose de 5,2 mg/100g, a taxa de 

ocorrência atinge 90 %, em um período mais curto (19 semanas), e o número de 

lesões por animal é duas vezes maior (GEYER et al., 1953). 

Para a indução de carcinoma cutâneo, a dose mínima de DMBA administrada 

topicamente deve ser de 150 µg, equivalente a 0,05 ml de DMBA diluído a 0,3 % em 
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acetona. Assim, o carcinógeno permanece no citoplasma das células e atua como 

iniciador. Quando as doses são menores, observa-se que o DMBA é completamente 

metabolizado pelas células (DARCHUN; HADLER, 1956). 

A ocorrência de câncer induzido pela aplicação tópica de DMBA em mucosa 

da cavidade bucal de hamsters (MORRIS, 1951; EISENBERG, 1977; MAREFAT; 

SHKLAR, 1977) depende do tipo de solvente (MAREFAT; SHKLAR, 1977), 

concentração da solução, frequência semanal de aplicação e idade dos animais 

(MORRIS, 1951). 

As lesões em mucosa lingual aparecem a partir da 13ª semana quando se 

realiza ulcerações por meio de lima endodôntica farpada previamente à aplicação 

tópica de DMBA 0,5 % em acetona, três vezes por semana. Tal metodologia pode 

ser utilizada em diferentes sítios anatômicos da mucosa lingual, como borda lateral, 

porção anterior média ou posterior do dorso ou ventre (FUJITA et al., 1973). 

Entretanto, está comprovado que a ocorrência das lesões é independente da 

realização das ulcerações antes da aplicação tópica do carcinógeno.  

A mucosa da bolsa retrofaringeana de hamsters, quando submetida à 

aplicação tópica de DMBA 1,5 % em óleo mineral, apresenta intensa área de 

necrose, após duas aplicações e ocorre morte de animais antes do desenvolvimento 

do câncer. Com o uso da substância a 0,5 %, ocorre leve eritema e até necrose; a 

0,1 %, apenas leve eritema e a 0,05 %, ausência clínica de alterações. Em relação à 

frequência semanal de aplicação, observa-se que ao se aplicar o DMBA 0,5 % três 

vezes por semana, o período de latência é menor ao ser comparado com a 

aplicação realizada duas vezes por semana. Em relação à idade, observa-se que os 

animais mais jovens, com três a nove semanas de vida, são mais susceptíveis ao 

aparecimento de lesões (MORRIS, 1951). Quando o diluente do DMBA é a acetona, 
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o período de latência para o surgimento de lesões cancerosas é menor ao se utilizar 

a concentração de 0,5 % (MAREFAT; SHKLAR, 1977). 

A aplicação tópica de DMBA em bolsa retrofaringeana, três vezes por 

semana, promove a indução de lesões displásicas a partir da décima semana, e de 

lesões cancerosas a partir da 13ª semana (EISENBERG, 1977). Em língua, as 

lesões cancerosas aparecem a partir da 13ª semana (FUJITA et al., 1973). 

Após o início da ocorrência das alterações displásicas, o processo de 

carcinogênese continua, mesmo com a interrupção da aplicação do carcinógeno, e o 

câncer é evidenciado em todos os animais. Quando a aplicação tópica de DMBA 0,5 

% em óleo mineral, em bolsa retrofaringeana, ocorre três vezes por semana, com 

interrupção das aplicações na décima semana, as alterações evidenciadas clínica e 

histologicamente são: leucoplasia, eritema, hiperceratose, acantose, pleomorfismo 

nuclear, com diagnóstico de displasia. Nas 13ª e 15ª semanas, as lesões são 

maiores e apresentam áreas com necrose, além de leucoplasia, eritema e 

tumefação, com diagnóstico de carcinoma (EISENBERG, 1977). 

Na década de 1970, o modelo de carcinogênese induzida por DMBA foi 

estabelecido (EISENBERG, 1977) por ser capaz de desencadear a iniciação, 

promoção e progressão do câncer (BERENBLUM; SHUBIK, 1949; MORRIS, 1951; 

GEYER et al., 1953; DARCHUN; HADLER, 1956) A metabolização do DMBA pelas 

células promove a formação de radicais livres, espécies reativas de oxigênio (ROS) 

e de outros metabólitos (DARCHUN; HADLER, 1956) que interagem quimicamente 

com o DNA, por meio de ligações covalentes, gerando os adutos carcinogênicos. 

Este processo é conhecido por estresse oxidativo (WANG et al., 2008). As 

interações do DMBA e seus metabólitos com o DNA oxidam as suas bases 

nitrogenadas e promovem mutações, caracterizando a fase de iniciação da 
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carcinogênese. Quando há mitose das células mutadas pelo carcinógeno, é 

estabelecida a fase de promoção da carcinogênese (FRENKEL et al., 1995). As 

fases supracitadas são sequenciais e essenciais na indução do câncer (SCHULTE-

HERMANN et al., 1994). 

O modelo de carcinogênese induzida quimicamente em animais possibilita 

verificar os efeitos de substâncias com potencial quimiopreventivo, tais como a 

vitamina D3 (MEIER et al., 2007), chá verde (LI et al., 1999), chá preto 

(LETCHOUMY et al., 2007), o (6)-paradol, componente fenólico do gengibre 

(SURESH et al., 2005) e própolis (HUANG et al., 1996; MITAMURA et al., 1996; 

KIMOTO et al., 1999; KAWABE et al., 2000; KIMOTO et al., 2000; KIMOTO et al., 

2001; BAZO et al., 2002; ORSOLIĆ et al., 2005; PADMAVATHI et al., 2006a; 

PADMAVATHI et al., 2006b; CAVALCANTE et al., 2011). Por meio destas 

pesquisas, que buscam novas substâncias com efeitos quimiopreventivos, visa-se 

complementar o tratamento do câncer (CAVALCANTE et al., 2011). 

 

2.4 Própolis 

 

A própolis é uma substância resinosa produzida pelas abelhas Apis mellifera 

a partir de resinas vegetais com objetivo de impermeabilização e proteção da 

colméia contra fungos e bactérias (BANKOVA, 2005; DUAILIBE et al., 2007). Além 

disso, a própolis é utilizada para compor a parede dos favos de mel e embalsamar 

os insetos invasores mortos, o que evita a decomposição dos mesmos (BANKOVA, 

2005). O conceito e a função da própolis estão de acordo com a etimologia da 

palavra, uma vez que no grego, pro = em favor de; polis = cidade, ou seja, proteção 

à cidade das abelhas (FERREIRA et al. 2010). 
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A própolis in natura tem uma taxa aproximada de 50 % de resinas vegetais, 

30 % de cera de abelha, 10 % de óleos aromáticos essenciais, pólen e outras 

matérias orgânicas (GHISALBERT, 1979). Atualmente, há mais de 300 compostos 

químicos identificados em amostras de própolis de diferentes origens geográficas 

(KHALIL, 2006), como os álcoois, aldeídos, ácidos alifáticos, ésteres alifáticos, 

aminoácidos, ácidos aromáticos, ésteres aromáticos, flavanonas, flavonoides, 

ésteres de hidrocarboidratos, ácidos graxos, cetonas, terpenoides e derivados, 

esteroides, açúcares e compostos inorgânicos. As variações sazonais influenciam 

na composição e nas propriedades biológicas da própolis (NUNES et al., 2004; 

KHALIL, 2006; LI et al., 2010). 

A maceração é o método físico utilizado para extrair as substâncias químicas 

da própolis in natura e consequente obtenção de extrato. Durante este processo, as 

amostras de própolis, finamente fragmentadas, são imersas em um solvente que 

dilui os seus componentes químicos, separando-os da cera (CUNHA et al., 2004; 

TRUSHEVA et al., 2007; PRATSINIS et al., 2010). A solução, constituída pelos 

compostos extraídos da própolis fragmentada, cera e o solvente, é filtrada e 

submetida à liofilização, processo de desidratação a frio, resultando em um extrato 

seco. Posteriormente, o extrato seco é diluído em um novo solvente, como água 

para obter extrato aquoso de própolis (EAP) ou etanol, para obter extrato etanólico 

de própolis (EEP) (CUNHA et al., 2004). Outros solventes como metanol (LI et al., 

2009) ou clorofórmio (BANSKOTA et al., 2002) também podem ser utilizados. O 

extrato preparado em dimetilsulfóxido (DMSO) é utilizado para aplicação em culturas 

de células, em estudos in vitro (ISHIHARA et al., 2009). 

Durante o processo de maceração, variáveis químicas, como a concentração 

do solvente (CUNHA et al., 2004) ou físicas, como aquecimento e vibração 
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(TRUSHEVA et al., 2007), podem influenciar a qualidade e quantidade dos 

componentes químicos presentes nos extratos de própolis (CUNHA et al., 2004; 

TRUSHEVA et al., 2007). 

A administração de extratos de própolis ou de seus componentes químicos, 

como sustâncias-teste, em estudos in vitro de cultura de células cancerosas (WENG 

et al., 2005; ISHIHARA et al. 2009) e in vivo na carcinogênese induzida 

quimicamente em modelo animal (HUANG et al., 1996; MITAMURA et al., 1996; 

KIMOTO et al., 1999; KAWABE et al., 2000; KIMOTO et al., 2000; KIMOTO et al., 

2001; BAZO et al., 2002; ORSOLIĆ et al., 2005; PADMAVATHI et al., 2006a; 

PADMAVATHI et al., 2006b; CAVALCANTE et al., 2011) ou por introdução de 

células cancerosas (INOUE et al., 2008; DEMESTRE et al., 2009; MESSERLI et al., 

2009), tem por finalidade avaliar os efeitos quimiopreventivos da própolis. Em 

estudos in vivo de carcinogênese química induzida em animal, a substância-teste 

pode ser aplicada após a indução do câncer (HUANG et al., 1996; MITAMURA et al., 

1996; KIMOTO et al., 1999; KAWABE et al., 2000; KIMOTO et al., 2000; KIMOTO et 

al., 2001; BAZO et al., 2002; ORSOLIĆ et al., 2005; PADMAVATHI et al., 2006a; 

PADMAVATHI et al., 2006b; XU et al., 2010) ou concomitantemente ao processo de 

indução, por meio de aplicações alternadas (SURESH et al., 2010; CAVALCANTE et 

al., 2011). 

 

2.5 Efeitos biológicos da própolis na carcinogênese 

 

Desde a antiguidade, a própolis tem sido utilizada em feridas e infecções 

pelos sacerdotes egípcios, médicos gregos e romanos, e povos sul americanos 

devido aos seus efeitos biológicos antifúngico (QUINTERO-MORA et al., 2008), e 
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antibacteriano (FERNANDES JÚNIOR et al., 2005). A própolis apresenta outros 

efeitos biológicos, tais como: efeito antiviral (FAN et al., 2011), antiinflamatório 

(PAULINO et al., 2003; BARROSO et al., 2011; CHIRUMBOLO et al., 2011), 

antialérgico (CHIRUMBOLO et al., 2011), imunomodulador (IVANOVSKA et al., 

1995; BOSIO et al., 2000; CASTALDO; CAPASSO, 2002), antioxidante 

(PADMAVATHI et al., 2006a; ISLA et al., 2009) e anticarcinogênico (KIMOTO et al., 

2000; ORSOLIĆ et al., 2005). 

As ações quimiopreventivas da própolis nos estudos in vitro são verificadas 

pela mensuração do seu potencial de citotoxicidade, da taxa de apoptose e pela 

inibição do crescimento celular em cultura de células cancerosas de humanos 

(ISHIHARA et al., 2009) ou de animais (WENG et al., 2005). A mensuração da 

citoproteção, realizada após a administração da própolis em culturas de células 

normais e cancerosas, é outro método que pode ser utilizado para verificar o seu 

potencial quimiopreventivo (NAJAFI et al., 2007). Para os métodos supracitados, os 

extratos (NAJAFI et al., 2007; SAID et al., 2010), componentes químicos isolados 

(WANG et al. 2008; LI et al., 2010), ou ambas apresentações da própolis (ORSOLIĆ 

et al., 2005) podem ser empregados.  

Nos estudos in vivo, o efeito quimiopreventivo da própolis associada à 

indução de câncer tem sido observado por meio da mensuração da taxa de 

sobrevida dos animais (ORSOLIĆ et al., 2003), menor crescimento da lesão 

presente no órgão acometido (KIMOTO et al., 2000; ORSOLIĆ et al., 2005) ou 

aumento da ocorrência de apoptoses (LI et al., 2009). A eficácia da ação 

quimiopreventiva é observada quando há menor perda de peso corpóreo associada 

ao menor desenvolvimento de lesões cancerosas em diversos órgãos-alvo, tais 

como: fígado (SAID et al., 2010), cólon (BORRELLI et al., 2002), pulmão (KIMOTO 
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et al., 2001; ORSOLIĆ et al., 2005), mama (PADMAVATHI et al., 2006a), pele 

(HUANG et al., 1996; MITAMURA et al., 1996), rim, bexiga, tireoide (KIMOTO et 

al.,1999) e baço (KAWABE et al., 2000). 

Algumas pesquisas com própolis associada à carcinogênese química induzida 

por DMBA, em modelo animal, são descritas a seguir. 

Huang e colaboradores (1996) induziram carcinoma em pele de ratos pela 

aplicação tópica de dois carcinógenos diluídos em acetona, 200 nmol de DMBA e 

cinco nmol de 12-0-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Na primeira semana, o 

DMBA, por ser iniciador, foi aplicado em todos os grupos; exceto no grupo controle, 

em que a substância aplicada foi acetona. Em seguida, realizou-se a aplicação de 

TPA e éster fenetil do ácido cafeico (CAPE), um dos componentes químicos isolados 

da própolis, duas vezes por semana, durante 19 semanas. Para cada grupo 

experimental, as doses de CAPE aplicadas foram de um, dez, 100 e 3000 nmol, 

respectivamente. Os resultados mostraram que o CAPE apresentou maior efeito 

quimiopreventivo nos animais tratados com a dose de 3000 nmol de CAPE, devido à 

redução do número dos carcinomas de células escamosas papiliformes cutâneos em 

70 % e também do tamanho deles em 74 %. Os autores concluíram que o CAPE 

apresenta potencial inibidor na fase de promoção da carcinogênese cutânea em 

ratos. 

Mitamura e colaboradores (1996) isolaram um novo tipo de clerodane 

diterpenoide (PMS-1), do extrato metanólico da própolis brasileira e verificaram o 

seu potencial quimiopreventivo em carcinoma cutâneo. A indução do carcinoma foi 

por meio da aplicação tópica de 100 µl de DMBA 0,3 % em acetona, duas vezes por 

semana, durante dez e 20 semanas. No grupo teste, o clerodane diterpenoide a 3 % 

em DMSO foi aplicado topicamente quatro vezes por semana. Os resultados 
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mostraram que no grupo controle as primeiras lesões cutâneas sugiram na quarta 

semana e atingiram o pico de incidência na sexta semana. Já no grupo teste, houve 

surgimento de lesões cutâneas na quinta semana e o pico de incidência foi na 

décima semana. Os autores concluíram que o clerodane diterpenoide (PMS-1) 

aumenta o período de latência, reduz a incidência e o tamanho de lesões cutâneas 

pela inibição da síntese de DNA e supressão do crescimento tumoral. 

Kimoto e colaboradores (1999) induziram quimicamente adenocarcinoma 

mamário em ratas F-344 por meio de três carcinógenos iniciadores, 2,2’dihidroxi-di-

n-propilnitrosamina (DHPN) 750 mg/kg, DMBA e 1,2-dimetilhidrazina (DMH) 40 

mg/kg, que foram administrados durante as três primeiras semanas, além de um 

carcinógeno promotor, N-butil-N-[4-hidroxibutil]nitrosamina (BBN) 0,05 %, em água 

durante 33 semanas. Uma vez que o extrato supercrítico de própolis (ESP), obtido 

por meio de ácido carbônico líquido, contém maior quantidade de diterpenos e 

menor teor de flavonoides que o EEP, o objetivo da pesquisa foi verificar os efeitos 

quimiopreventivos do ESP em lesões induzidas em glândula mamária e em outros 

órgãos por meio de análise clínica, macroscópica e histológica. Após a 

administração dos carcinógenos iniciadores, ESP a 0,1 % e 0,01 % foram 

administrados na dieta, durante 33 semanas, juntamente com o BBN, para cada um 

dos grupos-teste. Os resultados mostraram que a incidência e multiplicidade de 

adenocarcinoma mamário foram menores no grupo tratado com ESP a 0,01 %. Em 

outros órgãos, como o fígado, bexiga e glândula tireoide, houve maior incidência de 

lesões, no grupo tratado com ESP a 0,1 %. Os autores concluíram que a menor 

dose de ESP reduz a incidência de adenocarcinoma mamário, e, a maior dose ter 

sido causa de maior incidência de lesões em outros órgãos, como, fígado, bexiga e 

tireoide. 
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Kawabe e colaboradores (2000) induziram adenocarcinoma mamário, em 

ratas F-344, por meio da administração dos carcinógenos DMH, DMBA e DHPN. Na 

primeira semana, por cinco vezes, foi administrado 40 mg/kg de DMH e uma única 

dose de 40 mg/kg de DMBA no último dia desta semana. O DHPN 0,1 % em água 

foi administrado nas duas semanas seguintes. Entre a quarta e 39ª semana, os EEP 

e EAP 0,1 %, ambos oriundos do Brasil e Uruguai, foram administrados na dieta dos 

grupos-teste. Houve menor incidência de adenocarcinoma mamário nos grupos 

tratados com EEP oriundos do Brasil e do Uruguai. Entretanto, houve menor 

multiplicidade deste tipo de câncer nas ratas tratadas com o EEP uruguaio. Os 

autores concluíram que o EEP uruguaio apresenta potencial de inibição da 

carcinogênese após a fase de iniciação. 

O potencial antineoplásico de extrato seco de EEP foi testado por Padmavathi 

e colaboradores (2006b) associado à administração de paclitaxel, em modelo de 

carcinogênese induzida por DMBA, em glândula mamária de ratas. O paclitaxel é 

uma substância utilizada na quimioterapia do adenocarcinoma mamário. A indução 

da carcinogênese foi por meio de 20 mg de DMBA, diluído em óleo de girassol e 

soro fisiológico. O grupo-teste foi tratato com uma dose semanal de 33 mg/kg de 

paclitaxel, por via intraperitoneal durante quatro semanas e 50 mg/kg de extrato de 

própolis via oral durante todo o período experimental. Os espécimes foram 

submetidos à análise da atividade metabólica pela quantificação das enzimas 

hepáticas, responsáveis pelo metabolismo do carcinógeno, tanto na fase de 

iniciação (fase I) quanto de promoção (fase II) da carcinogênese. Os resultados 

mostraram aumento significativo das enzimas da fase I em animais com 

adenocarcinoma mamário. Portanto, houve significativo retorno dos níveis das 

enzimas hepáticas em animais tratados com o extrato de própolis. Concluiu-se que o 
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extrato de própolis, associado à terapia com paclitaxel, apresenta efeito protetor, 

podendo assim, ser considerado um quimiopreventivo. 

Em outra pesquisa, Padmavathi e colaboradores (2006a) realizaram a 

administração de extrato seco de própolis associada ao paclitaxel, após 90 dias da 

indução da carcinogênese em glândula mamária. Os resultados mostraram que as 

ratas tratadas apresentavam maior peso médio corporal e menor peso médio dos 

adenocarcinomas. Pela análise bioquímica de fragmentos destas lesões, observou-

se que houve diminuição da peroxidação lipídica. Esse efeito ocorreu devido ao 

aumento das atividades antioxidantes, promovidas por susbtâncias enzimáticas, tais 

como: dismutase peroxidase, catalase, glutadiona peroxidase e não-enzimáticas, 

como glutationa reduzida (GSH), vitamina C e E. Os autores sugerem que o extrato 

de própolis reduz os efeitos tóxicos gerados pela quimioterapia do paclitaxel, por 

meio de sua ação antioxidante. Concluíram que a administração de ambas as 

substâncias são capazes de suprimir a carcinogênese, devido à redução da 

peroxidação lipídica celular evidenciada pelo aumento de enzimas antioxidantes. 

Cavalcante e colaboradores (2011) avaliaram o efeito do extrato etanólico de 

própolis verde associado à carcinogênese química induzida em língua de ratos. O 

DMBA foi administrado topicamente, três vezes por semana, alternadamente com o 

extrato testado em dosagens de 100, 200 e 300 mg/kg pela via oral, pelo método de 

gavagem. A solução testada apresentava a concentração de 41 % de extrato seco e 

de 0,95 ± 0,44 % de flavonoides. As lesões encontradas foram classificadas de 

acordo com o sistema de classificação histológica proposto pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS). Os autores concluíram que o extrato etanólico de própolis 

verde testado é eficaz na proteção durante o processo de carcinogênese induzida 

por DMBA em língua e a mesma foi associada à concentração do extrato. Além 
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disso, a classificação histológica proposta pela OMS é um método confiável para 

estabelecer os graus de displasia epitelial induzida por DMBA. 

Para futuras pesquisas, a classificação de displasia da OMS (GALE et al., 

2005) e do grau histológico de malignidade dos carcinomas de células escamosas, 

proposta por Johnson e colaboradores (2005) podem ser utilizados durante a análise 

histológica de displasias e carcinomas induzido por DMBA. 

O câncer é uma das doenças que apresenta alto índice de morbidade e 

mortalidade, acometendo vários órgãos. Devido a isso, há necessidade da 

descoberta de novas substâncias que apresentem efeitos quimiopreventivos na 

carcinogênese. Compostos químicos isolados da própolis, ou própolis na forma de 

extrato apresentam ações quimiopreventivas comprovadas em diversos estudos in 

vitro, entretanto, há poucos estudos in vivo de carcinogênese induzida em mucosa 

lingual apesar do aumento dos índices de câncer de língua ocorrido nos últimos 

anos.  
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3.1 Resumo 

 

Este foi um estudo semiexperimental, in vivo, randomizado, quantitativo. Objetivo: 

avaliar a reação tecidual da mucosa lingual de hamsters, submetida à aplicação 

tópica, diária e alternada de 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) e extrato 

etanólico de própolis (EEP) de uma apresentação comercial. Materiais e métodos:. 

Sessenta hamsters foram divididos em três grupos, com dois períodos 

experimentais, 13 e 20 semanas. A borda lateral da língua foi submetida à aplicação 



36 

tópica, diária e alternada de DMBA 0,5 % e EEP 30 % (grupo EEP, n = 20), DMBA 

0,5 % e extrato aquoso de própolis (EAP) (grupo EAP, n = 20), DMBA 0,5 % e soro 

fisiológico (grupo DMBA, n = 20). Realizou-se análise da ocorrência dos tipos de 

alterações clínicas e histológicas. Além disso, mensurou-se a área e volume das 

alterações clínicas, a ocorrência das alterações estruturais (AE) e citológicas (AC) do 

tecido epitelial escamoso com atipias e a área histológica dos carcinomas de células 

escamosas (CCE). Para a análise estatística, aplicaram-se os testes ANOVA, qui-

quadrado, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Resultados: Para todas as variáveis 

analisadas, não houve diferenças significativas na comparação entre os grupos nos 

dois tempos experimentais. Em 13 semanas ocorreu uma única lesão de CCE no 

grupo EEP. Em 20 semanas, a maior ocorrência de CCE também foi no grupo EEP. 

Conclusão: o EEP, com teor alcoólico de 30 %, favoreceu reação tecidual da 

iniciação e da promoção da carcinogênese, por mecanismos ainda não elucidados. 

 

Palavras-chave: própolis, carcinogênese, DMBA, língua, quimioprevenção 

 
3.2 Introdução 

 

 A indução de câncer pelo carcinógeno 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno 

(DMBA) se encontra estabelecida (GEYER et al., 1953; DARCHUN; HADLER, 1956; 

CAVALCANTE et al., 2011). O DMBA pertence à classe dos hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos que são subprodutos da combustão de cigarro ou de outras 

substâncias orgânicas (CAMPBELL; LINDSEY, 1956; RUBIN, 2001). Em modelos 

animais, o DMBA ao ser administrado por aplicação tópica (LI et al., 1999; 

CAVALCANTE et al., 2011), promove o surgimento de lesões displásicas, a partir da 

décima semana e de câncer a partir da 13ª semana (EISENBERG, 1977). Tais 
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lesões, em bolsas retrofaringeana de hamsters, apresentam alterações morfológicas 

semelhantes às que ocorrem em tecido epitelial escamoso da mucosa bucal de 

humanos (NAGINI, 2009). Atualmente, o modelo de carcinogênese experimental 

induzida por DMBA tem sido associado ao emprego de substâncias-teste, como a 

própolis (ORSOLIĆ et al., 2005; CAVALCANTE et al., 2011), para que se possa 

verificar os seus efeitos quimiopreventivos. 

A própolis e seus compostos químicos isolados tem sido testados devido às 

suas ações antioxidante, antitumoral e imunomoduladora (KIMOTO et al., 2001; 

ORSOLIĆ et al., 2005; YASUI et al., 2008; CAVALCANTE et al., 2011), promovidas 

pelos seus componentes químicos, como os flavonoides e ácido cafeico 

(CASTALDO; CAPASSO, 2002; SILVA et al., 2007), que agem na neutralização de 

radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo (WANG et al., 2008). Os extratos e 

compostos isolados de própolis, empregados na maioria das pesquisas (KIMOTO et 

al., 2001; ORSOLIĆ et al., 2005; YASUI et al., 2008; CAVALCANTE et al., 2011), 

são preparados exclusivamente para as mesmas e não estão disponíveis no 

comércio, porém há extratos etanólicos de própolis liberados à comercialização sem 

receita médica (BRASIL, 2001) que podem ser utilizados pela população em geral 

para alívio de inflamações de garganta, halitose e outros usos, por automedicação e 

que já demonstraram possuir ação entiinflamatória (BARROSO et al., 2011). 

Uma vez que fármacos à base de álcool, de uso tópico ou bochechos 

(CARDOSO et al., 2005), soluções de álcool (ELZAY, 1966; SEITZ; STICKEL, 2009) 

têm sido associados às alterações morfológicas da mucosa bucal e a incidência de 

câncer de língua em humanos tem aumentado (REDDY et al., 2010), pessoas 

expostas a fatores de risco à carcinogênese como as com hábito de fumar e/ou de 

consumir bebidas alcoólicas, podem utilizar EEP para alívio da halitose ou de 
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alguma sintomatologia em cavidade bucal ou orofaringe por automedicação, 

aumentando o risco potencial de desenvolver câncer bucal. 

Devido os fatos supramencionados, a presente pesquisa tem por objetivo 

avaliar a resposta tecidual da mucosa lingual de hamsters, submetida à aplicação 

tópica, diária e alternada de DMBA e de EEP com teor alcoólico de 30 %, de uma 

apresentação comercial. 

 

3.3 Materiais e métodos 

 

3.3.1 Ética 

 O uso de animais nesta pesquisa está em concordância com a prática da 

legislação nacional e internacional e foi avaliado e aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e 

Mucuri (UFVJM), protocolo 004/2010 (ANEXO). 

 

3.3.2 Amostra 

 A amostra foi constituida por 60 hamsters, machos e fêmeas (Mesocricetus 

auratus), com 90 dias de idade e peso médio de 126,8 g ± 14,26 g. Os animais 

foram obtidos do biotério do Centro de Pesquisas René Rachou da Fundação 

Oswaldo Cruz (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), climatizados em nosso 

laboratório por 14 dias e mantidos em condições de temperatura ambiente, sob 

ciclos de luz de 12 horas de claro e escuro, em gaiolas plásticas (60 x 50 x 22 cm), 

com livre acesso à ração balanceada (Nuvilab CR1, Nuvital®, Colombo, Paraná, 

Brasil) e água. Cada gaiola continha no máximo quatro animais, eram forradas com 

maravalha e a limpeza das mesmas ocorria duas vezes por semana.  
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3.3.3 Químicos 

O carcinógeno DMBA (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) foi diluído em 

acetona para obter uma solução com concentração de 0,5 %. O EEP e o EAP 

(extrato aquoso de própolis) foram adquiridos de um mesmo fabricante (Apiário 

Mackllani® Ltda, Santa Bárbara, Minas Gerais, Brasil), no comércio local e utilizados 

sem diluição. De acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante, os EEP e 

EAP foram produzidos a partir de 11,56 % g/ml de extrato seco de própolis 

brasileira. O teor alcóolico do EEP foi de 30 %.  

Em laboratório, foi realizada a mensuração do teor total de polifenóis e 

flavonoides dos extratos EEP e EAP utilizados nesta pesquisa e dos extratos secos 

obtidos a partir destes extratos. A mensuração do teor total de polifenóis das 

amostras de EEP e EAP foi feita de acordo com o método colorimétrico de Folin-

Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999). O teor total de flavonoides foi mensurado pelo 

método descrito por Park e colaboradores (1995) (Tabela 1). 

 

 

3.3.4 Protocolo experimental 

 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em três grupos, subdivididos em 

dois tempos experimentais, 13 e 20 semanas. As substâncias testadas em cada 

Tabela 1 - Teor total de polifenóis e flavonoides presentes em EEP, EAP e nos extratos secos 
obtidos a partir destes extratos 
 

Extratos 
Teor total de polifenóis Teor total de flavonoides 

Antocianinas (mg/ml) (mg/g)* (mg/ml) (mg/g)** 
Solução 
EEP® 19,52 ± 0,07 - 19,06 ± 0,64 - 1,61 ± 0,25 
EAP® 8,87 ± 0,10 - 6,90 ± 0,10 - ND 
Secos*** 
EEP® - 117,16 - 114,4 - 
EAP® - 89,63 - 69,73 - 
*Polifenóis (g/l) equivalentes de gálico 
**Flavonoides (g/l) equivalente de quercetina 
***Os extratos secos foram obtidos a partir da liofilização de extratos de EEP e EAP, ambos de uma mesma 
apresentação comercial 
® - Apiário Mackllani Ltda, Santa Bárbara, Minas Gerais, Brasil 



40 

grupo experimental foram: DMBA 0,5 % e EEP 30 % (grupo EEP; n = 20), DMBA 0,5 

% e EAP (grupo EAP; n = 20), e DMBA 0,5 % e soro fisiológico (grupo DMBA; n = 

20). As substâncias foram administradas topicamente sobre a borda lateral direita da 

língua, utilizando pincéis de pelo de camelo, número 1 (Tigre®, São Paulo, Brasil). A 

aplicação de DMBA foi alternada, a cada 24 horas, pela de EEP ou EAP, de acordo 

com o grupo. Em um dia da semana, não houve aplicação de substância. Cada 

aplicação tópica diária consistiu em quatro pinceladas consecutivas, com a remoção 

do excesso da substância do pincel, antes de cada pincelada, para que não 

houvesse deglutição das mesmas pelos animais.  

Os animais foram pesados individualmente nas 1ª, 3ª, 5ª, 7ª, 9ª, 11ª, 13ª, 15ª, 

17ª e 19ª semanas. Um dia anterior à eutanásia de cada tempo experimental, 

realizou-se a análise dos aspectos clínicos das alterações em mucosa lingual. Os 

tipos de alterações clínicas evidenciadas de acordo com Lima e Taveira (1999) 

modificada foram: eritematosa difusa ou esbranquiçada difusa, ambas alterações de 

cor avermelhada ou branca; placa branca, caracterizada por ser uma elevação, 

plana, branca, bem circunscrita; esbranquiçada e moriforme difusa, alteração de cor 

e textura com pequenas irregularidades arredondadas em uma superfície 

opacificada; placa verrucosa, caracterizada por ser uma elevação, plana, 

circunscrita, com superfície papilomatosa; lesão exofítica, massa nodular ou tumoral. 

Nas alterações do tipo placa, realizou-se a mensuração do comprimento (eixo x), da 

largura (eixo y) e da profundidade nas alterações do tipo lesões exofíticas (eixo z), 

por meio de um paquímetro (Jon®, São Paulo, Brasil). Assim, a área das placas e o 

volume das lesões exofíticas foram calculados pelas respectivas fórmulas, 

A=π.x/2.y/2 e V=3/4.π.xyz. 
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 Em cada tempo experimental, dez animais de cada grupo foram anestesiados 

com cloridrato de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) associada à quetamina (200 

mg/kg de peso corporal) para a eutanásia. Após a decapitação, as línguas foram 

dissecadas e fixadas em solução de formol a 10 % tamponado, por 48 horas. Os 

espécimes foram incluídos em parafina, cortados, desidratados em álcool, 

diafanizados em xilol e corados pela técnica de hematoxilina e eosina (HE). 

 A análise histológica foi realizada por um único examinador, utilizando um 

microscópio de luz (Olympus® BX 41, Shinjuku-Ku, Tokyo, Japan), em diferentes 

aumentos. As alterações histológicas encontradas foram classificadas de acordo 

com a presença e número de alterações estruturais (AE) e alterações citológicas 

(AC) (GALE et al., 2005). A classificação do grau das displasias epiteliais escamosas 

(DEE) com presença de AE e AC foi de acordo com os critérios de Katz e 

colaboradores (1985) e de Gale e colaboradores (2005). Para os carcinomas de 

células escamosas (CCE), o grau de malignidade foi classificado de acordo com a 

Johnson e colaboradores (2005). Nas DEE, a média da ocorrência das AE e AC 

presentes no epitélio foram calculadas. Nos CCE, a área histológica foi calculada por 

meio do programa Motic Images Plus, versão 2.0 (Motic® China Group CO. LTD. 

Copyright© 2007, Guiyang, China). 

 

3.3.5 Análise estatística 

 Os dados obtidos foram tabulados com o auxílio de um programa SPSS, 

versão 17.0 (SPSS® Inc, Chicago, Ilinois, USA). Antes da aplicação de testes, foram 

realizados testes de normalidade. Para verificar o comportamento da variação do 

peso médio dos animais, durante o experimento, foi aplicado o teste ANOVA de 

medidas repetidas. Para análise da ocorrência dos tipos de alterações clínicas ou 
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histológicas entre grupos, foi aplicado o teste qui-quadrado. Os testes de Kruskal-

Wallis ou de Mann-Whitney foram aplicados na análise das médias da ocorência de 

AC, AE e da área histológica para comparação entre grupos. 

 

3.4 Resultados 

 

 Ao longo das semanas, houve aumento de peso médio dos animais. Pelo 

teste ANOVA de medidas repetidas, observou-se que a variação deste aumento foi 

uma progressão linear significativa para os grupos EAP (p=0,009) e EEP (p<0,001). 

Enquanto que para o grupo DMBA, esta variação foi uma progressão quadrática 

significativa (p<0,001), com perda progressiva de peso a partir da 15ª semana 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A eutanásia foi realizada precocemente em um animal do grupo DMBA, na 

18ª semana, por apresentar uma lesão extensa na língua e quadro de caquexia. E 
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Figura 1 - Variação do peso médio dos animais dos grupos EAP, EEP e 
DMBA ao longo das semanas 
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em outro animal, do grupo EEP, na 19ª semana, devido a uma ferida extensa, no 

dorso, decorrente de disputa entre os animais. Ambos foram excluídos da amostra 

do exame clínico das lesões (Tabela 2). Para os diferentes tipos de alterações 

clínicas analisadas e suas respectivas médias de área ou volume, não houve 

diferenças estatísticas significativas entre os grupos, de 13 e 20 semanas (Tabela 

2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 - Distribuição do aspecto clínico das alterações em mucosa lingual dos grupos EEP, EAP e 
DMBA, de 13 e 20 semanas 
 

Tipo de alterações 
clínicas 

Períodos experimentais 
 13 semanas  20 semanas 

Grupo 
EEP 

Grupo 
EAP 

Grupo 
DMBA 

Valor 
de p  

Grupo 
EEP* 

Grupo 
EAP 

Grupo 
DMBA* 

Valor 
de p 

Eritematosa difusa n(%) 4(40) 3(30) 4(40) 0,866
a
  0(0) 0(0) 0(0) - 

Esbranquiçada difusa n(%) 2(20) 3(30) 3(30) 0,843
a
  0(0) 0(0) 0(0) - 

**Placa branca  n(%) 2(20) 2(20) 2(20) 1,00
a
  0(0) 0(0) 0(0) - 

 Valor ou média e desvio 
padrão da A 

3,92±2,22 12,75±4,16 0,785±0,00 0,095b  - - - - 

Valor (mínimo-máximo) da A (2,35-5,49) (9,81-15,7) (0,785-,785) -  - - - - 

Esbranquiçada e 
 Moriforme difusa n(%) 

0(0) 0(0) 0(0) -  5 (55,5) 3(30) 5(55,5) 0,430
a
 

**Placa verrucosa n(%) 1(10) 2(20) 1(10) 0,749a  2(22,2) 4(40) 3(33,3) 0,706a 

Valor ou média e desvio 
padrão da A 

5,49 8,04±3,60 4,71 0,325b  10,20±7,77 12,16±14,67 5,75±3,26 0,700
b
 

Valor (mínimo-máximo) da A 0(0) (5,49-10,59) 0(0) -  (4,71-15,7) (0,39-32,97) (3,14-9,42) - 

***Lesão exofítica n(%) 1(10) 0(0) 0(0) -  2(22,2) 3(30) 1(11,1) 0,604
a
 

Média ± desvio padrão do V 10,59 - - -  18,31±3,69 13,87±18,14 15,7 0,541b 

(mínimo-máximo) do V 10,59 - - -  (15,7-20,93) (0,32-34,49) 15,7 - 

Total (n=78) 10(100%) 10(100%) 10(100%) -  9(100%)* 10(100%) 9(100%)* - 

A=área em mm2; V=volume em mm3; ± = desvio padrão. * Houve morte de um animal do grupo EEP e outro do grupo DMBA, na 
semana anterior à análise clínica. **Lesões com área calculada pela fórmula A= π. x/2 . y/2. ***Lesões com volume calculado 
pela fórmula V= 3/4 .π.xyz 
a
Teste Qui-quadrado 

b
Teste de Kruskal-Wallis 
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Houve maior ocorrência de DEE discreta em 13 semanas para o grupo EAP 

entre grupos, pelo teste qui-quadrado (p=0,044) e tal significância não permaneceu 

pela comparação par a par pelo teste de Fisher (Tabela 3). 

Em relação à ocorrência das alterações histológicas e das suas respectivas 

médias de AE e AC, entre os grupos, de 13 e 20 semanas, não houve diferenças 

significativas. (Tabela 3). 

 No período de 13 semanas, nas DEE discretas dos grupos EEP e EAP, 

ocorreram AE dos tipos: estratificação epitelial irregular, perda de polaridade, 

projeções epiteliais em forma de gota. Ocorreu ceratinização celular prematura 

apenas em um caso do grupo EAP. Nestas mesmas DEE discretas, todas as AC 

observadas no grupo EAP foram: aumento da proporção núcleo citoplasma, do 

número de núcleos e de seu tamanho e hipercromasia (Figura 3B). Para o grupo 

EEP, houve aumento do tamanho celular e nuclear e do número de núcleos. No 

único caso de DEE moderada, do grupo DMBA, as AE observadas foram 

estratificação epitelial irregular com perda de polaridade, e as AC foram alteração do 

tamanho nuclear e celular, pleomorfismos e mitoses. Nas DEE severas, as AE mais 

comuns entre os grupos EAP e DMBA foram estratificação epitelial irregular, perda 

da polaridade da camada basal e ceratinização celular prematura (Figura 3C). Além 

Figura 2 - Aspectos clínicos das alterações em mucosa lingual do tipo: (2A) placa branca (seta),
grupo EAP e (2B) lesão exofítica (seta), grupo EEP, ambas de 13 semanas; (2C e 2D) lesões 
exofíticas (setas), do grupo EEP, de 20 semanas 
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das AE dos grupos EAP e DMBA, no grupo EEP houve a presença de pérolas de 

ceratina e aumento do número de mitoses atípicas (Figura 3D). Nestas DEE 

severas, todas as AC do grupo DMBA foram aumento da proporção núcleo 

citoplasma, do número de núcleos e de seu tamanho, hipercromasia. As mitoses 

atípicas ocorreram nas DDE severas do grupo EAP.  

 

 
 

Em 20 semanas, as AE presentes em um único caso de DEE discreta, do 

grupo DMBA, foram estratificação epitelial irregular e perda de polaridade. E 

nucléolos numerosos e aumentados de tamanho caracterizaram as AC. A única AE 

comum, entre todos os grupos com DEE severa, foi estratificação epitelial irregular; e 

entre os grupos EAP e DMBA, ceratinização celular prematura. Houve a ocorrência 

 

Tabela 3 - Distribuição do aspecto histológico das alterações em mucosa lingual dos grupos EEP, 
EAP e DMBA, de 13 e 20 semanas 
 

Tipo de alterações 
histológicas 

Períodos experimentais 
 13 semanas  20 semanas 

Grupo 
EEP 

Grupo 
EAP 

Grupo 
DMBA 

Valor de 
p  

Grupo 
EEP 

Grupo 
EAP 

Grupo 
DMBA 

Valor de 
p 

 Hiperplasia e hiperqueratose com 
ausência de atipias n(%) 6(60)

a
 4(40)

a 6(60)
a
 0,585

a
  0(0)

a
 0(0)

a
 2(20)

a
 0,117

a
 

*DDE - Discreta n(%) 1(10)
a,b

 4(40)
a,b

 0(0)
a,b

 0,044
a#

  0(0)
a
 0(0)

a
 1(10)

a
 0,355

a
 

**Valor ou média das AE e AC e 
desvio padrão 3

c
 4,25±0,95

c
 - 0,264

c
  - - 3 - 

Valor (mínimo-máximo) - (3-5) - -  - - -  

*DDE - Moderada n(%) 0(0)
a
 0(0)

a
 1(10)

a
 0,355

a
  0(0) 0(0) 0(0) - 

*Valor ou média das AE e AC e 
desvio padrão 

- - 9 -  - - - - 

Valor (mínimo-máximo) - - - -  - - - - 

*DDE - Severa n(%) 2(20)
a
 2(20)

a
 3(30)

a
 0,830ª  2(20)

a
 4(40)

a
 1(10)

a
 0,271ª 

**Valor ou média das AE e AC e 
desvio padrão 16,5±3,53

d
 14±2,82

d
 12,66±3,15

d
 0,481

d
  19±7,07

d
 11±0,81

d
 19

d
 0,101

d
 

Valor (mínimo-máximo) (14-19) (12-16) (9-16) -  (14-24) (10-12) - - 

CCE 1(10)
a
 0(0)

a
 0(0)

a
 0,355

a
  8(80)

a
 6(60)

a
 6(60)

a
 0,549

a
 

Total n(%) 10(100) 10(100) 10(100) -  10(100) 10(100) 10(100) - 

AE=alterações estruturais e AC=alterações citológicas; CCE=carcinomas de células escamosas; DDE=displasia epitelial 
escamosa. *A análise histológica do tecido epitelial escamoso com presença de AE e AC de acordo com os critérios de Gale 
et al.[24] e de Katz et al.[25]. **Valor ou média das AE e AC presentes nos terços basal, suprabasal e superficial. 

a
Teste qui-

quadrado entre os grupos EEP x EAP x DMBA.  
#
Teste de Fisher para comparação par a par (EEP x EAP, p=0,303; EAP x 

DMBA, p=0,087; EEP x DMBA, p=1,00). 
c
Teste de Mann-Whitney / 

d
Teste de Kruskal-Wallis 
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de pérolas de ceratina no grupo DMBA e de aumento do número de mitoses no 

grupo EEP. Nas DEE severas do grupo EEP foram observadas todos os tipos de 

AC.  

Para a ocorrência de CCE e suas respectivas médias de área histológica não 

houve diferenças estatísticas significativas entre os grupos, de 13 e 20 semanas. Em 

20 semanas, a maior ocorrência de CCE foi observada no grupo EEP, com cresci- 

Figura 3 - Aspectos histológicos, em 13 semanas de: (3A) tecido epitelial 
escamoso com hiperplasia (estrela) e hiperqueratose (seta), grupo DMBA, 
com ausências de AE e AC, (HE, 100x); (3B) DEE discreta, grupo EAP, 
(HE, 200x); (3C) DEE severa, grupo EEP, com pérola de ceratina (seta) e 
ceratinização celular prematura (HE, 200x); (3D) DEE severa, grupo 
DMBA, com ceratinização celular prematura (estrelas) (HE, 100x) 

A B 

C D 



47 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

mento exofítico e graduação de malignidade bem diferenciados. Além disso, a maior 

média da área histológica dos CCE foi para o grupo EAP. Para cada um dos grupos, 

EAP e DMBA, ocorreu um caso de CCE, com crescimento endofítico, envolvendo 

Tabela 4 - Distribuição dos aspectos histológicos dos CCE em mucosa lingual dos grupos EEP, EAP e 
DMBA, de 13 e 20 semanas 
 

Aspecto histológicos dos 
CCE 

Períodos experimentais 

 13 semanas  20 semanas 

Grupo 
EEP 

Grupo 
EAP 

Grupo 
DMBA 

Valor de 
p  

Grupo 
EEP 

Grupo 
EAP 

Grupo 
DMBA 

Valor de p 

CCE (n=21) n(%) 1(4,75) 0(0) 0(0) 0,355
a
  8(38,05) 6(28,6) 6(28,6) 0,549

a
 

**CCEBD n(%) 1(4,75)
a
 0(0)

a
 0(0)

a
 0,355

a
  8(38,05)

a
 5(23,81)

a
 5(23,8)

a
 0,342

a
 

*Valor ou média da A histológica 
e  desvio padrão – CCEBD 

3,97 - - -  1,47±0,66
b
 5,11±5,23

b
 1,63±0,92

b
 0,364

b
 

Valor (mínimo-máximo) - - - -  (0,54-1,98) (0,16-13,2) (0,21-2,48) - 

**CCEMD n(%)    0(0) 0(0) 0(0) -  0(0)
a
 1(4,75)

a
 1(4,75)

a
 0,566

a
 

*Valor da A histológica - CCEMD  - - - -  - 17,72
c
 27,6

c
 0,317

c
 

**CCEI n(%) 0(0) 0(0) 0(0) -  0(0) 0(0) 0(0) - 

Tipo de crescimento no front de 
invasão:            Exofítico n(%) 1(4,75)

a
 0(0)

a
 0(0)

a
 0,355

a
  8(38,05)

a
 5(23,8)

a
 3(14,3)

a
   0,114

a
 

Endofítico n(%) 0(0) 0(0) 0(0) -  0(0)
a
 1(4,75)

a
 3(14,3)

a
 0,100

a
 

A=área em mm2, CCE=carcinoma de células escamosas, CCEBD= carcinoma de células escamosas bem diferenciado, CCEMD= 
carcinoma de células escamosas moderadamente diferenciado, CCEI=carcinoma de células escamosas indiferenciado. * Valor ou 
média da área histológica do CCE. ** Ocorrência dos CCE (carcinomas de células escamosas) de acordo com a graduação 
histológica de malignidade proposta por Johnson et al.[26]. 
aTeste qui-quadrado 
bTeste de Kruskal-Wallis   
cTeste de Mann-Whitney 

A B 

Figura 4 - Aspectos histológicos, em 20 semanas de: (4A) CCE bem diferenciado, grupo EEP, 
crescimento exofítico (HE, 40x e 200x); (4B) CCE moderadamente diferenciado, grupo EAP, 
crescimento endofítico, com envolvimento de quase toda a língua (HE, 40x e 400x) 
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quase toda a língua e a graduação de malignidade de ambos foi moderadamente 

diferenciado (Figura 4 e Tabela 4). 

 

3.5 Discussão 

 

A célula cancerosa surge de uma transformação genômica de um eucarioto, 

devido à mutação de alguns genes que modificam o fenótipo normal para canceroso. 

As mutações podem ocorrer pela ação do DMBA (GEYER et al., 1953; DARCHUN; 

HADLER, 1956; GIRI et al., 1996; CAVALCANTE et al., 2011) e de outros agentes 

carcinógenos. Como na iniciação da carcinogênese induzida por DMBA há produção 

de radicais livres, subprodutos de sua metabolização que desencadeiam as 

mutações no DNA (GIRI et al., 1996; BHATTACHARYYA et al., 2010), o DMBA foi 

empregado na presente pesquisa. 

As aplicações tópicas de DMBA 0,5 % em acetona induzem lesões 

cancerosas em mucosa lingual, com ou sem escarificação prévia (FUJITA et al., 

1973; EVESON; MACDONALD, 1981). Na presente pesquisa, o DMBA e as 

substâncias-teste foram aplicadas topicamente, com ausência de escarificação 

prévia e de sedação dos animais, por ser um modelo de carcinogênese lingual 

validado (LIMA; TAVEIRA, 1999; CARDOSO et al., 2005) e que promove menor 

estresse nos animais.  

Os extratos de própolis ou seus compostos químicos isolados que tiveram 

seus efeitos quimiopreventivos comprovados em pesquisas (KIMOTO et al., 2001; 

ORSOLIĆ et al., 2005; YASUI et al., 2008; CAVALCANTE et al., 2011), não estão 

disponíveis à população. Extratos de própolis que se encontram disponíveis 

comercialmente para a venda em drogarias (BRASIL; 2001), ainda não foram 
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testados em modelo de carcinogênese induzida, e a escolha da marca comercial de 

extrato de própolis que foi utilizada se deveu ao fato de nossa equipe de pesquisa já 

ter utilizado estes extratos em um estudo anterior no qual foi testado seus efeitos 

antiinflamatórios (BARROSO et al., 2011). Além disso, pessoas do grupo de risco 

para lesões cancerosas, como as que têm hábito de fumar e/ou de consumir bebidas 

alcoólicas, podem se automedicar utilizando diariamente EEP devido à halitose ou 

alguma sintomatologia em cavidade bucal ou orofaringe. Como as estruturas bucais 

se encontram em contato direto com EEP, que contém álcool em sua composição, é 

conveniente avaliar a reação tecidual da mucosa lingual submetida ao estresse 

oxidativo e ao tratamento com EEP. 

Como as alterações genômicas podem variar de hamster para hamster, entre 

os tipos de tecidos de um mesmo hamster, na presente pesquisa, as aplicações 

alternadas de DMBA, EEP e EAP foram constantes ao longo dos dois períodos 

experimentais. Estes períodos de 13 e 20 semanas, estão de acordo com outros 

estudos (LIMA; TAVEIRA, 1999; CARDOSO et al., 2005), sendo que por meio da 

análise das alterações clínicas e histológicas, há possibilidade de avaliar, em 13 

semanas, os efeitos iniciadores ou quimiopreventivos, e em 20 semanas, os efeitos 

do potencial de quimioprevenção, promoção ou progressão do câncer das 

substâncias-teste. 

O potencial quimiopreventivo de extratos de própolis tem sido verificado em 

diferentes sítios anatômicos (KIMOTO et al., 2001; BAZO et al., 2002; ORSOLIĆ et 

al., 2005; YASUI et al., 2008). Na presente pesquisa, a mucosa língual foi o sítio de 

escolha para a aplicação das substâncias por haver aumento da incidência de 

câncer de língua em humanos (REDDY et al., 2010) e poucos estudos de 

carcinogênese em língua de hamsters (CAVALCANTE et al., 2011). 
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O peso médio dos hamsters desta pesquisa aumentou ao longo do 

experimento, significando que a indução de câncer na língua não prejudicou a dieta 

dos animais. Entretanto, houve um declínio do peso médio no grupo DMBA em 

relação aos outros grupos, a partir da 15ª semana. Esta observação está de acordo 

com Lajolo e colaboradores (2008), ao relacionarem a perda de peso à toxicidade do 

DMBA; e com Li e colaboradores (1999), ao surgimento de lesões extensas em 

cavidade bucal. Isto pode explicar a antecipação da eutanásia, por questões 

bioéticas, de um animal do grupo DMBA que apresentava caquexia, relacionada a 

uma extensa lesão na língua, realizada antes da finalização do experimento. 

De todos os animais do período de 13 semanas, a única lesão exofítica, que 

ocorreu no grupo EEP, foi um caso de CCE. Tal fato não ocorreu no grupo DMBA, 

indicando um menor período de latência da carcinogênese no grupo EEP, que 

poderia ser atribuído ao solvente. Como o álcool etílico é considerado uma 

substância cocarcinógena por provocar aumento da permeabilidade tecidual e por 

induzir a oxidação por meio de acetaldeído (FIGUERO-RUIZ et al., 2004; MARTINEZ 

et al., 2005; SEITZ; STICKEL, 2009; REIDY et al., 2011), o teor alcoólico deste 

solvente, presente no EEP utilizado na presente pesquisa, pode ter aumentado a 

absorção do DMBA e potencializado sua ação carcinogênica. Isso está de acordo 

com os resultados encontrados por Bazo e colaboradores (2002), que, ao tratarem 

câncer de cólon em ratos, induzido por meio de 1,2 dimetilhidrazina, observaram 

maior ocorrência de focos aberrantes de criptas intestinais no grupo tratado com 

álcool etílico a 32 %. 

A igualdade de ocorrência de hiperplasia e hiperqueratose com ausência de 

atipias, no período de 13 semanas, entre os grupos EEP e DMBA; e menor no grupo 

EAP, sugere que os componentes da própolis contidos no EAP não protegeram a 
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mucosa lingual das reações teciduais desencadeadas pela carcinogênese, pois, 

neste mesmo tempo, houve maior ocorrência de DEE discreta para o grupo EAP, 

entre grupos. O menor teor total de polifenóis e de flavonoides presente no extrato 

seco do EAP testado nesta pesquisa pode ser um dos fatores que sugere a 

ausência de quimioprevenção observada no grupo tratado com ele. Entretanto, são 

necessárias mais pesquisas para elucidar os aspectos moleculares das reações 

teciduais. 

A maior média da área histológica dos CCE encontrados no grupo EAP 

sugere associação com a menor concentração de compostos fenólicos, fato que 

pode ter contribuído para a obtenção deste resultado. Enquanto que, a maior 

ocorrência de CCE no grupo EEP, sugere uma reação tecidual de promoção da 

carcinogênese. Os resultados da presente pesquisa discordam dos encontrados por 

Cavalcante e colaboradores (2011), que induziram câncer em língua de hamstes, 

por meio de aplicação tópica de DMBA a 0,5 % em acetona, submetido ao 

tratamento com extratos etanólicos de própolis verde brasileira (EEPV) e verificaram 

uma redução do número de AE, AC e do grau de malignidade das lesões no grupo 

tratado com EEPV. As diferenças entre estes resultados e os da presente pesquisa 

podem ser explicadas pelo fato de Cavalcante e colaboradores (2011) terem 

utilizado um EEPV com maior teor de extrato seco e administrado o EEPV pela via 

oral, empregando o método gavagem, sem que a mucosa bucal tivesse contato com 

o solvente etanólico. 

 

3.6 Conclusão 
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De acordo com os resultados encontrados, pode-se sugerir que o EAP não 

interferiu na reação tecidual da carcinogênese induzida por DMBA em língua de 

hamsters e que o álcool etílico, solvente do EEP, pode ter diminuído o período de 

latência da carcinogênese e favorecido a promoção da carcinogênese por 

mecanismos não elucidados. São necessários mais estudos para testar extratos de 

própolis de outras marcas comerciais, com diferentes concentrações de extrato seco 

e de teor alcoólico em estudos in vitro e in vivo. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 O câncer é uma das doenças que apresenta altos índices de morbidade e 

mortalidade, acometendo vários órgãos. Devido a isso, há necessidade da 

descoberta de novas substâncias com efeitos quimiopreventivos na carcinogênese. 

Entretanto, há poucos estudos in vivo de carcinogênese induzida associada ao 

tratamento com própolis. Como a própolis ou seus compostos químicos isolados 

apresentam ações quimiopreventivas comprovadas em diversos estudos in vitro, 

atualmente há necessidade da realização mais de estudo in vivo, que visem testar a 

própolis ou seus compostos isolados.  

De acordo com os resultados encontrados no artigo de pesquisa, o EEP a 

30 % pode ter favorecido a reação tecidual da iniciação e da promoção da 

carcinogênese induzida por DMBA. Entretanto, são necessários mais estudos para 

testar extratos de própolis de outras marcas comerciais, com diferentes 

concentrações de extrato seco e de teor alcoólico. 
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